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RESUMEN

Lotus angustissimus es una leguminosa cada vez mas usada en Uruguay
como especie forrajera para el mejoramiento de campo natural. Actualmente se
inocula con Bradyrhizobium sp. cepa U531, el inoculante comercial para Lotus
subbiflorus. En condiciones controladas, la eficiencia simbidtica de la cepa U531
en ambos hospederos, evidencid que en L. subbiflorus la biomasa rindié un 63%
respecto al control con KNO3 10 mM, mientras en L. angustissimus la biomasa del
tratamiento inoculado fue 57% mayor al control con N. Esto sugiere que la cepa
U531 tiene una eficiencia simbidtica adecuada en L. angustissimus, pero también
plantea interrogantes sobre las razones por las que el control con N acumula menos
biomasa que el tratamiento inoculado. Los tratamientos con diferentes
concentraciones de KNOs y fuentes de N (urea) tampoco permitieron superar la
produccion de biomasa aérea generada por las plantas noduladas. Por otra parte, de
5 aislamientos con diferente perfil ERIC obtenidos de nddulos de L. angustissimus
colectados en Glencoe, las cepas GL2 y GL10 indujeron la misma biomasa seca
que el tratamiento con la cepa U531, mientras que la cepa GL5 indujo mayor
acumulacion de biomasa. Para estimar la competitividad de la cepa U531 se intento
el marcaje con el gen delator gus4. Los diferentes tiempos de conjugacion
ensayados no permitieron incorporar el trasposon en el receptor, lo que indica
incompatibilidad entre el donador y el receptor, por lo que debe ser evaluado otro
tipo de marcaje, o una evaluacion a través de identificacion de perfiles ERIC o
BOX-PCR. En cuanto al efecto del inoculante de L. corniculatus, Mesorhizobium
huakuii cepa U510 sobre L. angustissimus, a los 21 dias en condiciones in-vitro no

indujo una nodulacion eficiente.

La caracterizacion genética de Bradyrhizobium sp. cepa U531 incluy¢6 el
andlisis de la secuencia del gen 16S RNA (1.245 nt), de los genes housekeeping
atpD (330 nt), glnll (525 nt) y recA (368 nt) y de los genes simbidticos genes nodC
(203 nt) y nifH (240 nt). La secuencia del gen 16S RNA situa a esta cepa dentro del
género Bradyrhizobium, pero la secuencia de los genes housekeeping concatenados
no la agrupa con ninguna de las especies de Bradyrhizobium descritas, por lo que
se propone que se trata de una nueva especie. Seglin los genes simbidticos agrupa
junto a una cepa de Bradyrhizobium aislada de Chamaecytisus proliferus en Islas

Canarias y a la cepa CNL9, aislada en Uruguay de Lotus uliginosus. Dado que es



frecuente entre los Bradyrhizobium la capacidad de desnitrificar se busco en el
genoma de la cepa U531 secuencias homdlogas a la de los genes que participan en
la desnitrificacion. Mediante este andlisis se identificaron secuencias con
homologia con los genes nir, nor y nos, responsables de esta via. El analisis
fenotipico de la capacidad de desnitrificar en un medio anaerdbico con NOj3", no

permite asegurar que la cepa desnitrifique.

Palabras clave: Bradyrhizobium sp. cepa U531, Lotus angustissimus,

eficiencia simbidtica, caracterizacion genética



SUMMARY

Lotus angustissimus is a legume that is increasingly used in Uruguay as a
forage species for the improvement of natural fields. It is currently inoculated with
Bradyrhizobium sp. strain U531, the commercial inoculant for Lotus subbiflorus.
Under controlled conditions, the symbiotic efficiency of strain U531 in both hosts
showed that in L. subbiflorus the biomass yielded 63% compared to the nitrogen
control with 10 mM KNOs3, while in L. angustissimus the biomass of the inoculated
treatment was 57% higher than the control with N. This suggests that strain U531
has an adequate symbiotic efficiency in L. angustissimus, but also raises questions
about why the N control accumulates less biomass than the inoculated treatment.
None of the treatments with different concentrations of KNO3 and sources of N
(urea) was able to overcome the production of aerial biomass generated by the
nodulated plants. On the other hand, of 5 isolates with different ERIC profiles
obtained from L. angustissimus nodules collected in Glencoe, GL2 and GL10
strains induced the same dry biomass as the treatment with the U531 strain, while
GLS5 strain induced more accumulation of biomass. To estimate the competitiveness
of strain U531, the marking with the reporter gene gus4 was attempted. The
different conjugation times tested did not allow the transposon to be incorporated
into the receiver, which indicates incompatibility between the donor and the
receiver, so another type of marking should be evaluated, or an evaluation through
the identification of ERIC or BOX-PCR profiles. Regarding the effect of the
moculant of L. corniculatus, Mesorhizobium huakuii strain U510 on L.
angustissimus, at 21 days in-vitro conditions, efficient nodulation was not induced

with this strain.

The genetic characterization of Bradyrhizobium sp. strain U531 included
the analysis of the sequence of 16S RNA gene (1,245 nt), the housekeeping genes
atpD (330 nt), ginil (525 nt) and recA (368 nt) and the symbiotic genes nodC (203
nt) and nifH (240 nt). The sequence of the 16S RNA gene places this strain within
the genus Bradyrhizobium, but the sequence of the concatenated housekeeping
genes does not group it with any of the described species, so it is proposed that it is
a new species. According to the symbiotic genes, it groups together with a
Bradyrhizobium strain isolated from Chamaecytisus proliferus in the Canary

Islands and the CNL9 strain, isolated in Uruguay from Lotus uliginosus. Since the
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ability to denitrify is common among Bradyrhizobium, homologous sequences to
the genes involved in denitrification were searched in the genome of strain U531.
Through this analysis, sequences with homology to the nir, nor and nos genes,
responsible for this pathway, were identified. The phenotypic analysis of the ability
to denitrify in an anaerobic medium with NO3™ does not allow us to ensure that the

strain denitrifies.

Keywords: Bradyrhizobium sp. Strain U531, Lotus angustissimus,

symbiotic efficiency, genetic caracterization



11

1. INTRODUCCION

La produccion de carne vacuna en el Uruguay se ha basado historicamente
en sistemas pastoriles, siendo la ganaderia extensiva sobre campo natural el
principal sistema de produccion. En este tipo de sistemas dominan las gramineas
estivales de baja calidad nutricional que limitan la productividad de los campos. La
demanda creciente por los productos carnicos ha generado una presion por
aumentar la productividad del rubro ganadero. En este contexto es que la
investigacion a nivel pais, ha buscado desarrollar tecnologias que reduzcan las
limitantes nutricionales de los campos ganaderos. Dentro de estas tecnologias
destacan los mejoramientos extensivos sobre campo natural con el uso de
leguminosas forrajeras. La utilizacion de este tipo de alternativas tecnoldgicas ha
logrado aumentar la productividad y mejorar el resultado econéomico de los

productores ganaderos (Rebuffo et al., 2006).

Las leguminosas forrajeras son de conocida relevancia a nivel agronomico
tanto por la importancia que tienen en términos de calidad nutricional para sistemas
forrajeros, como por su capacidad de, asociadas a rizobios, realizar fijacion
biologica de nitrogeno (FBN). Asi, la simbiosis rizobio-leguminosa es responsable
de un importante ingreso de nitrogeno al sistema en mejoramientos extensivos, el

cual incrementa la cantidad y la calidad de las gramineas (Rebuffo et al., 2006).

El género Lotus incluye las principales leguminosas forrajeras utilizadas en
el Uruguay, caracterizdndose por poseer buena persistencia en suelos de baja
fertilidad y bajo contenido de fosforo (Zanoniani & Ducamp, 2004). Este género
incluye especies de tipo perenne estival, destacandose L. corniculatus, L. tenuis, y
L. uliginosus (pedunculatus) y especies de tipo anual invernal, como L. subbiflorus
y L. angustissimus. Estas ultimas tienen una marcada importancia en los sistemas
de produccion ganaderos extensivos del pais, y L. subbiflorus es la leguminosa mas
utilizada para mejoramientos de campo natural (Rebuffo et al., 2006). Dado su ciclo
de produccion invernal, contribuyen a levantar las limitantes de forraje que ocurren
tipicamente en el campo natural en esta estacidn, porque permiten mantener

capacidades de carga mas estables.

L. angustissimus cv. INIA Basalto, desarrollado por el Instituto Nacional de

Investigacion Agropecuaria (INIA, s.f.), es utilizado en el mejoramiento de campo
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natural, con buena adaptacion a varios suelos y regiones. Por el momento, para esta
especie se usa como inoculante Bradyrhizobium sp. cepa U531, el inoculante
comercial de L. subbiflorus. Esta cepa, escasamente caracterizada, se aislo de un
suelo de Uruguay del que no hay registro, y se utiliza como inoculante comercial
de L. subbiflorus, desde la década del '90. EI proyecto FPTA “Enfoque
rizobioldgico para mejorar la performance de leguminosas forrajeras promisorias
para zonas ganaderas, con énfasis en la region de basalto”, buscé identificar cepas
de rizobios especificas para un nimero importante de especies en evaluacion. En
este contexto, los resultados obtenidos permitieron proponer a la cepa U531 como
una de las mas prometedoras para L. angustissimus (Labandera, 2004). Sin
embargo, los ensayos en condiciones controladas para estimar la eficiencia de este

par simbidtico han sido escasos.
1.1. Hipotesis

Como hipétesis principal de este trabajo nos planteamos que
Bradyrhizobium sp. cepa U531, usada como inoculante comercial para L.
subbiflorus, serd eficiente en L. angustissimus, asi como también pueden serlo

cepas presentes en suelos donde esta leguminosa se ha cultivado.
1.2. Objetivos

El objetivo general de esta tesis es contribuir con un par simbidtico eficiente
entre L. angustissimus-rizobio que permitird desarrollar la tecnologia de los

mejoramientos de campos naturales de productores ganaderos del pais.
Los objetivos especificos que se plantean son:

i.  Disponer de la caracterizacion molecular de la cepa U531 que permita
identificarla y establecer sus relaciones filogenéticas.
ii.  Cuantificar la eficiencia simbiodtica y competitividad de Bradyrhizobium sp.
cepa U531 en Lotus angustissimus.
iii.  Conocer el efecto del inoculante de L. corniculatus cepa U510 sobre L.
angustissimus en el periodo inicial de la relacion planta-bacteria.
iv.  Iniciar una coleccion de aislados de nodulos de L. angustissimus que puedan

ser la base para seleccionar cepas eficientes y competitivas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1.Ventajas de las leguminosas del género Lotus utilizadas para el

mejoramiento de pasturas en el Uruguay

En Uruguay, las leguminosas forrajeras mas usadas para los mejoramientos
de campo natural pertenecen al género Lofus por su demostrada adaptacion a
distintos ambientes de la region. Las especies del género Lotus se adaptan para su
uso en suelos de menor fertilidad natural, de topografias variables, bajos niveles de
fosforo y amplios rangos de pH. Si bien varias especies del género son también
utilizadas en sistemas intensivos, en algunas condiciones de suelo de alta fertilidad,
no logran competir con otras leguminosas de mayor potencial productivo. Por lo
tanto, para amplias zonas del pais donde las condiciones edéficas son limitantes, la
inclusion de leguminosas de este género en Uruguay ha significado un cambio

productivo (Ayala & Carambula, 2009).

En las ultimas décadas, muchos sistemas de produccion se han visto en la
necesidad de producir de una manera mas sostenible, lo que implica reducir el uso
de insumos como los fertilizantes. Es asi como diferentes especies del género Lotus
se adecuan a situaciones como la de Uruguay y la region, donde los sistemas de
produccion animal a base de pasturas no justifican econdémicamente el elevado uso
de insumos de alto costo. Por esto, el potencial del género Lotus ha sido tenido en
cuenta para el desarrollo de la ganaderia en la region, dado la mejora en la
sostenibilidad y la productividad en sistemas de producciéon econdémicamente

competitivos (Ayala & Carambula, 2009).

Los suelos del Uruguay se caracterizan por su bajo contenido de fésforo,
nutriente particularmente limitante para leguminosas. Sin embargo, las especies del
género Lotus tienen una ventaja, ya que son las leguminosas con los menores
requerimientos de fosforo con un nivel critico entre 10-12 ppm reportado para Lotus
corniculatus (Bordoli, 1998). Ademads, existen regiones donde leguminosas de los
géneros Trifolium y Medicago ven restringida su produccion, debido a factores de
estrés como lo son los suelos acidos con aluminio intercambiable y de baja
fertilidad. En estas regiones, diferentes especies de lotus se adaptan a esas
condiciones limitantes logrando mayores producciones. (Ayala & Carambula,

2009). Esto ha llevado a que el género Lotus encuentre un lugar importante en los
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sistemas de produccion pastoriles del mundo, dadas sus virtudes de caracter
agrondémico y nutricional (Bullard & Crawford, 1995), que las destacan de otras

leguminosas disponibles en el mercado.

A su vez, considerando que se trata de leguminosas forrajeras, es decir, cuyo
objetivo es producir forraje de calidad para alimentar el ganado, la alta
concentracion de taninos condensados en los tejidos, se vuelve una caracteristica
clave en lo que respecta a la nutricion animal (De Souza et al, 2018). La
concentraciéon promedio de taninos condensados de distintas especies y cultivares
de lotus usados en Uruguay se presentan en la tabla 1. Estos compuestos brindan a
las especies de lotus ciertas ventajas nutricionales como no producir meteorismo y
favorecer la proteina de sobrepaso que no se degradada en el rumen siendo
absorbida a nivel intestinal. Ademas, la alta concentracion de taninos es responsable
de una menor velocidad de descomposicion de restos aéreos y subterraneos. Esto
indirectamente se convierte en una ventaja nutricional, ya que la pastura mantiene
su calidad por mas tiempo una vez que muere (Ayala & Carambula, 2009).

Tabla 1

Concentracion de taninos condensados de diferentes especies y cultivares de lotus
usados en Uruguay

Especie y cultivar Taninos condensados totales % MS
L. corniculatus INIA Draco 1,7-1,9
L. corniculatus San Gabriel 22-25
L. corniculatus INIA Rigel 2,2-26
L. uliginosus INIA Gemma 5,5-6,5
L. uliginosus INIA E-Tanin 6,0 -6,5
L. angustissimus INIA Basalto 5,5-6,5

Nota. Tomado de De Souza et al. (2018).

De las cinco especies de lotus cultivadas en Uruguay; tres son perennes
estivales, (L. corniculatus, L. uliginosus y L. tenuis) y dos anuales invernales, (L.
subbiflorus y L. angustissimus). En la tabla 2, se resumen los volimenes de semilla
de estas leguminosas comercializados para uso a nivel nacional en los ultimos

cuatro anos.

Considerando una densidad de siembra de 8 kg . ha''en L. corniculatus, para
el afio 2022 se habrian sembrado unas 95.000 ha aproximadamente, mientras que
para L. subbiflorus (5 . kg haV'y L. angustissimus (3 . kg ha)unas 15.000 y 4.000

ha respectivamente, segun los datos de kg de semilla comercializada (Tabla 2)
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(Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria [INIA], s.f.). En este contexto, y
a pesar de los enormes desafios que ha enfrentado la produccion de semilla
forrajeras en los ultimos afios debido a los efectos del déficit hidrico, L.
angustissimus es la Unica especie que viene aumentando el volumen de semilla
comercializada en los ultimos 4 afios, considerando datos oficiales. Este
comportamiento se debe a que es una nueva especie recientemente comercializada
con un cultivar, INIA Basalto, que ha respondido muy bien a los desafios
productivos de los sistemas ganaderos extensivos (R. Reyno, comunicacion

personal, 31 de enero, 2023).

Tabla 2
Volumen de semilla comercializado para su uso a nivel nacional entre 2019-2022
Especie Volumen de semilla comercializado (kg)
2019 2020 2021 2022
L. corniculatus 1.316.017 1.276.112 851.677 763.343
L. tenuis 130.889 140.260 103.796 97.374
L. uliginosus 6.350 13.217 6.511 2.763
L. subbiflorus 87.963 115.293 82.175 77.101
L. angustissimus 650 2.575 258 12.135

Nota. D. Bayce (comunicacion personal, 21 de Julio, 2022).

Las especies perenne estivales son utilizadas tanto para mejoramientos
extensivos como intensivos. En pasturas sembradas, generalmente se utilizan en
mezclas con gramineas y otras leguminosas. Su uso es esencialmente pastoril,
siendo una tecnologia clave en sistemas de ganaderia intensiva (Rebuffo et al.,
2006). A su vez, en sistemas en rotacion cultivos-pasturas, estas leguminosas son
un factor clave en la entrada de nitrogeno (N) al sistema via FBN (Siri & Ernst,

2010).

Por otra parte, las especies de tipo anual invernal son esencialmente
utilizadas en mejoramientos extensivos de campo natural. L. subbiflorus ha sido la
mas promovida a nivel de mejoramientos, dada su adaptacion a suelos de menor
potencial productivo (Rebuffo et al., 2006). La utilizacion de esta especie se
convirtié en una tecnologia importante y de bajo costo para los sistemas ganaderos
criadores que se destacan en este tipo de suelos (Carambula et al., 1994). Por su
parte L. angustissimus, de reciente liberacion (2019) no ha tenido atn un desarrollo
considerable en Uruguay, siendo una especie que afio a afio viene incrementando el

area sembrada. Ademas, posee algunas caracteristicas distintivas que lo hacen apto
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para suelos medios y superficiales de amplias zonas ganaderas como el basalto,
sierras y lomadas del este (basamento cristalino) y suelos de areniscas (Rimoldi &
Suberbié, 2018). Estas caracteristicas podrian llevar a esta especie a ocupar un lugar
de mayor relevancia para los productores ganaderos, como lo indica el volumen de
semilla comercializada en los ultimos afios (Tabla 2). El Lotus INIA Basalto, puede
hacer un aporte importante en cantidad y calidad de forraje apoyando a la cria y

recria en sistemas ganaderos (Porcile et al., 2021).

2.2. Rol de las leguminosas invernales L. subbiflorus y L. angustissimus

en mejoramientos extensivos de campo natural

Los mejoramientos de campo natural surgen de la necesidad de los sistemas
de produccion ganadera de solucionar las limitantes nutricionales caracteristicas del
tapiz natural. La baja cantidad y calidad de las pasturas, sumado a una distribucion
estacional de produccion de forraje con un marcado déficit invernal, son parte de

los problemas que deben resolver los productores ganaderos (Mas et al., 1992).

Existen distintas estrategias de mejoramientos de campo natural, sea
mediante fertilizaciones estratégicas, y/o mediante la siembra de especies de alto
valor productivo. La tecnologia de mejoramientos mas utilizada es la combinacion
estratégica de siembras de leguminosas con fertilizaciones fosfatadas que permiten
mantener una produccion y poblacion estable dentro del tapiz del campo natural.
De esta manera se logra no solo la inclusion de especies de alto valor productivo,
sino que se brinda una entrada de N al ecosistema mas econdmica, generando una
mayor y mejor produccion del tapiz natural, en el cudl predominan las gramineas

(Carambula, 1992).

Como ya fue mencionado, las especies del género Lotus han sido de la mas
utilizadas para este tipo de alternativas tecnologicas, dadas sus caracteristicas de
rusticidad y adaptacion a condiciones de baja fertilidad. Dentro de estas especies,
Lotus subbiflorus cv. El Rincon se ha destacado entre otros aspectos por su gran
adaptacion a un amplio rango de tipos de suelo, su bajo costo de implantacion y su
persistencia productiva (Risso & Carambula, 1998). Seglin Soca et al. (2001), la
implementacion estratégica de esta tecnologia en sistemas de produccion de carne
vacuna brinda multiples ventajas productivas, como, por ejemplo, evitar la pérdida

de peso de los terneros en el primer invierno de vida, reducir la edad al primer entore
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de vaquillonas, mejorar el porcentaje de prefiez en vaquillonas y vacas flacas,
incrementar la carga del campo, entre otras. Todas estas ventajas productivas, en
contraste con una alternativa tecnologica de bajo costo generan importantes
beneficios econdmicos para los productores ganaderos. De este punto surge la

importancia de la investigacion en mejoramientos extensivos de campo natural.

La diversidad de suelos de Uruguay, derivados de distintas formaciones
geologicas, permiten dividir al pais en distintas ecorregiones. El uso de L.
subbiflorus cv. El Rincén para mejoramientos extensivos de campo natural, ha
trascendido esta variabilidad de ecorregiones, y se utiliza en todo el pais. Sin
embargo, esta especie en particular ha tenido un comportamiento erratico en la
region de Basalto, teniendo poca consistencia en los datos experimentales y
demostrando un menor potencial productivo que en el resto de las ecorregiones
donde es utilizado (Risso & Carambula, 1998). En el marco de esta problematica
entra en juego el potencial del L. angustissimus cv. INIA Basalto, un cultivar
desarrollado en base a la seleccion por adaptabilidad a este tipo de suelos, entre

otros (INIA, s.f.).
2.3. Valor agronomico de L. angustissimus

En lo que respecta a L. angustissimus y L. subbiflorus, se destaca su ciclo
de vida anual y su produccion invierno - primaveral. A diferencia de L subbiflorus,
L. angustissimus presenta un habito de vida semipostrado y no tan erecto (Zanoniani
& Ducamp, 2004). En cuanto a las caracteristicas agronomicas, el cultivar INIA
Basalto de L. angustissimus tiene una alta concentracion de taninos y una destacada
adaptacion a suelos medios y superficiales de la region de basalto, cristalino,
lomadas y sierras del este, incluyendo suelos livianos de la region de areniscas. La
utilizacion de esta especie en campos naturales permite alcanzar producciones del
doble del promedio, con un aporte de leguminosa que puede variar entre el 20 y
35% de la produccion total anual. En suelos profundos de textura arcillosa, los
incrementos en productividad a partir del segundo o tercer ano rondan el 60-70%.
La produccion de forraje puede variar desde 1500 a 2000 kg MS de leguminosa ha
1

en el primer afio, a producciones de 6000 a 8000 kg MS en los aflos siguientes

(INIA, s.f).
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INIA Basalto germina en los meses de marzo/abril, y concentra su floracion
entre fines de octubre y primera quincena de noviembre. Presenta una buena
resiembra natural, inclusive en suelos de limitada profundidad, donde L. subbiflorus
no logra buenos resultados en este aspecto (Rimoldi & Suberbié, 2018). El aporte
de la leguminosa a la produccion de forraje comienza a ser significativo en los
meses de junio y julio, maximizdndose en octubre y noviembre. Mientras que las
tasas de crecimiento anual del campo natural se encuentran en el orden de 10 a 12
kg MS ha'! dia’!, la de los mejoramientos con esta especie oscila en el entorno de
los 20 a 22 Kg MS ha'! dia!, logrando picos de crecimiento de 50 Kg MS ha™! dia”
'a fines de octubre (INIA, s.f)).

En lo que refiere al valor nutritivo del mejoramiento, el mismo varia en
promedio entre un 10% a 20% de proteina cruda, presentando una digestibilidad de

65% aproximadamente (INIA, s.f.).
2.4. Entrada y salida de Nitrogeno de los ecosistemas

El flujo de N en los ecosistemas involucra a diferentes microorganismos,
animales, plantas y hongos. En cuanto a la entrada de N a los ecosistemas acuaticos
y terrestres, la FBN realizada s6lo por algunos procariotas, es el principal proceso
que permite su incorporacion. Por otra parte, en la salida de N de los ecosistemas
que ocurre por desnitrificacién, también participan variados microorganismos,

entre ellos algunos rizobios (Figura 1).
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Figura 1
Ciclo del Nitrogeno

Formas de nitrogeno absorbidas por las plantas

N,
N,O
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Nota. El nitrato (NOs-) y el amonio (NH4") son las principales formas de N
combinado absorbidas por las plantas. Cuando los seres vivos mueren, mediante el
proceso de descomposicion de la materia orgédnica y la amonificacion, se libera
NH;" al suelo. El NOj3™ procedente mayormente de la nitrificacion, puede ser
respirado por los microorganismos en condiciones de microaerobiosis, generando
NO, N20 y N3, proceso conocido como desnitrificacion. Mediante la FBN el N se
reduce a NH4", una forma asimilable por las plantas. Modificado de Monza y

Palacios (2004).

2.4.1. Entrada de nitrogeno a los ecosistemas: Fijacion Bioldgica de

Nitrogeno

Después del agua, en ecosistemas terrestres el N es el principal factor que
limita el crecimiento de las plantas (Ferndndez et al., 2002). EI N forma parte de las
proteinas, acidos nucleicos, clorofilas, entre otras moléculas necesarias para el
funcionamiento celular. Las plantas absorben N del suelo en forma de nitrato (NO3
) 0 de amonio (NH4"), formas que suelen ser escasas en el suelo. Por otra parte, el
N molecular (Nz), que representa el 79% del volumen atmosférico, no puede ser
usado como tal por las plantas. Solo un grupo minoritario de procariotas, los

diazotrofos, en simbiosis o libres en suelos y aguas son capaces de reducir el N» a
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NH;" (Figura 1). Mediante este proceso ingresa la mayor parte del N a los
ecosistemas acudticos y terrestres, representando un 80% del N total fijado en la

naturaleza, que se estima anualmente en 250x10° toneladas (Monza & Palacios,

2004).

La FBN consiste en la reduccion de N> a NH4*, mediante una reaccion
catalizada por la enzima nitrogenasa, presente en todos los diazotrofos. Esta enzima
(Figura 2) tiene dos componentes, la reductasa de la dinitrogenasa (proteina Fe)
codificada por el gen nifH y la dinitrogenasa (proteina Mo-Fe) codificada por los
genes nifD y nifK (Newton, 2007).

Figura 2
Modelo de la nitrogenasa

componente || componente |
ATP
simbioticos
NADPHt.H I a / N2
- Proteina Fe-S FeMo
l o oxidada reducido
Fd . ¢ g
y reducida FeMo
v oxidado
napp A J' A \
ADP A 2NH3 +H,
nifJ nifH nifDK

N, + 16ATP + 8e + 8H* — 2NH; + 16 ADP + 16P + H,
Nota. El componente II reductasa (codificado por el gen nifH) abastece de

poder reductor al componente I dinitrogenasa (codificada por los genes nifD y nifK).
La dinitrogenasa reduce el N> formando 2 moléculas de NH; y una de H». El total
del proceso tiene un costo energético de 8 moles de ATP por cada mol de NHj,

Tomado de Monza y Palacios (2004).

La reaccion catalizada por la nitrogenasa es costosa energéticamente, ya que
requiere al menos 16 ATP para reducir 2 moles de NH3. En los fijadores simbioticos
como los rizobios, la energia proviene de los fotoasimilados que suministra la planta

a los bacteroides. Asi, en la simbiosis rizobio-leguminosa, la planta suministra
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fotosintatos al rizobio, y este provee a la planta N en forma asimilable (Madigan et
al., 1999). Ademas, en los ecosistemas terrestres las leguminosas aportan N al suelo
(Figura 1), debido a la descomposicion de sus raices y parte aérea (Berriel et al.,

2022).

Teniendo en cuenta la logica de los mejoramientos de campo natural, el uso
de leguminosas forrajeras que logren adaptarse a la competencia que ejerce el tapiz
y producir materia seca, se convierte en una tecnologia clave para lograr un buen
aporte de N. Esta entrada de N al suelo favorece la fertilidad del campo natural, y

potencia la produccion de las gramineas que son predominantes en el mismo.
2.4.2. Salida de nitrogeno de los ecosistemas: desnitrificacion

El término desnitrificacion refiere a una forma alternativa de respiracion en
la que ocurre la reduccion de NO3™ o de NO»™ a formas gaseosas como 6xido nitrico
(NO), 6xido nitroso (N2O) y Na. La secuencia de reacciones (Figura 2) la catalizan
las enzimas nitrato reductasa periplasmica (Nap), nitrito reductasa (Nir), 6xido
nitrico reductasa (Nor) y 6xido nitroso reductasa (Nos) (Monza et al., 2006). Estas
enzimas estan codificadas por grupos de genes que en B. diazoefficiens USDA 110
son los denominados napEDABC, nirKV, norCBQOD y nosRZDFYLX que codifican
nitrato, nitrito, 6xido nitrico y 6xido nitroso reductasa, respectivamente (Bedmar et
al., 2005).

Figura 3
Reacciones de la via de desnitrificacion

Nap Nir Nor Nos
o (v g v o v [ |

Nota. El NOs3™ es reducido a NOz™ por la enzima Nap (nitrato reductasa
periplasmica) y el NO, generado puede ser reducido a NO (6xido nitrico) por la
enzima Nir (nitrito reductasa de membrana). El NO puede ser reducido a N>O
(6xido nitroso) por la enzima o6xido nitrico reductasa (Nor) y finalmente la

oxidacion del N>O a N la cataliza la enzima 6xido nitroso reductasa (Nos).
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El N2O es el unico 6xido de N de efecto invernadero, que ademas también
afecta la acumulacion de ozono (O3) (Sanchez et al., 2013). El N2O contribuye con
el 6% del efecto invernadero, con un poder de calentamiento 300 veces mayor que
el CO,, y mas del 60% de las emisiones globales provienen de suelos agricolas
(Benavides & Leon., 2007; Hidalgo-Garcia et al., 2019). Estas emisiones, en parte
son generadas por la respiracion de microorganismos del suelo (Figura 1) cuando
se dan condiciones limitantes de oxigeno. Entre estos microorganismos, algunas
cepas de los géneros Bradyrhizobium (Monza et al., 2000) y Ensifer (Bueno et al.,

2015), en vida libre o en simbiosis, pueden desnitrificar.

2.5.FBN en leguminosas forrajeras: cuantificacion de la eficiencia

simbiotica

Como fue mencionado anteriormente, las leguminosas forrajeras cumplen
un rol importante como fuente de entrada de N a los agroecosistemas. Mallarino et
al. (1990) cuantificaron este aporte de N de 3 especies de leguminosas en pasturas
mezcla con Festuca arundinacea (festuca). Las especies evaluadas fueron Trifolium
repens (trébol blanco), Trifolium pratense (trébol rojo) y Lotus corniculatus (lotus).
En dos afios de evaluacion, la especie que mas N aportd fue trébol rojo con 390 kg
Nha' y 330 kg N ha™! (primer y segundo afio respectivamente), luego trébol blanco
con 257 kg N ha™! y 242 kg N ha™!, y por ultimo lotus con 187 kg N ha™! y 293 kg
N hal.

A su vez, Lussich (2020) determind para estas leguminosas y para Medicago
sativa (alfalfa), un factor que permite conocer los kg de N fijado tonelada™ de MS
producida. Estos valores fueron de 22, 27, 26 y 28 kg N t! MS para alfalfa, lotus,

trébol rojo y trébol blanco, respectivamente.

Existe un paradigma importante en el significado del término “eficiencia
simbidtica” y en las diferentes metodologias usadas para estimarla. Lindstrom y
Mousavi (2019) definen este proceso como el cociente entre la energia utilizada por
la enzima nitrogenasa y la cantidad de N> fijado. Los mismos autores, hacen
referencia a otro término que es el de “efectividad de la simbiosis”, en el cudl
involucran la productividad del sistema para el beneficio que buscamos. Howieson
y Dilworth (2016) consideran a la eficiencia en términos del beneficio generado

sobre el hospedero, ya sea en forma de grado de nodulacion alcanzado, rendimiento
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como biomasa y/o en grano. En leguminosas forrajeras, lo que importa es la

biomasa aérea.

Como método mas practico para medir la eficiencia simbidtica de un par
rizobio-leguminosa, se propone la comparacion de biomasa seca de parte aérea
producida entre un tratamiento inoculado y un tratamiento sin inocular, en un medio
libre de N (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion [FAO], 1995). Otro método ampliamente usado es incorporar un
control con una fuente de N (KNOs3;, NH4NOs, urea) que se considera el maximo
potencial que la planta puede desarrollar. El Ministerio de Ganaderia, Agricultura
y Pesca (MGAP) utiliza KNOs3 0,05 % para la evaluacion de leguminosas forrajeras.
Otro criterio para medir la eficiencia simbidtica es estimando la cantidad de N
procedente de la atmdsfera (figura 4).

Figura 4
Meétodos para cuantificar la fijacion de N2 en leguminosas

2. Diferencia de N: N
acumulado en leguminosas
fijadoras y en plantas no

fijadoras en un mismo ambiente.
La diferencia es el N fijado.

1. Balance de N: Totales de
entradas menos salidas de N.
La diferencia corresponde al
total de N fijado. La dificultad
es medir con precision estos
parametros.

4. Concentracion de ureidos:
Consiste en determinar la
concentracion de alantoina y
acido alantoico como indicadores
del N fijado.

5. Reduccion de acetileno:
Mide la actividad de la
nitrogenasa mediante la
reduccion de acetileno a
etileno.

3. Dilucion isotopica de SN:
Consiste en determinar el

isotopo 15N para evaluar el %
de N en la planta proveniente
de la FBN.

Nota. Adaptado de Howieson y Dilworth (2016).

2.6. Simbiosis rizobio-lotus

Al complejo Lotus lo integran especies que pertenecen a dos grupos de
nodulacion, uno compuesto por L. corniculatus 'y L. tenuis, que establecen simbiosis
eficientes con especies del género Mesorhizobium, y otro compuesto por L.

subbiflorus, L. angustissimus y L. uliginosus, que lo hacen con especies del género
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Bradyrhizobium (Monza et al, 1992; Lorite et al., 2018). Los inoculantes

comerciales para lotus utilizados en el Uruguay se resumen en la tabla 3.

Tabla 3
Especie, cepa y origen de los inoculantes comerciales utilizados para las distintas

especies de lotus cultivadas en Uruguay

Especie de lotus Especie de rizobio Cepa Origen
L. corniculatus Mesorhizobium huakuii | U510 (=U226) Australia
L. glaber (tenuis)

L. subbiflorus Bradyrhizobium sp. U531 (=NC3) Uruguay
L. angustissimus

L. uliginosus Bradyrhizobium sp. NZP 2309 (=U526) | Nueva
(pedunculatus) Zelandia

Nota. Adaptado de Direccion General de Servicios Agricolas [DGSA]
(2017).

La existencia de dos grupos de nodulacion tiene derivaciones en el manejo
agronomico de estas especies, ya que se pueden establecer relaciones ineficientes
cuando lotus crece en suelos donde hay cepas que no son compatibles. Una
situacion conocida es el comportamiento parésito en L. subbiflorus y L. uliginosus
de la cepa U510 usada como inoculante comercial para L. corniculatus y L. tenuis
(Dutto, 2002). En esta interaccion se generan estructuras denominadas
“pseudonodulos” que no presentan bacteroides en su interior, y por lo tanto no fijan
nitrogeno (Monza et al., 1992; Irisarri et al.,, 1996). Por esto, parece razonable
pensar que el mismo problema ocurra cuando L. angustissimus, se siembra en

suelos con antecedentes de uso del inoculante usado para L. corniculatus.
2.6.1. Cepas de rizobios que nodulan lotus en suelos del Uruguay

En estudios de diversidad de rizobios ha sido muy utilizada la generacion
de fingerprinting. Para esto se amplifica ADN bacteriano mediante PCR, usando
diferentes primers como ERIC y BOX, entre otros, que han demostrado ser eficaces
en la identificacion de cepas (De Brujin, 1992; Batista et al., 2015; Sotelo et al.,
2011; Irisarri et al., 2019). Por otro lado, para establecer relaciones filogenéticas
se usa la secuencia del gen 16S rRNA, de regiones intergénicas (ITS), asi como la
secuencia de genes que codifican proteinas como los housekeeping, atpD, recA 'y

ginll (Gaunt et al., 2001; Tartaglia et al., 2019), entre otros.
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El analisis multilocus (MLSA) de secuencias parciales de genes que
codifican proteinas con funciones conservadas, llamados genes housekeeping es un
método ampliamente utilizado porque permiten establecer las relaciones
filogenéticas mas solidas de especies dentro de un género, asi como de géneros
dentro de una familia. Por esto, las aproximaciones mediante MLSA se utilizan para

generar arboles filogenéticos y establecer filogenias (Glaeser & Kampfer, 2015).

Las cepas de rizobios que nodulan lotus presentes en nuestros suelos han
sido estudiadas a través de estas técnicas, y se puso en evidencia una diversidad
interesante de cepas de Mesohrizobium sp. y Bradyrhizobium sp. aisladas de L.

corniculatus (Sotelo et al., 2011) y L. uliginosus (Batista et al., 2013).

L. corniculatus y L. tenuis se inoculan desde 1972 hasta la actualidad con la
cepa U510 (=U226) introducida desde Australia (Labandera et al., 1982). Sin
embargo, a pesar del tiempo prolongado del uso de esta cepa como inoculante
comercial, fue escasa su recuperacion desde nodulos de plantas de diferentes
regiones del pais (Sotelo et al., 2011; Batista, 2013). Los analisis filogenéticos
evidenciaron que todos los aislamientos de nddulos de L. corniculatus pertenecen
al género Mesorhizobium, y también que la mayoria de ellos y la cepa U510
corresponden a la especie M. huakuii. Los otros aislamientos agrupan fuertemente
con M. septentrionale y M. caraganae. Sin embargo, la secuencia de los genes
simbidticos nodC y nifH, de localizacion cromosdémica en Mesorhizobium sp.,
evidenci6 que las cepas autoctonas estudiadas agrupan con M. tarimense 'y M. loti
(Sotelo et al., 2011), lo que evidencia eventos de transferencia horizontal de islas
simbioticas entre cepas de Mesorhizobium spp., algo que también fue observado

por otros autores (Ramsay & Ronson, 2015).

Algo similar en cuanto a la diversidad de cepas en suelos de Uruguay se
observo en L. uliginosus, que fue introducido en la década de 1980 e inoculado
desde 1995 con la cepa NZP 2309 (=U526, =U1401) aislada en Nueva Zelanda
(Batista et al., 2013). A diferencia de lo observado en aislamientos de nddulos de
L. corninculatus, la cepa NZP 2309 se identifico en casi el 10% de aislamientos de
nddulos de diferentes regiones del pais (Batista et al., 2013). También la filogenia
establecida con la secuencia de los genes simbioticos nodC'y nifH, de localizacion

cromosOmica, mostré que las cepas autoctonas que nodulan L. uliginosus agrupan
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mayoritariamente con la cepa NZP 2309 (Batista et al., 2013). Esto también se
deberia a la transferencia horizontal de genes simbidticos dentro del género

Bradyrhizobium (Lorite et al., 2018).

La situacion de L. subbiflorus es diferente a las anteriores. Esta especie fue
introducida en la década del 60°, en una mezcla de semillas forrajeras importadas
que fue sembrada en la estancia “El Rincon”, donde prosperd bajo condiciones de
pastoreo. Al mostrar una buena adaptacioén y una produccion destacable, a partir del
afio 1987 se comenzd a comercializar esta leguminosa (Carambula et al., 1994).
Acompanando la introduccion de una leguminosa surge la necesidad de contar con
un inoculante, y en este caso inicialmente se la inoculd con suelo y posteriormente
con Bradyrhizobium sp. cepa U531 (=NC3) aislada en Uruguay. A continuacion, se
resumen las etapas por las que paso la inoculacion de L. subbiflorus, informacién
suministrada y revisada por el Ing. Agr. Rafael Gallinal, que fue quien desarrollo el

cultivar “El Rincon” de esta especie y comenzo la busqueda del inoculante:

e En 1985, para los primeros ensayos y evaluaciones con la
leguminosa se utilizaron macetas con tierra y plantas vivas para
inocular, de manera similar a lo que hoy se hace con la inoculacion
con turba.

e En 1987, se comenzd a comercializar la semilla de L. subbiflorus y
para su inoculacion se suministraba una maceta de 1 kg de suelo con
plantas vivas por cada bolsa de 25 kg de semilla. Como el sistema
de comercializacion de macetas era complejo, se comienza a
sembrar en hileras a 30 cm para concentrar el indculo, logrando muy
buenas implantaciones.

e Finalmente, en 1992, el Laboratorio de Microbiologia del MGAP
realiz6 aislamientos y evaluacion de rizobios de nddulos de L.
subbiflorus, a partir de los cuales se selecciond a Bradyrhizobium sp.

cepa U531. Con esta cepa se inocula hasta ahora a L. subbiflorus.

Con la cepa U531 también se inocula desde el 2005 a L. angustissimus a nivel
experimental, y los ensayos de campo realizados en INIA Glencoe, indican que es
eficiente en esta leguminosa (Labandera, 2004). Hasta el momento no se dispone

de estudios taxonémicos ni filogenéticos sobre esta cepa, como tampoco sobre su
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eficiencia en L. angustissimus en condiciones controladas, lo que es objeto de

estudio de esta tesis.
2.7. Competitividad de las cepas para ocupar nodulos

Una de las caracteristicas deseables a la hora de desarrollar un inoculante es
la competitividad de la cepa utilizada. Esta cepa debe competir por la ocupacion de
nodulos con otros rizobios presentes en el suelo, que tienen como ventaja el estar
adaptados a esos ambientes (Sadowsky & Graham, 1998; Batista et al., 2015;
Gutiérrez, 2017). Si la cepa usada como inoculante no compite eficazmente por la
nodulacion, otras cepas ineficientes o pardsitas pueden ocupar su lugar

perjudicando la produccion de biomasa de esas leguminosas.

Existen distintas metodologias para evaluar la competitividad de una cepa.
En la actualidad, distintas técnicas moleculares estan disponibles para identificar de
manera precisa y rapida un gran nimero de cepas con costos accesibles. Una de
estas técnicas es la amplificacion del ADN mediante PCR a partir de primers ERIC,
BOX o REP para generar fingerprintings que permiten la identificacion certera de

las cepas (Gaunt et al., 2001; Tartaglia et al., 2019).

Por otra parte, se han desarrollado otras técnicas accesibles y ttiles para
evaluar la competencia que se basan en el uso de genes delatores como GFP y RFP
(Chovanec et al., 2008; Mendoza Sudrez et al., 2020) o gusA (Sessitsch et al., 1998;
Irisarri et al., 2019). Estas técnicas tienen la ventaja de que permiten evaluar un
gran numero de noédulos, con una visualizacion sencilla que se basa en identificar a
la bacteria en aquellos nddulos que se tifien de color. En particular, la evaluacion
de competencia mediante el uso del gen gusA se realiza a partir de una tincion
histoquimica. La enzima B-glucuronidasa codificada por el gen gusA tranforma al
sustrato X-Gluc (5-bromo-6¢loro-3-indolil-B-D-glucurénido) en acido glucurdnico
y cloro-bromoindigo, que se dimeriza y produce un precipitado azul insoluble

(Wilson et al., 1995). En la figura 5 se demuestra esta reaccion.
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Figura 5

Reaccion que explica la coloracion azul de nodulos que llevan rizobios marcados
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Nota. El X-Gluc (5-bromo-6c¢cloro-3-indolil-B-D-glucurénido) es el sustrato
de la B-glucuronidasa que produce cloro-bromindigo, que se dimeriza y forma un

compuesto azul insoluble. Tomado de Gutiérrez et al. (2019).
2.8. Caracteristicas deseables de los inoculantes rizobianos

Los inoculantes rizobianos estdn compuestos por un medio nutritivo y una
concentracion establecida de una cepa especifica. Para llegar a formular un
producto de calidad, que logre cumplir con el objetivo de la inoculacién de lograr

una nodulacion eficiente, la cepa en cuestion debe cumplir una serie de exigencias:
o Eficiencia simbidtica

Un inoculante debe ser eficiente en la planta huésped, de manera que logre
fijar una alta cantidad de N. La eficiencia se determina segin diferentes criterios
descritos en 2.5, a través de aproximaciones que se hacen en condiciones
controladas, como en esta tesis, y necesariamente en ensayos en condiciones de

campo.
o Competitividad:

La cepa usada como inoculante debe ser competitiva, es decir, ocupar el
mayor nimero de nodulos en la planta en presencia de otros rizobios del suelo que
también la pueden nodular y ser menos eficientes, o incluso pardsitos. Actualmente
hay técnicas moleculares accesibles y precisas que permiten evaluar esta

caracteristica.
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o Habilidad industrial

Existen otro tipo de exigencias que no se refieren a la simbiosis en si, sino
a la facilidad o complejidad de multiplicar una cepa industrialmente y formular un
inoculante. Esto se conoce como “habilidad industrial” que es la capacidad de la
cepa de crecer en el medio de cultivo utilizado por la industria, asi como en el medio
utilizado como indculo, ya sea turba o liquido. Todos estos aspectos significan para
la industria una complejidad importante a la hora de la fabricacion de cada

inoculante en particular.
o Sobrevivencia

Luego de la inoculacion, la semilla sembrada estara expuesta a diversos
factores bidticos y abidticos (temperatura, humedad y patégenos) que pueden
aumentar la mortandad de los rizobios. En este sentido, es importante que la cepa a
ser utilizada como inoculante comercial, esté adaptada a estos factores de estrés, de
manera de lograr el objetivo de la inoculacion, de proveer a la planta con el mayor
numero de rizobios vivos al momento de la nodulacion (Howieson & Dilworth,

2016).
o Persistencia

La persistencia, en general, es un factor deseable para los inoculantes. Sin
embargo, cuando la cepa usada se comporta como parasita-ineficiente en la
leguminosa que se siembra después, esta caracteristica puede pasar a ser un
problema. En esta situacion la persistencia no seria una caracteristica deseable.
Como ejemplos de esta situacion, es cuando se siembra L. uliginosus o L.
subbiflorus sobre suelos con historia de L. cornicularus o T. vesiculosum en suelos

con historia de 7. repens (Dutto, 2002).
o Inteligencia ambiental de los inoculantes

Como fue explicado en 2.4.2, algunas cepas del género Bradyrhizobium spp.
tienen la capacidad de desnitrificar. El uso agricola de estas bacterias puede
contribuir a la liberacion del N>O, gas que contribuye a generar efecto invernadero.
Por este motivo, el uso como inoculante de cepas “inteligentes ambientalmente”, es
decir, que no desnitrifiquen parcialmente, es un factor que, a nuestro entender, esta

tomando cierta relevancia.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se utilizaron como hospederos Lotus subbiflorus cv El Rincoén y Lotus
angustissimus cv INIA Basalto. Las semillas fueron suministradas por el Instituto

Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA).
3.1.1. Desinfeccion y germinacion de semillas

Las semillas se trataron con etanol 96 GL durante 1 min, se enjuagaron con
agua estéril y se las sumergio en hipoclorito de sodio 4% (v/v) durante 2 minutos,
realizando luego 4 enjuagues con agua estéril. (Howieson & Dilworth, 2016) Las
semillas desinfectadas permanecieron en agua estéril durante al menos 1 h en
agitacion suave para favorecer la liberacion de taninos, inhibidores de la
germinacion. Seguidamente se sembraron en placas de Petri con agar agua 0.8%
(p/v) estéril y se incubaron en cémara de crecimiento a 23°C durante

aproximadamente 3 dias, hasta que la radicula alcanzé unos 5 mm.
3.1.2. Condiciones de crecimiento de plantas

Segun el ensayo, las semillas germinadas se sembraron en macetas de 350
mL con arena - vermiculita (1:1) estéril, o en tubos de 24 cm x 2 cm con 30 mL de
medio Jensen estéril (Vincent, 1970), cuya composicion se describe en la tabla 4.
Cuando se sembraron en macetas se sembro a razon de 8 plantulas por maceta,
mientras que en tubo se sembraron 3 por tubo. Las plantas crecieron en condiciones
controladas en cédmara de crecimiento a 23°C, con fotoperiodo de 16/8 h

(luz/oscuridad), 200 uM de fotones m™. s,

Tabla 4

Composicion del medio Jensen

Compuesto Cantidad
CaHPOq lg
K>HPO4 02¢g
MgS04.7H,0 02¢g
NaCl 0,2¢g
FeCl3 0,lg
Agua 1000 mL
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Las plantas inoculadas se regaron con solucion de Rigaud y Puppo (1977)
sin N (Tabla 5) y las sin inocular, ademas de esta solucion, con diferentes fuentes y

concentraciones de N combinado (Tabla 6).

Tabla 5
Solucion Rigaud y Puppo
Macronutrientes g/L Micronutrientes mg/L

K>S0y4 0,174 EDTA-Fe 25
KH,PO; 0,068 NaxMo04.2H,O 0,1 1
K;HPO, 0,044 H;PO; 2,85
MgS04.7H,0 0,123 CuS0O4.5H,0 0,2
CaSOqy 0,120 ZnS04.7H,0 0,55

Nota. Tomado de Rigaud y Puppo (1977).

La solucién de riego se diluyo 3 veces.

Tabla 6

Riego de los controles con N

Experimento | Fuente de | Concentracion | Frecuencia | Tipo de riego
N semanal
1 KNO; 10 mM 3 Automatico
2 KNO; 5 mM 3 Automatico
3 KNO;3 0,5 mM 1 Manual
4 KNO;3 5 mM 1 Manual
5 Urea 1 g/l 3 Manual

Nota. Se indica la fuente, concentracion, frecuencia semanal y forma de

suministro de riego con N.

Para los ensayos en macetas, se disefid un sistema de riego consistente en
una bomba sumergible (25 W, caudal maximo 1500 L/h) y goteros con caudal fijo
de 2 L/h. Un temporizador digital permiti®6 automatizar el riego (Figura 6). La
bomba se sumergi6 en un bidon de 10 L con la solucion de riego sin N. Las plantas
inoculadas se regaron siempre con el sistema automatizado sin N, mientras que los
controles se regaron dependiendo del experimento con este sistema o manualmente
(Tabla 6). El sistema de riego se configur6 para que suministre 20 mL por maceta
3 veces por semana, a excepcion del experimento 3 y 4 (Tabla 6), donde la
frecuencia de riego automatico se disminuy6 a 2 veces por semana (riego sin N),
realizando el tercer riego de forma manual (con N). Para el experimento 5, el riego

fue manual 3 veces por semana.
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Figura 6
Sistema de riego automdtico
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Nota. Las bombas estaban sumergidas en bidones de 10 L con solucion de
riego sin N para los tratamientos inoculados y con N para el riego del control. Los

cafios distribuian la solucion a lo largo con goteros fijos cada 11 cm.

3.2. Bacterias, condiciones de crecimiento e inoculacion.

3.2.1. Rizobios

Se utilizé Bradyrhizobium sp. cepa U531 (= NC3) y Mesorhizobium huakuii
cepa U510 (=U226). Como control positivo para respiracion de NO;™ se usd
Bradyrhizobium cepa NZP 2309. Todas las cepas fueron suministradas por el
Laboratorio de Microbiologia del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca

(MGAP).

Por otra parte, se gener6 una coleccion de 10 aislamientos de nédulos de L.
angustissimus, colectados en la unidad experimental Glencoe, perteneciente a INTA
Tacuarembo. Este campo fue sembrado con semillas inoculadas con la cepa U531
hace 15 afios y presenta plantas de resiembra. A continuaciéon, se indica la
denominacién inicial y la de la coleccion actual: T8B1=GL1; T8B2=GL2;
T8B3=GL3; T8CI1=GL4; T8C2=GLS5; T8C3=GL6; T8C4=GL7; T9A1=GLS,;
T9A2=GL9 y T9C2=GL10. Para la generacion de esta coleccion se tomaron
nddulos grandes y rojos de raices principales de distintas plantas. Los nodulos se
esterilizaron superficialmente siguiendo en general el procedimiento de Howieson

y Dilworth (2016), que consiste en sumergir los nédulos en etanol 1 min en alcohol
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70%, lavado en agua destilada estéril, hipoclorito de sodio 4% por 3 min y sucesivos
lavados en agua destilada estéril. Los nddulos esterilizados fueron aplastados
individualmente con dos portaobjetos esterilizados y el contenido del aplastado se

utilizé para sembrar en placa con medio YEM.

Las cepas de rizobios crecieron en medio YEM (Vincent, 1970) a 28 °C
(Tabla 7). Los aislamientos de campo crecieron en medio YEM con Vancomicina
(1 mg/L). Cuando crecieron en medio liquido lo hicieron con agitacion orbital 120

rpm y cuando se us6 medio s6lido se agrego agar.

Tabla 7

Composicion del medio YEM (Yeast extract manitol)

Compuesto Cantidad
K>HPO4 0,5¢g
MgSO4. TH20 02¢g
NaCl 0,1g
Manitol 5g
Extracto de levadura 0,4¢g
Agua destilada Hasta completar 1 L
Agar 15¢g

Nota. El agar se agrega solamente para medio solido.

Para inocular las plantas las bacterias crecieron en medio YEM hasta una
DOeoo de aproximadamente 0.7, se centrifugaron 8 min a 8000 rpm y el pellet se
suspendid en agua estéril, en el mismo volumen del que se partid. Las semillas
pregerminadas sembradas en macetas se inocularon a razén de 100 pL de
suspension bacteriana cada una. Cuando se sembraron en tubos, se inoculé con 100
uL por tubo.
3.2.2. Escherichia coli

Como donadora del gen gusA se utilizé Escherichia coli pCAM131 (Wilson
et al., 1995) que lleva un trasposén cuya estructura se resume en la figura 7. Esta
cepa crecid6 en medio LB liquido (Miller, 1972) (Tabla 8) suplementado con
Espectinomicina (Sp) 100 ug mL™' a 37 °C en agitaciéon orbital a 120 rpm, o
solidificado con agar a razon de 1,6 g cada 100 mL. Para eliminar E. coli se uso6

Nitrofurantoina (Nf) 20 pg mL!.
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Estructura del trasposon donador del gen gusA de E. coli pCAM131
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Nota. Tomado de Wilson et al. (1995).

Tabla 8
Composicion del medio LB.

Compuesto Cantidad
Triptona 10g
Extracto de levadura S5g
NaCl S5g
Agua 1.000 mL
Agar 15 g/L
Ph 6,8 -7,0

Nota. Tomado de Miller (1972).

3.3. Conjugacion Bradyrhizobium sp. U531 x Escherichia coli pCAM131

Para el marcaje con el gen delator gusA4, se llevo a cabo la conjugacion de

Bradyrhizobium sp. cepa U531 (sensible a Sp) con E. coli pCAM131 (tolerante a
Sp y sensible a Nf). Se realizd en medio YEM a 28°C durante 10, 12y 18 h, con el

objetivo de obtener transconjugantes U531::gusA. El producto de la conjugacion se

colectd con un ansa, se resuspendio en 1 mL de agua destilada estéril y se hicieron

diluciones seriadas hasta la -4. De cada dilucion se sembraron 100 pL en placas de

medio YEM que contenian antibidticos de seleccién (Sp 100 ug mL™!, Nf 20 pg

mL1).
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3.4. Extraccion, amplificacion y secuenciacion del ADN

3.4.1. Extraccion del ADN genomico

Para extraer el ADN gendmico de las cepas se realizaron lisados celulares
segun (Rivas et al., 2001). Se suspendi6 cultivo de placa en 1 mL de buffer NaCl al
0,85% y se centrifugd por 10 min a 10000 rpm. El precipitado se resuspendi6 en
400 pL de H2O filtrada, se incubd por 10 min a 100 °C y luego se enfrid por 5 min
a -20 °C. Por ultimo, se centrifugd por 10 min a 10000 rpm y se extrajo el

sobrenadante que se conservo a -20 °C.

Para la secuenciacion del genoma, el ADN de la cepa U531 se extrajo con
DNA Extraction Kit (Qiagen, Alemania). La concentracion y calidad del ADN se

determin6 en un Nanodrop (Thermo).
3.4.2. Amplificacion del ADN genomico

La amplificacion del ADN se realizo utilizando los cebadores ERIC 1 y 2
(de Bruijn, 1992):

ERICI (5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’)
ERIC2 (5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3%)

La reaccion de PCR se realizé en un volumen de 25 pL. compuesto por: 2,5
puL de buffer NH4SO4 (10 X) con MgCL (25 mM), 0,5 uL. de ANTPs (10 mM), 2
puL de primer ERIC 1 (forward), y 2 pL de primer ERIC 2 (reverse) (25 uM), 0,4
pL de Tag ADN polimerasa, 5 pL. de ADN gendmico y 12,5 pL de HO mQ (Agius
et al., 1997). El programa de amplificacion se configur6 de la siguiente manera: 1
ciclo de 5 min a 95°C, 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 52°C, 6 min a 65°C y 1
ciclo de 16 min a 65°C.

3.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

Los geles de agarosa de 100 mL se prepararon al 1% (p/v) en buffer TAE
pH 8,2y 1 uL de SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, USA). A
los 25 pL del producto de PCR se le agregd un volumen de 2,7 pL de loading buffer
10X. En cada pocillo se cargd un volumen total de 5 pL de la mezcla. Como
marcador de peso molecular se us6 1 kb DNA Ladder (Maestrogen Inc, Taiwan).

La electroforesis se realizé durante 45 min a un voltaje de 95 V (8 V/cm).
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Los geles se visualizaron en un transiluminador con fuente UV y las
imagenes se capturaron con un equipo fotografico Kodak. Para analizar los perfiles
se tuvieron en cuenta las bandas con tamafios entre 250 y 1200 pb y se consideraron

perfiles iguales cuando las bandas presentaban entre si al menos 60 % de similitud.
3.5. Eficiencia simbiotica

Se realizaron 2 ensayos, uno con la cepa U531 en L. subbiflorus y L.
angustissimus, y otro con las cepas aisladas de nodulos identificadas mediante

perfiles ERIC, en L. angustissimus.
3.5.1. Cepa U531 en L. subbiflorus y L. angustissimus

Como hospederos se usaron L. angustissimus y L. subbiflorus. El disefio
experimental consisti6 en 2 tratamientos, el inoculado con Bradyrhizobium sp. cepa
U531 y el sin inocular, regado con solucion de riego con N. La unidad experimental
de cada tratamiento fue una maceta. Para cada hospedero se realizaron 3
repeticiones independientes de 5 macetas cada una, ya sea tratamiento inoculado o

con N.

3.5.2. Aislamientos obtenidos de nodulos de L. angustissimus en INIA

Glencoe

Como hospedero se usd L. angustissimus. Se realizaron 7 tratamientos
correspondientes a cada una de las cepas identificadas en esta tesis segun su perfil
ERIC y la cepa U531 como referencia. Cada tratamiento consistio en 5 réplicas de

macetas y se inoculd cada uno con la cepa correspondiente.
3.5.3. Determinacion del peso seco de la biomasa aérea

Para estimar la eficiencia simbidtica, en ambos ensayos se uso el peso seco
de la parte aérea acumulado en dos cortes. El primer corte se realizo a los 30 dias,
dejando 2 nudos por planta, y el segundo a los 45 dias cortando sobre la base del
tallo. La parte aérea de las plantas se colocd en un sobre y se registrd el nimero de
plantas de cada maceta. En ambos cortes se secéd en estufa a 60 °C por 72 h y el
peso seco se determind con una balanza de precision, manteniendo las muestras en

una campana con gel seco.
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3.5.4. Analisis estadistico

Para determinar si existen diferencias significativas se realizo un ANOVA,
modelo factorial de un solo factor con el software R, y para la comparacion de

medias una prueba de Tukey (p=0,05).

3.6. Inoculacion de Lotus angustissimus con Mesorhizobium huakuii cepa

U510

El ensayo se realiz6 en tubos con medio Jensen y consistié en 2 tratamientos:
L. angustissimus inoculado con M. huakui cepa U510 (=U226) y L. angustissimus
sin inocular y sin N. Se sembraron 9 tubos de cada tratamiento y las plantas
crecieron en las condiciones de luz y temperatura indicadas en 3.1.2 durante 21
dias, cuando se analizaron las raices. Las observaciones se realizaron con una Lupa
binocular Olympus CX31 provista de un sistema de captura de imagen digital

DynoCapture 2000.
3.7. Caracterizacion genética de Bradyrhizobium sp. cepa U531

El ADN de la cepa U531 extraido segtn se indica en 3.4.1 se cuantificé con
Nanodrop y se envio a secuenciar a Macrogen Korea (Sistema [lumina). Previo a
la secuenciacion del genoma se secuencio el gen 16S para comprobar la pureza de
la cepa. En el genoma ensamblado se identificaron los genes housekeeping atpD,
recA y ginll, los genes simbioticos nifH y nodC, y los genes de la via de
desnitrificacion nap, nirKV, norEFCBQD y nosRZDFYLX.

Para construir los arboles filogenéticos se utilizé el programa MEGA,

mediante la funcion Maximum Likelihood.
3.8. Respiracion de nitrato de la cepa U531

La capacidad de desnitrificar de la cepa U531 se evalué en medio YEM
liquido con y sin KNO3 10 mM en tubos de 15 mL cerrados herméticamente. Como
controles se utilizaron tubos sin KNO3z. Como control positivo se usé la cepa NZP
2309. Los tubos se inocularon con un cultivo joven de cada cepa (DOgsoo = 0,4-0,5),
con los que se parti6 de una DOgoo inicial aproximada de 0,07. Los tubos
permanecieron a 28°C en agitacion a 120 rpm durante 14 dias, y el crecimiento se
determind leyendo la absorbancia a 600nm en un espectrofotometro. Para este

ensayo se siguiod en general la metodologia usada por Bueno et al. (2009).



38

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Caracterizacion molecular de Bradyrhizobium sp. cepa U531 usada

como inoculante comercial de Lotus subbiflorus

La caracterizacion molecular se realizo a través de las secuencias del gen 16S
rRNA, de genes conservados que codifican para proteinas llamados housekeeping

atpD, recA 'y ginll y de los genes simbioticos nodC y nifH.

4.1.1. Taxonomia de Bradyrhizobium spp. que nodulan Lotus sp. basada

en la secuencia del gen 16S rRNA

Segun la secuencia del gen 16S rRNA se pudieron identificar dos grandes
grupos de rizobios que nodulan lotus: los que pertenecen al género Bradyrhizobium
y los que pertenecen al género Mesorhizobium (Figura 8). Dentro del supergrupo
de Bradyrhizobium, se identificaron 2 subgrupos: uno incluye a las cepas
autdctonas aisladas de L. uliginosus (LULIT25, CNL1, LULIT23), a la cepa
NZP2309 (inoculante de esa leguminosa), y a la cepa U531 (inoculante de L.
subbiflorus), junto a otras especies de Bradyrhizobium. El otro subgrupo lo integran
B. jicamae y B. pachyrihizi. El segundo supergrupo lo integran especies del género
Mesorhizobium, entre ellas la cepa U510, el inoculante comercial de L. corniculatus

(Figura 8).

Las leguminosas introducidas L. uliginosus y L. subbiflorus se inoculan con
las cepas NZP2309 aislada en Nueva Zelandia y U531 aislada en Uruguay. Si bien
ambas cepas pertenecen al mismo supergrupo, a pesar de su diferente origen
geografico y hospedero, es un hecho esperable que en arboles construidos con
secuencias individuales del 16S rRNA agrupen juntos (Menna et al., 2009). Sin
embargo, este gen, que tiene regiones alternadamente conservadas y otras variables,
mediante una aproximacion polifiasica permite discriminar  especies

taxonomicamente diferentes e identificar la especie particular (Raina et al., 2019).



Figura 8

Filogenia realizada con el gen 16S rRNA
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Nota. El arbol se construyd con secuencias parciales de 1.245 nt de 18 cepas

rizobios que nodulan lotus. Se incluyeron las usadas como inoculantes para L.

subbiflorus (Bradyrhizobium sp. U531), L. uliginosus (Bradyrhizobium sp.
NZP2309) y L. corniculatus (Mesorhizobium huakuii U510). Con T se indican las

cepas Tipo, con * las cepas aisladas de suelos de Uruguay y en negrita la cepa usada

como inoculante comercial para L. subbiflorus y L. angustissimus. Los Bootstrap

se indican en los puntos de bifurcacion (se representan solo los mayores a 50%).

Los numeros de accesion figuran después del nombre de cada especie. La barra de

escala representa 1 base cada 100. El arbol fue generado a partir del programa

MEGA mediante la funciéon Maximum Likelihood. Las llaves rojas indican las

agrupaciones mencionadas en el texto.
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4.1.2. Filogenia de Bradyrhizobium sp. cepa US31 establecida a través de

secuencias de genes housekeeping

Los genes housekeeping concatenados proporcionan mucha informacion
debido a que poseen una tasa evolutiva mas rapida. Por esto, se realizé el anélisis
filogenético a partir de 3 genes housekeeping concatenados: atpD, ginll y recA
(Figura 9). En primer lugar, se debe destacar que el arbol muestra dos grupos bien
diferenciados, uno al que pertenecen las especies del género Mesorhizobium y otro
al que pertenecen las especies del género Bradyrhizobium. Las cepas que nodulan
L. uliginosus aisladas de suelos de Uruguay LUP3, LULIT25 y el inoculante
comercial NZP2309, agrupan juntas. Por otro lado, Bradyrhizobium sp. U531 no
agrupa con ninguna de las especies de Bradyrhizobium incluidas en el arbol, y las

especies mas proximas son B. liaoninguense y B. canariense.

Dado que la cepa U531 se separa claramente de las otras especies de rizobios
incluidas en el arbol, es posible que pertenezca a una nueva especie del género
Bradyrhizobium. En este género, Menna et al. (2009) y Serenato Klepa et al. (2022)
establecieron filogenias con los genes atpD, dnaK, ginll, gyrB, recA, y rpoB que
permitieron diferenciar cepas de todas las especies de Bradyrhizobium descritas.
Ademas, el analisis comparativo del genoma completo de la cepa U531, el indice
ANI y Tetra, fortalecen esta idea (M. Morel, comunicacion personal, 2 de
noviembre, 2022). De esta forma, los resultados obtenidos con el MLSA confirman
que esta aproximacion es fiable en cuanto a la informacidon que proporciona sobre
las relaciones filogenéticas, y a la identificacion de cepas de rizobios que

potencialmente son nuevas especies (Menna et al., 2009).

Es interesante como mediante el MLSA, los 2 aislamientos autdoctonos
LUP3 y LULIT2S5 agrupan fuertemente con el inoculante comercial de L. uliginosus
NZP2309, del que podrian derivar, dado que este inoculante es utilizado hace mas

de 25 afos.
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Figura 9

Filogenia realizada con secuencias parciales de los genes housekeeping

Bradyrhizobium sp. LUP3 * (JX316060.1 JX316073.1 JX316124.1)
Bradyrhizobium sp. NZP2309 (JX316050.1 JX316070.1 JX316117.1)

i Bradyrhizobium sp. LULIT25 * (JX316059.1 JX316072.1 JX316122.1)
i Bradyrhizobium japonicum USDAGE T (AJ294388.1 HQ587875.1 AM168341.1)
i Bradyrhizobium betae LMG 21987 T (FM253129.1 AB353733.1 FM253174.1)
7 Bradyrhizobium canariense BTA-1 T (AY386739.1 AY386765.1 AY591553.1)
— Bradyrhizobium sp. U531 (GJHLNKJI 03029)
5; Bradyrhizobium liaoningense LMG 18230 T (FM253137.1 AY386775.1 FM253180.1)

— Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 33023 (GU433487.1 GU433511.1 GU433536.1)

Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48 T (FJ428208.1 FJ428201.1 HM590777.1)

Bradyrhizobium jicamae PACE8 T (FJ428211.1 FJ428204.1 HM590776.1)
Mesorhizobium gobiense CCBAU 83330 (EF549409.1 EF549451.1 EF5498481.1)

00 Mesorhizobium tianshanense USDA 3592 (AJ294392.1 AF169579.1 AJ294368.1)

100 Mesorhizobium huakuiiU510 (JX316065.1 JX316067.1 JX316120)

99 Mesorhizobium sp. LuLit12 * (JX316064.1 JX316066.1 JX316119.1)

0.02

Nota. El &rbol que se construyo6 con el concatenado de los genes azpD (330 nt), g/nil
(525 nt) y recA (368 nt), muestra las relaciones filogenéticas entre 15 rizobios que
nodulan lotus y Bradyrhizobium sp. cepa U531. Con T se indican las cepas Tipo,
con * las cepas aisladas de suelos de Uruguay y en negrita la cepa usada como
inoculante comercial para L. subbiflorus y L. angustissimus. Entre paréntesis
siguiendo al nombre de cada especie se encuentran los accesion numbers de cada
uno de los tres genes. La barra de escala representa 2 bases cada 1000. El arbol fue
realizado en base a secuencias de genes concatenados, utilizando el programa

MEGA mediante su funcion Maximum Likelihood.

4.1.3. Relaciones filogenéticas establecidas a partir de los genes

simbioticos nodC y nifH

La taxonomia de los rizobios establecida a través de genes 16S rRNA y
housekeeping no refleja las propiedades simbidticas de las cepas, ni su rango de

hospedero (Laguerre et al., 2001). Asi, los genes nodC y nifH, que codifican la
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sintesis del quitin oligosacarido y la subunidad hierro de la nitrogenasa
respectivamente, se utilizan para inferir la diversidad de genes simbidticos
(Serenato Klepa et al., 2022). En este sentido la transferencia lateral de genes
denominados simbiodticos (Sym) explica los casos de incongruencia filogenética
entre estos genes y otros usados en la taxonomia de rizobios (Martinez-Romero &

Caballero-Mellado, 1996).

Los arboles construidos con los genes nodC y nifH (Figura 10 A y B)
evidencian que el grupo de cepas pertenecientes al género Mesorhizobium esta
claramente separado de aquellas incluidas en el género Bradyrhizobium, como
también se observo con los genes housekeeping (Figura 9). Segun las secuencias de
los genes nodC y nifH, dentro del grupo Bradyrhizobium se identificaron dos
subgrupos, uno incluye a las cepas U531 aislada de L. subbiflorus, CNL9 aislada
de L. uliginosus, ambas en suelos de Uruguay, y a B. canariense BTA-1 aislada de
Chamaecytisus proliferus en Islas Canarias. El otro subgrupo lo integran cepas
aisladas de L. uliginosus crecido en suelos de Uruguay, junto al inoculante

comercial, cepa NZP 2309 introducida de Nueva Zelandia.

Estos resultados, obtenidos con secuencias de los genes nifH y nodC (Figura
10), evidencian la transferencia lateral de estos genes entre linajes, lo que explica
el agrupamiento de cepas de acuerdo con sus hospederos y no por su asignacion de

especies (Vinuesa et al., 2005).

Las distintas cepas de Bradyrhizobium usadas para la construccion de los
arboles nodC y nifH pertenecen a la simbiovariedad genisteraum, caracterizadas por
tener un amplio rango de hospedero, a tal punto que se superpone con el de cepas
de B. japonicum de la misma simbiovariedad (Vinuesa et al., 2005). Estos autores
proponen que estas cepas comparten entre ellas alelos monofiléticos de los genes
nifH y nodC, consecuencia de la transferencia horizontal de una isla conjugativa
cromosdmica entre especies. Es evidente entonces, que este proceso juega un papel
importante en la diversificacion y estructura de las poblaciones de rizobios. En
nuestro caso, la transferencia horizontal de genes simbidticos nodC y nifH
explicaria el agrupamiento de Bradyrhizobium cepa U531, aislada de Uruguay, y

Bradyrhizobium sp. BTA-1 aislada de Islas Canarias.
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Figura 10

Arbol filogenético realizado con los genes simbidticos A. nodC y B. nifH

Bradyrhizobium sp. BTA-1'(AJ560653.1) —»  Chamaecytisus proliferus

Bradyrhizobium sp. U531 (GJHLNKJI 05406) —» L. subbiflorus y L. angustissimus
" Bradyrhizobium sp. CNL9" (JX316114.1)
= Bradyrhizobium sp. LUP27* (JX316112.1)
Bradyrhizobium sp. 3LBC (FM202377.1)
Bradyrhizobium sp. CNL1* (JX316110.1) —> L. uliginosus

Bradyrhizobium sp. 9LBC (FM202379.1)

Bradyrhizobiumsp. NZP2309 (JX316111.1)

Bradyrhizobium sp. LULIT25" (JX316108.1)

Mesorhizobium huakuii U226" (JX316116.1)

10| | Mesorhizobium sp. LuLit12* (JX316115.1)

98L Rhizobium loti (X52958.1)

Bradyrhizobium sp. CNL1* (JX316101.1)
Bradyrhizobium sp. LULIT25* (JX316098.1)
Bradyrhizobium sp. LUP3* (JX316097.1)

o r| Bradyrhizobium sp. LUP27* (JX316096.1)

Bradyrhizobium sp. NZP2309 (JX316094.1)

Bradyrhizobium sp. 3LBC (FM202370.1)

Bradyrhizobium sp. 9LBC (FM202371.1)

Bradyrhizobium canariense BTA-1T(EU81 8926.1)

100 [ Bradyrhizobium sp. CNL9* (JX316103.1)
521 Bradyrhizobium sp. U531 (GJHLNKJI 04460)

Mesorhizobium huakuii U226 (JX316107.1)
1 I:

00L Mesorhizobium loti NZP2037 (JX316106.1)

B —

0.050

Nota. El 4rbol fue realizado en base a secuencias parciales de los genes nodC (203
nt) y nifH (240 nt), utilizando el programa MEGA mediante su funcion Neighbor
Joining Maximum Likelihood (NJML). Con T se indican las cepas Tipo, con * las
cepas aisladas de suelos de Uruguay y en negrita la cepa usada como inoculante
comercial de L. subbiflorus y L. angustissimus. En rojo se indican las leguminosas

de donde se aislaron las cepas. La barra de escala representa 5 bases cada 1000.
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Entre paréntesis siguiendo al nombre de cada especie se encuentran los accesion

numbers.

4.1.4. Identificacion de los genes nap, nir, nor y nos: capacidad de

desnitrificar de Bradyrhizobium sp. cepa U531

Muchas leguminosas establecen simbiosis con cepas de Bradyrhizobium,
que pueden tener los genes de la via de la desnitrificacion (Bedmar et al., 2005).
Esto implica que potencialmente pueden respirar NO3™ y contribuir con la emision
de N2O. Por esta razon, se buscaron en la cepa U531 secuencias homoélogas a la de
genes que codifican para enzimas de la via de la desnitrificacion. En el genoma de
esta cepa se encontraron secuencias con homologia a genes napC, nirK, norC'y
nosZ (Tabla 9), lo que implica que en condiciones microaerdbicas como las que se
generan durante el anegamiento de suelo puede respirar NOj,, es decir, tiene

capacidad de desnitrificar.

Tabla 9
Identificacion de genes de la desnitrificacion en Bradyrhizobium sp. cepa U531

Gen | Query % Numero | Query % Numero de
cover | homologia de cover | homologia accesion
% nucledtidos | accesion % aminoacidos

napC 100 89,27 CP011360. 99 89,20 WP _01108977
1 7.1

nirk 99 93,44 CP011360. 98 97,23 BAC52354.1
1

norC 100 91,41 CP011360. 99 96,67 WP_01108599
1 8.1

nosZ 100 87,62 CP011360. 99 91,08 WP 01108314
1 7.1

Nota. Se compard la secuencia de los genes napC, nirK, norC y nosZ y sus
respectivas secuencias de aminodcidos de la cepa U531 con los homélogos de

Bradyrhizobium diazoefficiens (sin. japonicum) USDA 110.

La comparacion de la secuencia de nucledtidos como de la secuencia
aminoacidica de la cepa U531 respecto a la cepa tipo USDA 110 de Bradyrhizobium
diazoefficiens fue alta, lo que evidencia un grado de conservacion de estos genes.
Esta cepa representa un modelo de referencia en cuanto a desnitrificacion tanto en
vida libre como a nivel de nddulo. La presencia y expresion de genes de la via de

la desnitrificacion son utiles para las bacterias en condiciones microaerobicas como
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las que ocurren en condiciones de anegamiento, dado que pueden obtener ATP

mediante la respiracion de NO;™.

En 4 cepas de Bradyrhizobium sp. aisladas de suelos de Uruguay de ndédulos
de L. uliginosus y en el inoculante comercial de esta leguminosa, la cepa NZP2309
(=U526, =U1401), Monza et al. (2006) identificaron secuencias con homologia a
los genes nirK, norBDQ y nosZ, que no encontraron en 5 cepas de Mesorhizobium
sp. evaluadas. Estos autores evidenciaron la capacidad de respirar NO3™ en las 4
cepas que poseian los genes de la via de la desnitrificacion. Si bien la capacidad de
desnitrificar no es wuna caracteristica deseada, por sus derivaciones
medioambientales y econdémicas, la posibilidad de respirar nitrato le confiere al
microorganismo mayor capacidad de sobrevivir en condiciones de anegamiento.
Sin embargo, en esta tesis no evidenciamos la capacidad de respirar NO3™ a través
de un incremento significativo de la DOsoo, que permanecio en torno a 0,07. Esto
no quiere decir que la cepa no desnitrifique, dado que puede respirar NO3™ pero no

incrementar la biomasa estimada a través de la DOgoo.

Considerando la creciente promocioén de la agricultura sostenible, esta
implica aumentar la FBN mediante el uso de leguminosas y asi reducir el uso de
fertilizantes quimicos, como también el uso de inoculantes que no desnitrifiquen.
De todas formas, en la medida que las leguminosas proporcionan al suelo restos
ricos en N, también hay que tener presente que contribuyen indirectamente con las

emisiones de N>O (Rees et al., 2013; Sanchez et al., 2013).

4.2. Eficiencia simbiotica Bradyrhizobium sp. cepa U531 - L.

angustissimus 'y L subbiflorus

En un escenario como el actual, en donde lotus ha mostrado un papel
destacado en el mejoramiento de campo natural por la capacidad de adaptarse a
diferentes suelos, es interesante la inclusion de otras especies del género que han
sido menos usadas. En el desarrollo de nuevas especies a ser utilizadas, se vuelve
imprescindible la evaluacion del inoculante rizobiano a ser utilizado. Por estas
razones, en esta tesis se evalud a Bradyrhizobium sp. cepa U531, el inoculante
comercial de L. subbiflorus, en L. angustissimus. Para establecer la comparacion de

la capacidad de fijar N de esta cepa se utilizd un control con N, considerado para
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ambas especies, el potencial maximo de la planta. El peso seco acumulado de la

parte aérea a los 60 dias, con un corte previo a los 45 dias se resume en la tabla 10.

La biomasa aérea acumulada por las plantas de L. subbiflorus del
tratamiento inoculado con la cepa U531 rindié un 63% con respecto al control con
KNO; 10 mM (experimento 1) (Tabla 10). Sin embargo, la biomasa aérea
acumulada por las plantas de L. angustissimus del tratamiento inoculado rindi6 un

157 % con respecto al control con KNO3; 10 mM (Tabla 10).

Tabla 10

Biomasa aérea acumulada (primer y segundo corte) por L. subbiflorus y L.

angustissimus
Especie Inoculado \ Control KNO3 %
mg/planta
L. subbiflorus 55,90+4,40 b 88,85+ 9,50 a 63
L. angustissimus 46,03£4,25b 29,38+£9,50b 157

Nota. El peso seco por planta corresponde a los tratamientos inoculado con
la cepa U531 y al control con KNO3 10 mM. El % corresponde a la biomasa del
tratamiento inoculado respecto al control con KNOs. Letras distintas indican

diferencias significativas entre tratamientos, p valor=0,05.

La biomasa producida por las leguminosas noduladas suele ser inferior a la
del tratamiento fertilizado con N, si su concentracion y fuente son las adecuadas.
Por esta razon, es que se considera al control con N, la condicion en la cual la planta
rinde su maximo potencial. Sin embargo, en el experimento 1, la biomasa aérea del
control con N de L. angustissimus fue inferior al de las plantas inoculadas. Por esto,
para determinar el crecimiento potencial de L. angustissimus, se realizaron otros 4

experimentos en los que se usaron diferentes concentraciones y fuentes de N.
e Experimento 2 (KNO3 5 mM con 3 riegos semanales).

Con la hipétesis de que la concentracion de KNO3; 10 mM hubiera resultado
alta, considerando los valores recomendados por el MGAP para esta leguminosa
(0,05% KNO3 = 5 mM KNO3), se realizd este ensayo. Las plantas de L.
angustisimus crecieron con sintomas de estrés y no superaron el primer corte,
mientras que las de L. subbiflorus se desarrollaron y la biomasa aérea acumulada

fue similar a la del experimento 1.
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e Experimento 3 (KNO3 0,5 mM con 1 riego semanal).

Se us6 esta concentracion que es la sugerida por Howieson y Dilworth
(2016), recomendada para un riego semanal. En estas condiciones, la biomasa aérea
acumulada no superd los 14 mg/planta en ninguna de las dos especies evaluadas, lo
que evidenci6d que esta concentracion de N es insuficiente para ambas especies de

Lotus.
e Experimento 4 (KNO3 5 mM con 1 riego semanal).

En este experimento, en el que se usé la misma concentraciéon de KNOs3 que
la usada en el experimento 2, el riego con solucion con N se realizd 1 vez por
semana. Las plantas crecidas en estas condiciones no superaron el primer corte, lo

que indica que el N fue limitante.
e Experimento 5 (urea 1 g L' con 3 riegos semanales).

Las plantas de L. angustissimus y L. subbiflorus no sobrevivieron al primer
corte, y mostraron a partir del dia 15 marchitez y coloracion amarilla que podria

estar relacionada con un exceso de N.

La dificultad surgida con L. angustissimus crecido con diferentes fuentes
y concentraciones de N evidencian un comportamiento diferente al de L.
subbiflorus, asi como a L. corniculatus y L. uliginosus. Estas especies crecen con 8
mM de KNOs3, una concentracion similar a la usada en los experimentos 1, 2 y 4
(Muttoni Pastorino, 2008; Diaz Gadea, 2011; Castillo, 2012; Mederos, 2016). De
esta forma, queda planteado el desafio de buscar y encontrar una fuente y una
concentracion de N, que permita expresar el potencial de crecimiento de L.

angustissimus en condiciones no limitantes de N.

Las razones por las cuales esta especie-cultivar no responde a la aplicacion
de N combinado no son sencillas de explicar. A modo de hipotesis podria tratarse
de un cultivar que esta en proceso de domesticacion, que en su ambiente natural las
plantas son noduladas y obtienen el N via fijacion y no responde como otras
leguminosas del género a la fertilizacion nitrogenada. El problema también podria
estar relacionado al sustrato utilizado. Sin embargo, distintos trabajos realizados

con otras especies del género en condiciones de sustrato similares mostraron un
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crecimiento normal de las plantas de los controles con N (Muttoni Pastorino, 2008;

Diaz Gadea, 2011; Castillo, 2012; Mederos, 2016).

A pesar de los problemas relacionados a la expresion del potencial de
crecimiento de la planta sin limitantes de N, es interesante destacar que la
inoculacion con la cepa U531 genero en L. angustissimus un crecimiento aceptable.
Teniendo en cuenta la definicion de eficiencia simbidtica de Howieson y Dilworth
(2016), se puede concluir que esta cepa es eficiente en L. angustissimus, al generar
un beneficio sobre el hospedero, en el que induce nédulos voluminosos y de aspecto
eficiente (Figura 11), logrando una buena produccion de MS (tabla 10). Sin
embargo, es necesario destacar que la magnitud de este beneficio no pudo ser
comparado con el potencial de crecimiento de esta planta en condiciones no

limitantes de N.

Figura 11
Nodulacion eficiente de Bradyrhizobium sp. cepa U531 en plantas de L.

angustissimus

Nota. La imagen fue tomada de una planta de 60 dias de crecimiento.

Resulta relevante llevar estos resultados a una escala mayor, de manera de
poder medir los kg N ha” que esta leguminosa podria aportar a un sistema de
mejoramiento de campo natural. Como fue descrito anteriormente y teniendo en
cuenta que esta cepa es eficiente en L. angustissimus, las producciones de ler afo

estarian en promedio en torno a 1750 kg MS ha’, y las de 2do afio en torno a 7000
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kg MS ha! (INIA, s.f). Esto significa que, considerando un factor de conversiéon
de 27 kg N t' MS (Lussich, 2020), un mejoramiento de campo natural con L.
angustissimus inoculado con esta cepa estaria aportando al sistema alrededor de 47
kg N ha'! en el primer afio y 189 kg N ha' a partir del segundo afio. Estas
estimaciones deben ser comparadas con valores reales de fijacion de N, a partir de

una evaluacién a campo.

Un punto para destacar en este trabajo de tesis es que se evaludé una misma
cepa de inoculante en 2 especies de lotus distintas. Esto es importante para la
industria ya que al lograr unificar un inoculante para 2 o mas especies, se
simplifican los procesos de produccion de inoculantes, mejorando asi la eficiencia
en términos de trabajo, tiempo y costos. En este sentido, esta tesis tiene también la
relevancia de buscar unificar una cepa eficiente y competitiva que funcione en dos

especies de lotus distintas: L. subbiflorus y L. angustissimus.

4.3. Efecto de la inoculacion de L. angustissimus con Mesorhizobium

huakuii cepa U510

Es un problema conocido la incompatibilidad existente cuando se
siembra L.  subbiflorus o L.  uliginosus en campos con historia de L.
corniculatus inoculado con M. huakuii cepa U510. Para conocer el efecto de esta
cepa sobre L. angustissimus se realizo un ensayo en tubos con medio Jensen durante
21 dias. En las raices de plantas inoculadas con U510 se observo una coloracion
roja intensa, puntos de color rojizo y formaciéon de estructuras abultadas,
probablemente pseudonddulos (Figura 12). Si bien no fueron claros los sintomas de
una interaccion planta-parésito en el tiempo ensayado, las plantas no progresaron

como los controles sin N y sin inocular.
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Figura 12

Plantulas inoculadas con Mesorhizobium huakuii cepa U510

Nota. Las plantulas fueron evaluadas a los 21 dias de crecimiento. La
imagen de las estructuras abultadas a la derecha se obtuvo con una lupa binocular

con un aumento de 5x.

Estos resultados primarios, obtenidos en un periodo de tiempo corto,
evidencian el establecimiento de una relacion ineficiente como ha sido comunicado
por diferentes autores (Monza et al., 1992; Irisarri et al., 1996). Sin embargo, este
ensayo fue realizado en condiciones de laboratorio y en un tiempo de evaluacion de
21 dias, por lo que seria el inicio para el desarrollo de nuevas evaluaciones con
mayor intervalo de tiempo y en condiciones de campo, que puedan confirmar o
rechazar, la hipotesis de que existe un efecto parasito de esta cepa sobre L.
angustissimus. En el mismo sentido, seria interesante realizar un ensayo de co-
inoculacion con las cepas U531 y U510, de manera de observar cudl de las dos logra
nodular a L. angustissimus, y si el efecto dafino de la U510, se da también en

presencia de una cepa eficiente.

Este ensayo es de destacada relevancia, debido a que, en caso de confirmarse
que L. angustissimus no establece una relacion parasita con Mesorhizobium sp., esta
leguminosa podria ser una solucién a un problema que enfrentan los productores a

la hora de realizar un mejoramiento sobre campos que tuvieron L. corniculatus.
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4.4. Generacion de una coleccion de cepas aisladas de ndédulos de L.
angustissimus

4.4.1. Identificacion de los aislamientos mediante sus perfiles ERIC

Se realizo una coleccion de cepas partiendo de noddulos de plantas de
resiembra de L. angustissimus recolectadas en la estacion experimental de INIA
Tacuaremb6, en Glencoe, especificamente en zonas sin historial de uso de
inoculantes en al menos 15 afios previos. A partir de 9 plantas se realizaron un total
de 29 aislamientos de nodulos, de los cuales se lograron purificar 10, designados
como GL1 a GL10. A estos aislamientos se les realiz6 un ERIC PCR que dio como
resultado 5 perfiles distintos: GL2, GL5, GL6, GL9 y GL10 (Figura 13). Estos 5
aislamientos distintos fueron sometidos a una evaluacion de eficiencia simbiotica

la cual se describe en el punto 4.4.2.

Figura 13

Perfiles ERIC de 10 aislamientos de nodulos de L. angustissimus y la cepa U531
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Nota. El carril 1 corresponde a la cepa U531, los carriles 2 al 11 las cepas aisladas
de nodulos GL1 a GL10, el carril 12 es el marcador de peso molecular. En

cuadrados blancos se agrupan los perfiles que son iguales entre si.
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4.4.2. Eficiencia simbiotica de las cepas aisladas de L. angustissimus

La eficiencia simbidtica de las cepas de la coleccion generada se evalud en
el mismo hospedero de donde fueron aisladas, L. angustissimus. De las 6 cepas
evaluadas (Tabla 11 y Figura 14), solo la cepa GLS5 indujo mas biomasa (64% mas)
que la cepa U531, el inoculante comercial. A su vez, las cepas GL2 y GL10
indujeron la misma biomasa que este. Por otra parte, la produccion de biomasa aérea
con las cepas GL6, GL4 y GL9 fue francamente inferior a las anteriores. Se observo
también que los pares simbidticos evaluados mantienen el mismo comportamiento
en ambos momentos de corte. En la figura 15 se muestra también la biomasa aérea

producida por los aislamientos a los 45 dias de crecimiento.

Figura 14
Evolucion de biomasa aérea del primer y segundo corte y el acumulado segun
tratamiento
0.12 5
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Nota. El peso seco se expresa en g por planta. Cada peso surge de una unidad
experimental (maceta) con 8 plantas cada una. La linea horizontal de cada caja

indica la mediana del tratamiento y el desvio se muestra con una linea vertical.

Tabla 11

Biomasa aérea acumulada de plantas de L. angustissimus en dos cortes

Tratamiento | Peso seco (mg/planta)
GLS5 101.9 a
GL2 753b
U531 61.9 be
GL10 433 cd
GL6 30.6d
GL4 26.6d
GL9 21.3d

Nota. El peso seco (mg . planta™) corresponde a la media de 5 macetas, con
8 plantas cada una. Las letras distintas indican diferencias significativas (p=0,05).
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Figura 15
Biomasa aérea de L. angustissimus inoculado con las distintas cepas aisladas de

nodulos y la cepa U531
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Nota. Las plantas muestran un crecimiento de 60 dias con un corte a los 45
dias.

Dado el desplazamiento de las praderas a suelos diferentes a donde habian
sido evaluadas las cepas usadas como inoculantes, en el marco de proyectos
llevados adelante entre Facultad de Agronomia y el INIA se realizaron colectas y
evaluaciones de cepas de rizobios que nodulan lotus de los dos grupos simbidticos.
Sotelo et al. (2011) generaron una coleccion de 168 aislados de nddulos de L.
corniculatus entre los que identificaron 110 con diferente perfil ERIC tinico (65%
perfiles diferentes), y 14 de esas cepas, el 13%, exhibieron una eficiencia simbiotica
igual o mayor a la del inoculante comercial, M. huakuii cepa U510. Algo similar
ocurrié con 111 aislados de nodulos de L. uliginosus, entre los que se identificaron
52 perfiles tinicos (47% diferentes), entre los cuales 5 cepas (10%) tuvieron una
eficiencia igual o mayor a la del inoculante comercial, Bradyrhizobium sp. cepa
NZP2309 (Batista et al.,, 2015). Entre las 10 cepas aisladas de nddulos de L.
angustissimus en esta tesis, la diversidad de perfiles ERIC (60%) se encuentra
dentro de los valores reportados para las cepas de Bradyrhizobium y Mesorhizobium
aisladas de nddulos de L. uliginousus por Batista et al. (2015) y de L.
corniculatus (Sotelo et al., 2011). Sin embargo, entre las cepas aisladas de L.
angustissimus se encontrd un porcentaje algo mayor (50%) de cepas con eficiencia
igual o superior a Bradyrhizobium sp. cepa U531, el inoculante usado para L.
subbiflorus. De todas formas, el nimero de aislamientos evaluados en esta tesis fue
aproximadamente 12 veces inferior al usado en los trabajos mencionados, lo que

debe ser considerado a los efectos de establecer las comparaciones.
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La adquisicion por cepas autoctonas de genes simbidticos de otras cepas,
como lo son las introducidas, puede explicar el origen de poblaciones de rizobios
eficientes. Estas poblaciones de rizobios eficientes pueden explicar que la respuesta
a la inoculacion sea mas pronunciada en suelos sin antecedentes de inoculacion.
Estas cepas son un material a considerar para el desarrollo de nuevos inoculantes,
porque ademas estan adaptadas a nuestras condiciones edaficas y climaticas (Sotelo
et al., 2011). En este caso, a su vez, es destacable el hecho de que la cepa comercial
no aparezca dentro de los aislados. Dado que se trata de un campo que no se inocula
hace 15 afios, se podria suponer que las cepas presentes hoy en dia son derivadas
de la cepa U531, que lograron una buena adaptabilidad a ese ambiente. Sin
embargo, es necesario realizar un nimero mayor de aislamientos para asi corroborar

de forma representativa la presencia u ausencia de esta cepa, en nddulos de plantas.

De esta forma, la presencia de cepas con buena eficiencia simbidtica en
distintas especies de lotus, presentes en algunos suelos, puede explicar aquellas
situaciones en las que los productores no observen diferencias claras en la
produccion de biomasa cuando no inoculan la semilla. I[gualmente, la relacion entre
el bajo costo por unidad de superficie y el riesgo de ten er una simbiosis ineficiente,

hace que la recomendacion a nivel productiva sea a favor de la inoculacion.

Resulta interesante cuantificar el beneficio potencial a nivel de campo de la
cepa GLS5 con respecto al inoculante comercial. Suponiendo que a nivel de campo
esta cepa lograse comportarse de la misma manera que en condiciones controladas,
se podria estimar un 64% de aumento en la produccion de MS/ha de esta
leguminosa. Esto daria como resultado, segun las estimaciones de INIA (s.f.) y
Lussich (2020), producciones de 2800 kg MS ha™! en el primer afio y 11480 kg MS
ha™ a partir del segundo afio, significando asi un aporte de 75 kg N ha™! y 309 kg N
ha'! al sistema respectivamente. De todas formas, no es previsible que la magnitud
del aumento de biomasa se reproduzca en condiciones de campo. Debido a la
eficiencia simbidtica de esta cepa, este afio comienzan los ensayos de evaluacion a

nivel de campo en INIA Tacuarembo.
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4.5. Marcaje de la cepa U531 con el gen reportero gusA para

estudios de competencia

Una caracteristica deseable de un inoculante es la competitividad de la cepa,
es decir, su capacidad de ocupar nddulos respecto a rizobios presentes en los suelos.
Para estimar esta caracteristica nos planteamos marcar a la cepa U531 con el gen
reportero gusA, Para marcar la cepa U531 se hicieron 3 ensayos, en los que vario
el tiempo de conjugacion, es decir, el periodo que permanecieron juntos donador y
receptor. Los tiempos ensayados fueron 10 h, 12 h y 18 h. De todas formas, en
ninguno de estos tiempos de incubacion donador — receptor obtuvimos
transconjugantes U531::gusA, dado que no hubo crecimiento de colonias en el

medio de seleccion cuando se sembraron las diluciones 0, -1y -2.

Si bien el plasmido pCAMI131 que lleva el trasposén con el gen gusA ha
podido ser transferido a rizobios que nodulan trébol (Irisarri et al., 2019), lotus
(Camargo, 2012) y alfalfa (Berais-Rubio et al., 2023) exitosamente, todo indica que
no es posible su transferencia a la cepa U531 de Bradyrhizobium sp. Teniendo en
cuenta que el marcaje con el gen reportero gusA no se pudo realizar, se puede pensar
en cambiar el trasposon a otro plasmido o bien usar otros sistemas de marcaje como
las proteinas GFP (Green Fluorescent Protein) o RFP (Red Fluorescent Protein).
Esta ultima estrategia implica reconocer los nédulos ocupados por la cepa marcada
por emision de fluorescencia, algo mas complejo que el sistema gusA. La ocupacion
de nddulos también puede realizarse mediante la identificacion de cepas segun sus
perfiles ERIC o BOX - PCR, pero esto también implica una metodologia laboriosa

y lenta, que puede incluir un nimero limitado de nédulos.
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5. CONCLUSIONES

La cepa U531 usada como inoculante comercial de L. subbiflorus, establece
una simbiosis eficiente con L. angustissimus, de todas formas, parece necesario
evaluar aislamientos procedentes de noédulos de L. angustissimus que podrian

mejorar la eficiencia.

Si bien los perfiles ERIC de los aislamientos de nddulos de L.
angustissimus indicarian una diversidad de cepas mayor a la de los aislamientos

de L. uliginosus, el nimero analizado es insuficiente para una generalizacion.

Entre las cepas nativas-naturalizadas se observo que algunas son tan
eficientes como la cepa U531, lo que permite suponer que al evaluar un mayor
numero de aislamientos se generard una coleccion en la que se podran identificar

cepas promisorias para ser usadas como inoculante.

La caracterizacion genética de la cepa U531 basada en las secuencias de los
genes 16S RNA y housekeeping permite proponer que esta cepa pertenece a una

nueva especie de Bradyrhizobium.

El fenotipo de la respiracion de NOs™ en condiciones micro aerobicas no se
establecio claramente con la técnica usada, pero es posible que la cepa U531

desnitrifique, dado que presenta todos los genes de la via de desnitrificacion.

M. huakuii cepa U510 establece una relacion de tipo ineficiente con L.

angustissimus.

Quedan planteados los desafios de encontrar una fuente y concentracion de
N que permita medir el potencial de crecimiento de L. angustissimus en condiciones
no limitantes de N, asi como otra cepa donadora que permita transferir genes

delatores para evaluar la competitividad de la cepa U531.
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