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1. INTRODUCCION

Diversos microorganismos del suelo pueden establecer relaciones con
las plantas. Una de las interacciones de mayor impacto en la sostenibilidad de
los recursos e importancia agrondmica es la denominada simbiosis que ocurre
entre la familia de las Leguminosas y bacterias capaces de fijar nitrogeno
atmosférico denominadas rizobios.

El nitrdgeno proveniente de la fijacion simbiética cumple un rol
fundamental en ecosistemas y agroecosistemas, aumentando la fertilidad y la
productividad del suelo ademas de participar en la nutricion de las plantas, este
proceso es particularmente importante en la produccién agropecuaria de nuestro
pais donde se realizan rotaciones de cultivos con praderas.

Distintos estudios recientes determinan que ademas de leguminosas los
rizobios pueden colonizar las raices de ciertas plantas como son los cereales.
Las respuestas beneficiosas de esta interaccion incluyen mayor germinacion,
crecimiento de las plantulas, actividad fotosintética, sintesis de nutrientes y
finalmente un aumento en el rendimiento de grano. Entre los cereales que se ha
comprobado que establecen relaciones con los rizobios se encuentran los de
mayor importancia econdmica a nivel mundial como son trigo, maiz y arroz (Chi
et al., 2005).

El cultivo de arroz en Uruguay tiene una importancia destacada en la
economia del pais; ademas de ser un sector reconocido mundialmente por
producir y exportar arroz de calidad basado en la aplicacién de tecnologias como
también en el desarrollo de lineas de investigacion sobre las distintas etapas del
proceso productivo (FAO, 2011).

El objetivo general de este trabajo fue caracterizar cepas de rizobios
comerciales y nativas que nodulan Trifolium repens o Lotus corniculatus aisladas
de raices de arroz y evaluar su efecto sobre la promocion del crecimiento en las
plantas de O. Sativa. Para cumplir este propdsito en primera instancia se realizé
una caracterizacion in vitro de las cepas en base a caracteristicas relacionadas
con la colonizacién y promocion del crecimiento. Por ultimo, se seleccionaron las
cepas que presentaron mayor potencial y se evalud el impacto de la inoculacién
de plantas de O. sativa en condiciones controladas con las cepas seleccionadas
evaluando su efecto en estado de desarrollo temprano.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. INTERACCIONES BENEFICAS PLANTAS — MICROORGANISMOS

Las plantas constituyen excelentes habitats para los microorganismos
(Rives et al., 2007); pueden interactuar y obtener beneficios inclusive de aquellos
microorganismos que habitan dentro de sus tejidos denominados endofitos, estas
interacciones tienen un impacto positivo sobre el crecimiento de las plantas
hospedantes (Santoyo et al., 2016).

Los microorganismos interactuan con las plantas en diferentes niveles,
uno de ellos es la rizosfera donde los microorganismos rizosféricos colonizan la
superficie de la raiz o se encuentran hasta 1 mm de ella, encontrando un
ambiente favorable para sobrevivir y a su vez las plantas obtienen metabolitos de
esta poblacion edafica (Frioni, 2006). La rizosfera se define como el volumen del
suelo que recibe influencia de la raiz. Esta capa delgada que circunda la raiz de
la planta (cerca de 1 a 2 mm de espesor) ha sido estudiada intensamente en los
ultimos afos (Kuiper et al., 2004). Es la zona donde predominan las interacciones
entre plantas y microorganismos (Atlas y Bartha, 2002); esto ocurre porque las
raices se desarrollan en un medio con condiciones poco variables y en donde las
concentraciones de nutrientes son altas por lo que constituyen un ambiente ideal
para los microorganismos (Rives et al., 2007). Entre las sustancias que exudan
las raices se encuentran aminoacidos, vitaminas, azucares, secreciones, y restos
de tejidos que actuan como fuentes de energia (Atlas y Bartha, 2002, Frioni,
2006).

Otros microorganismos, los enddfitos se definen como aquellos que
pueden ser aislados de tejidos desinfectados y se caracterizan por penetrar la
superficie de las raices y atravesar distintas capas del tejido vegetal incluso
trasladarse por el sistema vascular, por este motivo logran permanecer en
diferentes 6rganos (tallos, hojas), sin generar dafos a las plantas (Rives et al.,
2007, Santoyo et al.,, 2016). Los microorganismos enddfitos desarrollan
actividades dentro de las plantas relacionadas a la promocién del crecimiento o
de proteccion vegetal, viviendo como tales hasta que son liberados al suelo
cuando la raiz senesce. En la figura 1 se observa un esquema de las
interacciones rizosféricas y por otro lado las comunidades microbianas enddfitas
de raiz.



Figura 1. Zonas de interaccion — microorganismos-planta.
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Representacion de las interacciones enddfitas y rizosféricas. A la derecha se
observan microorganismos (hongos y bacterias) en la zona de la rizésfera
colonizando la epidermis del sistema radicular de las plantas. A la izquierda
microorganismos enddfitos que penetran la superficie de la raiz y viven en el
interior de ella (corteza y haces vasculares) hasta su senescencia.

Fuente: tomado de Hirsch y Mauchline (2012).

Por otro lado, entre los microorganismos endofitos se encuentran los
simbioticos que establecen relaciones de mutualismo con las plantas y entre los
mas importantes se destaca la simbiosis rizobios—leguminosas (Barea et al.,
2005). En esta simbiosis ocurre la invasién de las raices de las plantas
leguminosas por bacterias que toman el nitrdgeno atmosférico y lo entregan a las
plantas las cuales proporcionan compuestos necesarios para las bacterias (Atlas
y Bartha, 2002; Fernandez-Canigia, 2020).

2.2. MECANISMOS BACTERIANOS DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO

De acuerdo con distintos estudios todas aquellas bacterias que influyen
sobre el crecimiento de las plantas de manera positiva indirecta o directamente
por cualquier mecanismo, se denominan bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (Rojas-Contreras et al., 2010). Los efectos benéficos se pueden clasificar
como directos que implican la adquisicion de nutrientes, alteraciones en los



niveles de sustancias estimuladoras del crecimiento como fitohormonas, o
indirectos que estan relacionados a la supresion de patdégenos como respuesta
de control frente a potenciales limitantes que genera el ambiente (Glick, 2014).

2.2.1. Fijacion de Nitrégeno

El nitrogeno (N) es considerado después del agua como el
macronutriente mas importante para las plantas. Es indispensable por ser
constituyente de las principales biomoléculas condicionando los procesos en los
que interviene. Forma parte de los aminoacidos constituyentes de las proteinas,
acidos nucleicos (ADN y ARN), esta presente en las moléculas de almacenaje de
energia (ATP y ADP), fosfolipidos y clorofila. Se considera como uno de los
factores mas importantes que limitan el crecimiento de las plantas en los
ecosistemas naturales y en la mayoria de los suelos agricolas por lo que cumple
una funcién importante en la agricultura incrementando los rendimientos,
modificando la composicién quimica y calidad de los cultivos (Marquez et al.,
2005; Frioni, 2006; Azcon- Bieto, 2013; Fernandez-Canigia, 2020).

El N puede ingresar a los sistemas bioldgicos por dos vias, una de ellas
es la fijacion biolégica (FBN) que consiste en la transformacion del N2 atmosférico
en amonio (NHa). Distintos microorganismos procariotas pueden llevar a cabo
este proceso. Segun la fuente de energia que estos utilicen y la interaccion con
la planta se establecen tres sistemas de fijacion biolégica compuestos por:
organismos de vida libre (no presentan interaccién con las plantas y fijan
nitrdgeno para su propio uso), asociados (usan exudados de la raiz, contribuyen
al crecimiento de las plantas sin formar estructuras diferenciadas y no interactuan
con una clase taxonomica de plantas especifica), o simbioticos (establecen una
estrecha relacion). Dentro de los organismos simbidticos fijadores de nitrégeno
se encuentran un grupo de bacterias aerobias, moviles en el suelo, denominadas
rizobios que interactuan con la familia de las Leguminosas y utilizan como fuente
de energia compuestos carbonados generados a través del proceso de
fotosintesis por la planta huésped (Marin et al., 1999, Mengel y Kirkby, 2000,
Fernandez-Canigia, 2020).

La fijacién simbiotica del nitrégeno (FSN) es un proceso relevante por su
contribucion en la economia y sustentabilidad ambiental. La FSN aporta a la
conservacion del suelo y a la sostenibilidad de los sistemas de produccion
reduciendo el impacto negativo del uso de fertilizantes (Beyhaut et al., 2015). Otro
beneficio ambiental es la reduccion de la contaminacion de cursos de aguas, y
emisiones de gases de efecto invernadero, disminuyendo los efectos negativos
sobre la biodiversidad (Beyhaut y Lattanzi, 2019). En términos econdémicos a nivel



nacional anualmente las leguminosas inoculadas aportan nitrégeno proveniente
de la atmésfera en cantidades equivalentes a 500 millones de ddlares (Terra y
Altier, 2015).

2.2.2. Solubilizacion de Fosfatos

El fosforo (P) es uno de los principales macronutrientes esenciales
requeridos por todos los organismos vivos, después del nitrdgeno es el nutriente
mas limitante para el crecimiento de las plantas (Casbis y Torres, 2016). En los
suelos su disponibilidad es esencial para el crecimiento vegetal porque constituye
mas de 0,2% del peso seco de la planta (Banerjee et al., 2010).

Concretamente tiene diversas funciones en las plantas, forma enlaces
ricos en energia como es el caso del ATP o ADP, por lo tanto, desempefa una
funcidn critica porque tiene participacion en la fotosintesis, respiracion y en todo
el metabolismo energético. El fosforo también es un componente estructural de
otros constituyentes biolégicos como son el ARN y ADN. Debido a que estos
componentes regulan el desarrollo y procesos hereditarios en las plantas, la falta
de este nutriente tiene un importante efecto en el crecimiento y reproduccién
(Raghothama, 2000, Azcon- Bieto, 2013).

En el suelo existen diferentes fuentes de fésforo que pueden ser
categorizadas como fdosforo inorganico y organico. La distribucion de las
diferentes formas de fosforo en el suelo depende de factores que incluyen tipo
de suelo, pH, tipo de vegetacion, actividad microbiana y entradas de fertilizantes
(Rooney y Clipson, 2009). En este sentido, las plantas toman el fosforo desde la
solucién del suelo de forma inorganica como H2POs; y/o HPO4 (Mordn, 1996).
Este nutriente ademas de ser imprescindible, es uno de los menos disponibles
en la rizésfera, en nuestro pais se encuentra en deficiencia en la mayoria de los
suelos (Moron, 1996, Casbis y Torres, 2016).

Las plantas han logrado una respuesta evolutiva para afrontar las
deficiencias de fésforo en los suelos; para ello han desarrollado estrategias
simbidticas, en su morfologia y bioquimicas para lograr captar e incorporar este
nutriente. Uno de los mecanismos mas importantes es la asociacion con los
microorganismos de la rizosfera capaces de solubilizar las fuentes inorganicas
de fosforo y en consecuencia aumentar su disponibilidad como fosfatos en la
solucidn del suelo (Patifio-Torres y Sanclemente-Reyes, 2014).

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos constituyen un grupo
importante dentro de los organismos que promueven el crecimiento vegetal que



incluye hongos y bacterias, estan involucrados en un amplio rango de procesos
que afectan la transformacion del fésforo, siendo componentes integrales del
ciclo de este nutriente (Kucey, 1983, Fankem et al., 2006). Dentro de las bacterias
se destacan algunos géneros en los que varios estudios han encontrado
evidencia de su capacidad solubilizadora de fosfatos como son Rhizobium,
Pseudomonas y Bacillus entre otros (Patifio-Torres, 2010).

Los mecanismos de solubilizacion pueden generarse por reduccién de
metales a partir de actividad redox por parte de los microorganismos o produccién
de acidos organicos de bajo peso molecular que ocurre a partir de un descenso
de pH extracelular (Fernandez et al., 2005, Lara et al., 2011, Beltran-Pineda,
2014a). La produccion de acidos organicos (glucénico, oxalico, lactico, etc) se
origina durante el metabolismo de compuestos de alto peso molecular como
carbohidratos, péptidos y lipidos que se encuentran presentes en la materia
organica o son exudados por las raices (Scattareggia, 2016). Los H* generados
por el descenso del pH se intercambian con el P ligado a la superficie de los
cristales de Al (OH)s o Fe (OH)s reduciéndolos y liberando al P (Paredes y
Espinosa, 2010). También se pueden solubilizar fosfatos sin producir acidos
organicos en ese caso el mecanismo principal responsable de la solubilizaciéon
es la produccidon de protones durante la asimilacién del NH4" o a través de las
actividades respiratorias (Restrepo-Franco, 2015).

2.2.3. Produccioén de Fitohormonas

Otro de los mecanismos microbianos que mejora el crecimiento de las
plantas y la tolerancia al estrés es la capacidad de sintesis de fitohormonas en la
rizosfera o el tejido radicular. Las fitohormonas son reguladores de crecimiento,
se conocen por tener un rol importante sobre el metabolismo de las plantas vy,
ademas, estimulan mecanismo de defensa frente a situaciones estresantes para
las plantas (Etesami et al., 2015, Egamberdieva et al., 2017).

Algunas bacterias que habitan la rizésfera pueden influir en el crecimiento
de las plantas al contribuir a la sintesis endégena de fitohormonas, tales como
las auxinas (Rojas-Contreras et al., 2010). Las auxinas son un grupo de
hormonas vegetales naturales que regulan muchos aspectos del desarrollo y
crecimiento de las plantas (Jordan y Casaretto, 2006). El acido indol acético (AlA)
fue uno de los primeros compuestos auxinicos en ser descubierto, es la forma
predominante de las auxinas en las plantas, y participa en diversos procesos
fisiol6gicos como la elongacion, division celular y la diferenciacion de tejidos
(Jordan y Casaretto 2006, Vega-Celedon et al.,, 2016, Borjas-Ventura et al.,
2020). Varios estudios destacan que la biosintesis de este compuesto no sélo



ocurre por parte de las plantas superiores, sino que también en algas y hongos,
y entre las bacterias asociadas a las plantas (Rojas-Contreras et al., 2010, Vega-
Celedédn et al., 2016).

Los AlA bacterianos aumentan el area de la superficie y la longitud de las
raices y, por lo tanto, proporcionan a la planta un mayor acceso a los nutrientes
del suelo y la absorcién de agua. Es posible que las bacterias productoras de AIA
puedan colonizar las raices de las plantas mejor que otras bacterias debido a que
los niveles de AIA debilitan los mecanismos de defensa de las plantas lo que
facilita la colonizacion. El éxito de la invasion y la supervivencia dentro del
huésped también requiere que las bacterias superen las respuestas de defensa
de las plantas desencadenadas después del reconocimiento microbiano (Soto et
al., 2006, Etesami et al., 2015).

Las bacterias benéficas sintetizan predominantemente AIA por una via
alterna (acido indolpiravico) dependiente de triptéfano (Figura 2). Esta via de
biosintesis también llamada indol-3-piruvato (IPA) ha sido descripta por ejemplo
en algunas bacterias de los géneros Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium
(Spaepen et al.,, 2007; Rojas-Contreras et al., 2010). El triptéfano es un
aminoacido que se encuentra entre los principales exudados de las raices y es
el precursor principal en la via de biosintesis de AlA por bacterias (Spaepen et
al., 2007, Vega-Celedon et al., 2016).



Figura 2. Via de biosintesis de acido Indol Acético (AIA) en bacterias.
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Representacion de la via acido indolpiravico de sintesis de AlA. En la primera
etapa ocurre la conversion del triptéfano (TRP) a acido indol piruvato (IPA)
catalizado por una enzima aminotransferasa. En segundo lugar, por accion de
la enzima indol piruvato descarboxilasa el IPA se carboxila a acido indol
acetaldehido (AlAid). En la etapa final el AlAid es oxidado a AlA.

Fuente: Tomado y adaptado de Vega-Celeddn et al. (2016).

La figura 3 muestra una representacién de algunos de los mecanismos
de promocion del crecimiento de las plantas anteriormente descritos. Las
bacterias tienen la capacidad de promover el crecimiento mediante Ila
biofertilizacidn que mejora la absorcion de nutrientes, como por ejemplo la FBN
o la solubilizacién de P. Por otro lado, la fitoestimulacion que refiere la liberacion
de fitohormonas como auxinas, giberelinas y citoquininas que genera efectos
sobre la morfologia de las raices, tasa de germinacion de las semillas,
crecimiento de area foliar. Otros mecanismos implicados son la rizorremediacion
y control del estrés, que no se amplian en esta tesis.



Figura 3. Mecanismos de promocion del crecimiento de las plantas.
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Principales mecanismos de promocién del crecimiento de las plantas:
Biofertilizacion asociado a la capacidad de mejorar la absorcion de nutrientes
como nitrégeno y fosforo, fitoestimulacion a través de la sintesis de fitohormonas,
por ultimo, se describe el mecanismo relacionado con el control de estrés y
agentes patogenos.

Fuente: tomado de Pérez-Montano et al. (2014).

2.3. RIZOBIOS

2.3.1. Simbiosis rizobios — Leguminosas

Los rizobios son bacterias heterétrofas, aerobias, gramnegativas, de
forma normalmente bacilar o cilindrica, y generalmente mdviles gracias a que
poseen flagelos polares o peritricos, segun como se inserten en la superficie de
las células, en sus extremos o0 en muchos sitios respectivamente. En medios
solidos forman colonias planas a convexas y el color puede variar desde blanco
opaco, a blanco lechoso, o traslucidas; tienen aspecto mucilaginoso debido a que



la mayoria de las cepas producen abundantes polisacaridos extracelulares
(Frioni, 1990, Madigan et al., 2015, Azcon—Bieto y Talon, 2013).

En funcidn de sus caracteristicas se pueden categorizar en dos grupos;
rizobios de crecimiento rapido con tiempo de generacion entre 3y 4,5 horas y de
crecimiento lento con tiempo de generacién entre 6 y 8 horas, los primeros
acidifican el medio y liberan abundante cantidad de polisacaridos mientras que
los rizobios de crecimiento lento alcalinizan el medio y generan menor cantidad
de polisacaridos (Frioni, 1990).

Los rizobios tienen la capacidad de interactuar con plantas
pertenecientes a la familia de las Leguminosas, como respuesta a esta
interaccion se induce la formacién de estructuras denominadas nédulos en las
raices de las plantas. En los ndodulos estas bacterias mediante una reaccién
catalizada por el complejo nitrogenasa, reducen el nitrégeno en su forma gaseosa
a un compuesto utilizable (NH4) que es asimilado por las células (Marin et al.,
1999; Mayz-Figueroa, 2004).

Para que ocurra un reconocimiento mutuo entre las plantas y los rizobios
se genera un proceso mediado por sefiales bioquimicas, en el que las
leguminosas secretan flavonoides a través de la raiz, estas sustancias son
quimioatractantes y provocan el desplazamiento de los rizobios hacia la
superficie radical. También inducen la expresion de genes nod requeridos para
producir factores de nodulacién (Nod); estos forman un grupo de lipo- quito-
oligosacaridos que son reconocidos por células que se encuentran en la
epidermis de la raiz de la planta huésped (Oldroyd et al., 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Interaccion rizobios - Leguminosa.
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Mecanismo de reconocimiento entre rizobios y plantas mediado por sefales
bioquimicas. Las leguminosas secretan sustancias (flavonoides), el
reconocimiento de ellos por los rizobios da lugar a la sintesis de proteina nodD.
A continuacion, se expresan genes implicados en el proceso de nodulacion.

Fuente: tomado de Fernandez-Canigia (2020).

Las bacterias pueden ingresar a las plantas por distintos mecanismos,
aunque la forma de infeccion mas comun es la adhesion de los rizobios a los
pelos radicales, para ello los rizobios se desplazan hacia puntos localizados de
las raices y luego se produce la curvatura o ramificacion de los pelos radiculares
que envuelven las células bacterianas a continuacion se forma un tubo
denominado filamento o hilo de infeccion que se extiende por el pelo de la raiz,
dentro de los tejidos infectados los rizobios se multiplican dando lugar a la
morfogénesis del nédulo. Los rizobios se liberan hacia el citoplasma de la célula
huésped y rodeados por una membrana vegetal forman simbiosomas donde se
diferencian en bacteroides dando lugar al proceso de fijacion de nitrégeno
(Ferguson et al, 2010, Kouchi et al., 2010). La figura 5 representa los procesos
involucrados en la formacion de los nédulos.
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Figura 5. Etapas en la formacion de nédulos entre rizobios y Leguminosas.

Esquema del establecimiento de la simbiosis rizobio — leguminosa. 1- las raices
liberan flavonoides que son reconocidos por los rizobios presentes en la rizosfera
que como respuesta secretan factores de nodulaciéon 2- ingreso de rizobios a
través de la curvatura de pelos radiculares 3- formacién del hilo de infeccién 4-
ramificacion del hilo de infeccion que permite la colonizacion del tejido y
formacion del nddulo a partir de divisiones celulares constantes.

Fuente: tomado de Oldroyd et al. (2013).

Cuando la planta muere, el nédulo se deteriora, liberando bacteroides en
el suelo. Aunque estos son incapaces de dividirse, un pequefio numero de células
de rizobios durmientes esta siempre presente en el nédulo. Estas células pueden
proliferar, empleando como nutrientes algunos de los productos del ndédulo
deteriorado. Las bacterias pueden entonces iniciar la infeccién en la siguiente
estacion de crecimiento, o bien mantener una existencia libre en el suelo.

2.3.2. Rizobios como enddfitos de plantas no leguminosas

Las distintas cepas de rizobios pueden establecer relaciones endofiticas
con plantas de otras familias como las gramineas. En Egipto hace mas de 700
afos se realizan rotaciones trébol - arroz asegurando una poblacion de rizobios
en el suelo, estos que comunmente son simbiontes de leguminosas se han
encontrado dentro de las raices de las plantas de arroz (Yanni et al., 1997). Los
rizobios colonizan en grupos las zonas laterales o los extremos de las raices, a
su vez pueden multiplicarse y sobrevivir dentro de los tejidos vegetales de las
plantas de arroz (Prayitno et al.,1999).
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Algunas cepas de rizobios pueden promover significativamente el
crecimiento de las plantas de arroz. El rendimiento del grano, la absorcion de
nutrientes como por ejemplo fésforo y la concentracion de AlA en raices de
plantas de arroz puede aumentar como respuesta a la inoculacion de las plantas
con cepas de rizobios (Biswas et al., 2000). La inoculacion de semillas de arroz
con cepas de rizobios tiene efectos en el crecimiento y rendimiento de las plantas,
este aumento en el rinde es producto de mecanismos que aumentan la tasa
fotosintética y ello se observa en la produccion total de biomasa del cultivo (Peng
et al., 2008). Resultados similares se obtuvieron, en un estudio en el que se
evalud el efecto de la inoculacion con distintas cepas de rizobios sobre el
crecimiento de las plantas de arroz; se alcanzé un mejor crecimiento de las
plantas en comparacion al control no inoculado destacando la capacidad de los
rizobios para influir en el crecimiento vegetativo, actividad fotosintética y
reproductiva (Chi et al., 2005).

2.4. EL CULTIVO DE ARROZ EN EL URUGUAY

Por sus caracteristicas climaticas y geograficas Uruguay puede
desarrollar la produccién de arroz como una de las principales actividades de su
sistema productivo agroindustrial (INIA, 2006). La existencia de un clima sub -
tropical humedo, una distribucién anual de las lluvias e importantes fuentes de
agua dispersas por todo el territorio nacional han creado las condiciones para
que el arroz en nuestro pais se convierta en una de las principales fuentes
productivas y de mano de obra (MINTUR, 2021).

En cuanto al area que ocupa el rubro la superficie sembrada total de arroz
en la zafra 2020/21 fue estimada en poco mas de 139 mil hectareas. (MGAP.
DIEA, 2021). La zafra 20/21 obtuvo un rendimiento récord promedio de 188
bolsas por hectarea -secas y limpias- que representan 9.400 kg/ha, 10% mas que
la zafra anterior y el mas alto de la historia, después de los 8.800 kg/ha de la
zafra 2008-09 (Récord en produccion..., 2021).

2.4.1. Fase Agricola

La categoria de semilla mas utilizada es la certificada. La certificacion de
semillas implica que INASE verifique la conformidad de que la produccién se
realiza de acuerdo con los requisitos establecidos en los estandares de
produccion y comercializacion de esta especie (Sotelo, 2011).
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El cultivo de arroz alterna generalmente el uso del suelo con la ganaderia
rotando con pasturas sembradas o regeneradas y ocasionalmente con otros
cultivos (Molina et al., 2019).

Como se observa en la figura 6 el cultivo de arroz se localiza en tres
zonas: norte-litoral oeste, centro y este. La zona norte-litoral oeste esta
conformada por los departamentos de Artigas, Salto, Paysandu, Rio Negro y
Soriano; la zona centro por Rivera, Tacuarembd y Durazno y la zona este por
Cerro Largo, Treinta y Tres, Rocha y Lavalleja (MGAP. DIEA, 2019).

Figura 6. Distribucion de las zonas productoras de arroz en Uruguay.

Fuente: tomado de Zorrilla (2015).

El numero y proporcidon de cultivares sembrados ha cambiado
sustancialmente en los ultimos afios. En 2005 3 cultivares, INIA Tacuari, El Paso
144 e INIA Olimar ocupaban el 95% del area del pais (Molina et al., 2020). En la
zafra 2020/2021 las variedades INIA Merin, Guri INTA CL e INIA Olimar fueron
las mas sembradas (Figura 7) (MGAP. DIEA, 2021).
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Figura 7. Cultivares utilizados en la ultima zafra 2020/2021.
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INIA Merin, liberado en 2015, es un cultivar del subtipo indica, de grano
largo fino, con muy alto potencial de rendimiento. La calidad molinera es
adecuada con destacados porcentajes de granos enteros y blanco total. Este
cultivar expresa su potencial productivo en siembras tempranas en la region Este,
Centro-Norte y Norte del pais (INIA, 2018).

GURI INTA CL se caracteriza por un alto rendimiento agricola, excelente
calidad molinera y culinaria, ademas de ser resistente a herbicidas del grupo de
las imidazolinonas (tecnologia Clearfield). Es clara la tendencia de los
productores de la regién a plantar variedades de arroz con esta tecnologia por
ser, en principio, una herramienta eficaz al problema de malezas, especialmente
el arroz rojo (Sanabria, 2018).

INIA Olimar proviene del cruzamiento entre una linea introducida en
viveros internacionales (CIAT) y una linea local, hermana de INIA Cuard,
realizado en INIA Treinta y Tres en 1991. Se ha destacado a nivel experimental
por su elevado potencial de rendimiento, estabilidad, y precocidad (Blanco et al.,
2004).

El arroz es un cultivo que implementa sistema de riego y la técnica
utilizada implica la siembra en condiciones de secano con inundacion continua
desde los 15 a 45 dias posteriores a la emergencia hasta que el cultivo alcanza
la madurez fisiologica (Balian et al., 2018).

15



El complejo arrocero requiere un elevado nivel de inversion por hectarea en lo
referido a costos directos, y de un paquete tecnolégico que tiene implicito el
disponer de cierta escala de produccién y de un nivel empresarial para el
adecuado desarrollo de la actividad (Garcia et al., 2011). Esto hace que el sector
en nuestro pais se caracterice por tener productores con un perfil mas
empresarial, donde los productores de tipo familiar practicamente no existen
(Tommasino y Hernandez, 2003).

2.4.2. Fase Industrial

El sector arrocero del Uruguay se caracteriza por una solida integracion
vertical de los agentes, donde sus actividades involucran todas las etapas de la
cadena productiva, desde las etapas iniciales del cultivo hasta la exportacion
(Courdin y Hernandez, 2013).

Es destacable la fuerte interaccion que existe entre las distintas partes
del complejo, desde el cultivo en la chacra, hasta la exportacién del grano,
pasando por los agentes de financiacidn, instituciones de investigacion, la
industria, y el Estado como integrante en la negociacion de los precios y en la
implementacion de politicas (Courdin, 2014).

2.4.3. Fase Comercial

Uruguay ocupa el 7° lugar en el mundo en las exportaciones de arroz
segun el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria del Uruguay (INIA). De
acuerdo a datos de la Asociaciéon de Cultivadores de Arroz, Uruguay lo vende a
mas de 60 paises, alimenta a mas de 17 millones de personas y genera en el
pais, mas de U$S 500 millones en exportaciones y 30.000 puestos de trabajo
directos e indirectos (MINTUR, 2021).

El 95% de la produccién de arroz se exporta, y este rubro ocupa el quinto
lugar entre las principales exportaciones del pais (Lopez Rodriguez et al., 2020).
El restante 5% se asigna al mercado interno (consumo humano y semilla
principalmente) (Salgado, 2019).

Los controles aplicados a la produccion de la semilla, el uso de tecnologia
de ultima generacion para los procesos de sembrado, cosecha, secado y de
molineria, y los cuidados relativos al transporte y comercializacion, han sido la
causa principal para el actual posicionamiento en el mercado internacional.
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Ademas, es importante destacar la no introduccién de arroz transgénico al
sistema arrocero de nuestro pais, lo que ha permitido que el arroz uruguayo sea
reconocido como natural a nivel mundial (Courdin y Hernandez, 2013, Courdin,
2014).

Teniendo en cuenta la importancia del sector arrocero en nuestro pais y
considerando los antecedentes analizados que evidencian las interacciones
benéficas entre plantas de arroz y rizobios que colonizan las raices
comportandose como enddfitos; se formuld la hipdtesis de este trabajo y en ella
se plantea que cepas de rizobios nativas aisladas de arroz y comerciales que
nodulan Lotus corniculatus o Trifolium repens promueven el crecimiento de raices
y parte aérea en plantas de arroz.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. CEPAS DE RIZOBIOS

Para este trabajo se utilizd una coleccidn de cepas de rizobios del
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Agronomia que nodulan Lotus
corniculatus o Trifolium repens. Las cepas habian sido aisladas de raices
desinfectadas de plantas de arroz obtenidas del ensayo de larga duracion de la
Estacién Experimental Paso de la Laguna, INIA, Treinta y Tres (Terra et al.,
2003). Se seleccionaron 14 aislamientos que nodulan Trifolium repens'y 16 que
nodulan Lotus corniculatus teniendo en cuenta el origen de los mismos ya que
provenian de distintas rotaciones arroceras y el perfii de BOX-PCR que
presentaban segun caracterizacion genética realizada previamente (Cuadro 1).
Ademas, se utilizaron cepas de referencia que se emplean para la elaboracion
de los inoculantes comerciales de Uruguay: U531 Mesorhizobium loti, U510
Mesorhizobium huakuiiy U204 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, cedidas por
el Laboratorio de Microbiologia de suelo de INIA, Las Brujas.

Cuadro 1. Cepas de rizobios que nodulan Lotus corniculatus (LRT) o Trifolium
repens (TRT) aisladas de raices de arroz de distintas rotaciones.

Cepas Origen Perfil Cepas Origen Perfil
(rotacién y | BOX- (rotacion | BOX-
bloque) PCR y bloque) | PCR

LRT4 R4 | I TRT 3 R4 Il Il

LRT11 R4 | Il TRT6 R4 11 nd

LRT13 R4 | 1l TRT7,10 R4 Il I

LRT14 R4 | \Y TRT1,8,14,17 | R4l 11

LRT28 R4 I [l TRT21 R3 | V

LRT30 R4 I nd TRT28, 33,34,35 | R2 1l 11

LRT35 R4 I \Y TRT48k R5 X

LRT36 R4 I nd

LRT47 R4 I VI

LRT56 R4 I nd

LRT60 R4 I Vi

LRT64 R4 I VI

LRT65 R4 I \Y

LRT70 R3 Il nd

LRT72 R3 I 1l

LRT74 R3 Il \Y

R2: rotacion arroz-cultivo, R3: arroz-pradera corta, R4: arroz-pradera larga, R5: arroz-
soja-pradera, nd: no determinado.
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3.1.1. Condiciones de crecimiento de las cepas

La coleccion de cepas de rizobios se encontraba conservada en glicerol a
-20°C en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Agronomia. Para el
crecimiento de las cepas en medio solido se utilizaron placas con medio EMA (Extracto
de levadura-Manitol-Agar) (Cuadro 2). Se realizaron sucesivos repiques hasta obtener
colonias aisladas y las placas se incubaron a 28°C.

Cuadro 2. Composicion del medio EMA.

Componentes Cantidad
K2HPO4 0,5g/L
MgS047H20 0,2 g/L
NaCl 0,1g/L
Manitol 10 g/L
Extracto de levadura 0,4 g/L
Agar 18 g/L

Solucién rojo congo 1/400 10 ml/L

El crecimiento en liquido se realizd en tubos con medio TY (Triptone-Yeast
Extract) (Cuadro 3), incubados a 28°C con agitacion a 150 rpm. Una vez crecidos se
determiné la densidad 6ptica a 600 nm para ajustar el numero de células requerido en
cada ensayo.

Cuadro 3. Composicion del medio TY.

Componentes Cantidad
Triptona 54g/L
Extracto de levadura 3g/L
Cl2CazH20 0,87 g/L
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3.2. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS

3.2.1 Eficiencia simbidtica

Se evalud la eficiencia simbidtica de los aislamientos en condiciones
controladas. Para el crecimiento de las plantas se emplearon tubos con 25 ml de
medio Fahraeus (Cuadro 4) al que se le agregd 7 g/l de agar.

Cuadro 4. Composicion del medio Fahraeus.

Soluciéon  Solucién stock g/1000 ml  de ml de solucién stock/L

solucion stock de solucion
1 Naz:HPO4.2H20 15 10
2 FeCitrato 5 10
3 CaClz 10 10
4 MgSOa4. 7H20 12 10
5 KoHPO4 10 10
6 micronutrientes 1

Solucién de micronutrientes del medio Fahraeus.

Solucion  Solucién stock g/100  ml  de ml de solucién stock/L

solucion stock de solucion
1 CuS04.5H20 0.04 1
2 ZnS04.7H20 0.012 1
3 H3BOs3 0.140 1
4 Na2Mo0O4.2H20 0.1 1
5 MnSO4.H20 0.150 1

Se desinfectaron semillas de Lotus corniculatus y Trifolium repens
sumergiéndose durante 1 minuto en alcohol 70% (v/v), 2 minutos en hipoclorito
2% vy finalmente se enjuagaron 5 veces con agua destilada estéril. Para la
germinacion se utilizaron semillas desinfectadas que fueron colocadas en placas
con agar- agua 3% y se incubaron en la camara de crecimiento durante 2 dias a
28 °C. Luego de germinadas se sembraron 2 semillas de cada especie por tubo.
La inoculacién se realizo 2 dias después del trasplante con 1 ml del cultivo puro
con 10° ufc de cada cepa por tubo, con 4 repeticiones por cepa. Para el caso de
Lotus corniculatus se incluyd un tratamiento inoculado con la cepa comercial
U531 Mesorhizobium loti, y para Trofolium repens un tratamiento inoculado con
la cepa comercial U204 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Se incluyé un
tratamiento control que no fue inoculado y un tratamiento con aplicacion
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nitrogenada (1mL de solucion de KNOs). Las plantas fueron mantenidas en
camara de crecimiento a 25 °C con 16 horas de luz y 8 de oscuridad como
fotoperiodo. La cosecha se realizé a los 2 meses de realizada la siembra. Se
analizo la capacidad de las cepas de nodular las plantas para lo que se determiné
el numero de plantas noduladas al momento de la cosecha y la eficiencia
simbidtica que se determiné mediante el peso seco de la parte aérea y de la raiz
secados en estufa a 60°C durante 48 horas.

La capacidad de nodulacion y eficiencia simbidtica de las cepas aisladas

de arroz que nodularon trébol fue determinada utilizando el mismo procedimiento
que en L. corniculatus, pero con semillas de T. repens.

3.2.2. Caracteristicas relacionadas a la colonizacion

3.2.2.1. Degradacion de pectina

La capacidad de degradar pectina se evalué utilizando medio TY sdlido
agregando pectina citrica con una concentracion de 0.5% (p/v). Las cepas
crecieron en medio TY liquido a 28°C con agitacion y se ajustd densidad optica
a 600 nm a 0,4 con medio TY. En cada placa se inocularon por triplicado gotas
con 10 ul del cultivo puro de cada cepa. Debido a las diferencias en velocidad de
crecimiento de las cepas las placas inoculadas con los aislamientos de L.
corniculatus se incubaron a 28°C por 9 dias mientras que los aislamientos que
nodulan T. repens se incubaron por 5 dias.

Para determinar la capacidad de cada cepa de hidrolizar pectina, luego
de la incubacion las placas se cubrieron con lugol durante 2 minutos, se eliminé
el excedente y se midid el diametro del halo y de la colonia formada (Pariona-
Llanos et al., 2010).

3.2.2.2. Movilidad-swimming

La movilidad se evalud utilizando placas con agar al 0,3% (p/v) y agua.
Las cepas crecieron en medio TY liquido a 28°C con agitacién, se ajustd densidad
optica a 600 nm a 0,4 con medio TY y luego se diluyeron 1/10. Cada placa se
inoculd por triplicado con 1 ul del cultivo crecido. Para realizar la inoculacion se
introdujo la pipeta 1 mm por debajo de la superficie del agar. Los aislamientos
que nodulan L. corniculatus y T. repens se incubaron en estufa a 28°C durante
28 y 31 dias respectivamente. Posteriormente se midio el halo blanco formado
en cada punto en que se realizo la inoculacién como indicador de la capacidad
de movilidad de las cepas (Vicario et al., 2015).
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3.2.2.3. Formacion de Biofilm

Para evaluar la formacion de biofilm se siguié el método de cristal violeta
(Mareque et al., 2015). Para llevar a cabo este procedimiento las cepas crecieron
en medio TY liquido a 28°C con agitacién y se ajusté la densidad éptica a 600 nm
a 0,1 con NaCl 0,85%. Se inocularon microplacas de 96 pocillos con 100 pl de
los cultivos crecidos (5 repeticiones por cepa), mas un control que consistié en
medio TY estéril. Las microplacas se incubaron tapadas sin agitacion durante 48
horas a 28°C. Luego de la incubacion se midio el crecimiento a 590 nm.

Para analizar la formacion de biofilm se descart6 el cultivo, se lavaron las
placas tres veces con NaCl 0.85% (p/v) y se secaron invertidas a temperatura
ambiente. Se agregaron 200 pl de cristal violeta 0.1% (v/v) y se incubaron durante
15 minutos. Transcurrido este tiempo se elimind el colorante invirtiendo las
placas, se enjuagaron con agua destilada y secaron con papel absorbente. Por
ultimo, se agregaron 200 pl de alcohol 95% (v/v) y se incubaron durante 10
minutos hasta realizar la lectura de la placa a 570 nm.

3.2.3. Caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal

3.2.3.1. Solubilizacién de fosfatos

Se utilizé6 medio sélido NB-RIP con fosfato tricalcico como unica fuente
de fésforo compuesto por: Glucosa 10g/L; Cas(POa4)2 5g/L; MgCl26H20 5g/L;
MgSO47H20 0,25g/L; KCI 0,2g/L; (NH4)2S04 0,1g/L; agar 1,5% (p/v) (Nautiyal,
1999). Las cepas crecieron en medio TY liquido a 28°C con agitacion, se ajusto
densidad 6ptica a 600 nm a 0,4 con medio TY. En cada placa se inocularon por
triplicado gotas con 10 ul del cultivo puro de cada cepa. Se realizaron 3
repeticiones por cepa. Las placas fueron incubadas durante 30 dias a 28°C. Por
ultimo, para estimar la capacidad solubilizadora de las distintas cepas se midio el
halo de solubilizacién y se calcul6 el indice de solubilizacion determinado como
la relacion entre el halo de solubilizacion (colonia + halo zona) / diametro de la
colonia (Kumar y Narula, 1999).

3.2.3.2. Produccion de acido Indol acético

Se utilizé la técnica de Salkowsky (Gordon y Weber, 1951). Inicialmente
cada una de las cepas se cultivd durante 48 horas con agitacion en tubos de 3
ml de medio TY liquido suplementado con 2 mg. mL-"de triptéfano. Se midio la
densidad 6ptica a 600 nm como medida del crecimiento alcanzado por cada cepa.
Cada cultivo se centrifugé a 12000 RPM durante 15 minutos, y luego se
mezclaron 750 ul del sobrenadante del cultivo con 750 pl del reactivo Salkowsky
(50 mL 35 % HCIO4 + 1mL FeCls). Se incub6é a temperatura ambiente en la
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oscuridad durante 30 minutos y se midi6 la absorbancia a 530 nm. La
concentracion de AlA se calculd utilizando un curva patron con concentraciones
de AIA desde 2.5 a 40 pg/ml. EIl crecimiento de los aislamientos a 600 nm
presento variabilidad por lo que la variable AIA (ug/ml) se normalizé en base a
los valores de DO a 600 nm y se expresé como AlA/ crec.

3.3. CAPACIDAD DE PROMOVER EL CRECIMIENTO EN ORIZA SATIVA

La capacidad de las cepas de rizobios de promover el crecimiento de O.
sativa cultivar INIA Olimar se evalud en dos ensayos: germinadores y un ensayo
en invernaculo.

3.3.1. Germinadores

Para realizar este ensayo las cepas que nodulan de L. corniculatus o T.
repens se incubaron en medio liquido TY a 28°C durante 36 horas. Se midio la
densidad optica a 600 nm y se ajustd a 0,3 con medio TY.

Para esterilizar las semillas de O. Sativa se las sumergi6é en hipoclorito
2% vy alcohol 70% por 1 y 2 minutos respectivamente, luego se realizaron 5
lavados con agua destilada estéril. Se pesaron 2 gramos de semillas, se
colocaron en frascos con los cultivos de las cepas crecidas con agitacion durante
30 minutos vy, luego se sembraron. Para realizar la germinacion se utilizaron
servilletas de papel absorbente en el que se distribuyeron las semillas de forma
horizontal conformando tres lineas (bloques) de 15 semillas cada uno. Se incluyé
un tratamiento control sin inocular en el que se sumergieron las semillas en NaCl
0.85%.

Las servilletas se enrollaron y se mantuvieron en bolsas de nylon a 28 °C
con riego con agua estéril cada dos dias hasta la cosecha 15 dias post
inoculacion. Al momento de la cosecha se contabilizé el total de semillas
germinadas, y se medio la extension de la raiz de cada semilla.

3.3.2. Ensayo en invernaculo

Para realizar este ensayo se seleccionaron 3 cepas de rizobios que
nodulan L. corniculatus y 3 cepas que nodulan T. repens teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en los ensayos mencionados anteriormente, ademas se
incluyeron las cepas comerciales U510 Mesorhizobium huakuii 'y U204
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Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Las cepas se cultivaron en frascos con 100
mL de medio liquido TY a 28°C con agitacion. Se midio la densidad éptica a 600
nm y se realizaron las diluciones necesarias en NaCl para llevar los cultivos a
una densidad 6ptica de 0.6.

Las semillas de O. sativa cultivar INIA Olimar fueron desinfectadas con
el mismo procedimiento que se utilizé en la prueba de germinacion e inoculadas
colocandolas en los frascos con los cultivos diluidos durante 30 minutos con
agitacion. Posteriormente se realiz6 la siembra de dos semillas por maceta con
500 g de arena y vermiculita estéril en proporcion 1:1. Se realizaron 5 repeticiones
por tratamiento.

Las plantas fueron mantenidas durante 30 dias en invernaculo con riego
diario con 200 ml de soluciéon Hoagland (Cuadro 5) y agua hasta llegar a 800 g.

Cuadro 5. Composicion de la solucién Hoagland.

Solucion  Solucién stock g/100 ml de ml de solucién Elemento
solucion stock/L de
stock solucion nutritiva
1 KNO3 1M 10,11 6 KN
2 CaS04 1M 17,22 4 CasS
3 MgSO4.7H201 M 24,647 1 Mg S
4 KH2PO4 1 M 13,609 2 KP
5 Solucion de - 2
micronutrientes
6 Fe-EDTA 1000 3 0,3 Fe
mg/L

Solucién de micronutrientes (5)

Compuesto g/100 ml de solucién stock Elemento

KCI 0,1864 Cl
H3BOs3 0,0773 B
MnSO4+.H20  0,0169 Mn
ZnS04.7H20  0,0288 Zn
CuS04.5 H20 0,0062 Cu
(NH4)6Mo07024 0,0041 Mo

Con la finalidad de conocer el numero de rizobios presentes en la semilla
de O. sativa al momento de la siembra se realiz6é un recuento de viables en placa.
Se colocaron 9 semillas en tubos con 9 mL de NaCl 0,85% (p/v) y de este tubo
se realizaron 5 diluciones seriadas en tubos con NaCl 0,85% (p/v) y se sembraron
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100 uL de cada dilucién en placas con medio EMA por duplicado. Las placas se
incubaron a 28°C durante 5 dias para los tratamientos inoculadas con rizobios
que nodulan T. repens y 10 para los inoculados con cepas que nodulan L.
corniculatus. Se contaron colonias en las diluciones que presentaron entre 30-
300 colonias y se expreso el resultado como ufc/semilla.

Posteriormente a los 10 dias de la siembra, se llevé a cabo otro recuento
de rizobios presentes en las raices utilizando la técnica de micro gota (Howieson
y Dilworth, 2016). Se extrajeron las raices de las plantas, una repeticion de cada
tratamiento y se pesaron sobre papel de aluminio. A continuacion, se colocaron
en tubos con 9 mL de NaCl 0,85% (p/v), se agitaron durante 2 minutos y se
realizaron diluciones seriadas. Las placas se dividieron en 6 sectores para
realizar la inoculacién; se colocé una gota (25 pl) de cada dilucién en cada sector,
evitando salpicar para no contaminar entre las diluciones. Las placas se
incubaron en estufa a 28 °C durante 2 dias. Las placas se observaron para
determinar el numero colonias teniendo en cuenta que el método toma como
dilucién apropiada para el conteo aquella que presente entre 5-50 ufc. El
resultado obtenido se corrigio por el peso de las raices para expresar el numero
de ufc/g de raiz.

Al momento de la cosecha (30 dias desde la instalacion del ensayo) se
determind peso seco de parte aérea y de raiz secados en estufa a 60°C durante
48 horas.

Para determinar la presencia de rizobios viables luego de trascurridos 30
dias de la inoculacion, se realizdé un ensayo utilizando un macerado de raices
desinfectadas. Se elaboré una muestra compuesta por 0,1 g de raices de cada
una de las 5 repeticiones realizadas para cada tratamiento. Las raices se
desinfectaron en alcohol 70% e hipoclorito 2% por 1 y 2 minutos respectivamente,
luego se realizaron 5 lavados con agua destilada estéril. Se colocaron en total
0,5 g de raices en un mortero estéril y se maceraron utilizando con 9 mL de NaCl
0.85% (p/v). De ese macerado se prepararon diluciones seriadas que fueron
utilizadas para inocular con 1 mL las plantas de L. corniculatus y T. pratense
luego de 3 dias de sembradas. Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento.
Luego de 30 dias se determiné la presencia o no de nodulos en las plantas. El
procedimiento utilizado para el crecimiento de las plantas de L. corniculatus 'y T.
pratense fue similar al empleado en el ensayo de eficiencia simbidtica; se
prepararon tubos con 25 mL de medio Fahraeus, y se sembraron las semillas
desinfectadas y pregerminadas.
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de todos los ensayos se realizé utilizando el
programa Infostat (Di Rienzo et al., 2018) y la normalidad fue evaluada con el test
de Shapiro-Wilk.

La variable peso de planta entera analizada en el ensayo de eficiencia
simbidtica no se distribuyé normalmente por lo que se transformdé utilizando la
funcidn raiz cuadrada. Se utilizé un analisis de varianzas (ANAVA) y se
compararon las medias aplicando el test de Tukey (p<0,05).

En el ensayo de produccion de biofilm la variable crecimiento se analizé
utiizando (Box—Plot) para eliminar valores fuera de rango y la relacidon
crecimiento / biofilm por no cumplir con el supuesto de normalidad se transformo
utilizando la funcion logaritmo.

Las variables halo de degradacién de pectina, halo de movilidad,
crecimiento, crecimiento/biofilm, AIA/ crecimiento, largo de raiz, peso seco de
parte aérea y de la raiz (ensayo en invernaculo) se analizaron mediante prueba
de varianzas (ANAVA) y se compararon las medias aplicando el test LSD de
Fisher (p<0,05).

La variable indice de eficiencia de solubilizacién se analiz6 mediante la
prueba no paramétrica Kruskal-Wallis por pares a un nivel de significancia del
p<0,05. El porcentaje de germinacién se analizé utilizando el modelo lineal
generalizado mixto (MLGM).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS

4 .1.1. Eficiencia simbidtica

Los resultados de la eficiencia simbidtica de las cepas, determinados a
partir de la biomasa de la planta entera expresada como peso seco y a través de
la presencia de ndédulos en el sistema radicular de las plantas inoculadas
mostraron diferencias entre las cepas. De las 16 cepas en estudio que
originalmente nodularon L. corniculatus, se observo que LRT4 y LRT 70 no fueron
capaces de generar nodulos en las plantas por lo que se descartaron y no se
incluyeron en los siguientes ensayos, debido a que no se pudo demostrar que se
logro establecer eficientemente la simbiosis rizobio- leguminosa.

Las restantes 14 cepas formaron nodulos en las raices de las plantas de
L. corniculatus pudiéndose determinar diferencias significativas en la eficiencia
(Figura 8). Las cepas LRT 14, LRT 47, LRT 56, LRT 64, LRT 65, y LRT 72 dejaron
en evidencia que no todas las interacciones son benéficas o positivas ya que
mostraron ser muy poco eficientes puesto que la biomasa producida por las
plantas inoculadas no presentd diferencias significativas con el control sin
inocular (Figura 8). Frente a la presencia de poblaciones de rizobios nativos
existe la posibilidad de que estas sean abundantes y competitivas, pero no
siempre presenten una elevada fijacion de nitrdgeno, motivo por el que en
algunas ocasiones se observa un descenso en el rendimiento de un cultivo. Esta
situacion es coincidente con los resultados obtenidos por Baraibar et al. (1999)
en el que se analizé una poblacién de rizobios nativos y su eficiencia en el
establecimiento de la simbiosis en Lotus, donde se observaron situaciones en las
qgue no lograron formar nodulos viables, por lo que presentaron una asociacion
simbidtica ineficiente. Segun Denton, citado por Batista et al. (2015), estas
poblaciones de rizobios nativos generan consecuencias negativas en primer
lugar porque no son eficientes en la fijacidn de nitrégeno ademas de que se
pueden establecer relaciones de tipo parasitarias.

A diferencia de lo mencionado anteriormente las plantas inoculadas con
las cepas LRT 13, LRT 30, LRT 36, LRT 35, U510 y U531, no presentaron
diferencias significativas respecto al control nitrogenado, que obtuvo el mayor
valor en peso seco de planta entera, por lo que estos aislamientos se catalogaron
como los mas eficientes (Figura 8). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Monza et al. (1992) quienes caracterizan una poblacion de rizobios
nativos que nodulan L. corniculatus logrando establecer nodulaciones efectivas y
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donde la eficiencia simbidtica fue similar o superior a la cepa del inoculante
comercial.

Figura 8. Biomasa generada por plantas de L. corniculatus (LRT) inoculadas
con cepas de rizobios aisladas de O. sativa. Se incluyeron cepas de rizobios de
los inoculantes comerciales U510 y U531, control nitrogenado (N) y control sin
inocular (C).
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Letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey p < 0,05). n= 4.

Por otra parte, todas las cepas de rizobios aisladas de arroz que
originalmente nodularon T. repens volvieron a generar nodulacion en las raices,
por lo que no se descartaron aislamientos para los proximos ensayos. La biomasa
producida en las plantas inoculadas con estos aislamientos fue en todos los
casos mayor que la del control sin inocular y no se diferencié del tratamiento
inoculado con la cepa del inoculante comercial U204 ni del control con aplicaciéon
nitrogenada (Figura 9); a excepcion de la cepa TRT 33 que se destaco por su
eficiencia ya que la biomasa superé a la cepa comercial U204 y al control
nitrogenado (Figura 9). Este resultado concuerda con investigaciones realizadas
en el pais donde se reportan poblaciones de rizobios nativas que nodulan T.
repens con presencia de cepas eficientes (Rodriguez-Blanco et al., 2010, Batista
et al., 2015). Se ha comprobado que las plantas inoculadas con algunas de estas
cepas nativas en comparacion con la cepa U204 logran valores similares o
mayores en produccion de forraje entre otros parametros de interés demostrando
su adaptacion y eficiencia para fijar nitrégeno (Irisarri et al., 2019).

28



Figura 9. Biomasa generada por plantas de T. repens (TRT) inoculadas con
cepas de rizobios aisladas de O. sativa. Se incluyeron la cepa de rizobios del
inoculante comercial U204, control nitrogenado (N) y un control sin inocular (C).
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Letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey p < 0,05) n=4

4 1.2 Caracteristicas relacionadas a la colonizacién

4.1.2.1. Degradacion de pectina

La degradacion de pectina citrica se estimé a partir del diametro del halo
formado por cada colonia en cada punto de inoculacién (Figura 10), se utilizo este
valor como indicador de la capacidad de los aislamientos en degradar pared
celular y su importancia radica en que la actividad pectinolitica podria estar
relacionada con la capacidad de interactuar con la planta huésped y establecerse
como endofitos de raiz.

Los resultados indicaron que 9 de las 16 cepas que nodulan L.
corniculatus presentaron halos de degradacion (Cuadro 6). Datos similares
fueron obtenidos por Pariona—Llanos et al. (2010), que obtuvieron un porcentaje
considerable de cepas (66%) aisladas de cana de azucar con capacidad de
degradar pectina.

Por otro lado, los aislamientos que nodulan T. repens presentaron una
baja actividad ya que no formaron halos de degradacion de pectina, estos
resultados concuerdan con Castanheira et al. (2014) donde si bien se encontré
habilidad de degradar pectina por parte de distintos géneros bacterianos, para el
caso de bacterias pertenecientes al género Rhizobium se reportd escasa
capacidad. Si se tiene en cuenta otros componentes de la pared celular, Mareque
et al. (2015) determiné la actividad hidrolitica de celulosa y hemicelulosa de
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enddfitos de sorgo dulce en Uruguay, concluyendo que del total de aislamientos
en estudio solo un porcentaje menor logré evidenciar capacidad de degradacion
de paredes celulares, pero de todos modos se establecieran como endofitos. Es
interesante tener en cuenta este enfoque porque determina que a pesar de que
los aislamientos presenten escasa actividad en degradar pared celular esta no
es la unica caracteristica que puede influir en la colonizacion por lo que no es
determinante en el establecimiento como enddfitos.

La actividad pectinasa varido entre los aislamientos que nodulan L.
corniculatus, registrando halos que varian entre 0,6 y 1,6 cm. Las cepas que se
destacaron fueron LRT 13, LRT 14 y el inoculante comercial U531 (Figura 10 y
Cuadro 6). Esta variacion en la actividad pectinasa dentro del género Rhizobium
fue reportada por Castanheira et al. (2014) en un estudio en el que se evaluod el
comportamiento de cepas bacterianas aisladas de rizésfera y raiz de raigras
anual donde se constato la formacion de halos de degradaciéon para algunos
aislamientos del género Rhizobium mientras que otros aislamientos del mismo
género presentaron nula actividad pectinasa.

Cuadro 6. Diametro de los halos de degradaciéon de pectina formados por
aislamientos de rizobios que nodulan L. corniculatus.

Cepa Halo (cm)
LRT 64 0,60
LRT 47 0,788
LRT 11 0,788
LRT 28 1,13¢
LRT 35 1,16°
LRT 72 1,20¢
LRT 13 1,52P
LRT 14 1,52P
U531 1,60P
U510 --
LRT 65 --
LRT 56 --
LRT 60 --
LRT 74 --
LRT 36 --
LRT 30 -

Letras diferentes indican diferencias significativas (LSD de Fisher p < 0,05). n=3. (--)
No forma halo de degradacion de pectina.
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Figura 10. Halos formados por rizobios que nodulan L. corniculatus en medio
TY con agregado de pectina citrica al 0,5 %. lzquierda: aislamiento que logré el
mayor halo de degradacion (U531). Derecha: Aislamiento que formé halo con
diametros intermedios (TRT28).

4.1.2.2. Movilidad — swimming

Durante el proceso de colonizacion bacteriana los microorganismos
pueden emplear distintos mecanismos de movilidad; el swimming es un
movimiento dependiente de flagelos que ocurre en medios acuosos y a diferencia
de otros mecanismos de movilidad se caracteriza por tener un patron de
movimiento desorganizado (Kearns, 2010). Esta caracteristica es considerada
como una propiedad que determina que las bacterias tengan la posibilidad de
colonizar y alcanzar nuevos ambientes, como también acceder a nutrientes entre
otros beneficios, por lo que podria relacionarse con su competitividad y se
considera una caracteristica esencial (Vicario, 2015).

Se evalud la movilidad, teniendo en cuenta los halos que formaron las
colonias desarrolladas en cada punto de inoculacion y los resultados obtenidos
demostraron que los aislamientos que nodulan L. corniculatus, se agruparon en
tres categorias de acuerdo al diametro del halo de movilidad en el medio agar-
agua 0,3%. Las cepas con menor halo de movilidad fueron LRT74, LRT28, LRT13
y U531 presentando halos en torno a 1 cm, mientras que los aislamientos LRT56
y LRT64 presentaron los mayores halos de movilidad entre 3 y 2,5 cm
respectivamente (Figura 11). Se present6 un grupo con resultados intermedios
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donde se ubicaron las restantes 8 cepas. Las cepas menos moéviles fueron U510
y LRT 30 que no fueron capaces de generar halos de movilidad en estas
condiciones.

Figura 11. Diametros de movilidad de aislamientos que nodulan L. corniculatus
crecidas en agar - agua 0,3 %.
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Letras diferentes indican diferencias significativas (LSD de Fisher, p < 0,05). n=
3.

Los aislamientos que nodulan T. repens presentaron en general menor
movilidad logrando halos entre 0,5 y 2 cm. También se agruparon en 3 categorias
segun la movilidad: un grupo con menores halos formado por TRT 14, TRT 48K,
TRT 21, TRT 6 y TRT 8, mientras que TRT7, TRT10 y TRT1 lograron los mayores
valores en diametro del halo y las restantes 6 cepas presentaron valores
intermedios (Figura 12). En este ensayo no se incluyé la cepa del inoculante
comercial U204.
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Figura 12. Diametros de movilidad en cepas de T. repens crecidas en agar -
agua 0,3 %.

G
FG
oer  EFG
0 5 B ¢ o CDE
1,004
0.50. A A A A A
0,00 i i i l I :

TRT14 TRT48 KTRT 21 TRT6 TRT& TRT3 TRT17 TRT 34 TRT 33 TRT 35 TRT 28 TRT7 TRT 10 TRT1
Cepa
Letras diferentes indican diferencias significativas (LSD de Fisher, p < 0,05). n=
3.

Halo {em)
in
[==]

e

En general se pudo constatar que todas las cepas de rizobios lograron
trasladarse en el medio, aunque existio variabilidad en su desempefio; segun
Vicario et al. (2015) esta variacion en los resultados podria estar atribuida a
factores genéticos. Los valores logrados de diametro de halo son concordantes
con los resultados obtenidos por Vicario et al. (2015) en un estudio en el que
evaluando la movilidad en medio agar- agua 0,3% de cinco cepas de rizobios
(tres recomendadas para la elaboracion de inoculantes comerciales y dos
nativas) pertenecientes al género Bradyrhizobium sp. que nodulan mani, se
observaron halos de entre 0,5 y 4 cm. Otros estudios han destacado situaciones
similares, como expresa Albareda et al. (2006) que estudiando algunos rasgos
bacterianos encontré movilidad en medio agar 0,3% en todas las cepas de
rizobios noduladores de soja analizadas.

4.1.2.3. Formacion de biofilm

Los biofilms son comunidades bacterianas rodeadas por una matriz
polimérica producida por las propias bacterias que les permite adherirse a
determinadas superficies, esta particularidad permite que puedan sobrevivir en
condiciones ambientales adversas. En el caso de los rizobios la formacién de
biofilms es una caracteristica que puede permitirles colonizar ciertas superficies
como por ejemplo la superficie del sistema radicular de las plantas y permanecer
en ambientes favorables como la rizésfera donde existen disponibilidad de
humedad, nutrientes y exudados vegetales (Rinaudi y Giordano, 2010, Sorroche
et al., 2012).
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Para evaluar el desempefio de los rizobios en este sentido se determind
en primer lugar el crecimiento de las cepas luego de 48 horas de incubacioén en
microplacas. LRT 28, LRT 36, LRT 11, LRT 13, LRT 35 y U531 no presentaron
crecimiento apreciable en estas condiciones por lo que no pudieron ser incluidas
en el analisis de datos. Como se puede observar en el cuadro 7, las cepas
presentaron diferencias estadisticas en el crecimiento, por ese motivo la
formacion de biofilm se expreso en relacion al crecimiento obtenido a las 48 horas
(biofilm/crecimiento). Las cepas LRT 74, LRT 14 y LRT 72 se destacaron por
mayor formacion de biofiim (LRT 74 = LRT 14 > LRT 72) con diferencias
significativas entre las cepas LRT 74 y LRT 72. Cabe destacar que LRT 74
presento un registro con un valor elevado con muy buena formacion de biofilm
en torno a 10. Por otro lado, LRT 47 fue el aislamiento que presentd menor valor
de biofilm/crecimiento. Las cepas restantes presentaron valores intermedios
(Cuadro 7). Esta variacién en los resultados concuerda con Sorroche et al. (2012)
que encontraron resultados heterogéneos entre cepas nativas y de referencia de
Sinorhizobium meliloti, bacteria fijadora de nitrégeno en plantas de alfalfa.

En el caso de las cepas de rizobios que nodulan en T. repens, TRT 35y
TRT 21 no crecieron luego de 24 horas por lo que no fueron evaluadas; el
inoculante comercial U204 no fue incluido en esta prueba. Las cepas TRT 33 y
TRT 3 alcanzaron mayor crecimiento diferenciandose significativamente en
comparacion con las demas en evaluacion, por el contrario, TRT 34 presento el
valor mas bajo en crecimiento (Cuadro 8). Se observd que estos aislamientos en
general fueron menos formadores de biofilm si se compara con los aislamientos
que nodulan L. corniculatus. Segun la relacion biofilm/ crecimiento, TRT 34y TRT
14 fueron las cepas que presentaron mayor formacién de biofilm sin diferenciarse
estadisticamente entre ellas; se observoé un grupo formado por 5 cepas que
presentaron valores bajos en la formacién de biofilm (Cuadro 8). La mayoria de
los registros de estas cepas en promedio son similares a lo expresado por
Paulucci et al. (2015) en un estudio en el que se determinaron caracteristicas de
una cepa bacteriana (L115) aislada de la rizésfera de mani y se concluy6 que
mostré capacidad para producir biofilm (registrandose valores en torno a 0,25
absorbancia de 590 nm) incluso superando al control utilizado en ese caso una
cepa perteneciente al género Bradyrhizobium sp.
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Cuadro 7. Crecimiento y relacion biofilm / crecimiento para las cepas que
nodulan L. corniculatus (LRT).

Cepa Crecimiento (*) Biofilm
(DO a600 nm) (DO a 570 nm)/
crecimiento)
LRT 47 0,34F 0,114
LRT65 0,154 0,778
LRT 56 0,24¢P 0,878¢
LRT 64 0,17A8 0,998¢
U510 0,28PE 1,238C
LRT 60 0,23BCP 1,55¢
LRT72 0,26¢P 3,73
LRT 14 0,147 5,78F
LRT 74 0,2048C 10,2F

(*) Crecimiento = 48 horas. Letras diferentes indican diferencias significativas (LSD de

Fisher, p = 0,05). n=5.

Cuadro 8. Crecimiento y relacion biofilm / crecimiento para las cepas que

nodulan T. repens (TRT).

Cepa Crecimiento (*)  Biofilm

(DO a600nm) (DO a 570 nm/

crecimiento)

TRT 28 0,23/8C 0,03~
TRT 1 0,2478BC 0,0678
TRT 8 0,258¢ 0,0748
TRT 3 0,34P 0,09ABC
TRT10 0,1978 0,14ABCD
TRT 6 0,22ABC 0,128¢D
TRT 33 0,34° 0,138¢P
TRT 48K 0,2685¢ 0,24¢P
TRT 17  0,23/8C 0,29¢P
TRT 7 0,21ABC 0,41¢P
TRT 14  0,28°P 0,57°
TRT34 0,15% 0,71°

(*) Crecimiento = 24 horas. Letras diferentes indican diferencias significativas (LSD de

Fisher, p < 0,05). n=5.
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4 1.3. Caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal

4.1.3.1. Solubilizaciéon de fosfatos

De las 15 cepas que nodulan L. corniculatus, 8 presentaron capacidad
solubilizadora de fosfatos determinada a través de la formacion de zonas
traslucidas (halos de solubilizacidn). Los halos presentaron diametros ubicados
en un rango entre 0.7 y 1.5 cm, con un promedio de 1 cm. El indice de eficiencia
de solubilizacién se situ6 en un rango entre 1.4 y 2.7 con un promedio general de
1.9 cm (Cuadro 9). Las cepas que mostraron mayor capacidad de solubilizar P
en estas condiciones fueron LRT47, LRT14, LRT35 y LRT11.

De las 15 cepas que nodulan T. repens, 12 formaron halos con diametros
que se ubicaron en un rango entre 0.6 y 1.4 cm, con un promedio de 0.9 cm
(Cuadro 10). El indice de eficiencia de solubilizacion presentd menores valores
que para las cepas que nodulan L. corniculatus (entre 1.1 y 1.3 cm con un
promedio general de 1.2 cm). En esta prueba no se incluyoé la cepa U204.

La capacidad de solubilizar P esta ampliamente distribuida entre las
bacterias. Varios trabajos lo demuestran en distintos géneros como sefala
Beltran-Pineda (2014b) comprob6 capacidad de solubilizacion en aislamientos
bacterianos provenientes de cultivos de arroz. También esta caracteristica se
atribuye a los rizobios, como describe Fernandez et al. (2005) en un estudio
donde se encontré actividad solubilizadora en cepas de Bradyrhizobium sp
aislados de suelos sojeros. De modo analogo Vargas et al. (2009) reporta en un
trabajo en el que se analizé el comportamiento de Rhizobium leguminosarum
trifolii en la promocion del crecimiento vegetal, que la capacidad de solubilizar
fosfatos fue la caracteristica mas habitual.

36



Cuadro 9. Halos de solubilizacion y eficiencia de solubilizacion de fosforo (ES)

en cepas de rizobios que nodulan L. corniculatus (LRT).

Cepa Diametro halo Diametro ES
(colonia + halo) colonia (cm)
(cm)
LRT60 0,7 0,5 1,47
LRT36 0,8 0,5 1,678
LRT28 0,8 0,5 1,6ABC
LRT64 0,8 0,5 1,6ABC
LRT47 1,2 0,5 2,58CD
LRT14 1 0,6 1,7¢P
LRT35 1 0,5 2,0°
LRT11 1,5 0,6 2,7°

*ES = eficiencia de solubilizacién. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre cepas que nodulan L. corniculatus (LSD de Fisher, p < 0,05). n= 3.

Cuadro 10. Halos de solubilizacion y eficiencia de solubilizacion de fosforo (ES)
en cepas de rizobios que nodulan T. repens (TRT).

Cepa Diametro halo Diametro ES

(colonia + halo) colonia (cm)

(cm)
TRT14 1,4 1,3 1,1A
TRT21 1 0,9 1,1AB
TRT8 1 0,9 1,
TRT28 1 0,9 1,1ABC
TRT35 1 0,9 1,1ABC
TRT10 1 0,9 1,1ABC
TRT1 0,9 0,8 1,1BCB
TRT6 0,9 0,8 1,1BCD
TRT17 0,7 0,6 1,2¢P
TRT3 0,6 0,5 1,2PE
TRT7 1,1 0,9 1,2PE
TRT34 1 0,8 1,3F

*ES = eficiencia de solubilizacion. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre cepas que nodulan T. repens (LSD de Fisher, p < 0,05). n= 3.
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4.1.3.2. Produccion de acido indol acético (AlA)

Se observo produccion de AlA por parte de todos los aislamientos que
nodulan T. repens diferenciandose estadisticamente entre ellos. En el cuadro 11
se presentan los valores que variaron entre 23 y 132 (ug /ml). Algunas cepas
(TRT 28, TRT 3, TRT 48 K) presentaron elevada produccién de AlA (mayor a 100
pg/mL). Teniendo en cuenta a Khalid et al. (2004) se puede decir que todos los
aislamientos se destacaron ya que este autor clasifica a las bacterias rizosféricas
en tres grupos segun la sintesis de auxinas; en bajas productoras de 1 a 10
Mg/mL, medianas productoras de 11 a 20 yg/mL vy altas productoras de 21 a 30
pMg/mL de AlA.

Las auxinas intervienen en el proceso de crecimiento vegetal
estimulando la division y elongacion celular. Por su parte el AIA como precursor
de estas fitohormonas ha sido reconocido por su capacidad de intervenir en la
morfologia de las raices aumentando tamafo, peso, ramificaciones, asi como
también el area de superficie radicular que mantiene contacto con el suelo lo que
puede ser determinante de una arquitectura de raices mas extensa en plantas no
leguminosas. Diversos autores destacan que mas del 80% de las bacterias del
suelo son capaces de sintetizar auxinas (Vargas et al., 2017). En un trabajo
Etesami (2015) se propuso detectar endofitos y bacterias de la rizosfera aisladas
de plantas en rotacién con O. sativa concluyd que 7 de cada 10 aislamientos
analizados se comportaron como promotores del crecimiento y colonizadores
potencialmente buenos, las plantas inoculadas con aislamientos productores de
AlA produjeron mas biomasa de brotes (tallo mas hojas) y longitud de raiz que
las plantas de control inoculadas con cepas no productoras de AlA.
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Cuadro 11. Sintesis de acido indol acético por aislamientos que nodulan T.
repens (TRT).

Cepa AlA (ug /ml) (%)

TRT 10 23,65%
TRT 14 35,534
TRT 21 42,93A
TRT 17 46,0978

TRT 1 46,1778
TRT 8 70,098¢
TRT7 79,24¢P
TRT 33 87,37¢P
TRT 6 90,19¢P

TRT 34 97,42PE

TRT 35 99,72PE

TRT 28 116,205F

TRT 3 127,297

TRT48 K  132,55F
(*) Valores normalizados por DO a 600nm. Letras diferentes indican diferencias
significativas (LSD de Fisher, p <0,05). n= 2.
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4.2. CAPACIDAD DE PROMOVER EL CRECIMIENTO INICIAL DE O. sativa
CON CEPAS SELECCIONADAS

4.2.1. Capacidad de promover la germinacion
La capacidad de las cepas de promover la germinacion y la elongacion
de la raiz de O. sativa se evalué a través de germinadores (Figura 13).

Figura 13. Disposicién de semillas de O. sativa sobre papel tela para
evaluacién de germinacion y cuantificacion del largo de raiz.

Entre las cepas que nodulan L. corniculatus se destaca que las semillas
inoculadas con la cepa LRT 64 obtuvieron el maximo porcentaje de germinacion,
que supero los valores de los tratamientos inoculados con las cepas U510 y U531
utilizadas en los inoculantes comerciales y al control sin inocular (Cuadro 12). La
inoculacion con las cepas LRT 72, y LRT 56 también promovio la germinacion de
las semillas presentando un porcentaje entorno al 50% que supero al control sin
inocular. El resto de los tratamientos, incluyendo los inoculados con las
comerciales U510 y U531, presentaron valores de germinacion sin diferencias
significativas con el control sin inocular. El largo de la raiz se ubic6 en un rango
entre 2.8 - 4,5 cm, presentando un promedio de 3,5 cm. Se obtuvo un mayor largo
de raiz cuando se inocul6 con las cepas LRT 65, LRT 13, LRT 64, o U531, sus
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raices midieron en promedio mas de 4 cm y superaron estadisticamente a 8 de
las cepas, aunque no al control sin inocular ni al inoculante comercial (Cuadro
12).

Cuadro 12. Germinacion y largo de raiz en semillas de O. sativa inoculadas con
cepas que nodulan L. corniculatus (LRT).

Cepa % Largo de raiz
Germinacion  (cm)

LRT 36 33PE 2,87
LRT 47 33CE 2,87
LRT 14  44BCDE 2,0A
LRT 28 47BCDE 2,9A
LRT 11  64BCDE 2,0A
LRT 72 53AB 3,07
LRT 74  49ABCD 3,07
LRT 56 5378 3,1A
LRT 35 31E 3,348
U 510 33DE 3,548
LRT 60 47BCDE 3,948
Control  36C¢PE 4 1AB
LRT 65 51A8C 4,28
LRT 13  4(0BCDE 4,48
U531 42BCDE 4 48
LRT 64 6447 4 58

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (LSD de Fisher, p <
0,05). n= 3.

Las semillas inoculadas con cepas que nodulan T. repens presentaron en
general un porcentaje de germinacion mayor al observado con las cepas que
nodulan L. corniculatus, aunque entre ellas y el control sin inocular no se
diferenciaron estadisticamente (Cuadro 13). El largo de raiz se situé en un rango
entre 2,0 - 4,5 cm, estos valores alcanzaron un promedio de 3 cm. Los
tratamientos inoculados con las cepas TRT 10, TRT 14, TRT 21 y TRT 33
obtuvieron los mayores valores de longitud de raiz, las dos ultimas superando
los 4 cm, pero sin presentar diferencias estadisticas con el control. TRT 33y TRT
21 no se diferenciaron de TRT 10, TRT 14 pero si obtuvieron diferencias
estadisticas con las demas cepas en evaluacién (Cuadro 13). Se observo que 8
tratamientos presentaron valores de largo de raiz significativamente menores
que el control sin inocular por lo que estas 8 cepas inhibieron el crecimiento inicial
de la raiz.
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Cuadro 13. Germinacion y largo de raiz en semillas de O. sativa inoculadas con
cepas que nodulan T. repens (TRT).

Cepa % Largo de raiz
Germinacion (cm)

TRT35 51A 2,0A
TRT 34 49° 2,0A
TRT 7 47A 2 5°B
TRT 3 42A 2 5AB
TRT 28 567 2 7ABC
TRT 8 567 2 ,8ABC
U 204 51A 2,0ABCD
TRT17 637 2,8ABCD
TRT 1 49A 2 ,OABCDE
TRT6 53A 3,0BCDE
TRT 48K 404 3,1BCDE
TRT10 40° 3,6CDEF
TRT 14 537 3,8PEF
Control 564 3,8FF
TRT 21 58A 4.2F
TRT 33 64A 4 ,5F

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (LSD de Fisher, p <
0,05). n= 3.

En base a distintos autores citados anteriormente se podria esperar en
este ensayo que la variable largo de raiz sea un indicador de que los aislamientos
que sintetizan AIA en mayor proporcién logren un efecto positivo en el desarrollo
y morfologia radicular que evidencie una respuesta fisiolégica a la presencia de
AlA. Sin embargo, algunos autores citados por Vargas et al. (2017) han reportado
que, si bien esta hormona tiene un efecto positivo aun en concentraciones muy
bajas, también tiene un efecto adverso o sin respuesta en la planta cuando existe
una sobreproduccion de AIA. En este sentido, Schlindwein et al. (2008)
analizando cepas de R. trifolii encontrd una relacion inversa entre concentracion
de AIA y capacidad de germinacion. Para evitar este afecto se podria realizar la
inoculacion de semillas con un medio de cultivo distinto al TY que no presente
triptéfano y asi lograr que contenga menores cantidades de AlA producido por
las cepas para mitigar este efecto inhibitorio.
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A continuacion, en los cuadros 14 y 15 se presenta un resumen del
desempenio de los aislamientos en los distintos ensayos. Estos resultados fueron
utilizados para realizar la seleccién de cepas evaluadas en el ensayo final. En los
cuadros se presentan sombreados en gris las cepas que fueron seleccionadas
para el ensayo de invernaculo.

Entre las cepas aisladas de arroz que nodulan L. corniculatus se
seleccionaron: la cepa LRT 13 que provocd uno de los mayores valores en el
largo de raiz y degradacion de pectina, la cepa LRT 35 por su elevada eficiencia
simbidtica y LRT 64 por promover la germinacion de las semillas (Cuadro 14).
Entre los aislamientos que nodulan T. repens se seleccionaron: la cepa TRT 10
que expreso uno de los mejores registros en movilidad en medio agar-agua, la
cepa TRT 21 por lograr uno de los mayores porcentajes de germinacion y largo
de raiz, y por ultimo TRT 33 se incorporé a los ensayos por presentar una
importante eficiencia simbidtica y germinacion. (Cuadro 15).
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Cuadro 14. Resumen de la caracterizacion de las cepas aisladas de arroz que
nodulan L. corniculatus.

Cepa Perfil Eficiencia Colonizacién Promocion Promocion
BOX Simbidtica crecimiento germinacion
PCR
Nod Peso Pectina Movilidad Biofilm Solub.P % Largo
a seco® © d e f Germ.9 raiz"
LRT | -
4
LRT 1l + ++ + + - ++ +++ +
11
LRT I + ++ +++ + - - + ++
13
LRT V + + +++ ++ +++ + ++ +
14
LRT 1 + ++ ++ + - + ++ +
28
LRT - + ++ - -
30
LRT IV + +++ ++ ++ - F + +
35
LRT - + ++ - + - + + +
36
LRT VI + + + ++ + ++ + +
47
LRT - + + - +++ + - +++ +
56
LRT VI + ++ - +++ ++ + ++ ++
60
LRT VI + + + +++ + + +++ ++
64
LRT V + + - ++ + - +++ ++
65
LRT - -
70
LRT 1l + + ++ ++ +++ - +++ +
72
LRT V + ++ - + > - ++ +
74
usio - + +++ - = ++ = + ++
us3t . + +++  +++ + - - ++ ++

(a) Nod = Nodulacion: (+) presenta nodulacion (-) no presenta nodulacion. Perfil BOX-PCR: (nd)
no determinado, no se cuenta con datos. (b) Peso seco de planta entera (mg): (+) 50 — 60, (++)
60 — 80, (+++) > 80. (c) Pectina (cm): (+) 0,60 — 0,80, (++) 1,0 — 1,20, (+++) 1,50 — 1,60, (-)
aislamientos que no presentaron halos. (d) Movilidad (cm): (+) 0,6 — 1, (++) 1,0 - 1,5, (+++) 1,5 -
2,5. (e) Biofilm (biofilm/ crecimiento): (+) 0,1 — 1,0, (++) 1,0 — 2,0, (+++) 3,0 — 6,0, (>) 10 (-) No
crecieron en placa. (f) Solubilizacion de fosfatos (cm): (+) 1,0 — 2,0, (++) 2,5 — 2,7, (-) No forma
halo. (g) Germinacion (%): (+) 30 — 40, (++) 40 — 50, (+++) 50 — 64. (h) Largo de raiz (cm): (+) 2,8
-3,5,(++)3,5-4,5.
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Cuadro 15. Resumen de la caracterizacion de las cepas aisladas de arroz que
nodulan T. repens.

Cepa Perfil Eficiencia Colonizacién Promocion Promocion
BOX Simbidtica crecimiento germinacion
PCR
Nod Peso Pectina® Mov. Biofilm® Solub. AIA? % Largo
a secoP d Pf Ger:”m. raiz
TRT 1 1l + + - +++ + + + + +
TRT 3 I + ++ - + + ++ > + +
TRT6 - + ++ - + ++ + ++  ++ o+
TRT7 I + + - +++ +++ ++ ++ + +
TRT 8 1l + ++ - + + + + ++ +
TRT 10 | + ++ = +++ ++ + + + ++
TRT 14 [l + + - + +++ + + ++ ++
TRT17 1l + + - ++ ++ ++ + +++ +
TRT 21 Vv + + = + = + + ++ 4+
TRT 28 Il + ++ - +++ + + > ++ +
TRT33 Il + +++ - ++ ++ - ++  +++ ++
TRT 34 1l + + - ++ +++ ++ ++ + +
TRT35 I + ++ - ++ - + ++  ++ o+
TRT 48K X + + - + ++ - > + ++
U 204 - + ++ - x X X X t+ o+

(a) Nod = Nodulacion: (+) presenta nodulacion (-) no presenta nodulacion. Perfil BOX-PCR: (nd)
no determinado, no se cuenta con datos. (b) Peso seco de planta entera (mg): (+) 30 — 40, (++)
40 — 55, (+++) > 60. (c) Pectina (cm): (-) aislamientos que no presentaron halos. (d) Movilidad
(cm): (+) 0,4 —1,0, (++) 1,0 — 1,5, (+++) 1,5 - 2,0 (-) No presentaron halo (x) No se incluy6 en el
ensayo. (e) Biofilm (biofilm/ crecimiento): (+) 0,03 — 0,1, (++) 0,1 — 0,3, (+++) 0,4 — 0,7 (-) No
crecieron en placa (x) No se incluy6 en el ensayo. (f) Solubilizacion de fosfatos (cm): (+) 1,1, (++)
1,2 - 1,3, (-) No forma halo (%) No se incluyé en el ensayo. (g) AlA (ug /ml): (+) 20 — 70, (++) 70
—100, (+++) 100 — 133 (x) No se incluyo en el ensayo. (h) Germinacion (%): (+) 40 — 50, (++) 50
— 60, (+++) 60 - 64. (i) Largo de raiz (cm): (+) 2 -3,0, (++) 3,0 — 4,5.
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4.2.2 Ensayo en invernaculo

Este ensayo final se realizé en condiciones semicontroladas sin aumentar
la complejidad del sistema utilizando en lugar de suelo, una mezcla de arena:
vermiculita estéril como sustrato. La finalidad del ensayo fue evaluar el efecto de
la inoculacion con las cepas seleccionadas en etapas iniciales del desarrollo de
las plantas de O. sativa, por ese motivo las plantas se mantuvieron 30 dias en
invernaculo.

La Figura 14 muestra la biomasa producida (parte aérea y raiz) de las
plantas de O. sativa cultivar INIA Olimar inoculadas con las 9 cepas
seleccionadas: 3 cepas que nodulan L. corniculatus (LRT), 3 cepas que nodulan
T. repens (TRT) y las cepas comerciales U510, U531 y U204. El peso de raiz
estuvo entre 10 y 130 mg con una media de 35 mg. La parte aérea alcanzo6 un
peso seco entre 10 y 210 mg, el promedio de los datos se situé en 76 mg. La
inoculacion con la cepa U204 recomendada para la inoculacion de T. repensy T.
pratense promovié el desarrollo vegetal en etapas tempranas; las plantas
presentaron mayor peso de raiz, y parte aérea, con diferencias significativas
respecto de las demas cepas y del control sin inoculacion. La biomasa producida
tanto en raiz como en parte aérea duplico la media obtenida para los registros de
todas las cepas y el control. La inoculacion con la cepa U204 fue el unico
tratamiento que presento diferencias significativas con el control y con las demas
cepas en estudio (Figura 15).
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Figura 14. Biomasa (peso seco) generada por raiz y parte aérea de las plantas
de O. sativa cultivar INIA Olimar crecidas en invernaculo en macetas con
arena:vermiculita. Los tratamientos incluyeron 9 cepas de rizobios: 3 cepas que
nodulan L. corniculatus (LRT), 3 cepas que nodulan T. repens (TRT) y las cepas
comerciales U510, U531 y U204, ademas de un control sin inocular (C).
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Figura 15. Planta de O. sativa cultivar INIA Olimar inoculada con la cepa U204
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii.

La inoculacion de las semillas con el procedimiento utilizado mostré ser
un método que permite obtener numero elevados de rizobios sobre las semillas
ya que los recuentos realizados sobre las semillas de O. sativa inoculadas al
momento de la siembra demostraron un nimero de rizobios entre 1.5y 5.7 x 108
ufc/semilla (Cuadro 16). Por otro lado, el recuento realizado en la raiz luego de
10 dias de la siembra mostr6 que todas las cepas fueron capaces de sobrevivir y
colonizar las raices con poblaciones de rizobios que alcanzaron al menos 10°-
108 ufc/g de raiz (Cuadro 16). Para las cepas LRT 64, TRT 10 y U204 no fue
posible conocer el numero de rizobios ya que tuvieron un crecimiento muy rapido
formando macro colonias en la mayor dilucién sembrada en el medio EMA. Las
caracteristicas morfologicas de las colonias observadas coinciden con las de
rizobios por lo que se puede afirmar que estas cepas también fueron capaces de
sobrevivir y colonizar las raices de O. sativa.

Al finalizar el ensayo, al momento de la cosecha, se confirmo la presencia

de rizobios viables en el interior de las raices ya que las plantas de L. corniculatus
y T. repens inoculadas con un macerado de raices desinfectadas desarrollaron
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nddulos luego de 30 dias de inoculadas (Cuadro 16). Este resultado indica la
capacidad de estas cepas de rizobios de colonizar el interior de las raices de las
plantas de O. sativa.

Cuadro 16. Numero de rizobios en las semillas y raices de plantas de O. sativa
cultivar INIA Olimar inoculadas con cepas de rizobios.

Cepa Conteo en Conteo en  Rizobios en
semillas? raiz® raices a la
(ufc/semilla) (ufc /g raiz) cosecha®
LRT13 nd* 4,0x10° +
LRT35 2,9x10°8 7,2x10°5 +
LRT64 nd* >108 +
U510 4,7x10° nd** +
U531 1,5x1068 1,0x1068 +
TRT10 35x10° >108 +
TRT21 2,0x108 6,0 x 10° +
TRT33 4,7x10° 45x10° +
U204 57x10° >10° +

a al momento de la siembra, © a los 10 dias post siembra, ° presencia de rizobios capaces
de nodular en raices desinfectadas al momento de la cosecha (30 dias).

Nd* no determinado por la presencia de contaminantes junto a los rizobios; nd** no
determinado porque la semilla inoculada no germind. (+) formaciéon de ndédulos en
plantas de L. corniculatus inoculadas con macerado de raices de los tratamientos
inoculados con cepas LRT, U510 y U531 o en plantas de T. pratense inoculadas con
cepas TRT y U204.

En este estudio se determin6 que la cepa U204 Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii logré promover el crecimiento inicial en las plantas de
O. sativa, aumentando la produccion de biomasa de parte aérea y raiz. Estos
resultados son coincidentes con los obtenidos por Granada et al., 2014, en el que
se estudiaron cepas de rizobios nativos aisladas de T. repens en suelos de Brasil
y se constatd que estos aislamientos lograron mejorar la velocidad de
germinacion y favorecieron el crecimiento de plantas de O. sativa. Son varias las
investigaciones que han demostrado que rizobios de distintos géneros y especies
son capaces de promover el crecimiento de plantas de arroz (Prayitno et al.,
1999, Biswas et al., 2000, Chi et al., 2005, Vargas et al., 2009, Yanni y Dazzo,
2010, Granada et al., 2014). Es de destacar que la cepa U204 no habia
promovido ni la germinacion ni el largo de raiz en el germinador y que las cepas
que si lo hicieron no promovieron el crecimiento en el ensayo de invernaculo.
Este resultado podria deberse a un efecto hormonal de las cepas que presentan
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una elevada produccion de AlA. Si bien la presencia de esta hormona se asocia
con un efecto positivo sobre el crecimiento, en condiciones de sobreproduccion
el efecto es adverso al esperado y conlleva a una inhibicién sobre las plantas,
teniendo esto en cuenta no se espera una correlacidon positiva entre
concentracion de AIA y germinacion o crecimiento. Algunos autores mencionan
que con una concentracion minima de esta hormona ya podria afectar
positivamente. Un ejemplo de esta situacion ocurre con el aislamiento TRT 10
que es el aislamiento que presento menor sintesis de AlA, pero logro muy buen
comportamiento en germinacion, largo de raiz, y principalmente en el ensayo
final.

El aislamiento U204 que presento resultado significativo en este ensayo
final, se caracteriza por ser utilizado para la fabricacion de inoculantes
comerciales para T. repens y T. pratense dos componentes importantes en
nuestro sistema de praderas por lo que esta ampliamente estudiado y ademas
presenta como ventaja que se conoce su comportamiento industrial y ya esta
desarrollada la tecnologia para su produccién como inoculante, otro aspecto
importante a destacar es que en un sistema de rotaciones que implemente el
componente praderas a un sistema de arrocero es de esperar que se encuentren
poblaciones de esta cepa utilizada para las inoculaciones en las plantas de arroz.

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que las cepas de
rizobios evaluadas fueron capaces de colonizar y persistir por 30 dias en las
raices de arroz. Estos resultados confirman lo reportado por varios autores de
que los rizobios suelen establecer una relacidon con plantas pertenecientes a la
familia de las gramineas. Teniendo en cuenta el proceso de colonizacién en un
estudio Chi et al. (2005) analizando los procesos de infeccién y colonizaciéon
determinaron los sitios donde ocurre la interaccion rizobio — raiz en plantas de
arroz, destacando que la infeccion suele ocurrir entre células epidérmicas que se
encuentran desplazadas y que este hecho coincide con otros estudios que han
encontrado que éste es el principal sitio en donde ocurre la colonizaciéon de
rizobios con otras especies no leguminosas. Por otro lado, Lupwayi et al. (2004)
encontraron rizobios en las raices de trigo, cebada y canola y a su vez
comprobaron una correlacion positiva entre la presencia de poblaciones de
rizobios y el rendimiento (expresado en toneladas por hectarea) de estos cultivos.
En el presente trabajo, solo la cepa U204 fue capaz de demostrar promocion del
crecimiento vegetal, las restantes cepas a pesar de colonizar y persistir en la
planta, no demostraron favorecer el crecimiento vegetal en estas condiciones. A
futuro seria interesante evaluar el efecto de la inoculacion con estas cepas en
ensayos realizados en otras condiciones, como por ejemplo teniendo en cuenta
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la disponibilidad de nutrientes de forma contrastante para determinar la respuesta
de las plantas inoculadas, también se pueden considerar otros factores como el
tiempo de duracién ya que la promocién del crecimiento es un mecanismo
multifactorial por lo que algunos procesos pueden implicar un periodo mas
extenso para poder expresarse y ser evaluados.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los rizobios
aislados de arroz que nodulan L. corniculatus o T. repens presentan variabilidad
en caracteristicas como la eficiencia simbidtica, como también en caracteristicas
relacionadas a la colonizacidon-infeccién de raices (degradacién de pectina,
movilidad, produccién de biofilm) y promocién del crecimiento (sintesis de acido
indol acético y solubilizacion de fosfatos).

Las cepas evaluadas presentaron capacidad de interactuar y asociarse
con plantas de O. sativa cultivar INIA Olimar y comportarse como endofitos de
raiz. Los efectos de la inoculacion con estas cepas fueron variables, algunas
cepas demostraron promover la germinacion y largo de raiz mientras que se
detectaron otras que no se diferenciaron del control por lo que se concluy6 que
se comportaron como inocuas Y la interaccion en esos casos no fue benéfica.

La inoculacion con la cepa U204 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
utilizada en los inoculantes comerciales para T. repens y T. pratense, logré
promover el crecimiento inicial en plantas de O. sativa expresado a través del
peso seco del sistema radical y parte aérea. Es necesario comprobar este efecto
en futuros ensayos usando suelo como sustrato y a campo. Si bien las
inoculaciones realizadas con las demas cepas no lograron diferencias
significativas con respecto al control, las plantas establecieron una interaccion
con los rizobios, por lo que no se podria descartar que en otras condiciones de
crecimiento tengan un efecto benéfico constituyendo un recurso potencial para
futuras investigaciones.
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6. RESUMEN

Una de las interacciones entre plantas y microorganismos de mayor
interés bioldgico y agrondmico es la denominada simbiosis que ocurre entre la
familia de las Leguminosas y bacterias llamadas rizobios. Estas bacterias
también pueden establecer una interaccion como endodfitas con otras familias
como son las gramineas y promover el crecimiento en especies como el arroz
(Oryza sativa). Este cultivo es de particular importancia en nuestro pais por su
contribuciéon a la economia nacional como también por tratarse de un sector con
reconocimiento internacional en algunos aspectos como la calidad del producto
exportado, la integracion en las etapas de la cadena productiva y las lineas de
investigacion desarrolladas.

En este trabajo se caracteriz6 una coleccion de cepas de rizobios
compuesta por 14 aislamientos que nodulan Trébol blanco (Trifolium repens) y
16 que nodulan Lotus (Lotus corniculatus), aisladas de raices desinfectadas de
plantas de arroz provenientes del ensayo de larga duracion de la Estacion
Experimental Paso de la Laguna, INIA, Treinta y Tres. También se caracterizaron
las cepas utilizadas en la fabricaciéon de inoculantes comerciales U531
Mesorhizobium loti, U510 Mesorhizobium huakuii y U204 Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii. Se determinaron in vitro caracteristicas relacionadas
con la capacidad de colonizacién, y de promocion del crecimiento vegetal como:
eficiencia simbidtica, degradacion de pectina, movilidad, produccién de biofilm,
solubilizacion de fosfatos, sintesis de acido indol acético y capacidad de
promover la germinacion en semillas de Oryza sativa. Los resultados mostraron
variabilidad entre las cepas, algunas cepas se destacaron mostrando ser
candidatas a seguir evaluando en ensayos de inoculacion.

El ensayo de invernaculo llevado a cabo inoculando semillas de Oryza
sativa cultivar INIA Olimar con 3 de las cepas que nodulan Lotus corniculatus, 3
de las que nodulan Trifolium repens y las cepas de los inoculantes comerciales
U510, U531 y U204 confirmd la interaccidon de las mismas con plantas de arroz
ya que mostrdé que estas cepas fueron capaces de colonizar y persistir en las
raices hasta 30 dias luego de la inoculacion. Entre las 9 cepas evaluadas se
destaco la cepa U204 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, que logré promover
el crecimiento de las plantas de arroz crecidas en arena: vermiculita mostrando
un incremento significativo en la produccion de materia seca de la parte aérea y
la raiz. Es necesario comprobar estos resultados en futuros ensayos de
inoculacion usando suelo como sustrato y en condiciones de campo.

Palabras clave: PGPR, rizobios enddfitos, Lotus corniculatus, Trifolium repens,
Oryza sativa.
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7. SUMMARY

One of the interactions between plants and microorganisms of greatest
biological and agronomic interest is the symbiosis between the Legume family
and bacteria called rhizobia. These bacteria can also establish an interaction as
endophytes with other families such as grasses and to enhance production in
species such as rice (Oryza sativa). This crop is of particular importance in our
country for its contribution to the national economy as well as for being a sector
with international recognition in some aspects such as the quality of the exported
product, the integration in the stages of the productive chain and the lines of
research developed.

In this work, 14 rhizobial strains nodulating white clover ( Trifolium repens)
and 16 nodulating bird’s-foot trefoil (Lotus corniculatus), previously isolated from
disinfected roots of rice plants from the long-term experiment of Paso de la
Laguna, INIA, Treinta y Tres were characterized. The strains used in commercial
inoculants U531 Mesorhizobium loti, U510 Mesorhizobium huakuii and U204
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii were also included. The strains were
screened for their colonization capacity and plant growth promoting traits, such
as: symbiotic efficiency, pectin degradation, mobility, biofilm production,
phosphate solubilization, indole acetic acid synthesis and ability to promote seed
germination of Oryza sativa. The results showed variability among the strains,
some strains stood out showing to be candidates to continue evaluating in
inoculation tests.

Three of the strains nodulating Lotus corniculatus, 3 nodulating Trifolium
repens and the strains of the commercial inoculants U510, U531 and U204
confirmed their interaction with rice plants cultivar INIA Olimar being able to
colonize and persist in the roots up to 30 days post inoculation in greenhouse.
Among the 9 tested strains, strain U204 Rhizobium lequminosarum bv. trifolii,
showed the ability to promote growth of rice plants grown in sand: vermiculite
showing a significant increase in shoot and root dry matter. It is necessary to
check these results in future inoculation trials using soil as substrate and under
field conditions.

Keywords: PGPR, endophytic rhizobia, Lotus corniculatus, Trifolium repens,
Oryza sativa.
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