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El Fondo de Promocion de Tecnologia Agropecuaria (FPTA) fue instituido por el articulo 18° de la ley
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contrapartida del Estado), con aportes voluntarios que efectuen los productores u otras instituciones, y
con los fondos provenientes de financiamiento externo con tal fin.

EL FPTA es un instrumento para financiar la ejecucion de proyectos de investigacion en forma conjunta
entre INIA y otras organizaciones nacionales o internacionales, y una herramienta para coordinar las
politicas tecnoldgicas nacionales para el agro.

Los proyectos a ser financiados por el FPTA pueden surgir de propuestas presentadas por:

a) los productores agropecuarios, beneficiarios finales de la investigacion, o por sus instituciones.

b) por instituciones nacionales o internacionales ejecutoras de la investigacion, de acuerdo a temas
definidos por si 0 en acuerdo con INIA.

c) por consultoras privadas, organizaciones no gubernamentales o cualquier otro organismo con
capacidad para ejecutar la investigacién propuesta.

En todos los casos, la Junta Directiva del INIA decide la aplicacién de recursos del FPTA para financiar
proyectos, de acuerdo a su potencial contribucién al desarrollo del sector agropecuario nacional y del
acervo cientifico y tecnoldgico relativo a la investigacion agropecuaria.

El INIA a través de su Junta Directiva y de sus técnicos especializados en las diferentes areas de
investigacion, asesora y facilita la presentacion de proyectos a los potenciales interesados. Las politicas
y procedimientos para la presentacion de proyectos son fijados periédicamente y hechos publicos a
través de una amplia gama de medios de comunicacion.

El FPTA es un instrumento para profundizar las vinculaciones tecnolégicas con instituciones publicas y
privadas, a los efectos de llevar a cabo proyectos conjuntos.

De esta manera, se busca potenciar el uso de capacidades técnicas y de infraestructura instalada, lo que
resulta en un mejor aprovechamiento de los recursos nacionales para resolver problemas tecnolégicos
del sector agropecuario.

El Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria contribuye de esta manera a la consolidacién de
un sistema integrado de investigacion agropecuaria para el Uruguay.

A través del Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria (FPTA), INIA ha financiado numerosos
proyectos de investigacion agropecuaria a distintas instituciones nacionales e internacionales. Muchos
de estos proyectos han producido resultados que se integran a las recomendaciones tecnolégicas que
realiza la institucion por sus medios habituales.

En esta serie de publicaciones, se han seleccionado los proyectos cuyos resultados se considera
contribuyen al desarrollo del sector agropecuario nacional. Su relevancia, el potencial impacto de
sus conclusiones y recomendaciones, y su aporte al conocimiento cientifico y tecnolégico nacional
e internacional, hacen necesaria la amplia difusion de estos resultados, objetivo al cual se pretende
contribuir con esta publicacion.
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1. Rizobios nativos - naturalizados
que nodulan trébol

Para desarrollar inoculantes rizobianos a partir
de cepas nativas-naturalizadas, el primer paso
es establecer la diversidad genética de las
poblaciones, debido a que son la base para la
seleccion. De esta forma, la diversidad de rizobios
nativos — naturalizados constituyen una fuente
sostenible de cepas que pueden ser usadas para
desarrollar inoculantes comerciales (Lindstrém
et al., 2010), con la ventaja de partir de material
adaptado a condiciones locales. Por otra parte,
una diversidad amplia se considera un indicador de
la salud del suelo y de la productividad (Kaschuk
et al., 2006) y puede contribuir con la fijacion
biolégica de N (FBN) en condiciones ambientales
estresantes (Loreau et al., 2001).

Por estasrazones, en el proyecto FONTAGRO FTG-
787 (2006-2009) el Laboratorio de Bioquimica de
Facultad de Agronomia y el grupo de Mejoramiento
Genético de Especies Forrajeras de INIA La

Capitulo 1. Seleccién
de cepas eficientes por
competitividad

FPTA 295
Periodo de ejecucion:

Abril 2014 — Junio 2018

Estanzuela se generd una coleccion de rizobios
aislados de noédulos de Trifolium pratense de
praderas de un afo, en sitios con y sin historia
de trébol. De esa coleccion se caracterizaron 80
aislamientos provenientes de Colonia, San José
y Paysandu (Batista, 2013) y 84 aislamientos de
Colonia y San José (Hernandez, 2012).

Los aislamientos se identificaron segun sus
perfiles ERIC (Fig. 1) y cuando la similitud entre
ellos era igual o mayor al 60% se consideraron la
misma cepa. Con este criterio Batista ef al. (2015)
identificaron 38 perfiles gendmicos unicos (48%
de diversidad) y Hernandez (2012) 21 perfiles
genomicos unicos (25% de diversidad). La cepa
U204 (= U28 MGAP, = CIAT 2455) de Rhizobium
leguminosarum sv trifolii introducida de Estados
Unidos, se usa como inoculante comercial para
trébol rojo y trébol blanco desde el afno 1967
(MGAP, 2008) y entre los 80 perfiles analizados
por Batista (2013), solo uno muestra el mismo
perfil que el del inoculante comercial.
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60 %

Figura 1. Dendrograma derivado del analisis de los perfiles ERIC de los 80 aislados y la cepa U204. Se consideraron
perfiles iguales cuando la semejanza fue igual o mayor al 60%. La flecha indica el perfil de la cepa U204. Tomado

de Batista (2013).
1.1 Estrategia y metodologia

Se partié de la coleccion de cepas que nodulan
trébol rojo, y las 18 cepas mas eficientes en esa
leguminosa se evaluaron en trébol blanco ( Trilolium
repens cv Zapican). Las semillas inoculadas se
sembraron en macetas con arena-vermiculita y
las plantas crecieron en camara de crecimiento
en condiciones controladas (Gutiérrez, 2017). Se
realizaron 5 repeticiones por cada tratamiento y la
biomasa aérea se estimo en dos cortes, realizados
a los 30 y 60 dias después de la siembra. Los
resultados se analizaron con un modelo lineal
general mixto.

1.2 Resultados

La biomasa vegetal acumulada en dos cortes
evidencio que 14 de las 18 cepas eficientes en
trébol rojo (Batista, 2013) tuvieron en trébol blanco la
misma eficiencia simbidtica que la cepa U204 (Fig.
2). Las cepas N2, N5, 249 se seleccionaron para
evaluar su competencia frente a rizobios presentes
en suelos definidos como problema para trébol
blanco. La cepa 317 habia sido evaluada por Batista
et al. (2015) en un suelo de La Estanzuela con
historia de trébol, y en Glencoe donde hay cepas
no fijadoras, consideradas parasitas para trébol
(Labandera y Vincent, 1975; Yates et al., 2003).
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Figura 2. Eficiencia simbittica de cepas promisorias en trébol blanco. Se representa la media del peso seco aéreo
acumulado en dos cortes (30 y 60 dias después de la siembra). Se incluy6 al inoculante comercial, cepa U204 y un
control sin inocular (0). Cada tratamiento tuvo 5 repeticiones y los datos se analizaron con un modelo lineal general
mixto. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (LSD Fisher p<0,05).

2. Competitividad de las cepas Actualmente las técnicas moleculares aplicadas
eficientes N2, N5 y 249 en en investigacion basica se han hecho accesibles
diferentes suelos y permiten la identificacion precisa de las cepas

con un costo razonable. Una de estas técnicas es

En la seleccion de rizobios para el desarrollo de  la amplificacion de ADN mediante PCR usando

inoculantes, el criterio de competitividad ha sido  diferentes primers como ERIC, BOX, CER, etc.

dificil de establecer debido a que son necesarias  (Schneidery de Brujn, 1996). Mediante esta técnica
técnicas de identificacion precisas que se puedan  se genera un perfil o patron (fingerprint) exclusivo
aplicar a un gran numero de muestras, y en para cada cepa, lo que permite identificarlas de
condiciones de seleccidn cercanas a la situacion forma confiable, a diferencia de otras técnicas como
de campo. Esto ha llevado a que en la seleccion la resistencia a antibiéticos y serologia. También el
de cepas predomine el criterio de eficiencia uso de genes delatores o reporteros, como gusA,
simbidtica. Pero si la cepa es poco competitiva ~ permiten establecer la competitividad de manera
no ocupara la cantidad de nédulos deseable, y precisa y rapida en gran cantidad de ndédulos. Esta
si no es persistente tampoco ocupara nodulos  estrategia ha sido usada para evaluar competencia en
en las plantas que surgen del estolon o de la diferentes suelos en condiciones controladas (Batista
resiembra. et al., 2015; Gutiérrez, 2017; Denton et al., 2003).

En diferentes pares simbiéticos la fijacion biologica 2.1 Estrategia y metodologia

de nitrégeno parece estar en su limite superior,

de manera que su mejora no podria lograrse Para estudios de competencia es util introducir
solo a través de cepas mas eficientes, sino con en el genoma bacteriano reporteros como el gen
cepas que ocupen mayor nimero de nédulos. En  gusAo celB (Sessitsch et al. 1998), lo que permite
diferentes leguminosas se ha demostrado que identificar la presencia de la bacteria mediante un
las cepas indigenas ocupan el mayor nimero de  sencillo ensayo de tincion histoquimica. El gen
nodulos respecto a cepas foraneas usadas como  gusA codifica para la enzima B-glucuronidasa
inoculante (Batista et al., 2015; Gutiérrez, 2017;  que escinde al sustrato X-Gluc (5-bromo-6-cloro-
Denton et al., 2002). Debido a esto, seleccionar  3-indolyl-3-D-glucurdnido) en acido glucurdnico
entre las cepas nativas eficientes las mas Yy cloro-bromoindigo, que se dimeriza para
competitivas puede mejorar la produccion, y en producir dicloro-dibromoindigo, un precipitado azul
esto se baso el proyecto FPTA-295. insoluble. La reaccion se resume a continuacion.
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Para determinar la competitividad, las cepas
eficientes N2, N5, 249 y 317 se marcaron con
el gen delator gusA por conjugacién biparental
con E. coli S17-" A-pir que lleva el plasmido
pCAM130::Tn5SSgusA31 (Wilson et al. 1995). Los
transformantes N2::gusA, N5::gusA, 249::gusA
(Gutiérrez, 2017), 317::gusA y U204::gusA
(Batista el al. 2014) se compararon con sus
parentales en relacion a la cinética de nodulacion
y nimero total de nédulos inducidos, para verificar
que esas caracteristicas se conservan iguales
después de la insercion del gen gusA. Con las
cepas marcadas se prepararon inoculantes
en turba con la cantidad de rizobios requerida
por el MGAP (superior a 2,0 x 109 ufc por g de
turba). Las semillas se inocularon segun las
recomendaciones del fabricante y se sembraron
en cilindros con los suelos colectados con
minimos disturbios (Fig. 3). Antes de sembrar
las semillas inoculadas, se determin6d el NMP

Cl Br-Indigo
(colorante azul insoluble)

(Numero Mas Probable) de rizobios capaces de
nodular trébol blanco en cada suelo. Las plantas
crecieron en condiciones controladas a 24°C con
16 h de luz (Fig. 3) y a los 65 dias se levanto
el ensayo para analizar la ocupacion de los
nédulos. Para ello, los nédulos fueron incubados
en presencia del compuesto X-Gluc, sustrato de
la enzima B-glucuronidasa (Batista ef al., 2013).
De esta forma, los nédulos ocupados por la cepa
marcada adquieren una coloracién azul, que los
diferencia de manera inequivoca de los ocupados
por los rizobios del suelo (Fig. 3).

Las cepas promisorias se evaluaron en tréboles los
de uso agronémico T. resupinatum T. alexandrinum
y T. vesiculosum. El caracter Fix +/- se determind
como la biomasa aérea producida en sistema
arena:verminulita a los 45 dias. Como controles
se usaron el tratamiento sin inocular y el inoculado
con la cepa U204 y sin inocular.

Figura 3. Competitividad en diferentes suelos con cepas marcadas. A. Cilindros con suelos problema (Basalto,
Cristalino central, Brunosoles del Noreste y Areniscas) en los que se sembraron las semillas inoculadas con la cepas
marcadas, con 5repeticiones por suelo. B. Raices de plantas inoculadas con U204::gusA. Los ndédulos azules estan
ocupados por la cepa marcada y los blancos por cepas presentes en el suelo.
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2.2 Resultados

2.2.1 Cantidad de rizobios que nodulan
trébol en los distintos suelos

En los suelos analizados el numero de rizobios
antes de la siembra se situ6 entre 0,5y 350 rizobios
por gramo de suelo. En la UEPP en un suelo con
historia de trébol, el numero de rizobios fue 22
veces mayor que en suelo sin historia de trébol,
350 y 16 rizobios/g de suelo respectivamente. En
Basalto, Cristalino central, Brunosoles del Noreste
y Areniscas no hubo diferencias en el numero de
rizobios segun la historia de trébol blanco. En los
suelos con historia de trébol inoculado (CH) y sin
historia de trébol inoculado (SH) el numero de
rizobios fue similar en todos ellos, a excepcion
del suelo CH en la UEPP, que fue superior al resto
(Cuadro 1).

Batista et al. (2014) analizaron el NMP de rizobios
en tres suelos, usando trébol rojo como hospedero.
En La Estanzuela, con 47 anos de historia de
inoculacién de tréboles, se obtuvieron 5,1 x 10*
rizobios/g de suelo, probablemente porque la
historia de inoculacién condujo al establecimiento
de poblaciones adaptadas, mas persistentes
y competitivas que el inoculante comercial. En
suelos SH de Tambores y en la UEPP el NMP de
rizobios por gramo de suelo fue 3,2x 10"y 1,9 x 10*
respectivamente. Estos rizobios pueden provenir
de T. polymorphum, un trébol nativo presente en
esos sitios. A pesar de que en la UEPP existe una
poblacién de rizobios alta, de igual magnitud que
en La Estanzuela, los nédulos inducidos por estas
cepas fueron ineficientes, pequefios y verdes, y las
plantas presentaron sintomas de deficiencia de N,
color amarillento y poco crecimiento. Los mismos
sintomas fueron encontrados por Gutiérrez (2017)
en plantas de trébol blanco sembradas en los
suelos SH de UEPP y CH de Glencoe (Fig. 7).

La cantidad de rizobios presentes en suelo de la
UEPP SH fue 1000 veces menor que la encontrada
por Batista et al. (2014) para rizobios que nodulan
trébol rojo para el mismo suelo. Las diferencias
pueden deberse a distintas condiciones del suelo
en el momento de su colecta, pero también a las

distintas especies de trébol utilizadas (Sprent et
al., 2007) y a diferencias metodolégicas.

Martyniuk y Oron (2008) en 46 suelos de campo
natural en Australia determinaron en 31 de ellos
un numero alto de R. leguminosarum bv ftrifolii
(102 y 105 rizobios/g de suelo), en 8 valores bajos
(17 y 58 rizobios/g de suelo), en 3 valores muy
bajos (6 y 7 rizobios/g de suelo) y en 4 suelos
no encontraron rizobios para esa leguminosa.
Siguiendo en general este criterio, en Areniscas,
Brunosoles, Glencoe y Cristalino central (Cuadro
1) la cantidad de rizobios que nodulan trébol blanco
se sitla entre baja y muy baja (0,5 y 90 rizobios/g
de suelo) y solo en la UEPP, un sitio CH, el numero
de rizobios fue alto.

Para estimar el tamafo de las poblaciones de
rizobios presentes en suelo, McDonald et al. (2011)
determinaron la cantidad de rizobios capaces de
nodular trébol blanco por el NMP y por gPCR. La
cantidad de rizobios estimada por esta técnica fue
mayor que la estimada por el NMP, lo que debe ser
tenido en cuenta para mejorar la precision sobre el
tamarfio de las poblaciones presentes en suelos. De
todas formas, nuestros resultados son comparables
entre si y con otros que usaron el NMP como forma
de estimar la cantidad de rizobios.

2.2.2 Competitividad de las cepas eficientes
en distintos suelos

El marcaje con gusA es una estrategia adecuada
para determinar la habilidad competitiva de cepas
de rizobios en distintos suelos en condiciones
controladas (Batista, 2013; Denton et al., 2003).
La competitividad se calculd a partir del numero
de nédulos ocupados por las cepas marcadas con
el gen delator (azules) respecto al total nédulos
(azules mas blancos). En la figura 3 se muestra
la ocupacion de nédulos por una cepa marcada
(U204::gusA) y por cepas del suelo.

La ocupacion de nodulos por las cepas usadas
como inoculantes se analiz6é en relacion a la
geologia de los suelos (Cuadro 2), a la historia de
pradera de trébol (Cuadro 3) y por cada cepa en
cada suelo (Cuadro 4).
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Cuadro 1. Cantidad de rizobios que nodulan trébol
blanco en los suelos problema. La cantidad de rizobios
se estimé como el nUmero mas probable (NMP) en
suelos con historia de trébol (CH) y sin historia de trébol
(SH). Letras diferentes indican diferencias significativas
segun Tukey con p<0,05.

Sitio

NMP
CH 3,5X102a
Lomadas del Este (UEPP)
SH 1,6X101cd
CH 7,0x101bc

Basalto (Glencoe)

SH 4,3x101 bcd

CH 8,5cd
Cristalino central (SUL)

SH 6,0 cd

CH 9,0x101b
Brunosoles del Noreste

SH 6,3x101 bcd

CH 1,3d
Areniscas

SH 0,5d

La ocupacién de nédulos por el conjunto de las
cepas promisorias usadas como inoculantes en
cada suelo se muestra en el cuadro 2. La mayor
ocupacion se obtuvo en Arenisca (70%), seguida
de suelos de la UEPPy en Brunosoles de Noreste
(40%), y la menor ocupacion fue en Cristalino
central y Glencoe (23 - 26%).

Cuadro 2. Ocupacién de nédulos por el conjunto de
inoculantes en distintos suelos. Letras diferentes indican
diferencias significativas segun Tukey p<0,05.

Proporcion
Suelo ‘ocupados por

inoculantes
Areniscas 70 a
Lomadas del Este (UEPP) 40b
Brunosoles del Noreste 40 b
Cristalino central (SUL) 26 ¢
Basalto (Glencoe) 23 c

El cuadro 3 resume la ocupacién de nédulos por
los inoculantes en suelos SHy CH. En suelos SH
las cepas ocuparon mas del doble de nédulos
respecto a suelos CH (56 y 25% respectivamente).
El tamafo de las poblaciones de rizobios en los
tres suelos ensayados fue la misma en predios CH

y SH, salvo en la UEPP donde en predio CH fue
mayor (Cuadro 1). De esta forma no parece ser la
cantidad de rizobios del suelo lo que determine la
ocupacion en nodulos, sino su competitividad.

Cuadro 3. Ocupacién de nédulos por el conjunto de
los inoculantes en suelos con y sin historia de trébol.
Letras diferentes indican diferencias significativas segun
Tukey p<0,05.

Proporcion (%) de

Historia del ;
nodulos ocupados por el
suelo .
inoculante
Sin historia
de trébol 56a
Con historia 25 b

de trébol

El cuadro 4 muestra la ocupacion de nédulos por
las cepas N2, N5 y 249 que vario entre 52 y 63%,
y por el inoculante comercial cepa U204 que se
situé en 6%. Dado que en este ensayo las cepas
mas competitivas fueron N2 y 249 y en el ensayo
realizado por Batista et al. (2013) fue 317, se
seleccionaron estas tres cepas para evaluarlas en
ensayos en campo.

Cuadro 4. Ocupacién de nédulos por cepas usadas
como inoculante en el conjunto de los diferentes suelos.
Letras diferentes indican diferencias significativas seguin
Tukey p<0,05.

Proporcion (%) de nédulos

(TP ocupados por el inoculante
N5::gusA 52 a
U204::gusA 6b
249::gusA 60 c
N2::gusA 63d

Los resultados de ocupacién de nddulos con las
cepas marcadas evidencian por un lado la baja
competitividad de la cepa comercial U204 y por
otro la interaccion significativa entre la geologia
del suelo y la historia de inoculacion.

Los suelos donde la ocupacion de nédulos por los
inoculantes fue menor, habian sido definidos como
problematicos para la implantacion y produccién
de trébol blanco (com. pers. M. Rebuffo). Los
rizobios presentes en esos suelos pueden ser
muy competitivos, aunque las condiciones del
suelo como pH, contenido de N y presencia de
microorganismos antagonistas también podrian
determinar la baja ocupaciéon de nédulos por los
inoculantes.
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Otro aspecto a considerar es la presencia de trébol
polimorfo, que es nodulado por cepas que han
sido reportadas como parasitas en trébol blanco
(Yates et al., 2005; Dutto, 2002). En Glencoe el
suelo ha sido mejorado durante varios afios y la
presencia del trébol polimorfo es escasa (com.
pers. R. Reyno), si bien sus rizobios pueden
estar presentes. De todas formas Yates et al.
(2005) reportaron que la cantidad de rizobios que
nodulan trébol polimorfo en ese suelo alcanza 3,3
x 10%/g de suelo y que son ineficientes en trébol
blanco. En Glencoe, en un sitio SH (Cuadro 1) la
cantidad de rizobios capaces de nodular trébol
blanco fue 4,3 x 10" rizobios/g de suelo. Esta
diferencia puede deberse a distintas razones, las
poblaciones de rizobios fluctian en diferentes
momentos ano, y el pH del suelo donde Yates et
al. (2005) hicieron la evaluacién era 4,8 mientras
que en nuestro caso el pH es 5,7, de manera que
el primero es marcadamente acido y el segundo
moderadamente acido, segun el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (Soil Survey
Division Staff, 1993).

La competitividad de la cepa 317 se evalud
en suelos de La Estanzuela, Tambores y de
la UEPP, en sitios CH y SH (Batista, 2013).
En La Estanzuela (CH), la cepa 317 ocupo el
52% de los nédulos mientras que la cepa U204
ocupo el 26%, con diferencias estadisticamente
significativas. En La Carolinay Tambores (SH) y

en Paso de la Laguna (CH), no hubo diferencia
en la cantidad de nédulos ocupados por estas
cepas. Los resultados sugieren que en suelos
donde cultivé trébol estarian bacterizados con
cepas especificas para esa leguminosa, mas
competitivas que los inoculantes. De todas
formas, en la medida que se realizan estudios
con marcadores moleculares del tipo de los
usados en este proyecto, surgen mas evidencias
de que las cepas usadas como inoculantes
comerciales no ocupan mayormente los nédulos
(Mauchline et al., 2014, Nagul et al., 2014,
Batista et al., 2015).

2.2.3 Eficiencia de las cepas en otros
tréboles de uso agronémico

Dado que hay otros tréboles de uso agronémico
en nuestro pais, se evaluaron las nuevas cepas a
efectos de conocer si ocurre alguna incompatibilidad
con alguno de ellos. La biomasa total de plantas
de 45 dias crecidas en condiciones controladas,
expresadas como mg de peso seco por planta,
figura en el cuadro 6. Las cepas son Fix+ en
T. resupinatum y T. alexandrinum y Fix- en T.
vesiculosum. El actual inoculante comercial es
Fix- en este trébol y se usdé como control en este
ensayo. De esta forma, las cepas evaluadas no
implican inconvenientes derivados de su uso en
la mayoria de los tréboles de uso agronémico en
nuestro pais.

Cuadro 5. Eficiencia simbidtica de las cepas en diferentes especies de trébol. De cada tratamiento se hicieron 5
repeticiones en arena vermiculita. Fix-- corresponde a PS igual al control sin inocular (p<0,05).

Tratamiento T. resupinatum

T. alexandrinum T. vesiculosum

mg PS/planta

N2 0,09 Fix+

249 0,10 Fix+

317 0,09 Fix+

U204 0,012 Fix+
Sin inocular 0,03

0,18 Fix+ 0,01 Fix-
0,17 Fix+ 0,02 Fix-
0,09 Fix+ 0,01 Fix-
0,22 Fix+ 0,01 Fix-
0,03 0,02
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1. Criterios para evaluar las cepas
en campo

La evaluacion agrondmica de un par simbidtico
debe realizarse en condiciones de campo, en
particular en las regiones donde se siembra la
leguminosa. En esta evaluacién, dos criterios
son relevantes: la eficiencia y la competitividad.
La eficiencia se evalua a través de parametros
como productividad, N total, N procedente de la
fijacion bioldgica (FBN) y actividad de la enzima
nitrogenasa. Estos parametros pueden estimarse
de diferentes formas: la productividad, como el
peso de materia seca de partes aéreas en un
determinado corte o acumulado de varios cortes,
la FBN a través de la actividad nitrogenasa, con
la limitacién de ser una aproximacion indirecta de
la capacidad de reducir N2 en un momento dado
(Anderson et al., 2004), o a través de técnicas
isotépicas (Hogberg, 1997).

La competitividad de una cepa se determina
como la cantidad de nédulos ocupados por el
inoculante respecto a los ocupados por cepas del
suelo. Histéricamente, esta caracteristica ha sido
escasamente considerada debido a las dificultades
para evaluarla. Sin embargo, el advenimiento de
técnicas moleculares, como por ejemplo los perfiles
genodmicos, ha permitido identificar a las cepas de
manera confiable, y relacionar la presencia del
inoculante con la implantacion de la leguminosa,
su productividad y su capacidad de fijar N.

Hay evidencias que indican que las cepas usadas
como inoculantes no ocupan la mayoria de los
noédulos (Yates et al., 2005; Denton et al., 2003;

Capitulo 2. Evaluacioén
en campo de las cepas
promisorias como
inoculantes

Nangul et al., 2013). Por ejemplo, en Australia,
Denton et al. (2003) observaron en Trifolium
alexandrinum que el inoculante formé nédulos
principalmente en los primeros 5 cm de las
raices, ocupando muy pocos en raices alejadas
de la corona, y postularon que el potencial de
FBN puede ser significativamente reducido en
condiciones de campo si los nddulos formados
en las secciones inferiores estan ocupados por
cepas poco eficientes. Resultados similares se
observaron localmente en trébol rojo (Batista et
al., 2014), trébol blanco (Gutiérrez, 2017) y Lotus
corniculatus (Sotelo et al., 2011).

La estrategia utilizada en este proyecto para
desarrollar un inoculante para trébol blanco fue
seleccionar cepas competitivas entre aquellas mas
eficientes (Capitulo 2). Este capitulo comunica
los resultados de la evaluacién a campo de esas
cepas.

2. Estrategia y metodologia

Lafigura 1 resume la estrategia seguida para evaluar
a campo la eficiencia simbidtica y competitividad
de los inoculantes. Se realizaron ensayos en
Trifolium repens cv. "Estanzuela Zapican'con las
cepas N2, 249 y 317, seleccionadas por su alta
eficiencia y competitividad (Capitulo 2), en dos
sitios contrastantes: suelos profundos de basalto
(Vertisol Haplico, 32°01°S, 57°09°0) de la Unidad
Experimental Glencoe (Paysandu), de ahora en
adelante Glencoe, y en Lomadas del Este (Argisol
Subéutrico, 33°15°S, 54°28°0) en la Unidad
Experimental Palo a Pique (Treintay Tres, de ahora
en adelante UEPP).
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Ocupacién de nédulos a campo
I

N fijado

Figura 1. Pasos seguidos en la evaluacion de los inoculantes en campo. (1) Se obtuvieron cultivos puros de rizobios
a partir de nédulos de los diferentes tratamientos, se aislé y amplific6 ADN con cebadores ERIC vy los perfiles se
resolvieron en geles. (2) Se evalud la implantaciéon y biomasa aérea en el campo. (3) El N fijado se estimd por
enriquecimiento isotépico de ®*N por espectrometria de masa.

Las semillas inoculadas con las cepas N2, 317, 249
y U204, mas un testigo sin inocular, se sembraron
entre Abril y Mayo a razén de 5 kg. ha''. La
concentracion de rizobios en turba se determind
segun Mayans y Barlocco (2017) y la inoculacion
se realiz6 segun las instrucciones del fabricante.
En Glencoe se practicé siembra convencional
sobre tierra laboreada, y en la UEPP se realiz
siembra en cobertura sobre campo natural, previo
acondicionamiento, simulando un mejoramiento de
campo. El disefio fue bloques completos al azar
con cuatro repeticiones, y la unidad experimental
fue la parcela (6-10m?2), separada 1 m de la parcela
vecina en todos sus lados.

Al instalarse cada ensayo se determind el nUmero
mas probable (NMP) de rizobios capaces de
nodular trébol blanco. Se determinaron: el nimero
de plantas implantadas por m?, la produccién
de biomasa aérea (kg MS.ha') mediante cortes
mecanicos, la ocupacion de los nédulos por perfiles
ERIC de los aislamientos, y la FBN por abundancia
isotopica de SN segun Batista et al. (2015).

3. Resultados

3.1 Implantacién y competitividad de la
cepa 317 en la UEPP

La cepa 317, promisoria como inoculante por su
competencia en trébol rojo (Batista et al., 2014;
Batista, 2013), se evalué en campo en trébol
blanco en la UEPP en un sitio sin historia de

inoculacion de trébol (SH), con 60 rizobios por
g de suelo determinados antes de la siembra. El
ensayo se instal6 en abril de 2014 y la ocupacion
de nddulos se evalué en noviembre.

El nimero de plantas por m? a los 30, 60 y 90
dias después de la siembra se resume en el
cuadro 1. Todos los tratamientos tuvieron una
buena implantacion inicial (8 a 30 dias), con una
ligera superioridad (p<0,05) para los tratamientos
inoculados respecto al testigo sin inocular (8 y
14% paralas cepas 317 y U204, respectivamente).
El numero de plantas logradas inicialmente
disminuyé con el tiempo, pero la pérdida se
produjo de manera diferente entre tratamientos.
A los 60 y 90dias el numero de plantas por m?
en el tratamiento inoculado con la cepa 317 fue
mayoral inoculado con la cepa U204 (21 y 29%,
respectivamente) y al tratamiento sin inocular (20
y 34%, respectivamente).

La disminuciéon de plantas de trébol blanco
con la edad de las pasturas mejoradas ha sido
comprobada en diferentes ambientes (Olmos
Lépez, 2004), y se ha atribuido a factores
biolégicos como la competencia del tapiz natural,
enfermedades, plagas, pero el presente estudio
de campo agrega otro factor biolégico a tener
en cuenta en la persistencia del trébol blanco
que es la cepa usada como inoculante. En este
ensayo no se evalud la produccion de forraje
por la rapida pérdida de plantas del testigo sin
inocular.
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Cuadro 1. Implantacién de trébol blanco inoculado con
las cepas 317 y U204 sobre campo natural en la UEPP.
Se incluyd un testigo sin inocular.

Momento de

conteo (dias) Tratamiento Plantas.m
30 Sin inocular 179 b
317 193 a
U204 204 a
60 Sin inocular 121b
317 145 a
U204 120 b
20 Sin inocular 23c
317 93 a
U204 72b

*Letras diferentes indican diferencias significativas segun DGC
p<0,05 para cada conteo.

Alos 7 meses después de la siembra se evalué la
ocupacion de nddulos de raices principales (RP),
raices secundarias (RS) y raices de estolones
(RE). Se analizaron 10 nddulos de cada tipo de
raiz para cada tratamiento y repeticion. Con los
aislamientos obtenidos se generaron 362 perfiles
ERIC. Las cepas 317 y U204 ocuparon mas del
95% de los nédulos de RP y RS, sin diferencias
significativas entre ellas (Cuadro 2). En las RE
la cepa 317 ocupd 8 veces mas nodulos que la
cepa U204 (p<0,05). El numero de aislamientos
de nédulos analizados por sus perfiles ERIC le
da solidez a estos resultados, porque surgen del
estudio de aproximadamente 40 aislamientos de
cada zona radicular, provenientes de unas 50
plantas de cada tratamiento.

Cuadro 2. Ocupacién de ndédulos por las cepas 317 y
U204 a los 7 meses sobre campo natural en la UEPP.

Raiz Raiz Raiz

Cepa s . .
principal secundaria estolon

317 1,00 a* 1,00 a 0,96 a
U204 0,98 a 0,95 a 0,12 b

*Letras diferentes indican diferencias significativas segin DGC
con p<0,05 para cada tipo de raiz.

El trébol blanco tiene propagacion vegetativa por
estolones que se desarrollan en la primavera del
primer afio (Olmos Lopez, 2004). La cepa 317

ocupd mayor numero de nédulos que la cepa U204
en raices de estolones, lo que evidencia que esa
cepa persiste mas en el suelo porque los ndédulos
en raices de estolon se forman aproximadamente
4 meses después de la siembra, cuando se
desarrollan estos tallos rastreros y sus raices. Estos
nodulos aportaran N a las plantas provenientes de
los estolones. Por tanto, la ocupacién de nédulos
formados con posterioridad a la implantacion
por cepas persistentes y competitivas en una
caracteristica deseable para los inoculantes. Un
aspecto a considerar es que no se encontraron
estudios sobre la ocupacion de nédulos en raices
de estolones de trébol blanco a nivel nacional ni
internacional.

3.2 Evaluacion de las cepas N2, 249 y
317 en Glencoe y en la UEPP

La performance de las cepas N2, 249 y 317,
seleccionadas por su eficiencia y competitividad
en trébol blanco, se evalud respecto a la cepa
U204 y a un control sin inocular en dos ensayos
instalados en 2015 y 2016 en Glencoe y en la
UEPP.En el momento en el que se instalaron los
ensayos se determind en los suelos la cantidad
de rizobios que nodulan trébol, a los 60 dias se
estimé la implantacion y la produccion posterior
de biomasa aérea, el nitrdgeno procedente de la
FBN y la proporcién de nédulos ocupados por las
cepas del suelo y por el inoculante.

3.2.1 Implantacion

La implantacion se determiné a través de conteos
de plantas a los 60 dias después de la siembra
(DPS), en 0,2 m?por parcela en Glencoe (8 cuadros
de 0,1 x0,25m)yla UEEP (2 cuadros de 0,2x 0,5
m). Si bien se observa variabilidad entre afios y
sitios, las cepas 317 y 249 alcanzaron una mayor
densidad de plantas respecto a la cepa U204 en
tres de los cuatro ensayos realizados (Cuadro 3).
La implantacién del tratamiento con la cepa U204
fue solo superior a las cepas 317, 249 y N2 en
el ensayo UEPP 2015. La implantacion con las
n cepas N2 y U204 fue similar en Glencoe 2016.
El numero de plantas logrado en los tratamientos
inoculados en comparacién con los sin inocular
fue superior, excepto en el ensayo Glencoe 2016
donde la implantacién de trébol blanco fue mayor
(Cuadro 3).



22 “Cepas nativas para desarrollar un inoculante rizobiano competitivo y eficiente en trébol blanco”

Cuadro 3. Implantacion de trébol blanco inoculado con las cepas 317, N2 y 249 a los 60 dias después de la siembra.
La implantacién se expresa como el nimero de plantas por m2. Se incluy6 un testigo sin inocular.

UEPP Glencoe
Tratamientos 2015 2016 2015 2016
317 118 b* 85a 107 b 301c
N2 115b 80 a 123 b 234 d
249 67 c 77 a 166 a 406 a
U204 141 a 44 b 82c 213d
Sin inocular 76 Cc 30c 70c 346 b

* Letras diferentes indican diferencias significativas segin MLGMix(Poisson)-DGC con p<0,05, para cada sitio y afio.

3.2.2 Ocupacién de nédulos por los
inoculantes y cepas del suelo

A los 7 meses después de la siembra, en cuatro
ensayos independientes (siembras 2015 y 2016)
realizados en Glencoe y en la UEPP, se determiné
la ocupacién de nédulos en las RP, RS y RE. El
analisis de 1.200 perfiles ERIC con GelCompar
permitié determinarla ocupacion por el inoculante
utilizado o por las cepas del suelo, en relacion
al numero total de nédulos. Los resultados se
analizaron con un modelo lineal generalizado
mixto, usando como variable de respuesta
los ndédulos ocupados por cada cepa y como
covariable los ndédulos totales.

La ocupacién de nédulos en RP por las cepas
en evaluacion fue similar o superior a la cepa

U204en los cuatro ensayos (Cuadro 4), excepto
para la cepa 249 en UEPP en 2015, con una
ocupacioén inferior. También en RS la ocupacién
de ndédulos por las cepas en evaluacion fue
superior o similar al inoculante comercial U204.
Estas diferencias fueron mayores en RE, donde
siempre las cepas N2, 249 y 317 ocuparon
al menos 5 veces mas nédulos q ue la cepa
U204. La ocupacion de nédulos por las cepas
249y U204 en Glencoe en 2015 fue similar, e
inferior a las cepas 317 y N2. Estos resultados
son coincidentes con los obtenidos con la cepa
317 en el ensayo sembrado en la UEPP en 2014
(Cuadro 2). Estos resultados evidencian la mayor
persistencia y competitividad de las cepas N2,
249 y 317 en los distintos escenarios, tanto
sin historia de trébol blanco (UEPP) como con
historia (Glencoe).

Cuadro 4. Ocupacion de nédulos de trébol blanco en Glencoe y UEPP al os 7 meses después de la siembra. RP
raiz principal, RS raiz secundaria, RE raices de estolén y P promedio de nédulos ocupados en RP, RS y RE.

Tratamientos UEPP Glencoe
RP RS RE P RP RS RE P
2015
317 0,87 a 0,58 a 0,47 a 0,63 a 060a 042a 0,73a 0,58a
N2 0,91 a 0,73 a 0,68 a 0,77 a 080a 051a 051a 0,69a
249 0,39 b 0,71 a 0,79 a 0,63 a 0,78a 068a 0,77a 0,74a
U204 0,61a 0,17 b 0,09b 0,30 b 058a 053a 0,13b 042a
2016
317 1,00 a 1,00 a 0,77 a 0,91 a 0,56b 0,57b 0,76a 0,64a
N2 1,00 a 1,00 a 0,84 a 0,93 a 0,59b 0,80a 0,76a 0,69a
249 0,83 a 0,67 b 0,38 b 0,53 b 069a 087a 053b 0,62a
U204 0,58 b 0,55b 0,05¢ 0,36 c 0,50b 0,32b 0,57b 0,49b

*Letras diferentes indican diferencias significativas segun DGC con p<0,05 dentro de cada afio, sitio y region radicular.
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3.2.3 Produccion de biomasa

La produccién de biomasa se determind en
ensayos realizados en la UEPP y en Glencoe en
funcién de la disponibilidad de forraje para cada
tipo de pastura. Los resultados de produccion de
forraje se presentan de manera separada por sitio,
debido a las diferencias entre los ambientes. En
la UEPP se estableci6 como pastura mejorada
con siembra en cobertura y sin historia de trébol
blanco, y en Glencoe como cultivo puro con
siembra convencional con historia de inoculacion.
En ambos casos la evaluacion implico el corte
de forrajeen cuadros de 20 x 50 cm dejando un
remanente de 2-3 cm de altura, con posterior
uniformizacioén de la parcela con pastera rotativa.
Las muestras se procesaron con composicion
botanica para conocer el aporte especifico del
trébol blanco en cada tipo de pastura.

La produccion de forraje para UEPP pudo ser
medida en el primer afio de implantacion del
ensayo sembrado en 2015, pero no en el segundo
afio, por limitantes hidricas en el primer verano
que condicionaron la supervivencia del trébol
blanco (Cuadro 5). Lo contrario sucedié en el
ensayo sembrado en 2016, del que se reporta la
produccion del segundo afio (Cuadro 6 y Figura 2),
dada las limitantes presentes en el primer afo de
vida para todos los tratamientos. En ambos casos
se reporta la producciéon de biomasa de trébol

blanco y su contribucién respecto a la produccién
total de la pastura.

Los resultados evidencian que la produccion
de biomasa del tratamiento con la cepa N2fue
similar al tratamiento con la cepa U204 y un 70%
superiores al resto (Cuadro 5). En contraste,
en el segundo afio la biomasa producida por
los tratamientos con las cepas N2 y 317 fue 18
veces superior al tratamiento inoculado con la
cepa U204 (Cuadro 6). Es de destacar la baja
contribucion de trébol en el tratamiento con la cepa
U204, similar al testigo sin inocular (Cuadro 6). La
ventaja observada en el segundo afio sugiere el
potencial de las cepas N2 y 317 para la mejora de
la persistencia de trébol blanco.

Cuadro 5. Biomasa y contribucién de trébol blanco en
el primer ano de la siembra 2015 en la UEPP.

Biomasa

Tratamiento (kg MS.ha"") Trébol %
N2 1.264 a* 37 a
317 734 b 24 a
249 745b 29a
U204 1.237 a 40 a
Sin inocular 705 b 26 a

* Letras diferentes indican diferencias significativas segun
MLMix-DGC con p<0,05 para cada variable.

Figura 2. Ensayo a campo de la evaluacion de cepas de trébol blanco en la UEPP en el segundo afio de la siembra

2016.
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Cuadro 6. Biomasa y contribucién de trébol blanco en
la UEPP en el segundo afo de la siembra 2016.

Tratamiento (Eg;ol\rllnsa. i‘j) Trébol%
N2 1.877 a* 61a
317 1.766 a 48 a
249 198 b 8b
U204 101b 5b
Sin inocular 32b 1b

# periodo parcial (197 dias).
* Letras diferentes indican diferencias significativas segun
MLMix-DGC con p<0,05para cada variable.

La biomasa producida en el primer y segundo afio
para los ensayos sembrados en 2015 y 2016en
Glencoe, se muestra en el Cuadro 7. Si bien
los tratamientos inoculados con las cepas N2,
317 y 249 produjeron 29-60% mas respecto a la
cepa U204en el primer afio y 12-16% mas en el
segundo afo del ensayo sembrado en 2015, las
diferencias no son significativas al 5% por ANAVA.
La unica cepa superior al testigo U204 fue 317
cuando se realiza la comparacion de medias por
contrastes (p<0,1). La produccion de biomasa de
los tratamientos inoculados con las cepas N2, 249
y 317 fue 29-42% superior (ANAVA al 5%) respecto
al tratamiento inoculado con la cepa U204 en el
primer afio de la siembra 2016. Si bien la cepa
U204 presenté un desempeiio peor que el resto de
los tratamientos, cuando se analizé por contrastes
no hubo diferencia entre esta cepa y el tratamiento
sin inocular (p<0,1). En el segundo afio de ambas
siembras no se detectaron diferencias en la
produccion de biomasa entre los tratamientos.

3.2.4 Biomasa acumulada en diferentes
organos de trébol blanco

La persistencia productiva del trébol blanco
depende en gran medida de las caracteristicas
morfolégicas como el tamafio de los érganos,
hoja, raiz y sobre todo de los estolones, que
determinan las reservas con que cuentan la
planta para sobrevivir el verano, el periodo de
mayor estrés (Olmos Lopez, 2004). Junto con
la extraccion de nodulos a los 7 meses de vida,
fueron caracterizados algunos de los componentes
morfoldgicos de las plantas, a través del peso seco
(Cuadros 8y 9).

La cepa 317 mostrd ventajas respecto a la cepa
comercial U204 en el peso de los estolones,
significativo para ambas localidades, mientras
que el comportamiento de las cepas N2 y 249
fue disimil entre localidades. El peso seco de
los estolones del tratamiento inoculado con la
cepa N2 fue 76% mayor en comparacion con
el tratamiento U204 en la UEPP (Cuadro 8),
mientras que en Glencoe la cepa 249 fue 15%
superior (Cuadro 9). Estos resultados muestran
el impacto potencial de la mayor ocupacién de
nodulos por cepas efectivas en los nédulos de las
raices de los estolones. Ademas, los tratamientos
inoculados mostraron ventajas también en raiz
y hoja respecto al tratamiento sin inocular en la
UEPP (Cuadro 8), diferencias no observadas
en Glencoe, el sitio con historia de inoculacion
(Cuadro 9).

Cuadro 7. Biomasa de trébol blanco en Glencoe para las siembras realizadas en 2015y 2016.

Tratamiento Siembra 2015 Siembra 2016
1° afio 2° aino 1° ano 2° aino
kg MS.ha"

N2 1.298 a* 5.040 a 6.098 a 6.624 a
317 1.422 a* 4.989 a 5.743 a 6.761 a
249 1.145 a 4.863 a 6.302 a 6.718 a
U204 890 a 4.326 a 4453 b 5.871a
Sin inocular 847 a 4.302 a 5.758 a¥ 6.276 a

* Letras diferentes indican diferencias significativas segin DGC con p<0,05 para cada siembra y afio de evaluacion.

# Diferencia por contraste respecto U204 (p<0,1).
¥Sin diferencia por contraste respecto U204 (p<0,1).
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Cuadro 8. Componentes morfolégicos de trébol blanco
a los 7 meses en la UEPP en 2016. Los resultados se
expresan en peso seco (g) de 10 plantas.

Tratamiento Raiz Hoja Estolon
N2 0,94 a* 0,49 a 1,20 a
317 1,15 a 0,53 a 1,28 a
249 0.76 a 0.31a 0.87b
U204 0,68 a 0,36 a 0,68 b
Sin inocular 0,31b 0,15b 0,81b

*Letras diferentes indican diferencias significativas segun DGC
con p<0,1 para cada componente.

Cuadro 9. Componentes morfolégicos de trébol blanco
a los 7 meses en Glencoe en 2016. Los resultados se
expresan en peso seco (g) de 10 plantas.

Tratamiento Raiz Hoja Estolon
N2 3,22 a* 1,56 a 535b
317 4,27 a 2,38 a 7,05a
249 4,33 a 2,01a 7,26 a
U204 3,73 a 243 a 6,29 b
Sin inocular 3,55 a 2,24 a 6,13 b

*Letras diferentes indican diferencias significativas segun DGC
con p<0,1.

3.2.5 Nitrégeno proveniente de la fijacion

EI N proveniente de la fijacion se pude estimaren
ensayos instalados en campo mediante técnicas
isotépicas en leguminosas forrajeras (Unkovich

et al. 1998) y en la leguminosa de grano soja
(Di Ciocco et al., 2013). En particular, la técnica
de enriquecimiento isotépico tiene como ventaja
principal que no es necesario afiadir una fuente
enriquecida con N (Unkovich y Pate, 2000).
Ambas técnicas permiten estimar durante todo el
periodo en el que crecié la planta el N incorporado
por la FBN.

A pesar de la potencia de la técnica, sélo se pudo
establecer que el N fijado es menor (p=0,0037)
en Glencoe que en la UEPP, 83.98+£3.90 vs.
94.97+1.93 (Cuadro 10). El suelo de Glencoe
es un vertisol haplico con alta fertilidad natural y
alto contenido de materia organica (6-7%), lo que
podria explicar una mayor abundancia de N en el
suelo y en parte los menores % de N fijados. El
% de N fijado por los diferentes pares simbiéticos
fue similar (p<0,05), a pesar de las ventajas
comparativas observadas en la produccién de
biomasa (Cuadros 5 y 7). En este trabajo la
determinacion del N fijado se realizé en hojas,
organo que presenta un menor contenido de N,
lo que podria haber impedido la deteccion de
diferencias entre tratamientos. Varin et al. (2010)
determinaron que el contenido de N total fue 37,
32,20y 17 mg . g de nodulos, estolones, hojas
y raices, respectivamente. En el momento en
que se determino el % N fijado por los distintos
pares simbidticos, ya se habian desarrollado los
estolones, por lo que se debid haber incluido este
organo en la muestra.

Cuadro 10. Nitrégeno fijado por enriquecimiento natural de '*N por diferentes cepas de rizobios en simbiosis con
trébol blanco a los 7 meses pos-siembra. Los ensayos se sembraron en 2015y 2016 en la UEPP y en Glencoe y

se uso raigras como graminea de referencia.

Glencoe UEPP
2015 2016 2015 2016
% N fijado
N2 78,98 89,6 94,54 96,77
249 84,37 88,63 96,72 100
317 70,48 88,9 97,4 86,56
U204 60,63 89,19 94,54 99,8
Sin inocular 62,56 88,9 95,5 95,3
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1.Inoculacién de leguminosas
forrajeras en Uruguay

A partir de 1960 en Uruguay se implemento
una politica de Estado que promovié el uso
de la fijacion biolégica de nitrogeno (FBN) por
la simbiosis rizobio - leguminosa, como una
alternativa al uso de fertilizantes nitrogenados de
sintesis (Lindstrom et al., 2010). La legislacion
sobre inoculantes para leguminosas en base a
rizobios (Decretos 546/981 y 7/99) no permite la
venta de inoculantes y semillas pre-inoculadas
que no hayan sido registrados y aceptados por el
MGAP y exige los siguientes requisitos: i) llegar a
>2.000 millones de ufc/g o mL en la elaboracion y
> 1.000 millones de ufc/g o mL al vencimiento, ii)
estar libre de contaminantes vy iii) ser formulados
con la/s cepas recomendadas suministradas por
el MGAP. Esta normativa hace que, junto a Nueva
Zelanda y Canada, Uruguay sea un referente a
nivel mundial en la produccion y uso de inoculantes
(Date, 2000).

En nuestros suelos, no siempre hay cepas que
establezcan simbiosis con eficiencia adecuada en
Trifolium pratense (trébol rojo) y Trifolium repens
(trébol blanco) (Dutto, 2002, Batista et al., 2015).
Por esta razon, los tréboles se inoculan desde
el afo 1964 (Labandera, 2007) con Rhizobium
leguminosarum bv trifolii cepa U204 (=CIAT 2445)
introducida de Estados Unidos (MGAP, 2017).

La inoculacion consiste en incorporar a la semilla
o al suelo un alto numero de rizobios. El método
mas utilizado es la inoculacion a la semilla, que
se realiza en el momento previo a la siembra
(inoculacién convencional). Los inoculantes pueden

Capitulo 3. Ocupacién
de nédulos por el
inoculante en semillas
preinoculadas

presentarse en soporte turba, que se obtiene
impregnando el soporte estéril con un cultivo
con alta concentracién bacteriana, o inoculantes
liquidos disefiados en base a la obtencion de
caldos con alta concentracion de bacterias. Otro
meétodo de aplicacién del inoculante consiste en
tratar a las semillas mediante un procedimiento
industrial (preinoculadas). La viabilidad de los
rizobios sobre las semillas preinoculadas debe ser
conocida para garantizar que su uso no constituye
un riesgo econdmico para el productor.

2. Preinoculacion de semillas de
trébol

Las semillas de trébol son mas pequefias que las
semillas de otras forrajeras, lo que constituye una
dificultad para lograr cumplir con el requerimiento
del minimo de rizobios por semilla (Dutto, 2002).
Para esta leguminosa el MGAP exige una carga
minima de 1.000 ufc/semilla. Otro aspecto
a considerar es que la siembra de trébol en
praderas naturales por lo general es en cobertura,
lo que implica mayor exposicion del inoculante
a condiciones medioambientales que pueden
generar una pérdida de la efectividad.

La practica de preinoculado comenzé en la
década del 70, pero en ese momento no se
obtuvieron resultados exitosos (Thompson et al.,
1975, Brockwell y Bottomley, 1995). Brockwell
et al. (1975) y Gemmell et al. (2002) realizaron
evaluaciones del procedimiento de preinoculacion.
Ambos ensayos revelaron baja sobrevivencia de
los rizobios, lo que genera la polémica sobre el
valor de la tecnologia de preinoculado. Actualmente
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existen alternativas tecnoldgicas que incluyen el
uso de aditivos, bioprotectores, polimeros y el uso
del coating para mejorar la sobrevivencia (Deaker
et al., 2004).

Para hacer posible la comercializacion de
semillas preinoculadas, el MGAP a través de
la DGSA realiza los registros de estos insumos
monitoreando el numero de células por semilla
en el tiempo asi como el mantenimiento de las
capacidades de nodulacién y FBN. Para esto es
necesario determinar:

1. Rizobios viables sobre la semilla en funcion
del tiempo. Para la obtencion del registro
de semilla pre-inoculada se deben obtener
recuentos de ufc/semilla iguales o superiores
a los referentes dependiendo del tamafio de
semilla; para el trébol 1.000 ufc/semilla.

2. La cepa usada como inoculante identificada
mediante técnicas moleculares.

3. Validar la capacidad de nodulacion.

4. Parametros de nodulacion y produccion de

biomasa aérea en condiciones controladas.

5. La eficiencia agronémica a campo.

En los ensayos de eficiencia agronémica en
campo las tecnologias a validar deberan presentar
respuesta igual o superior a la inoculacion
convencional u otras tecnologias ya recomendadas,
(http://sc-web-01/dgsainoculantes/inicioweb.aspx.
Protocolo de registro de semilla pre-inoculada,
DGSA-MGAP).

Otros requisitos para la obtencion del registro es
que el inoculante y el cura semillas utilizado en el
tratamiento de las semillas estén registrados en el
MGAP, asi como que el registrante esté asociado
a una planta de tratamiento de semillas con el fin
de garantizar el proceso.

2.1 Estrategia

Se realizaron dos ensayos en campo en los que
se determind la ocupacién de nodulos por el
inoculante, cepa U204, en semillas preinoculadas
suministradas por las fabricas de inoculantes
(Calistery Cia.y Lage y Cia. S.A.) que definieron
una metodologia de preinoculacion. Las semillas
preinoculadas se conservaron durante 15y 30
dias y se sembraron en 4 parcelas de 1,25 x5 m
en Glencoe sobre suelos Subeutricos Melanicos

Abrupticos y en La Estanzuela sobre Brunosol
éutrico tipico de la unidad Ecilda Paullier-Las
Brujas. Antes de la siembra se determiné el
numero de rizobios viables sobre semilla segun
el MGAP (2013). La inoculaciéon convencional se
realiz6 segun las instrucciones de los fabricantes,
una hora antes de la siembra. A los 6 meses
se cosecharon 10 plantas de cada parcela,
los nodulos se esterilizaron superficialmente y
conservaron a -20°C (Gutiérrez, 2017). Se aislaron
rizobios de 80 nodulos de cada tratamiento, de
cada sitio. A partir de cultivos puros de rizobios se
aislé el ADN, se amplifico con primers ERIC, los
fragmentos se resolvieron en geles de agarosa,
que se analizaron con el programa GelCompar Il
versién 6.5, siguiendo el procedimiento descripto
por Gutiérrez (2017). De cada tratamiento y sitio
se resolvieron entre 25 y 40 perfiles.

2.2 Resultados

Las semillas se sembraron 15y 30 dias después
de la preinoculaciéon en La Estanzuela, un sitio
con historia de inoculacién de trébol, y en Glencoe,
un suelo con historia de inoculacion de trébol mas
acotada, pero donde hay cepas nativas parasitas
(Labandera y Vicente, 1975).

2.3 Ensayo 1: Semillas sembradas 30
dias después de preinoculadas

2.3.1 La Estanzuela

El NMP de rizobios que nodulan trébol en ese
sitio se situa en el orden de 5 x 10 rizobios/g de
suelo y la cantidad de rizobios viables fue 4.833
ufc/semilla. El analisis de los perfiles ERIC de 37
aislamientos obtenidos de nddulos de raiz principal
del tratamiento semillas preinoculadas, evidencio
10 perfiles iguales al del inoculante, cepa U204.
En el tratamiento inoculacion convencional, de 45
aislamientos analizados, 43 perfiles eran iguales
al inoculante (Fig. 1).

Estos resultados evidencian que si las semillas
preinoculadas permanecen 30 dias antes de
ser sembradas, la ocupacion de ndédulos por el
inoculante es tres veces menor (27%) respecto
a cuando se inocula convencionalmente (95%)
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Ocupacion de nédulos por el inoculante U204
en plantas provenientes de semillas preinoculadas. Se
evaluaron 37 nddulos del tratamiento preinoculado y 45
para el tratamiento inoculacién convencional. Los datos
se analizaron con un modelo lineal general mixto, letras
diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos mediante LSD Fisher con p<0,05.

Tratamientos Media de ocupacion
0,95 a

0,27 b

Inoculado convencional
Preinoculado

2.3.2 Tacuarembo

El NMP de rizobios que nodulan trébol en este
sitio se situd en el orden de 7x10' rizobios/g de
suelo, en aquellos suelos con historia de trébol
y la cantidad de rizobios viables fue 4.833 ufc/
semilla. El analisis de los perfiles ERIC de 32
aislamientos de nodulos de raiz principal del
tratamiento semillas preinoculadas, evidencié 5
perfiles iguales al del inoculante, cepa U204. En
el tratamiento inoculacion convencional, de 32
aislamientos analizados, 16 perfiles eran iguales
al inoculante. Estos resultados evidencian que si
las semillas preinoculadas permanecen 30 dias
sin ser sembradas, la ocupacién de nédulos por
el inoculante es 3 veces menor (15%) respecto
a cuando se inocula convencionalmente (50%)
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Ocupacion de nodulos por el inoculante U204
en plantas provenientes de semillas preinoculadas.
Se analizaron 64 nédulos, 32 para cada tratamiento.
Los datos se analizaron mediante un modelo lineal
general mixto, letras diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos mediante LSD Fisher
con p<0,05.

Tratamientos Media de ocupacion
0,50 a

0,15b

Inoculado convencional
Preinoculado

2.4 Ensayo 2: Semillas sembradas 15
dias después de preinoculadas

2.4.1. La Estanzuela

La cantidad de rizobios viables fue 10.233 ufc/
semilla, a los 15 dias de preinoculadas. Se
evaluaron 37 perfiles ERIC de aislamientos
de nodulos de raiz principal desarrollados en
plantas de semillas preinoculadas, sembradas
15 dias después de la preinoculacion. La cepa
comercial estaba presente en 13 nodulos. En el
control, correspondiente al tratamiento inoculacion
convencional, de 40 aislamientos analizados, 33
perfiles ERIC eran iguales al inoculante.

Estos resultados evidencian que si las semillas
preinoculadas permanecen 15 dias sin ser
sembradas, la ocupacion de nédulos por el inoculante
es 2 veces menor (35%) respecto a cuando se
inocula convencionalmente (83%) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Ocupacion de nddulos por el inoculante U204
en plantas provenientes de semillas preinoculadas. Se
evaluaron 37 nddulos del tratamiento preinoculado y 40
del tratamiento inoculacion convencional. Los datos se
analizaron con un modelo lineal general mixto, letras
diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos mediante LSD Fisher con p<0,05.

Tratamientos Media de ocupacion
0,83 a

0,35b

Inoculado convencional
Preinoculado

2.4.2. Glencoe

La cantidad de rizobios viables a los 15 dias de
preinoculadas las semillas, fue 10.233 ufc/semilla.
Se evaluaron 27 perfiles ERIC de aislamientos
de nodulos de raiz principal desarrollados en
plantas de semillas preinoculadas, sembradas
15 dias después de la preinoculacion. La cepa
comercial estaba presente en 9 ndédulos. En el
control, correspondiente al tratamiento inoculacion
convencional, de 25 aislamientos analizados, 15
perfiles ERIC eran iguales al inoculante.
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Figura 1. Dendrograma representativo de perfiles ERIC de aislamientos de nddulos obtenidos en La Estanzuela.
A. Semillas preinoculadas. B. Semillas inoculadas convencionalmente. Se consideran iguales entre si a los perfiles
con una similitud del 60% o mas (identificados dentro de recuadros verde). Los perfiles se analizaron con el software
Gel Compare.
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Estos resultados evidencian que si las semillas
preinoculadas permanecen 15 dias sin ser
sembradas, la ocupacién de noédulos por el
inoculante es 1,7 veces menor (33%) respecto
a cuando se inocula convencionalmente (60%)
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Ocupacion de nédulos por el inoculante U204
en plantas provenientes de semillas preinoculadas. Se
evaluaron 27 nddulos del tratamiento preinoculado y 25
del tratamiento inoculacion convencional 25. Los datos
se analizaron con un modelo lineal general mixto, letras
diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos mediante LSD Fisher con p<0,05.

Tratamientos Media de ocupacion
0,60 a

0,33 b

Inoculado convencional
Preinoculado

De esta forma, el numero de rizobios viables por
semilla a los 15 dias de preinoculadas es el doble
respecto al nimero de viables a los 30 dias y, en
ambos tiempos, la cantidad de rizobios viables

por semilla fue superior al minimo exigido por el
MGAP.

En estudios realizados en condiciones de
laboratorio, se obtuvo el doble de ufc/semilla
cuando las semillas fueron inoculadas de manera
convencional respecto a las semillas 15 dias
después de preinoculadas. En ambos casos el
numero de rizobios cultivable por semilla superé
ampliamente el requerimiento establecido por el
MGAP. Sin embargo, la ocupacion de nédulos en
plantas desarrolladas de semillas preinoculadas
fue menor en plantas desarrolladas de semillas
inoculadas convencionalmente. Sin embargo, en
condiciones de laboratorio con semillas sembradas
en macetas, crecidas a 23°C y regadas a capacidad
de campo, se obtuvo igual numero de nédulos por
planta, independientemente del tipo de inoculacién
practicada (Sabattini, 2018 tesis en prensa). Es
posible que la infectividad de los rizobios sea
menor en las semillas preinoculadas en condicién
de campo, debido a condiciones medioambientales
principalmente humedad y temperatura.
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1. Diversidad y eficiencia
simbidtica de rizobios que
nodulan Trifolium polymorphum

El trébol perenne nativo Trifolium polymorphum
Poir., comunmente llamado polimorfo
o subterraneo, esta presente en diferentes
regiones de Uruguay. Las cepas indigenas que lo
nodulan se consideran incompatibles con tréboles
mediterraneos introducidos (Yates et al., 2005) y
segun varios autores estos rizobios establecen
relaciones de tipo parasita con T. repens y T.
pratense (Labanderay Vincent, 1975; Dutto, 2002;
Reeve et al., 2010, 2013). De todas formas, las
observaciones realizadas a lo largo de muchos
afos, no siempre documentadas, evidencian una
situacién problema poco estudiada a pesar de su
importancia agronémica.

Un aporte reciente se ha hecho con la secuenciacion
de los genomas completos de las cepas WSM
597 aislada del trébol anual Trifolium pallidum
(Reeve et al., 2010) y WSM 2032 aislada de
T. polymorphum (Reeve et al., 2013), ambas
colectadas en suelo de la Estacion Experimental
Glencoe de INIA Tacuarembd. En este proyecto
se generd y caracterizd una coleccion de cepas

Capitulo 4.
Caracterizacion de
rizobios que nodulan
Trifolium polymorphum

aisladas de T. polymorphum de diferentes sitios
de Uruguay.

1.1 Estrategia

Para conocer el efecto de la nodulacion de
trébol blanco por cepas aisladas de ndédulos de
T. polymorphum se generd una coleccion de
cepas a partir de plantas colectadas en diferentes
suelos sin historia de trébol blanco (cuadro 1). Los
aislamientos se realizaron a partir de 2-3 ndédulos
por planta, tomados de diferentes zonas de la
raiz y se identificaron a partir de perfiles ERIC,
generados y analizados segun Batista et al. (2015).
Con las cepas con diferente perfil se generd una
coleccion que se conserva a -800C. La eficiencia
simbiodtica de todas las cepas de la coleccion y
las cepas eficientes U204, N2 y 317 se evalud en
trébol blanco, mientras que en T. polymorphum se
incluyeron las cepas P3 y P18 (aisladas de ese
hospedero) y la cepa U204. El ensayo se hizo en
condiciones controladas, en arena vermiculita,
con 3 plantas por maceta y 5 repeticiones por
tratamiento segun Gutiérrez (2017). Los resultados
se analizaron mediante un modelo lineal general
y mixto, con correccion de la heterocedasticidad
de varianzas.
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Cuadro 1. Sitios de colecta de los aislamientos de Trifolium polymorphum. Todas las plantas se colectaron en sitios

sin historia de pradera.

Sitio

Region Tipo de suelo

Glencoe, Paysandu, INIA Tacuarembo

32°01°S, 57°09°0
La Magnolia, INIA Tacuarembo
31°41°S, 55°48°0
Unidad Experimental Palo a Pique,

INIA Treinta y Tres
33°15°S, 54°28°0

Cuchilla de los Ladrones, Treinta y Tres

33°0'S, 54°36'0
Arequita, Lavalleja
34°17'S, 55°16'0
Canelones

34°44°S, 55°38°0

Lomadas del Este

Lomadas del Este

Cristalino del Este

Basalto Profundidad y fertilidad medias

Areniscas de

Tacuarembé Profundos y fertilidad media

Profundidad y fertilidad media

Profundidad y fertilidad media

Profundidad y fertilidad media

Sedimientos

. Profundidad y fertilidad elevada
cuaternarios

La cinética de nodulacién y numero total de nédulos
inducidos en trébol blanco por cepas aisladas de
T. polymorphum (P3 y P18) se comparé con las
cepas eficientes U204 y 317. El ensayo se realizd
en tubo con medio Jensen a diferentes pH (4,5 y
5,5) segun Gutiérrez (2017).

Para estimar la competitividad en trébol blanco de
cepas ineficientes respecto a eficientes se realizd
un ensayo de coinoculacion, en el que se evalud
a la cepa ineficiente P3 respecto a las cepas
eficientes U204 y 317 marcadas con el gen delator
gusA (U204::.gusA 'y 317::gusA respectivamente,
Capitulo 2). Para esto se siguio6 el procedimiento
descrito por Gutiérrez (2017).

1.2 Resultados

1.2.1 Generacion de una coleccion
de aislamientos de Trifolium
polymorphum

Se obtuvieron asilamientos de rizobios de nodulos
de T. polymorphum de plantas colectadas de
Glencoe (Paysandu), La Magnolia (Tacuarembd),
Cuchilla de los Ladrones (Treinta y Tres), Palo
a Pique (Treinta y Tres), Arequita (Lavalleja)
y Canelones. El analisis de conglomerados
con los perfiles ERIC generados a partir de los
aislamientos colectados en estos sitios (Cuadro 1)
permitio distinguir 14 cepas diferentes (Fig. 1).
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Figura 1. Dendrograma con perfiles ERIC de aislamiento de T. polymorphum. Se consideran perfiles iguales con
mas del 65% de similitud segun el coeficiente de Dice (1945).

Como se observa en la figura 1, una cepa puede
corresponder a un aislamiento o a un grupo de
aislamientos, procedente de diferentes sitios

(Cuadro 2). De cada cepa se conservo un
aislamiento de un origen geografico, que figura
en negrita en el cuadro 2.

Cuadro 2. Origen de las cepas de T. polymorphum conservadas en el cepario. En negrita se indica la procedencia
de la cepa conservada en la coleccion.

Cepa Sitios

P3 Palo a Pique, Cuchilla de los Ladrones y Arequita

P5 Palo a Pique y Glencoe

P9 Palo a Pique

P10 Glencoe y La Magnolia

P11 La Magnolia y Cuchilla de los Ladrones

P18 Glencoe

P30-P36 Canelones

P37

Cuchilla de los Ladrones
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1.2.2 Eficiencia simbidtica y nodulacion de
cepas aisladas de T. polymorphum
en T. repens

La eficiencia simbidtica en condiciones controladas
de las 14 cepas aisladas de T. polymorphum se
evalud en trébol blanco, en plantas crecidas a
pH 6,5. Un grupo de cepas, incluyendo las cepas
P37y P18, establecié simbiosis eficiente, es decir
produjo mas materia seca que el control sin inocular
e igual al inoculante comercial U204, sin embargo,
las cepas P37 y P18 produjeron menos que el
tratamiento inoculado con la cepa 317 (Fig.2). El
otro grupo de cepas (P3, P36, P33, P32, P10, P5,
P31, P12, P9, P35, P34 y P30) es ineficiente en
trébol blanco, con la misma produccion de biomasa
que el control sin inocular (Fig. 2).

180~
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IAEAB—AFAB
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45

A'los 30 dias de instalado el ensayo, las plantas
inoculadas con las cepas ineficientes presentaron
sintomas de clorosis, por lo que el ensayo se
levanté en un tiempo inferior al previsto. Sélo
se determind el crecimiento en los tratamientos
inoculados con las cepas eficientes 15 dias
después del primer corte (Fig. 3). Por otro lado,
las demas cepas son ineficientes. La cepa P18
y P37 pertenecen al grupo que produjo mas
biomasa que el tratamiento sin inocular pero igual
al inoculante comercial. La produccion de biomasa
de trébol blanco inoculado con aislamientos de T.
polymorphum evidencia que no todas las cepas
aisladas de este trébol nativo establecen relaciones
ineficientes — parasitas, dado que las cepas P18
y P37 tienen la misma eficiencia simbidtica que la
cepa U204, aunque inferior a la cepa 317 aislada
por Batista et al. (2015).
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P33 P32 P10 P5 P31 P12 P9 P35 P34 P30
Cepa

Figura 2. Biomasa de la parte aérea producida por trébol blanco en el primer corte. Se usaron como inoculantes
cepas aisladas de T. polymorphum (rojo), de T. pratense (gris) y al inoculante comercial (verde); se incluyé un control
sin inocular, S| (blanco). La materia seca de la parte aérea se determiné a los 30 dias. La unidad experimental
fue la maceta con tres plantas cada una y 5 repeticiones por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias

significativas segun Tukey con p<0,05.
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Figura 3. Biomasa de la parte aérea producida por
trébol blanco en el segundo corte. Como inoculantes
se usaron cepas aisladas de T. polymorphum (rojo), de
T. pratense (gris) y al inoculante comercial (verde). La
unidad experimental fue la maceta con tres plantas cada
una. Se realizaron 5 repeticiones de cada tratamiento y
el segundo corte se hizo 15 dias después del primero,
realizado a los 30 dias de la siembra. Letras diferentes
indican diferencias significativas segun Tukey con
p<0,05.

La nodulaciéon de trébol blanco por las cepas
P3, P18 se comparé con la cepa U204 en medio
Jensen, y se evalué el tiempo de aparicion del

primer nddulo, la cinética de nodulacién durante
21 dias y el numero total de nddulos por planta
a los 30 dias (Cuadro 3). La cepa P3 induce la
aparicion del primer nédulo antes que las cepas
P18 y U204 y también alcanzé la mayor cantidad
de nddulos totales, ambas caracteristicas de cepas
ineficientes — parasitas.

Cuadro 3. Nodulacién de trébol blanco por cepas
aisladas de trébol polimorfo. El ensayo se realizé
en medio Jensen (pH 7). B corresponde al valor de
la pendiente del nimero de nédulos en funcién del
tiempo en dias y nédulos totales a la media del niumero
de nodulos por planta a los 30 dias. Letras diferentes
indican diferencias significativas en cada variable segun
DGC con p<0,05.

Aparicion del 1¢* Noédulos

CERS B n%dulo en dias totales
P3 0,35a 8b 20 a
P18 0,17 b 11:00 A 6b
U204 0,18b 10:00 A 2b

La nodulacion de trébol blanco por las cepas
eficientes (P18, N2, 317 y U204) e ineficiente (P3)
se evalué en medio Jensen a pH 4,5y 5,5. Se
considero el tiempo de aparicion del primer nédulo
y el numero total de nédulos por planta a los 30
dias (Cuadro 4).

Cuadro 4. Nodulacion de trébol blanco por cepas eficientes e ineficientes a diferentes pH. El ensayo se realizé en
medio Jensen a pH 4,5y 5,5. Nédulos totales corresponden a la media del nimero de nédulos por planta a los 30
dias. Letras diferentes indican diferencias significativas en cada variable segun LSD Fischer con p<0,05.

Cepa

Aparicion del 1°" nodulo

Nodulos totales

en dias
pH 4,5 pH 5,5 pH 4,5 pH 5,5
P3 18 a 18 a 24c 6,9 a
P18 12b 12b 4,5 ab 2,2cd
N2 12b 1M1b 4,8 ab 4,8 ab
U204 1M1b 1M1b 1,4d 2,1cd
317 1M1b 13b 3,4 bc 2,7 bc
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Figura 4. Eficiencia simbiotica en T. polymorphum. Las cepas P3 y P18 se aislaron de nédulos de T. polymorphum
y la cepa U204 es el inoculante para trébol blanco. 0 corresponde al control sin inocular. Letras diferentes indican
diferencias significativas para medias de peso seco aéreo (minusculas) y total (mayusculas) segun Tukey con

p<0,05. (Tomado de Gutiérrez, 2017).

Las cepas ineficientes producen abundante
nodulacion (Melino et al. 2012). EIl tiempo de
aparicion del primer nédulo fue el mismo para las
cepas U204, P18, N2y 317 a pH 4,5 y 5,5. Sin
embargo, en ambos pH, la cepa P3 indujo el primer
nodulo 6 dias después que las otras. El niumero
total de ndédulos en las raices de las plantas
inoculadas con la cepa P3 y P18 fue diferente a
los dos pH (Cuadro 4). La cepa eficiente N2 formo
mas nédulos en ambos pH, mientras que la cepa
ineficiente P3 logré un alto nimero solo a pH 5,5.
Las cepas ineficientes forman un alto niUmero de
nddulos por planta, aunque en esta investigacion
se ha demostrado que el comportamiento es
dependiente de la acidez del medio de cultivo.

1.2.3 Eficiencia simbidtica y nodulacion de
aislamientos de T. polymorphum en
ese hospedero

En plantas crecidas 60 dias se determiné la
produccion de la biomasa aérea, de raiz y total.
Se estimo el peso de raiz porque T. polymorphum
acumula reserva en el sistema radicular. La cepa
P18 tuvo la mayor eficiencia simbidtica en T.
polymorphum, tanto en la produccion de biomasa
aérea como de la planta total (Fig. 4). La cepa

P3 es también ineficiente en trébol polimorfo.
Estos resultados evidencian que no todos los
aislamientos de T. polymorphum son eficientes en
ese hospedero, ni que son ineficientes-parasitos
en trébol blanco.

La nodulacién se estimé segun el tiempo de
aparicion del primer nédulo y el numero de ndédulos
totales por planta. La cepa P3 indujo la formacién
de nédulos 2 dias antes que la cepa U204 (Cuadro
5) y su tasa de nodulacién fue mayor a la de las
cepas U204 y P18. El numero total de nddulos en
raices de plantas inoculadas con la cepa P3 fue 6
veces mayor que el inducido por la cepa U204 y
3 veces mayor que por la cepa P18.

Cuadro 5. Nodulacién de T. polymorphum. Las cepas
P3y P18 se aislaron de T. polymorphumyy la cepa U204
es el inoculante comercial para trébol blanco. Cada
tratamiento incluyé 5 macetas con 5 plantas cada una.
Letras diferentes indican diferencias significativas segun
DGC con p<0,05.

Cepa Nodulos totales
P3 17 a
P18 11b

U204 13b
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En T. polymorphumy en T. repens la cepa P3 formo
la mayor cantidad de nddulos (Cuadro 5) e indujo la
menor produccién de biomasa (Fig. 4). Las cepas
P18 y U204 no se diferenciaron en el numero de
nédulos inducidos en cada trébol (Cuadros 3y 5).
Melino et al. (2012) obtuvieron resultados similares
con la cepa WSM2304 aislada de T. polymorphum
cuando se inoculaba en T. subterraneum 'y T.
purpureum. Esa cepa indujo la menor cantidad de
biomasa en esos genotipos, pero ocupé el doble
de nodulos que la cepa eficiente WSM1325.

1.2.4 Competitividad en T. repens de la cepa
ineficiente P3 vs. cepas eficientes

Para estimar la competitividad de la cepa P3
ineficiente en trébol blanco, respecto a las cepas
eficientes U204 y 317, se usaron clones marcados
con el gen gusA (U204::gusA 'y 317::gusA), para
el ensayo de coinoculacion. Las semillas pre-
germinadas sembradas en tubos con medio Jensen
se inocularon con las cepas P3 y U204::gusA 'y
P3y 317::gusA crecidas entre 2,6 y 4,0 x 107ufc/
mL. La relacion entre la cantidad de nédulos azules
respecto al total de nédulos se determiné 30 dias
después de inoculadas las plantas.

Cuando se inoculdé con 317::gusA y P3 en
relacion 1:1 y 1:2 la cepa 317 ocup6 el 100 %
de los nédulos. Cuando se inoculé con las cepas
U204::gusA y P3 en relacion 1:1 la cepa U204
ocupo el 72 % de los nédulos, mientras que cuando
se inoculé con una relaciéon 1:2 la cepa U204
ocupo 60 % de los nédulos, en ambos casos con
diferencias significativas respecto a la cepa 317.
Los resultados evidencian que la cepa 317 es
mas competitiva que la cepa U204. Si bien este
resultado surge de la evaluacién de una cepa
parasita — ineficiente en condiciones in vitro, la
competitividad de la cepa P3 es muy baja respecto
a la de las cepas usadas como inoculantes, de
manera que no supondrian una amenaza para
trébol blanco si este se inocula.

Cuando las cepas no son efectivas pueden no
infectar a la raiz por aborto del canal de infeccién,
fallos en la ontogenia del nédulo, no diferenciacion
de bacteroides, o porque no fijan de nitrégeno
(Schumpp y Deakin, 2010; Gamas et al., 1998;
Vasse et al., 1993). Desde hace décadas se ha
propuesto que las leguminosas pueden “distinguir”
entre cepas efectivas e inefectivas de rizobios
(Jones y Hardarson, 1979). Si bien hay evidencias
de que algunas leguminosas son noduladas

preferencialmente por simbiontes efectivos, lo que
se denomina nodulacion selectiva (Howieson et
al., 2005), también se ha reportado la nodulacién
de leguminosas con simbiontes inefectivos en
condiciones de laboratorio y en campo (Reeve
et al.,, 2010, 2013; Melino et al., 2012; Drew y
Ballard, 2010; Howieson et al. 2005; Yates et
al. 2003, 2005; Ballard et al. 2004; Denton et al.
2000; Pryor y Lawther, 2004; Sadowsky y Graham,
1998). De ocurrir nodulacion selectiva, las cepas
provenientes de T. polymorphum y parasitas en
trébol blanco ocuparian pocos ndédulos y no serian
responsables del fracaso de los mejoramientos de
campo natural. De todas formas, esta hipotesis no
ha sido demostrada. Denton et al. (2003) analizaron
la ocupacién de nddulos de T. alexandrinum vy el
inoculante comercial no compitié con las cepas
naturalizadas. Lo mismo observaron Wielbo et
al. (2010) en trébol rojo, donde las cepas menos
eficientes ocuparon mas noédulos que las mas
eficientes, que solo ocuparon un 2,5 %.

Nuestros resultados en trébol rojo (Batista et al.,
2015) y trébol blanco (Gutiérrez, 2017) obtenidos
en laboratorio y campo, no evidencian que la
planta seleccione a favor de las cepas eficientes si
consideramos como tal sélo al inoculante comercial
U204 usado en los ensayos. Cuando en diferentes
suelos se inoculd con cepas marcadas, en plantas
de 60 dias los inoculantes U204 y 317 ocuparon
mas nédulos, pero desconocemos la eficiencia de
las cepas presentes en esos suelos (Capitulo 2).

2. Respuesta de la planta frente a la
infeccion por cepas ineficientes
— parasitas

La baja eficiencia de algunos inoculantes se ha
relacionado con la presencia de una microflora
nativa o introducida, competitiva pero poco eficiente.
Esta situacion es comun cuando se usan tréboles
perennes y anuales en la agricultura (Yates et
al., 2003; Dutto, 2002; Patrick y Lowther, 1995;
Thornton y Davey, 1983). En Uruguay, en chacras
donde se sembro trébol blanco (perenne) la siembra
de T. vesiculosum (anual) fracasa, lo que se atribuye
a una poblacion remanente de la cepa U204, que
establece una relacion ineficiente con ese trébol
(Dutto, 2002). Sin embargo, la cepa U204 no
persiste en nuestros suelos (Batista et al., 2015;
Gutiérrez, 2017). Una situacion similar es reportada
para trébol blanco sembrado en regiones donde
hay cepas nativas que nodulan T. polymorphum
(Labandera y Vincent, 1975; Dutto, 2002).
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Las causas de estas situaciones no se conocen.
Pero se sabe que en la interaccion leguminosa -
rizobios, la planta produce especies reactivas del
oxigeno (ERO) desde el inicio de la infeccion y
durante la ontogenia del nédulo y que los rizobios,
ademas de inducir la expresion de factores de
nodulacién, también inducen la expresion de genes
que codifican peroxirredoxinas clase lll en pelos
radiculares (Breakspear et al., 2014; Damiani et al.,
2016). Esto indica que las ROS juegan un papel
en la interaccion leguminosa-rizobio y que la raiz
controla los niveles de peréxido de hidrégeno.

Las bacterias, frente al incremento de ROS
producen enzimas como la superoxido dismutasa,
glutation S-transferasa y catalasa, con actividades
que pueden ser imprescindibles para el
establecimiento y mantenimiento de la simbiosis
(Jamet et al., 2007). También el rizobio produce
cantidades de exopolisacaridos que actuan como
barrera para protegerse de las ROS generadas
en la interaccion planta bacteria (Jaszek et al.
2014). Ademas es conocido que la funcionalidad
suboptima de los nédulos esta relacionada con
la senescencia temprana de los bacteroides
(Melino et al., 2012) y que las ERO desencadenan
senescencia en diferentes 6rganos de las planta.
Asi, la ineficiencia de una cepa puede deberse
a la cantidad de ERO producidas por la planta,
a su produccién prolongada en el tiempo, o a
insuficientes exopolisacaridos que protegen a los
rizobios. De esta forma, la baja funcionalidad de los
nodulos puede estar relacionada a un desbalance
en la producciéon de ROS, que es la hipétesis de
esta actividad. Por esto, para conocer la respuesta
de la planta frente a cepas €eficientes e ineficientes
se evaluo la produccién de ERO por raices y
nddulos de trébol blanco.

2.1 Estrategia

La anatomia de nddulos de trébol blanco inducidos
por las cepas P3, P18 y U204 se analiz6 en plantas
crecidas 30 dias en arena-vermiculita. Los nédulos
se cortaron con micrétomo y se colorearon con
azul de toluidina (Gutiérrez, 2017).

La deteccién de superdxido, peréxido de hidrogeno
y oxido nitrico se realizé alos 10, 30 y 60 miny 72

h post inoculacién, en raices de plantas crecidas
2 dias en medio Jensen — agar 0.8% en placas de
Petri. El superoxido se determiné con NBT (nitro
bluetetrazolium), el peroxido de hidrégeno con DAB
(diaminobenzidine) y el 6xido nitrico con sonda
DAF segun Signorelli et al. (2016). Los lipidos
peroxidados en nédulos de trébol blanco luego de
60 dias de inoculados se determinaron a través
de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS), segun Signorelli et al. (2015).

2.2 Resultados

2.2.1 Anatomia de nédulos de T. repens
inducidos por cepas aisladas de T.
polymorphum

La observacion de raices de trébol blanco
de plantas de campo puso en evidencia una
diversidad de tamario, forma, color y cantidad de
nodulos presentes en ellas (Gutiérrez, 2017). Los
nodulos inducidos por la cepa P3 son pequeios
y blancos, y el anélisis microscépico mostro
estructuras sin forma definida (Fig. 5 B1 — B3)
con células sin bacteroides. Melino et al. (2012)
denominaron nédulos vegetativos inefectivos a un
fenotipo similar de nédulos inducidos por cepas de
R. leguminosarum trifolii en T. subterraneumy T.
polymorphum.

La anatomia microscépica de nédulos inducidos
por la cepa U204 evidencio tres zonas definidas
(Fig. 5); la zona | corresponde al meristemo apical,
la zona Il a la de infeccion y la zona lll, con células
llenas de bacteroides y almidén, es donde ocurre
la FBN (Gutiérrez, 2017).

Los nddulos inducidos por las cepas P18 y U204
son de tamano similar, pero la zona senescente
es marcadamente mas extensa cuando estan
ocupados por la cepa P3 (Fig. 5, C1 — C3). Esto
permite suponer que mas alla de los 30 dias estos
nodulos puedan ser no funcionales y presenten
senescencia total. En nédulos de T. subterraneum
y T. purpureum inducidos por dos cepas de R.
leguminosarum bv trifolii Melino et al. (2012)
observaron que fijan poco N y que los bacteroides
tienen senescencia temprana, probablemente
debida a la respuesta de defensas de la planta.
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AU204 P3

P18

Figura 5. Microscopia de nédulos de trébol blanco ocupados por cepas con distinta eficiencia simbidtica. A. Nodulos
inducidos por la cepa U204, B. por la cepa P3 y C. por la cepa P18. 1, 2 y 3 corresponden a aumentos de 4X,
20X y 100X respectivamente, a excepcion de A2 (aumento 10X). Las imagenes se obtuvieron con el programa

DinoCapture 2.0. (Gutiérrez, 2017).

2.2.2 Respuesta de la planta medida por Ila
produccion de ROS

La produccién de superéxido se determind in
vivo en raices incubadas con las cepas P3,
P18 y U204, con eficiencia simbidtica en trébol
blanco baja, media y alta, respectivamente. En
los tiempos ensayados no se detectd diferencia
en la produccion de superéxido entre las raices
en presencia de las distintas cepas ni con el
control sin inocular (Fig. 6 A). Solo en las raices
incubadas con la cepa P3 30 min se observé mayor
produccion de superoxido respecto al control pero
esta diferencia no es concluyente.

La maxima acumulacion de H,O, tuvo lugar a los
120 min, si bien su acumulacion empez6 a partir
de los 10 min de incubacién frente a cada cepa.
Alas 72 h de incubacion la cantidad de H,O, fue
inferior respecto a los 10 min, y las diferencias
mas evidentes se observaron a los 30 min (Fig,
6 B). Es posible que el pico inicial a los 10 min
corresponda a una sefal necesaria para el inicio
del establecimiento de la simbiosis, y que la
acumulacion de H,O, posterior tenga que ver con
un efecto de respuesta-dario.
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Figura 6. Deteccion de y H,O, en raices de trébol expuestas a cepas con diferente eficiencia simbidtica. A. O,
detectado con NBT en raices inoculadas con la cepa U204, P18 y P3. B. H,O, detectado con DAB. EI control se
incubd con agua destilada estéril. Las imagenes se obtuvieron con DinoEye Digital Eye Piece, aumento 1X.

La acumulacién de NO en los tiempos establecidos P3 durante 72 h parecen haber acumulado mas que
no permite evidenciar diferencias claras entre los los tratamientos control y con la cepa P18, y menos
tratamientos, aunque las raices incubadas con la cepa que el tratamiento con la cepa U204 (Fig. 7).

C 204 P3 P18
: “““““‘\““““‘i““““‘\““““\

Figura 7. Deteccion de 6xido nitrico (NO) con DAF-2 en raices de trébol blanco. Las raices permanecieron 72 h
en presencia de cepas eficientes U204 y P18 e ineficiente P3. Como control (C) se usaron raices sin inocular. La
observacion se realizé ron con microscopio de epifluorescencia.
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Cuando se evalud el dafo oxidativo en nodulos
provenientes de plantas inoculadas con la cepa
ineficiente P3, se observé que la concentracién
de TBARS fue aproximadamente el doble que en
noédulos inducidos por las cepas con eficiencia
simbidtica alta U204 y media P18 (Cuadro 6).
Si bien no se logré detectar en el tiempo inicial
diferencias en la acumulacion de ROS en raices
incubadas frente a cepas con diferente eficiencia,
la concentracion de TBARS puso en evidencia
mayor dafo oxidativo en nddulos inducidos
por la cepa ineficiente P3. De esta forma, es
necesario profundizar en la evaluacion de la
respuesta oxidativa de la planta en nédulos vy

buscar indicadores tempranos de respuesta a la
infeccion.

Cuadro 6. Cuantificacion espectrofotométrica de TBARS
en nodulos de trébol blanco. Los nédulos se obtuvieron
de plantas crecidas 60 dias en arena: vermiculita. Letras
diferentes indican diferencias significativas en cada
variable segun Tukey con p<0,05.

Cepa TBARS (ng/mg)
P3 1.55a
P18 0.60b
204 0.67 b
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1. Rizobios que nodulan tréboles en
suelos de Uruguay

El trébol nativo T. polymorphum (trébol polimorfo)
es nodulado por cepas indigenas a las que se
les atribuye el establecimiento de relaciones de
tipo parasitico con tréboles perennes de origen
Mediterraneo (Labandera y Vincent, 1975; Yates
et al., 2005). También hay en nuestros suelos
cepas nativas o naturalizadas que establecen
relaciones con diferente eficiencia con los tréboles
introducidos (Reeve et al., 2010; Reeve at al.,
2013; Batista et al., 2014; Gutiérrez 2017). Esos
rizobios podrian provenir de leguminosas nativas
como el trébol polimorfo, aunque se ha supuesto
que las poblaciones presentes en los suelos
derivan de la cepa usada como inoculante, o de
otras cepas introducidas inadvertidamente con las
semillas o en ensayos en los que se evaluaron
inoculantes.

En la década de 1960 se introdujo en nuestro
pais la cepa U204 procedente de EEUU, que se
usa desde 1967 (Labandera et al., 1982) hasta
la actualidad como inoculante comercial para
trébol rojo y trébol blanco. También se evalué a
la cepa TA1 originaria de Tasmania (Labandera y
Vincent, 1975) y entre 1999 y 2001 se evaluaron
en la estacién Glencoe a las cepas WSM1325,
WSM1327 y WSM1328 (Grecia), WSM409 (ltalia),
CC2483g (Macedonia) y las cepas usadas como
inoculantes comerciales en Australia WU95,
NA3039 y CC299b (Yates et al., 2005).

Para establecer relaciones filogenéticas entre
cepas se suelen analizar las secuencias de genes

Capitulo 5. Relaciones
filogenéticas de
rizobios que nodulan
tréboles presentes en
suelos de Uruguay

codificantes del ARN ribosomal 16S (16S rRNA),
lo que permite asignar género y en algunos casos
diferenciar especies. Pero este gen esté altamente
conservado y por eso no es util para distinguir entre
cepas de la misma especie (Efrosa et al., 2017) por
lo que también se recurre a la secuencia del espacio
intergénico 16S-23S rRNA (ITS) Para el estudio de
la filogenia entre cepas y para establecer patrones
biogeograficos es necesario analizar otros genes
conservados e igualmente importantes para las
bacterias llamados colectivamente housekeeping,
que codifican para proteinas como atpD, ginll,
recA, rpoB y gyrB (Gaunt et al., 2001; Silva et al.,
2005; Efrosa et al., 2017; Vinuesa et al., 2005).
Estos genes han sido usados ampliamente en
estudios de diversidad y filogenia de cepas de
Mesorhizobium, Rhizobium y Bradyrhizobium
(Sotelo et al., 2011, Batista et al., 2013, Vinuesa et
al., 2005). En estudios filogenéticos de rizobios es
necesario incluir el analisis de genes simbidticos
como hnifH, nodA, nodC, y nodD (Laguerre et
al., 2001; Shah et al., 2017) que estan sujetos
a transferencia lateral (Mousavi et al., 2015) y
explican otra parte de su historia evolutiva.

2. Estrategia

Se usaron las cepas P3 y P33 aisladas de T.
polimorphum y con diferente eficiencia simbiética
en T. repens, las cepas eficientes en ese trébol
N2, 249 y 317 aisladas de suelos de Uruguay
de nédulos de T. pratense y a la cepa U204
introducida de EEUU, usada como inoculante en
Uruguay desde 1967. EI ADN se extrajo segun
Sotelo et al. (2011), los amplificados se resolvieron
en geles de agarosa 1,2% y cuando se purificaron
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bandas se hizo con el kit QlAquick (Gel extraction).
El gen 16SrRNA se amplificé con los primers y
condiciones descritas por Herrera-Cervera (1999)
y el ITS segun Iteman et al. (2000). Para establecer
las relaciones filogenéticas entre las cepas se
analizaron secuencias core de genes que codifican
proteinas. Para los genes housekeeping atpD,
ginll y recA se usaron los primers que figuran en
Batista et al. (2013), y para rpoB los descritos por
Martens et al. (2008). Los genes simbioticos nifH
y nodC se amplificaron con los primers usados
por Laguerre et al. (2001) y nodA por Maucheline
et al. (2014).

3. Resultados

3.1 Analisis de las secuencias del gen
16S rRNA y del ITS 16S-23S rRNA

La secuencia de genes 16S rRNAde las cepas U204
(Labanderay Vincent, 1975), P3 (Gutiérrez, 2017),
317 (Batista et al., 2014), N2, 249 (Hernandez,
2011), WSM 2304 (Reeve et al., 2010) y WSM 597
(Reeve et al. 2013) y P33 tienen en los 1.152 nt
comparados, una identidad entre 99.9% y 100%
entre ellas y con cepas de diferentes especies de
Rhizobium (Figura 1).

Rhizobium sp. P3 (MH382877)
Rhizoblum sp. N2 (MH3828T6)
R 1m fegumin

La secuencia de genes 16S rRNA es muy
conservada y se usa en la identificacion de género
y especie, pero las filogenias basadas Unicamente
en este gen no reflejan la evoluciéon del genoma
como un todo (Gaunt et al., 2001). Los resultados
acumulados sugieren que la secuencia del gen
16S rRNA permite identificar el género para un
90% de los casos y para un 65 a 83% asignacion
de especie (Janda y Abbot, 2007). Las 5 cepas
aisladas de suelos de Uruguay de nddulos de T.
repens y T. polymorphum y la cepa introducida
U204 pertenecen al género Rhizobium, y agrupan
mayormente con R. leguminosarum y especies
filogenéticamente cercanas (Figura 1).

El analisis de las secuencias ITS (Figura 2)
distingue a las cepas en tres grupos, uno incluye a
las cepas aisladas de suelos de Uruguay eficientes
en trébol rojo y blanco N2, 249 y 317, junto a R.
leguminosarum sv. phaseoli. El segundo grupo
reune a las cepas ineficientes en trébol blanco
aisladas de Glencoe (P3, WSM2304 y WSM597)
y Canelones (P33), junto a R acidisoli. El tercer
grupo incluye, junto a R. leguminosarum sv. viceae,
a las cepas introducidas U204 y TA1, la primera
de ellas el inoculante comercial para tréboles y la
segunda como inoculante experimental.

Rhizoblum leguminesarum by. tifolll TA1 (AKIAC1000018.1) +

| Rhlzobium phaseol ATCC 144827 (EF 141340)

Rhizoblum feguminosarum bv. trifolll WSM53T (AKHZ01000018.1) 4
Rhizobium laguerreae FB206" (NR 118274.1)

Rhizobium acidisoll FH13" (NR 147768.1)

by. trifolif U317 (KJ366497.1)
Rhizoblum leguminosarum by, irifolii U204 (KJ3B6496.1) *

g7 | Rhizoblum leguminosarum by. trifolil WSM1323 (CPO01822.1) +

Rhizobium sp. P33 (MH382875)
Rhizoblum sp, 249 (MH382874)

Rhizobium leguminosarum bv. trifolif WSM2304 (CP0O01191.1) «

Rhizoblum sophorae CCBAU 03386 (KJ831229)
Rhizobium pisi DSM 301327 (AY509899)
Rhizobium fabae CCBAU 332027 (NR 113872.1)
Rhizobium indigoferas CCBAU 710427 (AY034027)
Rhizoblurm antulense CCBAU 232527 (KF111868.2)
— Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 23707 (JQ085246.1)
Rhizoblum ecuadorense CNPSo871 (NR 137237.1)

55, Rhizobium etif CFN 427 (NR 07 4499)

Rhizobium lentis BLR27T (NR 137243.1)

85| | Rhizobium sophonradicis CCBAL 034707 (KJ831225)
Rhizoblum binae BLR19ST (NR 137242.1)
Rhizoblum bangladeshense BLR1T5T (NR 137241.1)

Figura 1. Muestra parcial del arbol construido con secuencias de 1.152 nt del gen 16S rRNA. Las cepas P3 y P33
se aislaron de trébol polimorfo, 249, 317 y N2 de trébol rojo. Las cepas aisladas de suelos de Uruguay se indican
con letra negrita. Con flechas macizas se indican cepas aisladas en Glencoe por Reeve et al. (2010 y 2013), con +
cepas introducidas ensayadas como inoculantes en Uruguay y con asterisco al inoculante comercial U204. El arbol
fue construido usando el método de Neighbor-Joining, con el programa MEGA 7.
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89— Rhizoblum leguminosarum bv. trifolll WSM2304 (NC 011369.12) 4
75 Rhizobium leguminosarum bv. trifolil WSM2304 (NC 011369.11) 4
Rhizobium sp. P3 (MH571409)
95| 100! Rhizobium sp. P33 (MH384526)

Rhizobium acidisoli FH23 (NZ NWSS01000004.1)
69 495|j|;7 Rhizobium leguminosarum bv. trifoifWSM2304 (NC 011369.13) 4
| 96L_ Rhizoblum leguminosarum bv. trifolil WSM537 (NZ JH719381.1) 4
100 [ Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1 (DQB39765.1)
Lm Rhizobium leguminasarum bv. viciae USDA 23707 (AY491944 1)
mc-E Rhizobium leguminosarum by. trfolil U204 (MH384827) %
- Rhizobium pisi DSM 301327 (DQ200174.1)
Rhizobium fabae CCBAU 332027 (FJ3926873.1)
Rhizobium leguminosarum bv. phasecli Jor6 (AB740413.1)
Rhizoblum sp. U317 (MH384831)
Rhizoblum sp. 249 (MH384828)
100! Rhizoblum sp. N2 (MH384829)
Rhizobium phaseoli ATCC 144827 (EF141341.1)
f Rhizobium tropici CIAT 899" (AF271645.1)
100 Rnizebium multihospitium CCBAU 834017 (EF490015.1)

93

—
0.020

Figura 2. Arbol construido con las secuencias (963 nt) la regién ITS. Las cepas P3 y P33 se aislaron de trébol
polimorfo, 249, 317 y N2 de trébol rojo. Las cepas aisladas de suelos de Uruguay se indican con letra negrita. Con
flechas macizas se indican cepas aisladas en Glencoe por Reeve et al. (2010 y 2013), con + cepas introducidas
ensayadas como inoculantes en Uruguay y con asterisco al inoculante comercial U204. Los clados se identifican
con un recuadro. El &rbol fue construido usando el método de Neighbor-Joining, con el programa MEGA 7.
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3.2 Relaciones filogenéticas a través de
secuencias de los genes atpD, ginll,
recAy rpoB

Para superar la limitacion que tiene la comparacién
de secuencias de genes 16S rRNA en estudios
filogenéticos que buscan relaciones entre cepas,
se compararon secuencias parciales de los genes
atpD (que codifica para la subunidad 3 de la
ATP sintetasa), ginll (glutamina sintetasa), recA
(recombinasa A) y rpoB (subunidad 3 de la RNA
polymerasa). Estos genes han sido ampliamente
usados para establecer relaciones filogenéticas
entre rizobios (Gaunt et al., 2001; Silva et al., 2005;
Efrosa et al., 2018; Vinuesa et al., 2005).

3.2.1 Filogenia basada en el gen atpD

El alineamiento de secuencias parciales (405 nt) de
genes atpD (Figura 3) genero un clado que incluye
alas cepas P3 y P33 aisladas de T. polymorphum
en la UEPP y Canelones, respectivamente. Al
mismo clado pertenecen las cepas WSM2304
aislada de T. polymorphum (Reeve et al., 2010)
y WSM597 aislada de T. pallidum (Reeve et al.,
2010) en Glencoe. Las cuatro cepas agrupan
con R. acidisoli. El segundo clado agrupa a las
cepas 249 aislada de T. pratense y U204 junto a
R. leguminosarum USDA 2370, y el tercero a las
cepas N2y 317 aisladas de T. pratense junto a R.
anhuiense CCBAU 23252.

£|__Rnuanmm sp. P3 (MH294443)

Rhizobium leguminosarum bv. trifolli WSM597 (AKHZ01000017.1) 4
Rhizobium acidisoli FH13" (KJ921069.1)
Rhizobium sp. P33 (MH294442)

Rhizobium ecuadorense CNPSO6717 (NZ LFIO01001065.1)
Rhizoblum leguminosarum bv. trifolil WSM2304 (CP001191.1) 4«

Rhizobium indigoferae CCBAU 710427 (GU5S52025.1)

o Rhizoblum sp. 249 (MH294440)

- LB" Rhizobium leguminosarum bv. trifolif U204 (MH294441) *
Rhizobium leguminosarum USDA 2370 (AJ294405.1)

95 \

(" 75, Rhizoblum sp. U317 (MH294438) ™
100 | Rhizobium anhuiense CCBAU 232527 (KF111890.1)
L Rhizobium sp. N2 (MH2944389) P,
Rhizobiurn leguminosarum by. trifoli TA1 (AKIA01000019.1) &
B2 Rhizobium fequminosarum by. trifolif WSM1325 (CP001622.1) <
- Rhizobium laguerreae FB206T (JN558661.1)
Rhizobium pisi DSM 301327 (EF113149.1)
100 Rhizobium fabae CCBAU 332027 (EF579929.1)
Rhizobium pha seoli ATCC 144827 (EF113151.1)
Rhizobium etli CFN42T (CP000133.1)
Rhizobiurm bangladeshense BLR1757 (JNG48967.1)

b Rhizobium binae BLR195" (JN643968.1)

53

Rhizobiurn lentis BLR277 (JNB48941.1)
Rhizobium multihospitivm CCBAU 83401 L (EF490012.1)

97l Rhizobium tropici CIAT 899" (CPOD4015.1)

0.01

Figura 3. Arbol filogenético construido con secuencias parciales (405 nt) de genes atpD. La comparacién de
alineamientos de este gen permite establecer tres clados. Las cepas aisladas de suelos de Uruguay se indican con
letra negrita. Con flechas macizas se indican cepas aisladas en Glencoe por Reeve et al. (2010 y 2013), con + cepas
introducidas ensayadas como inoculantes en Uruguay y con asterisco al inoculante comercial U204. Los clados se
identifican con un recuadro. El arbol fue construido usando el método de Neighbor-Joining, con el programa MEGA
7. Los numeros en las ramas indican el soporte del bootstrap en base a 1000 réplicas, los valores por debajo de

50 no se muestran.
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3.2.2 Filogenia basada en el gen ginll

La comparacion de secuencias parciales del gen
ginll (416 nt) genero tres clados (Figura 4), los
mismos que generd la comparacion de secuencias
del gen atpD (Figura 3). Un clado agrupa a las

cepas 249, U204 junto a R. indigoferae y a la cepa
tipo R. leguminosarum. Otro clado incluye a las
cepas N2y 317 junto a R. anhuiense y el tercero
a las cepas P3 y P33 junto a las cepas WSM597
y WSM2304 y a R. acidisoli.

f 72 , Rhizobium leguminosarum bv. trifoli U204 (MH2944486) *

56 | | Rhizoblum sp. 249 (MH294447)

94 Rhizobium indigoferae CCBAU 710427 (JNSBO717.1)

78 Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 23707 (EU155089.1)
72|\ — Rhizobiurm leguminosarum bv. trifolii WSM1325 (CP001622.1) 4
Rhizobium sp. N2 (MH294448)
1 r Rhizoblum sp. U317 (MH294450)
(.95 L Rhizobium anhulense CCBAU 232527 (KF111913.1)
Rhizobium leguminosarum by, frifollf TA1 (AKIA01000016.1) 4
Rhizobium pisi DSM 301327 (JN5B0T15.1)
] i':ﬁzobium fabae CCBAU 332027 (EFS79935.1)
Rhizobium ecuadorense CNPSO&717 (JN129306.1)

gg ( Rhizoblum leguminosarum bv. trifolll WSMS597 (AKHZ01000036.1) 4

ﬁ[‘ Rhizobium acidisoli FH23 (NZ NWSS501000006.1)

52| Rhizoblum leguminosarum bv. trifolil WSM2304 (CP001191.1) 4
Rhizobium sp. P3 (MH294444)
Rhizobium sp. P33 (MH294445)
60 Rhizobium bangladeshense BLR175' (JNG48OTY)

o9

50
Rhizobium etlf CFN 427 (CP000133.1)

Rhizobium phaseoll ATCC 144827 (JN580716)
Rhizobium binae BLR235" (JNG48981.1)

Rhizebium laguerreas FB206T (JNS58671)

Rhizobium lentis BLR27T (JNG4B976.1)

Rhizobium tropici CIAT 899" (CPO04015.1)

991 Rhizobium mukihospitium CCBAU 834017 (EF490040.1)

0.01

Figura 4. Arbol filogenético construido con secuencias parciales (416 nt) de genes ginl/l. La comparacién de
alineamientos de este gen permite establecer tres clados. Las cepas aisladas de suelos de Uruguay se indican
con letra negrita. Con flechas macizas se indican cepas aisladas en Glencoe por Reeves et al. (2010 y 2013), con
+ cepas introducidas ensayadas como inoculantes en Uruguay y con asterisco al inoculante comercial U204. Los
clados se identifican con un recuadro. Las secuencias fueron alineadas con MUSCLE vy el arbol fue construido con
el algoritmo Neighbor-Joining. Los numeros en las ramas indican el soporte del bootstrap en base a 1000 réplicas,

los valores por debajo de 50 no se muestran.
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3.2.3 Filogenia basada en el gen recA

La comparacién de secuencias parciales (375 nt)
del gen recA de las 6 cepas en estudio (Figura
5) también generd los mismos tres clados que
los obtenidos por comparacién de secuencias de

los genes atpD y ginll (Figuras 3 y 4). La cepa
nativa P3 y P33 forman un clado que incluye a las
cepas WSM597 y WSM2304 junto a R. acidisoli. El
segundo clado lo forman las cepas N2y 317 junto a
R. anhuiense, y al tercero lo integran las cepas 249
y U204 junto a R. leguminosarum USDA 2370.

09, Rhizoblum sp. P33 (MH294456)
53 Rhizoblum leguminosarum bv. trifolil WSM597 (AKHZ01000001.1) 4

62
“ |

Rhizobium acidisolf FH23 (NZ LISR01000007.1)
Rhizobium sp. P3 (MH294457)
Rhizobium leguminosarum bv. trifolll WSM2304 (CP001191.1) 4

Rhizobium ecuadorense CNPSO6717 (JN129351.1)

| |Rh£zobmm sp. U317 (MH294452)
55| Rhizoblum sp. N2 (MH294453)
l | Rhizoblum anhulense CCBAU 23252 (KF111980.1)

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325 (CP001622.1) 4
Rhizobium feguminosarum bv. trifolfi TA1 (AKIAQ1000016.1) 4
Rhizobium laguerreae FB206" (JN5S8681.2)
Rhizobium indigoferas CCBAU 710427 (EF027965.1)
Rhizobium leguminosamum bv. trifolii U204 (MH294454) %
Rhizobium sp. 249 (MH294455)

87
69 Rhizobium leguminosarum USDA 23707 (AJ294376.1)

Rhizobium fabae CCBAU 33202 (EF579941.1)
—%ljmmmum pisi DSM 301327 (DQ431676.1)
Rhizobium lentis BLR27" (JN649031.1)
571 Rhizobium binae BLR195" (JN649058.1)
—3 Rhizobium phaseoll ATCC 144827 (EF113136.1)
Rhizobium etli CFN 42" (CP000133.1)

99l Rhizobium bangladeshense BLR175" (JN649057.1)
Rhizobium multihospitium CCBAU 834017 (EF490029.1)

1001 Rhizobium tropici CIAT 8997 (CP004015.1)

0.01

Figura 5. Arbol construido con secuencias parciales (375 nt) de genes recA. La comparacion de alineamientos de
este gen permite establecer tres clados. Las cepas aisladas de suelos de Uruguay se indican con letra negrita. Con
flechas macizas se indican cepas aisladas en Glencoe por Reeve et al. (2010 y 2013), con + cepas introducidas
ensayadas como inoculantes en Uruguay y con asterisco al inoculante comercial U204. Las secuencias fueron
alineadas con MUSCLE vy el arbol fue construido con el algoritmo Neighbor-Joining. Los clados se identifican con
un recuadro. Los numeros en las ramas indican el soporte del bootstrap en base a 1000 réplicas, los valores por

debajo de 50 no se muestran.
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3.2.4 Filogenia basada en el gen rpoB

La comparacion de secuencias parciales (287
nt) del gen rpoB de 6 cepas (Figura 6) genero
los mismos clados que los obtenidos con las
secuencias atpD, ginll'y recA (Figura 3, 4y 5). Un

clado agrupa a las cepas P3, WSM595 y WSM2304
junto a R. acidisoli, un segundo clado a las cepas
N2y 317 junto a R. anhuiense, y el tercero a las
cepas U204 y 249 junto a R. leguminosarum USDA
2370y R. indigoferae.

Rhizoblum sp. 249 (MH294463)
99 | Rhizobium indigoferae CCBAU 71042" (JN580755.1)

Rhizobium leguminosarum bv. trifolil U204 (MH294462)
Rhizobium leguminosarum by, viciae USDA 23707 (NZ MRDLO1000032.1)

Rhizobium leguminasarum bv. trifoli TA1 (AKIAD1000027.1) +

Rhizobium laguerreae FB2067 (NZ MRDM01000033.1)

Rhizobium legurninosarum bv. trifolil WSM1325 (CP001622.1) +
Rhizobium ecuadorense CNPSO 6717 (NZ LFIO01001107.1)

&3 a5

71

—— Rhizoblum leguminosarum bv. trifollil WSM2304 (CP001191.1) 4
Rhizobium sp. P3 (MH294458)
Rhizobium acidisoll FH23 (NZ NWSS01000057.1)
Rhizobium sp. P33 (MH392266)
70| Rhizoblum leguminosarum bv. trifolll WSM597 (NZ JH719381.1) 4«

79 — Rhizoblum sp. N2 (MH294461)

57 Rhizobim anhuiense S10 (NZ NWSK01000042.1)
L 88| Rhizoblum sp. U317 (MH294460)

—

Rhizobium leguminosarum bv. phaseolf CCGMS" (KF836415.1 )
T Rhizobium pisi DSM 301327 (JQ795190.1)

493‘— Rhizobium fabae CCBAU 332027 (FJ392877.1)

Rhizobium etli CFN 427 (NC 007761.1)

941 Rhizobium bangladeshense 1024 (NZ LYPNO1000001.1)
Rhizobium mutihospitium HAMBI 29757 (NZ FMAG01000018.1)
100l Rhizobium tropici CIAT 899" (CP004015.1)

——
0.01

Figura 6. Arbol construido con secuencias parciales (287 nt) de genes rpoB. La comparacién de alineamientos de
este gen permite establecer tres clados. Las cepas aisladas de suelos de Uruguay se indican con letra negrita. Con
flechas macizas se indican cepas aisladas en Glencoe por Reeve et al. (2010 y 2013), con + cepas introducidas
ensayadas como inoculantes en Uruguay y con asterisco al inoculante comercial U204. Las secuencias fueron
alineadas con MUSCLE vy el arbol fue construido con el algoritmo Neighbor-Joining. Los clados se identifican con
un recuadro. Los numeros en las ramas indican el soporte del bootstrap en base a 1000 réplicas, los valores por

debajo de 50 no se muestran.

3.2.5.Comparacién de secuencias del
conjunto de genes housekeeping

La comparacion de secuencias de tres genes
housekeeping de 6 cepas aisladas de suelos de
Uruguay, 4 en este trabajo y 2 por Reeve et al.
(2010 y 2013) y de la cepa U204 introducida de
EEUU, genero en todos los casos 3 clados, que
incluye cada uno a las mismas cepas (Figura 7). No
se incluyo en el concatenado el gene rpoB porque
no estan disponibles en la base de datos en todos
los casos las cepas tipo.

A un clado pertenecen las cepas aisladas de T.
polymorphum P3 y P33 en UEPP y Canelones,
respectivamente, y la cepa WSM2304 aislada del
mismo hospedero en Glencoe (Reeve et al., 2013).
A este clado también pertenece la cepa WSM597
aislada de T. pallidum, también en Glencoe (Reeve
et al., 2010). Las secuencias de genes atpD, ginll
y recA agrupan a estas cuatro cepas aisladas de
suelos de Uruguay junto a cepas de R. acidisoli,
especie a la cual seguramente pertenecen
(Figuras 3 a 5). Las cepas FH13 y FH23 de R.
acidisoli fueron aisladas de Phaseolus vulgaris
en México (Roman — Ponce et al., 2016). A otro
clado pertenecen las cepas N2 y 317 aisladas
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g7 Rhizobium sp. 249 (MH294440 MH294447 MH294455)

Rhizobium leguminosarum by. trifolif U204 (MH294441 MH294446 MH294454) 3
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Rh sp. P33 (MH294442 MH294445 MH294456)
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Rhizobium acidisoli FH13T (KJ921069.1 NZ NWSS01000006.1 NZ LJSR01000007.1)
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um bv. trifolif WSM597 (AKHZ01000017.1 AKHZ01000036.1 AKHZ01000001.1) 4
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Rhizobium etlf CFN 427 (CPOO0133.1)

Rhizobium fabae CCBAU 332027 (EF579929.1 EF579935.1 EF579941.1)
{ Rhizobium pisi DSM 301327 (EF113149.1 JNSB0715.1 DQ431676.1)
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Figura 7. Arbol filogenético construido con secuencias parciales concatenadas de 1,196 nt de genes atpD, ginll y
recA. La comparacion de alineamientos de este gen permite establecer tres clados. Las cepas aisladas de suelos
de Uruguay se indican con letra negrita. Con flechas macizas se indican cepas aisladas en Glencoe por Reeve et
al. (2010 y 2013), con + cepas introducidas ensayadas como inoculantes en Uruguay y con asterisco al inoculante
comercial U204. Los clados se identifican con un recuadro. El arbol fue construido usando el método de Neighbor-
Joining, con el programa MEGA 7. Los ndmeros en las ramas indican el soporte del bootstrap en base a 1000

réplicas, los valores por debajo de 50 no se muestran.

de T. pratense (Hernandez, 2011 y Batista et al.,
2014 respectivamente). Estas cepas, con las
tres secuencias de genes housekeeping siempre
agruparon con la cepa CCBAU23252 de R.
anhuiense, especie a la que es altamente probable
que pertenezcan (Figuras 3 a 5). El tercer clado,
siempre incluy6 a la cepa 249 aislada de T. repens
(Gutiérrez, 2017) y la cepa introducida U204, junto
alacepa USDA2370 de R. leguminosarum aislada
de Vicia faba en EEUU (Van Berkum et al., 1995).
Con las secuencias parciales de los genes rpoB,
con la salvedad que en algunos casos no se usaron
las cepas tipo, el agrupamiento coincide con el
concatenado (Figuras 6y 7).

De estaforma, el andlisis filogenético realizado a partir
de secuencias parciales de genes atpD, ginll, recAy
rpoB nos permite proponer que en nuestros suelos
hay cepas nativas y cepas naturalizadas que nodulan
tréboles. Las cepas nativas pertenecen a dos grupos,
uno que incluye a las cepas P3, P33, WSM597 y
WSM2304 ineficientes en tréboles mediterraneos,
relacionadas ala especie R. acidisoliy otro que incluye
a las cepas N2 y 317 eficientes en esos tréboles,
relacionadas a la nueva especie R. anhuiense, cepa

tipo CCBAU23252 aislada en China de nédulo de
Vicia faba (Zhang et al., 2015). Las secuencias de la
region ITS también agrupan a las cepas N2 y 317,
siempre alejadas de U204 (Figura 2).

La cepa 249 agrupa con la cepa U204, el inoculante
comercial introducido de EEUU, lo que sugiere que
es una cepa naturalizada. Ambas cepas estan
relacionadas con R. leguminosarum USDA2370
originaria de EEUU. El uso prolongado de una cepa
como inoculante pudo haber generado poblaciones
naturalizadas con diferente eficiencia, mediante la
presion de seleccion ejercida por el hospedero y
por el medio, como se ha evidenciado para rizobios
de Lotus (Sotelo et al., 2011; Batista el al., 2013).
Es posible que poblaciones de rizobios eficientes
sean las responsables de que en algunos sitios
pase inadvertido o no se observe respuesta al uso
del inoculante. Sin embargo, y en particular en
trébol blanco, el desuso o mal uso de inoculante
en algunas zonas conduce a la baja implantacion
o a la pérdida de la pradera. Por otra parte, esas
poblaciones eficientes son interesantes para
seleccionar cepas persistentes y competitivas a
efectos de desarrollar inoculantes.
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3.4 Relaciones filogenéticas basadas en
secuencias de genes simbioéticos

La comparacion de secuencias parciales de genes

nodA (387 nt), nodC (482 nt) y nifH (317 nt) genero
dos clados (Figuras 8 y 9), uno que incluye a las
cepas P3 y P33 y otro a las cepas N2, 249, 317
y U204.

A

Rhizobium sp. U317 (MH294474)
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95| Rhizobium sp. 249 (MH294476)
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Rhizobium anhuiense CCBAU 232427 (KF111954.1)
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Rhizobium multiho spitium CCBAU 834017 (EF030781.1)
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Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 2370 (FJ596038.1)
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Figura 8. Dendrogramas construidos a partir de secuencias de genes nodA 'y nodC. A. arbol construido secuencias
parciales del gen nodA (387 nt). B. arbol construido con secuencias parciales del gen nodC (482 nt). Las cepas
aisladas de suelos de Uruguay se indican con letra negrita. Con flechas macizas se indican cepas aisladas en
Glencoe por Reeve et al. (2010 y 2013), con + cepas introducidas ensayadas como inoculantes en Uruguay y con
asterisco al inoculante comercial U204. Los clados se identifican con recuadros. Las secuencias se alinearon con
MUSCLE vy el arbol fue construido con el algoritmo Neighbor-joining. Los niumeros en las ramas indican el soporte
del bootstrap en base a 1000 réplicas, los valores por debajo de 50 no se muestran.
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Figura 9. Dendrograma construido a partir de secuencias del gen nifH (317 nt). Las cepas aisladas de suelos de
Uruguay se indican con letra negrita. Con flechas macizas se indican cepas aisladas en Glencoe por Reeve et al.
(2010 y 2013), con + cepas introducidas ensayadas como inoculantes en Uruguay y con asterisco al inoculante
comercial U204. Los clados se identifican con recuadros. Las secuencias parciales se alinearon con MUSCLE y el
arbol fue construido con el algoritmo Neighbor-joining. Los nimeros en las ramas indican el soporte del bootstrap
en base a 1000 réplicas, los valores por debajo de 50 no se muestran.

Las cepas P3, P33, WSM597 y WSM2304 agrupan
en el mismo clado y son ineficientes en tréboles
mediterraneos. Al otro clado lo integran las cepas
N2, 249, 317 y U204 eficientes en T. repens 'y T.
pratense, junto a las cepas de R. lequminosarum
bv. trifolii TA1y WSM1325. La cepa TA1, inefectiva
en tréboles anuales y perennes originarios de
Africa y América, fue aislada en Tasmania de T.
subterraneum en la década del 50 y se usa como
inoculante para trébol en Australia (Reeve et al.,
2013). Estos autores proponen que la cepa TA1
es originaria de Europa y que llegé a Tasmania
en el siglo XIX, donde se naturalizd. La cepa
TA1 se introdujo en Uruguay en la década del
70 (Labandera y Vincent, 1975) y con ella se
hicieron evaluaciones en campo en la localidad de
Glencoe entre 1999 y 2001 junto a otras cepas,
entre ellas WSM1325 originaria de Grecia (Yates
et al., 2005).

Las relaciones filogenéticas establecidas con
genes simbidticos como el operéon nodABC y el
gen nifH pueden diferir de las establecidas con
los genes cromosomales, principalmente debido
a la distinta historia evolutiva y a la transferencia
lateral de genes (Laguerre et al., 2001). El analisis
filogenético basado en las secuencias de los genes
nodA, nodC y nifH evidencia que las cepas que
son eficientes en trébol rojo y blanco (U204, 249,
N2, 317) poseen genes simbioticos (nodC, nodA,
nifH) muy parecidos entre si y filogenéticamente
distinguibles de los que poseen las cepas
ineficientes (P3, P33, WSM2304 y WSM597). Con
independencia de la afiliacion taxondmica, existe
una relacion directa entre genes simbiodticos y el
rango de hospedero o eficiencia simbidtica, algo
que ha visto para casi todos los rizobios (Laguerre
et al., 2001). Esto es particularmente aplicable a
los genes de nodulacion (nod) que son los que
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determinan el rango de hospedero, pero también
a los genes de fijacion de nitrégeno (nif, fix) que
estan implicados en la eficiencia fijadora. El tipo
de genes simbidticos y por tanto el rango de
hospedero determina los llamados simbiovares
(Rogel et al., 2011). Nuestros estudios filogenéticos
muestran que las cepas que no son efectivasen T.
repensy T. pratense portan alelos de genes nodA,
nodC vy nifH diferentes a los alelos génicos que
poseen las cepas eficientes en esos hospederos.
Por tanto, la presencia de uno u otro tipo de genes
simbidticos puede ser indicativa por un lado de la
eficiencia simbidtica de las cepas en un tipo u otro
de trébol, y por otro de la existencia de distintas
simbiovares entre las cepas nativas uruguayas.

Ademas, esta caracteristica podria ser utilizada
para predecir la eficiencia de las cepas, como
metodologia alternativa a los ensayos con plantas
que son mucho mas largos y laboriosos.

El conjunto de analisis filogenéticos indican
que hay: i) cepas nativas (P3, P33, WSM597 y
WSM2304) que no evidencian intercambio de
material genético con cepas introducidas como
el inoculante comercial U204, ii) cepas nativas
(N2 y 317) que adquirieron genes simbidticos
de esta ultima o de otras cepas introducidas
posteriormente (TA1 y WSM1325) y iii) una cepa
naturalizada (249) derivada de la cepa U204 que
agrupa con las nativas del grupo ii) en los ITS.
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Camino al Terrible
Salto

Tel.: ++598 4733 5156
Fax: ++598 4732 9624
inia_sg@sg.inia.org.uy

INIA Tacuarembo
Ruta 5 Km. 386
Tacuarembo

Tel.: ++598 4632 2407
Fax: ++598 4632 3969
iniatbo@tb.inia.org.uy

INIA Treinta y Tres
Ruta 8 Km. 281
Treinta y Tres

Tel.: ++598 4452 2023
Fax: ++598 4452 5701
iniatt@tyt.inia.org.uy




