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RESUMEN

Desmodiwm incanum es una leguminosa herbécea nativa del Uruguay y su cardcter perenne y buena
adaptabilidad la convierte en un recurso forrajero de interés. Los estudios en leguminosas nativas, sobretodo en
aquellas especies bien adaptadas a diversas zonas ccoldgicas del pais, constituye un érea de interés por el poten-
cial que presentan muchas dc sus especies para ser incluidas en précticas agronémicas. El objetivo de este
trabajo fue determinar el grado de nodulacién que presenta en el campo y la respuesta a [a inoculacién de esta
leguminosa con rhizobies aislados de sus nédulos y otros especificos de leguminosas introducidas. Esta legu-
minosa s¢ encuentra bien nodulada en el campo, Ninguna de las cepas de rhizobios aisladas de otras legumino-
sas (nativas o exdticas) noduld D. incanum. En ensayos controlados de inoculacién con cepas aisladas de nédu-
los de esta leguminosa se apreciaron diferencias entre dos ecotipos de D. ircanum. Bl empleo de téenicas que
incluyen 15N permitieron diferenciar la capacidad de fijacién de N, de las cepas en estudio.

PALABRAS CLAVE: Desmodium incanum, ﬁjallci(')n del nitrégeno, leguminosas nativas

SUMMARY

SYMBIOTIC RELATIONSHIPS BETWEEN NATIVE ECOTYPES
OF Desmodium incanum AND RHIZOBIA IN URUGUAY -

Desmodium incanun is a herbaceous legume native to Uruguay. Its perennial characteristics and good adaptability
make this legume interesting for animal nutrition and introduction in agricultural management practices. The
research on native legume species well adapted to diverse ecological conditions, is an important subject for the
agronomic potential that many species show. The objective of this work was to assess the nodulation status in
the field and the nitrogen-fixing capacity of rhizobial strains isolated from native D.incanum and to establish the
nodulation specificity with these and other rhizobial strains. This legume is well nodulated in the field and its
nodulation is specific. None of the rhizobial strains isolated from other legume species (native or exotic) nodulated
D.incanum. There were differences among the ecotypes studied in their symbiotic behaviour. 15N methods
permitted differentiation of the N-fixing capacity of rhizobial strains
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INTRODUCCION

Un 87% del territorio uruguayo es apto para la produc-
cién de carne, lana y leche. Desde la década de Tos 60 los
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rendimientos se han incrementado con la introduccién de
leguminosas y sus rhizobios simbiontes en praderas artifi-
ciales y campo natural mejorado. Sin embargo, se ha veni-
do apreciando una disminucién de la eficiencia del compo-
nente leguminosa de las pasturas, luego de dos afios de es-
tablecidas, con una virtual desaparicién a los 4 afios, lo que
ha limitado su instalaci6n por parte de los productores {Ca-
rimbula, 1977).

Dado esta situacion relacionada con la persistencia de las
leguminosas, se ha fortalecido entre los investigadores la ne
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cesidad de analizar el potencial de leguminosas nativas, bien
adaptadas a muy diversas condiciones ecoldgicas, El Uru-
guay estd ubicado en la regién sub-tropical con clima tem-
plado donde se encuentran ecotipos de leguminosas nativas
muy promisorias (Burkart, 1952) que constituyen una im-
portante fuente de germoplasma. La Facultad de Agronomia
ha realizado estudios en numerosas especies nativas, desde
el punto de vista reproductivo, taxondmico y de sus asocia-
clones con microorganismos promotores de su crecimiento
(Millot et al. 1987; 1zaguirre y Brescia, 1992; Coll y Zarza,
1992; Tzaguirre ef al. 1994; Davyt e Izaguirre, 1996; Speroni
e Izaguirre, 1994, Milnitsky er al. 1997).

Dentro de las especies arbdreas, se han analizado las 17
especies nativas por su capacidad de nodulacidn (Frioni er
al. 1998a), por ]a respuesta a la inoculacidn en Acacia ca-
ven (Frioni et al, 1998b) y en asociaciones con hongos
micorriticos (Frioni ef al. 1999).

Desmodium es un género que se extiende desde Canad4
al centro de la Argentina y Uruguay con més de 200 espe-
cies que se desarrollan en variadad de climas. En Uruguay
y Argentina han sido descriptos mis de 20 especies (Bur-
kart, 1952). El género se encuentra en 4reas tropicales y
sub-tropicales, las temperaturas éptimas de crecimiento son
de 30°C de dia y de 25°C de noche y es bastante tolerante
a las heladas. Habita una amplia gama de suelos arenocsos,
pero se encuentra también en arcillosos, crece en suelos
medianamente dcidos y persiste y se propaga en suelos muy
dcidos (pH 4,5 o menores).

Dentro del género, D. incanum es la especie mis repre-
sentativa en el pafs, es perenne, herbicea, de tallos vertica-
les de 30 a 60 cm de alto y tallos fibrosos rastreros. Su
sistema radical es profundo, muy ramificado, las hojas de
los tallos verticales son lanceoladas, trifoliadas vy las infe-
riores a menudo pequeiias, con un foliolo. Produce flores
rojizas o violaceas en los tallos verticales, es antdgama y la
vaina estd cubierta de pelos cortos y pardos que hace que
se adhiera a la vestimenta y al ganado, facilitando la rapida
y distante propagacion de la semilla, con forma de rifién de
color pardo claro (Burkart, 1952),

Generalmente responde al encalado y al f6sforo, resiste
al pastoreo y es muy compatible con gramineas del tapiz,
como Pennisetum clandestinum (kikuyo), Digitaria decum-
bens (pasto pangola), Cynodon dactylon (gramilla), Pas-
palun dilatatum (pasto miel), Paspalum notatum, Axono-
pus compressus. (Crosa y Oliveira, 1995).

Esta especie resiste bicn a la defoliacidn y con pasto-
reos intensos y de corto tiempo se vuelve rastrera y se em-
plea con el fin de dominar malezas y gramineas altas y es
muy tolerante a la sombra (Skerman er al. 1991), Estos
auiores sefialaron rendimientos entre 5.000 y 6.500 kg/ha/
afio en Australia con 12 a 15% de protefnas.

Izaguirre y Beyhaut (1998) sefialan que ésta es sin duda
una de las especies mds recomendables para incluirla en
ensayos tendienies al mejoramiento del campo natural en
regiones del norte del pafs.

Las asociaciones de las leguminosas con microorganis-
mos promotores del crecimiento de la familia Riizobia-
ceae: Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesor-
hizobium y Azorhizobium, que Forman nddulos fijadores
de N, en raices y tallos de estas plantas, han sido muy estu-
diados (Martinez-Romero y Caballero-Mellado, 1996,
Pommergues et al., 1999; Frioni, 1999). Los aislamientos
de nédulos de Desmodium no estan relacionados a las es-
pecies descriplas. Dagutat y Steyn (1995) los han vincula-
do con R. erli, pero la gran diversidad genética en estas
bacterias hace que se requieran mds estudios a nivel de los
dcidos nucleicos, a los efectos de establecer relaciones fi-
logenéticas y taxondmicas entre los nuevos aislamientos y
los géneros reconocidos de rhizobios (Martinez-Romero y
Caballero-Mellado, 1996; Young, 1996).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la capacidad de
nodulacién de dos ecotipos de Desmodium incanum, que se
desarrollan en distinias zonas del pafs, aislar rhizobios sim-
biontes, evaluar relaciones de especificidad v la respuesta a
la inoculacién en ensayos controlados en inverndculo,

MATERIALES Y METODOS

Materiales
Semillas de D. incanum se colectaron en dos zonas del
pais y se designaron como ecotipo A (departamenio de Ri-
vera) y ecotipo B (departamento de Salto). Las cepas de
, Thizobto se aislaron a partir de nédulos de plantas bien es-
tablecidas y se conservaron en medio EMA con 40% de
glicerol a —20°C ( Vincent, 1975, Frioni, 1990).

Métodos
Relaciones de especificidad- Ensayo de inoculacién
cruzada

En ensayo de solario (16 hluz/dia, 150 E/m?2/s, 25°C)
se inocularon pldntulas de los ecotipos Ay B de D. in-
canum creciendo en medio Jensen (Frioni, 1990) con
cepas aisladas de leguminosas introducidas y otras ais-
ladas de D. ircanum, a razén de 2mL por tubo (108¢é-
lulas/mL}. La inoculacidén se repitié a los 30 dias y la
nodulacién se evalué en los siguientes 3 meses. Para-
lelamente, plantulas de leguminosas nativas (Adesmia
bicolor, Tripholium polymorphum) y exdticas (Medica-
go sativa, Lotus corniculatus, L. pedunculatus, Trifo-
lium repens, T. subferraneum) se inocularon con 4 ais-
lamientos de D. incanum (D1, D2, D3 y D4), a los efec-
tos de conocer su espectro de especificidad.

Respuesta a fa inoculacion en D. incanum en
ensayo de inverndculo

El ensayo se realizd en inverndculo, con los ecotipos A
v B de D. incanum sembrados en macetas con 2 kg de ho-
rizonte A de un suelo Argisol, arenoso franco, con ),8% de
materia orgénica, 4 mg/kg de Py pH 6,0 que se fertilizd
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con fésoforo a un equivalente de 100 kg de P,0Os/ha. Pre-
vio a la inoculacion se evalud en el suelo 1a densidad de
rhizobios que nodulan D. incanuwm por la técnica del ni-
mero méds probable (MNP) (Vincent, 1975) en cultivo de
plantulas en tubos con medio mineral Jensen.

El ensayo de inverndculo constd de 8 tratarnientos con 4
repeticiones en disefio completamente al azar: 2 ecotipos
de la leguminosa (A y B), tratamientos inoculados {cepas
D1y D4 aisladas de 1a misma leguminosa) con 10 mL de un
cultivo con 1.108 células/mL en intervalos de 30 dias) . Los
controles fueron: T sin inocular ni fertilizar y N con un equi-
valente a 100 unidades de N-urea /ha. Cada maceta se raled
a 3 plantas.

Empleo de fertilizante enriquecido con 15N: los tra-
tamientos inoculados recibieron 4 mg/kg de N-urea con
50% de atomos enriquecidos con 15N agregados en 50 mL
de agua en el momento de 1a inoculacién (Hardarson, 1994),
Las plantas recibieron solucién de Hoagland sin nitrégeno
(100 mL por macetia, cada 30 dias) y se regaron con agna
para mantener la humedad cercana a la capacidad de cam-
po durante el experimento.

Determinaciones: alos 60,90 120 y 150 dias de la siem-
bra se evaluaron:

* peso seco a 60°C de raices y parte aérea, nimero y
peso fresco de los nédulos,

= porcentaje de Nt por Kjeldhal y rendimiento en
N (calculado a partir del N% y del peso seco de las
plantas) y

* enriquecimiento de Ias plantas en 15N determinado
por espectrometrfa de emisién en equipo NOI-6e, como [o
describe Danso et al. (1993).

Anilisis de los resultados

Se realizo andlisis de varianza al 95% de confianza y
prueba de comparacion de medias (T) con nivel de signifi-
cancia del 0,05. El disefio fue un factorial completamente
al azar, con tres factores: tratamientos, estado d crecimien-
to y ecotipo de D, incanum.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo de inoculacién cruzada en solario

Las cuatro cepas de thizobio aisladas de D. incanuwm
mostraron alta especificidad, ya que sélo nodularon
ambos ecotipos de la leguminosa hospedante y no no-
dularon con las otras leguminosas nativas e introduci-
das analizadas (datos no mostrados). Por otro lado,
ambos ecotipos de 1. incanum no nodularon al ser ino-
culados con cepas de rhizobio heterélogas, aisladas de
nodulos de las leguminosas sefialadas en Materiales y
Métodos (datos no mostrados). Skerman er al. (1991)
encontraron que D, incanum es un gjemplo de legumi-
nosa con alta especificidad.

Respuesta a la inoculacién en D. incanum en
ensayo de invernaculo

La tabla 1 presenta los resultados de la acumulacién
de materia seca en la parte aérea, en raices y en el total
de las plantas, como media de los tratamientos control,
fertilizados e inoculados, en los 4 muestreos y en cada
ecotipo,

Tabla 1. Materia seca en rai’z, parte aérea y planta entera
en dos ecotipos de D, incanum en ensayo de inverndculo,
como media de tratamientos (control, nitrégeno e
inoculados y 4 repeticiones).

Dias luego de la siembra
60 90 120 150

ecolipos B A B A B A B A

raiz 041a 036a 09a 084b 1,792 1,59b 236a 197b

parle
aérea 0,7%a 065b 188a 149b 3,132 1,83b 407a 200b

total 1,20a 1,01a 283a 233b 492a 342b 6433 397

Tratamientos {ecotipos) con la misma letra no difieren significati-
vamente a 5%

No se pbservaron diferencias significativas entre tra-
tarnientos ni en la interaccidn tratamiento x ecotipo, en
la acumulacién de materia seca en las plantas. Singleton
et al. (1992) demostraron que el impacto de la inocnlacion
es remarcable cuando las poblaciones nativas de rhizobios
son escasas o nulas y que el efecto disminuye cuando la
poblacién nativa sobrepasa a los 10 rhizobios por gramo.
En este ensayo, la poblacién nativa alcanzé 1,7 x 104 céln-
las viables por gramo y aunque la inoculacién sobrepasd
esta poblacién nativa en 200 veces, puede haber sido nece-
sario un nivel superior de inoculacion a los efectos de so-
brepasar a esta poblacion nativa.

Las diferencias fueron significativas entre los ecotipos:
el B acumuld 19% y 62% més materia seca total que el A a
los 60 y 150 dias de la siembra, respectivamente, lo que
evidencia la importancia de analizar gran mimero de ecoti-
pos a los efectos de seleccionar aquellos con mayor capa-
cidad simbidtica.

La tabla 2 presenta el peso {resco de los nédulos en
cada ecotipo. La midxima nodulacién se aprecid aproxi-
madamente luego de 1 mes de la floracion. Ambos eco-
tipos incrementaron el peso de los nddulos a razén de

" 3,6 mg/dia entre los 60 y los 90 dias desde de la siem-

bra. Luege de 120 dias, se observé apreciable caida de
hojas debido a senesencia, lo que afecté el grado de
nodulacién. Ambos ecotipos presentaron similar peso
de nddulos hasta los 4 meses de la siembra, luego, el
ecotipo B incrementé significativamente. su masa no-
dular, en concordancia con el mayor nimero de nédu-
los {datos no mostrados).
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Tabla 2. Peso fresco de los nédulos (mg/planta)

Dias luego de [a sigmbra

60 a0 120 150
Ecotipo B 9a 118a 182a 160a
Ecotipe A a 118a 110b 120b

Dos o més tratamientos sefialados por la misma letra no difie-
ren.

La tabla 3 presenta los resultados en el nivel de N% en
el ensayo de inoculacién, como media de ambos ecotipos.

Si bien no se presentaron diferencias entre ecotipos, se
aprecid que la inoculacidn increment6 el nivel de nitrége-
no en esta especie. La cepa D4 (media 1,89% N) presentd
niveles superiores estadfsticamente hasta los 90 dias de la
siembra, Skerman ef al. (1991) informan de resultados si-
milares por la inoculacién en especies de Desmodium con
distintas cepas homologas.

Tabla 3. N% en plantas de D. incanum con distintos
tratamientos.

Dias luego de la siembra

60 20 120 150
cepa D1 240a 1,80b 1,70a 1,64a
cepa D4 2,30b 1,90a 1,802 1,58a
Nitrogeno 2.28b 1,78b 1,54¢ 1,520
Testigo 2,200 1,75b 1,62b 1,50b

Tratamientos sefialados por la misma letra no difieren.

La tabla 4 presenta los rendimientos en N en ambos eco-
tipos como media de los tratamientos.

A 120 dias de Ja siembra, el ecotipo B acumulé 95 mgN/
planta, 73% mdas que el ecotipo A y con una alta tasa de
acumulacién de este elemento. La cepa de rhizobio D4 acn-
muld mds nitrégeno en ambos ecotipos que la cepa D1 (da-
tos no mostrados).

Tabla 4, Rendimiento en N (mg/planta) en los ecotipos de
D, incanum.

Dias luego de ia siembra

60 80 - 120 150
ecolipo B 25a 55a 95a 100a
ecofipo A 25a 42b 55b 62b

Dos 0 mas tratamientos (ecofipos) sefalados por la misma letra
no difieren.

La acumulacién de 15N present6 diferencias significati-
vas entre los iratamientos inoculados a los 120 y 150 dias
de desarrollo de las plantas (tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de dtomos de 15N en exceso

Dias luego de la siembra

60 90 120 150
cepa D1 1,94a 1,13a 0.77a 0,46a
cepa D4 2,10a 0,98a 0,50b 0.54a

Valores seguidos por la misma letra no difieren.

La dilucién de 15N fue superior entre los 60 y 90 dfas
para ambos tratamientos inoculados, lo que coincide con
la mayor demanda de nitrégeno por la planta, El descenso
real fue: 0,81% para D1 y 1,13% para D4. Luego de este
periodo el tratamiento con D1 diluyé el 15N agregado al
suelo en forma similar entre los 90 y 120 dias v enire los
120 y el final de la experiencia.

La cepa D4 acumulé significativamente mds nitcégeno
a partir del aire a los 120 dias, efecto que se mantuvo a los
150 dias.

La tabla 6 resume los resultados de la inoculacién a los
120 dias de la siembra.

Tabla 6. Efecto de la inoculacién de D. incgnum con 2
cepas de rhizobios a los 120 dias de la siembra (medias
para los ecotipos A y B y 4 repeticiones)

Peso seco (g/planta) Nilrbgeno  Nodulacién %15N
Raiz  pade Tolal N% mgplanta N°  Peso
aerea fresco

Tesigp 1,49 212 361t 171 600 200 {34
Nitrdgeno 1,71 2,62 4338 ‘173 700 {7b

D1 167 232 398 1830 7Ob 2 1gFa p77R
D4 189 288 4772 1978 1002 512 1812 Q5P
Medias de cada ecofipo .

A 1580 1,83 3420 1782 50 23d  {08b o628
B 1,798 3132 4922 1848 902 4728 1807 0682

Valores con 1a misma letra no diferen.

Esta leguminosa nativa responde positivamente a la ino-
culacion con rhizobios aislados de nédulos de plantas vi-
gorosas en €l campo. Se aprecio una diferencia de 20% en
¢l peso seco total de las plantas, aunque no significativo,
mientras que la cepa D4 mostr6 su primacia-en la evaloa-
cién del N% de las plantas (15% en relaci6n al testigo.
frente a un 7% de la cepa D1), rendimiento en N (67%
frente al testigo y 17% en la cepa D1, con una difereacia
del 43% entre ambos tratamientos inoculados). La deter-



42 Crosa, M. et al.

AGROCIENCIA

minacién de la abundancia isotépica, evidencid en este
periodo superioridad en la fijacién del N, con la cepa D4,
efecto que se mantuvo a los 150 dias. No se evidenciaron
diferencias en esta determinacion a los 60 y 90 dfas de la
siembra (datos no presentados).

Elempleo de isétopos de 15N permite distinguir entre el N
obtenido por procesos bioldgicos simbidticos del derivado
de otras fuentes (Zapata et al, 1987, Witty, 1983). La técnica
de dilucién isotdpica de 13N ha sido ampliamente usada para
evaluar la incorporacién de nitrégeno a partir del aire. Como
se sabe, 1as leguminosas captan a este elemento desde el sue-
lo, de los fertilizantes y del aire. Un mayor enriquecimiento
a partir del fertilizante enriquecido en dtomos de 15N eviden-
cia menor fijacién biolégica. Boddey ef al, (1983) emplea-
ron esta técnica para evidenciar la fijacién biolégica en ce-
reales y pasturas y en el pafs, Danso et al. (1988) determina-
ron la incorporacion de nitrégeno del aire en pasturas de wé-
bol blanco y festuca, de 2 afios.

Finalmente, este ensayo evidencia también la variabili-
dad encontrada en la respuesta simbiética entre distintos
ccotipos de esta leguminosa nativa. Las semillas colecta-
das en el departamento de Salto (ecotipo B) se presentaron
como mas promisorias en la asociacién con bacterias fija-
doras de N, (71% de incremento en la materia seca de la
parte aérea; 44% en el total de lag plantas; 80% en rendi-
miento en N; 104% en ¢l mimero de nédulos y 67% en su
peso fresco ), como se aprecia en la tabla 6.

CONCLUSIONES

* D. incarnwn es una leguminosa nativa de Uruguay que
sc presenta bien nodulada en el campo.

= En ensayos de inoculacion cruzada esta leguminosa se
comportd como muy especifica en su nodulacién va que sélo
lo hizo con rhizobios homdlogos (aislados de D. incanum).

* Rhizobios nativos aislados de sus nédulos mostraron
un efecto positivo al ser inoculados en ensayo de inverna-
culo en suelo pobre en nitrégeno. Las cepas presentaron
diferente capacidad para fijar nitrégeno lo que evidencia la
importancia de la seleccién de cepas.

= Se presentaron diferencias entre los ecotipos analiza-
dos. El ecotipo de Salto (B) presentd mejor comportamiento
simbiético en relacién al colectado en el departamento de
Rivera (A). Se requieren estudios con mayor nimero de
ecotipos antes de poder efectuar recomendaciones sobre 1a
introduccién de una leguminosa nativa, que incluyen eva-
Tuaciones a campo, capacidad reproductiva, produccion
de semillas, adaptacién a précticas de mancjo, ademas de
sus caracteristicas simbidticas.
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