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SELECCION DE RIZOBIOS EFECTIVOS PARA LA INOCULACION DE
SOPHORA FERNANDEZIANA (PHIL.) SKOTTSB. ESPECIE EN PELIGRO DE
EXTINCION EN SU HABITAT NATURAL.

SELECTION OF EFFECTIVE RIZOBIA FOR INOCULATION OF SOPHORA
FERNANDEZIANA (PHIL.) SKOTTSB. ENDANGERED SPECIES IN ITS NATURAL
HABITAT.

Palabras indice adicionales: Archipiélago de Juan Fernandez, arbol endémico,

fijacion de nitrogeno.

RESUMEN

Sophora fernandeziana es un arbol que se encuentra en peligro de extincion, es
endémico del archipiélago de Juan Fernandez y pertenece a la familia de las
leguminosas, la cual se caracteriza por realizar una asociacién simbiotica con
bacterias que fijan nitrégeno. El objetivo de esta investigacion fue seleccionar
bacterias que fueran compatibles con S. fernandeziana y efectivas en la fijacion de
nitrogeno atmosférico. Se utilizaron 10 cepas de rizobios de los géneros
Mesorhizobium, Paraburkholderia, Rhizobium y Bradyrhizobium, aislados desde
nodulos radiculares de distintas especies de Sophora desde las regiones de Biobio,
Valparaiso y desde Nueva Zelanda. Se realiz6 un ensayo bajo condiciones
controladas en S. fernandeziana inoculadas con las distintas cepas de rizobio, en
donde se determiné materia seca y nodulacion radicular transcurridos 90 dias. De
las cepas evaluadas, las cepas de Mesorhizobium sp. AG-250 (S. fernandeziana),
AG-275 (S. macrocarpa) y AG-274 (S. macrocarpa); y la cepa de Paraburkholderia
sp. AG-252 (S. fernandeziana) lograron formar nédulos en S. fernandeziana.
Ninguna de las cepas evaluadas logré incrementar significativamente la biomasa de
las plantas, probablemente debido al corto tiempo de estudio. Se puede concluir
gque S. fernandeziana se asocia preferentemente con bacterias del género
Mesorhizobium y comparte simbionte con la especie S. macrocarpa.

SUMMARY



Sophora fernandeziana is an endangered endemic tree from the Juan Fernandez
archipelago. It belongs to the family Leguminosae which is characterized for
establishing a symbiotic association with nitrogen-fixing bacteria. The objective of
this work was to select effective nitrogen fixing bacteria for S. fernandeziana. Ten
strains of rhizobia of the genera Mesorhizobium, Paraburkhorderia, Rhizobium and
Bradyrhizobium, isolated from root nodules of different Sophora species from the
Biobio region, Valparaiso region and New Zealand, were assessed for nodulation
and effectiveness. An experiment was carried out under controlled conditions where
S. fernandeziana was inoculated with different rhizobia strains to assess dry matter
and root nodulation after 90 days. Of the evaluated strains Mesorhizobium sp. AG-
250 (from S. fernandeziana), AG-275 (from S. macrocarpa) and AG-274 (from S.
macrocarpa) and the strain of Paraburkholderia sp. AG-252 (from S. fernandeziana)
were able to form nodules in S. fernandeziana. None of the evaluated strains
significantly increased plant biomass, probably due to the short period of study. In
conclusion, S. fernandeziana preferentially associates with bacteria of the genus
Mesorhizobium and shares symbionts with S. macrocarpa.

INTRODUCCION

Alrededor del mundo, numerosos ecosistemas naturales se han visto alterados por
la pérdida vertiginosa de especies causada principalmente por factores antropicos.
Esto se ha visto reflejado en indicadores de los ecosistemas como también de la
biodiversidad que nos muestran que el deterioro es rapido. Por ejemplo, la superficie
terrestre ha sufrido alteraciones de caracter considerable en un 75 %, en la
superficie oceanica, un 66 % estd experimentando cada vez mas efectos
acumulativos y se ha perdido mas del 85 % de la superficie de los humedales
(IPBES, 2019, Pimm y Raven, 2000)

Indicadores desarrollados por el World Wide Fund for Nature (WWF) para medir
tendencias de la biodiversidad y el estado de salud de los ecosistemas, registran un
decrecimiento del orden del 30 % al presente, evidenciando una degradacién sin
precedentes al finalizar el siglo XX (WWF 2009, FAO 2009). Es asi como en el afio
1888 una publicacion del profesor de Oxford Norman Myers trajo de nuevo el



término de “hotspot” para asi diferenciar partes del mundo en donde se concentran
grandes numeros de especies de los mas diversos grupos en extensiones
superficiales pequefias (Pironon et al., 2020). Los cuales deben cumplir con dos
requisitos fundamentales para considerarse un “hotspot”, estos son: tener al menos
1500 plantas vasculares endémicas y debe tener 30 % 0 menos de su vegetacion
amenazado de extincion (Conservation International, 2022).

El archipiélago Juan Fernandez, es considerado un hotspot de biodiversidad
(Bello-Gonzalez et al., 2018) Juan Fernandez se encuentra en la Regidén Micronesia-
Polinesia que agrupa unas 4.500 islas en el Pacifico Sur, sumando 46.488 km? de
region considerada un epicentro de la pérdida global de biodiversidad. Es tal la
importancia de estos ecosistemas que de 80 taxas de flora extintos en los ultimos
400 afos, un 63 % corresponde a plantas originarias de las islas oceanicas (Sax y
Gaines, 2008).

El archipiélago Juan Fernandez esta situado en el océano Pacifico a 670 km al
oeste de Valparaiso, y esta constituido por 3 islas de origen volcanico: Robinson
Crusoe (Més a Tierra), Alejandro Selkirk (Mas Afuera) y Santa Clara (Baeza et al.
2007). En el archipiélago se registran 223 taxones de plantas vasculares silvestres
de los cuales 149 (67 %) son endémicos y 74 (33 %) nativos. Dentro de estas, las
especies Sophora fernandeziana (Phil.) Skottsb var fernandeziana, Sophora
fernandeziana (Phil.) Skottsb var. reedeana (Phil.) Skottsb y Sophora masafuerana
(Phil.) Skottsb, han sido declaradas en peligro de extincion desde el 2006 (Ricci,
2006; Penneckamp 2018). Ambas especies pertenecen a la familia Fabaceae
(leguminosas), subfamilia Faboideae y a la seccion Edwardsia dentro del género
Sophora, secciéon que agrupa a aproximadamente 20 especies distribuidas en el
hemisferio sur (Pefia et al., 2000, Mitchell y Heenan, 2002)

Sophora fernandeziana var fernandeziana es una especie que se encuentra en
la isla de Robinson Crusoe, es un arbol pequefio que alcanza los 5 metros de altura
aproximadamente. Con un tronco ramificado de color marrén oscuro, sus hojas son
compuestas, imparipinadas y sus foliolos eliptico - lanceolado. Su inflorescencia es
en forma de racimo corto con flores hermafroditas sobre pedunculos pilosos con su

corola paripinada de color amarillo. El fruto es una legumbre moniliforme,



indehiscente, coridcea, no alada. Su semilla es eliptica rectangular de color marrén
rojizo (Johow 1896, Skottsberg 1922, Rodriguez et al., 1983).

La madera de S. fernandeziana fue utilizada para la fabricacién de partes de
embarcaciones, principalmente para la proteccion de la quilla debido a la dureza de
la madera (Rodriguez et al., 1983). Esta especie es polinizada preferentemente por
colibries ya que es una buena productora de néctar. Bernardello et al. (2004)
llevaron a cabo un estudio acerca de la biologia reproductiva se S. fernandeziana,
encontrando mecanismos de autoincompatibilidad en el ovario con una baja
produccion de frutos y semillas, determinando que es una especie genéticamente
vulnerable a la extincion.

Crawford et al. (2001) determinaron que S. fernandeziana presenta una baja
diversidad genética en las poblaciones existentes. El estado de conservacion de
acuerdo con la categoria y criterio de la Unién Internacional de Conservacién de la
Naturaleza (IUCN del inglés: Internacional Union for Conservation of Nature), es de
“riesgo critico” debido a su presencia en sélo una localidad (isla Robinson Crusoe)
en una extension aproximadamente de 14 km?. Ademas, existe una proyeccion
hacia una disminucion de la calidad del habitat, debido a procesos erosivos,
presencia de plantas introducidas y por la presencia de animales exéticos invasivos
tales como el conejo (Oryctolagus cunniculus) (Ricci, 2008; Ricci et al., 2008).

Una de las cualidades de las especies de la familia Fabaceae es la capacidad
de establecer una relacién simbiética con bacterias del suelo llamadas rizobios
debido a que las plantas por si solas no son capaces de utilizar el nitrégeno
atmosférico. Por lo tanto, la simbiosis es fundamental para la formacion de nitrégeno
amoniacal, forma disponible para las plantas, ademas de mejorar las condiciones
fisicas y la biodiversidad del suelo (Rubiales y Mikic, 2015).

Esta relacién es de caracter mutualista ya que es una interaccion obligada, que
requiere de la integracion de vias metabdlicas de la fijacion (bacteroides) y de la
asimilacion del nitrégeno (por parte de la planta hospedera) en donde la planta
hospedera le entrega compuestos carbonatados y otros nutrientes a cambio del
aporte de amonio (Marcano et al., 2001; Angus, 2010). Esta asimilacién es a través

de enzimas presentes en el nodulo y luego es exportado desde el nédulo hacia la



parte aérea de la planta por el xilema en forma de amidas o de ureidos (Cooper y
Scherer, 2012).

Esta interaccion simbiotica es especifica y requiere de una serie de sefales
quimicas de reconocimiento entre la planta y el rizobio. En primer lugar, las
leguminosas atraen al rizobio a través del exudado de compuestos fendlicos del tipo
flavonoides derivados de 2-fenil-1,4-benzopirona. Esta es la primera sefal que
recibe el rizobio de su leguminosa hospedera, el cual es un conjunto caracteristico
de flavonoides de cada leguminosa que activa los genes especificos de la
nodulacién (genes nod) del rizobio (Perret et al., 2000). El ingreso de las bacterias
a los tejidos internos de la raiz puede ocurrir a través de los pelos radicales los
cuales se curvan para formar asi un canal infeccioso de manera interna (Dénarié et
al., 1992). Luego se induce la formacion de nodulos y colonizacion interna de las
células por los rizobios, proceso que puede tardar unos 15 dias, para dar lugar a la
fijacion de N atmosférico (Oldroyd y Downie, 2008; Fox et al., 2011).

Especies del género Sophora han sido reportadas como capaces de establecer
simbiosis con rizobios predominantemente con bacterias del género Mesorhizobium
(Chen et al., 2010; Chen et al.,2011; Tan et al., 2015; Wang et al., 2003; Olave,
2020). En particular para las especies S. fernandeziana, S. macrocarpa, S.
microphylla y S. toromiro, Zufiiga et al. (1998) constataron la formacién de nédulos
y asociaciones micorricicas al ser estas expuestas a suelos colectados en su habitat
natural y en jardines Botanicos de Chile y Europa, confirmando su capacidad
simbidtica. Sin embargo, este estudio no logré el aislamiento, identificacién, ni la
evaluacion de los aislados especificos.

Los estudios realizados en Nueva Zelanda por Tan et al. (2015) y De Meyer et
al (2015) reportan nodulacién cruzada entre las especies de Sophora, es decir,
especies diferentes pueden compartir el mismo simbionte o rizobio. Esto es
reforzado por los resultados obtenidos recientemente en el trabajo de Olave (2020)
en Sophora toromiro, donde se determind que distintas especies de Sophora que
crecen en Chile y en Nueva Zelanda pueden establecer simbiosis efectivas con
cepas de rizobios de la misma especie.

Considerando estos antecedentes el objetivo de este trabajo fue determinar la



efectividad simbidtica de cepas de rizobios asociadas a especies del género

Sophora de Chile y Nueva Zelanda, en Sophora fernandeziana var fernandeziana.

MATERIALES Y METODOS

Material bacteriano

Se utilizé cepas de rizobios aislados desde nddulos radiculares de distintas especies
del género Sophora (Tabla 1). Las cepas se encontraban mantenidas a -80 °C en
20 % glicerol en la coleccién de microorganismos de la Facultad de Agronomia. Se
reactivaron, inoculando una alicuota obtenida desde el criotubo congelado, en una
placa Petri con agar YMA con rojo Congo, las que fueron incubadas a 25 °C por tres
a cinco dias. Para la inoculacion en planta estas fueron suspendidas en sacarosa al
1 % y sus concentraciones estandarizadas en un espectrofotdmetro para alcanzar

la densidad 6ptica (a 600 nm) de 0,1 que es equivalente a 107 UFC mL™.

Tabla 1. Cepas de rizobios aisladas desde nodulos radiculares de Sophora spp. en
Chile continental, insular y desde Nueva Zelanda.

N° cepa Identificacion Origen Especie Fuente
geografico hospedera
AG-250 Mesorhizobium |Isla  Robinson | S. Olave, 2020
(JF4) plurifarium Crusoe, fernandeziana
vaqueria,
Valparaiso
AG-252 Paraburkholderia | Isla ~ Robinson | S. Olave, 2020
(JF6) sp Crusoe, fernandeziana
Valparaiso
AG-262 Rizobium sp Vivero Carlos | S. Olave, 2020
(P24) Douglas, macrocarpa
Yumbel, Biobio
AG-263 Bradyrhizobium | Vivero Carlos | S. cassioides | Olave, 2020
(P25) elkanii Douglas,
Yumbel, Biobio




Tabla 1 (Cont.) Cepas de rizobios aisladas desde nddulos radiculares de Sophora
spp. en Chile continental, insular y desde Nueva Zelanda.

N° cepa Identificacion Origen Especie Fuente
geogréfico hospedera
AG-264 Mesorhizobium | Vivero Carlos | S. toromiro Olave, 2020
(P26) sp Douglas,
Yumbel,
Biobio
AG-269 Rhizobium sp Vivero Carlos | S. toromiro Olave, 2020
(P31) Douglas,
Yumbel,
Biobio
AG-274 Mesorhizobium | Quilaco, Altos | S. macrocarpa | Olave, 2020
(P36) sp del Biobio,
Biobio
AG-275 Mesorhizobium | Quilaco, Altos | S. macrocarpa | Olave, 2020
(P37) sp del Biobio,
Biobio
AG-277 Mesorhizobium | Quilaco, Altos | S. macrocarpa | Olave, 2020
(P39) sp del Biobio,
Biobio
IMCP19560 | Mesorhizobium | Marborough, | S. De Meyer et
calcicola Terraza de rio | longicarinata | al., 2015
Waima,
Nueva
Zelanda

Ensayo de efectividad simbidtica en planta

Las semillas de Sophora fernandeziana fueron obtenidas en colaboracién con Conaf

oficina Juan Fernandez colectadas en octubre del 2020. Estas fueron escarificadas

en acido sulfarico por un minuto, luego desinfectadas en inmersién en etanol al 70



% (v/v) por un minuto, en hipoclorito de sodio al 3 % (v/v) por tres minutos y después
lavadas cinco veces en agua destilada estéril. En camara de flujo laminar, se
depositaron las semillas tratadas en placas Petri con agar agua (1,5 %). Previo al
ensayo el sustrato fue esterilizado en autoclave (120 °C, 1,5 Atm por 20 min)
compuesto por arena: perlita en relacion 2:1. Las semillas fueron depositadas en
placas Petri con agar agua e incubadas en camara de germinacion a 25 °C en
oscuridad, luego de 20 dias se observaron semillas con radicula visible.
Establecimiento del ensayo

Se utilizaron macetas de 500 cc que fueron desinfectadas en hipoclorito de sodio (3
%) y etanol al 70 %, antes de depositar el sustrato preparado para luego plantar una
semilla germinada por maceta, todo esto bajo la camara de flujo laminar. Las
macetas fueron regadas con 40 mL de agua y 20 mL de solucion nutritiva sin
nitrégeno en cada maceta y dejadas a 23 °C en un fitotron con luz LED y fotoperiodo
de 12 h.

Transcurridos cuatro dias se inoculdé cada plantula con un mL de cultivo
bacteriano a una DO (600 nm) de 0,1. Se incluyé un testigo sin inocular y sin
nitrégeno (N-) y otro sin inocular y con nitrégeno (N+) al cual se le administré 10 mL
de KNOs 0,1 M semanalmente. En cada maceta se instalé un tubo de polipropileno
estéril para suministrar agua y solucién nutritiva, evitando asi contaminacion entre
los tratamientos ademas de papel aluminio en el fondo de las macetas. Luego de
90 dias se evaluaron los siguientes parametros:

Nodulacidn. Se contaron los nddulos presentes en el sistema radicular, tanto en la
raiz principal como secundarias. Se verific6 cuantos de ellos estaban activos
mediante una diseccion y observando la coloracién rojiza en el interior. Se registro
ademas el tamafo y la posicion de cada nédulo en el sistema radical para asi
obtener un indice de nodulacion para cada tratamiento con la escala propuesta por
el Center for Rhizobium Studies (2012).

Peso seco aéreo y radicular. Se separé la parte aérea de la radical para luego ser
depositadas en bolsas de papel y ser secadas a 60 °C hasta alcanzar peso
constante y obtener asi el peso seco de cada uno de los tratamientos.

Andlisis de datos de ensayo de efectividad simbidtica



Los datos peso seco aéreo y radical fueron sometidos a analisis de varianza
(ANDEVA) y comparados mediante test de Tukey, con un nivel de confianza del 95
%.

Para las variables de indice de nodulacién y el numero de nédulos se realiz6 un
analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis y comparados a través del test propuesto
por Conover. Todos los analisis fueron realizados en el programa estadistico Infostat
(Di Rienzo et al., 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el ensayo de nodulacion y efectividad simbidtica de rizobios asociados a Sophora
spp. en Sophora fernandeziana var fernandeziana se verifico la formacion de
nodulos en el sistema radicular con las cepas: AG-250, AG-252, AG-274 y AG-275
de las 10 cepas evaluadas, sin registrarse nédulos en los tratamientos sin
inoculacién con nitrégeno (N+) y sin nitrégeno (N-). Las cepas que indujeron
nodulacién habian sido originalmente aisladas desde S. fernandeziana (AG-250 y
AG-252) y desde S. macrocarpa (AG-274 y AG-275) (Tabla 1). Tres de las cepas
que formaron nédulos fueron identificadas como pertenecientes al género
Mesorhizobium (Olave, 2020), como ha sido reportado para otros rizobios asociados
a especies de Sophora (De Meyer et al., 2015; Tan et al., 2015). Sin embargo, la
cepa AG- 252 fue identificada como Paraburkholderia sp. (Olave, 2020), género que
inicialmente fue descrito como Burkholderia (Dobritsa y Samadpour, 2016) y que ha
sido reportado como simbionte de leguminosas de los géneros Mimosa, Phaseolus,
Aspalathus, Lebeckia entre otros, pero hasta ahora, no para el género Sophora
(Paulitsch et al., 2020).

El indice de nodulacién fue superior al inocular S. fernandeziana con la cepa
AG-275 (aislada de S. macrocarpa), sin embargo, no hubo diferencias significativas
entre cepas debido a la alta variabilidad entre repeticiones (P = 0,05). La importancia
del indice de nodulacion radica en que se valora tanto la ubicacion como el tamafio
de los nédulos radicales, lo que es un indicador de rapidez de nodulacién y se
correlaciona con la efectividad de fijacion de nitrégeno (Yates et al., 2016). Por lo

tanto, la cepa AG-275 fue mas rapida en colonizar el sistema radical y en formar



10

nodulos, que las otras cepas.

El nimero de nodulos formados por sistema radical fluctué entre cinco a 12,
donde destaca el numero nédulos alcanzado al inocular con AG-275 (Figura 2),
aunque no hubo diferencias estadisticas (P > 0,05). La efectividad de los nédulos
determinada por la coloracion rojiza en su interior fue inferior al 50 % en todos los
tratamientos de inoculacion. Entre las cepas inoculadas, nuevamente AG-275
destaco al lograr un porcentaje de 40 %. La coloracion rojiza interna de un nédulo
esta determinada por la presencia de leg-hemoglobina, una proteina que presenta
una alta afinidad con el oxigeno y por lo tanto disminuye la concentracién de este
gas en el interior del nédulo, logrando condiciones microaerébicas que permite la
activacion de la enzima nitrogenasa y por lo tanto la fijacion del nitrégeno (Proulx y
Reddy, 2006.).

Figura 1. indice de nodulacién en plantas de Sophora fernandeziana inoculadas con
distintas cepas de rizobios.

40

35

30

25

20

15

indice de nodulacion

10

AG-250 AG-252 AG-274 AG-275
Cepa

* Barras verticales corresponden al error estandar de la media

Es destacable que la cepa AG-275, que fue aislada desde S. macrocarpa en Chile
continental, haya tenido un mejor desempefio en cuanto a numero y eficiencia de
nodulos y en indice de nodulacién. De igual modo, esta cepa fue la que formé mayor

cantidad de nédulos en Sophora toromiro y ademas fue categorizada como una de
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las cepas efectivas en esa especie (Olave, 2020).

Figura 2. Comparacion de nodulacion total con nddulos activos e inactivos en
plantas de Sophora fernandeziana inoculadas con distintas cepas de rizobios
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La efectividad de la simbiosis esta relacionada con la alta especificidad entre
leguminosa-rizobio (Madsen et al., 2010; Oldroyd et al., 2009), por lo que una
especie determinada de rizobios establece simbiosis con sélo un conjunto limitado
de plantas hospederas y viceversa (Perret et al., 2000). La simbiosis rizobio-
leguminosa es el resultado de intercambio de sefiales en distintas etapas del
proceso infeccioso, tanto desde el huésped como desde la bacteria. Por ende, se
puede producir incompatibilidad de manera frecuente en etapas posteriores al
desarrollo del nédulo (Wang et al., 2012; Wang et al., 2017; Wang et al., 2018; Yang
et al., 2017). Esto puede estar dado por una fallida activaciéon de la expresion de los
genes de fijacion de nitrégeno, conocidos como genes nif, los cuales son
responsables de la sintesis, procesamiento y ensamblaje del complejo nitrogenasa
(Isidra-Arellano y Valdés-Lopez 2022; Paulitsch et al., 2020).
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Peso seco aéreo y radicular

El andlisis estadistico de los datos de desarrollo foliar y radical no arroj6 diferencias
significativas (P > 0,05) (Figura 3). Este resultado se podria explicar por el acotado
tiempo de estudio, ya que Sophora fernandeziana si bien llega a ser un arbol que
alcanza los cinco metros de altura (Johow 1896, Skottsberg 1922, Rodriguez et al.,
1983), al ser una especie lefiosa, su desarrollo podria tender a ser mas lento que
otras leguminosas herbaceas como se ha reportado en otros trabajos (Gerding et
al., 2017; Bianco et al., 2013). Por lo tanto, el desarrollo alcanzado en 90 dias no
permite ver diferencias entre plantas noduladas y plantas sin nédulos ni inoculacion.

Figura 3. Comparacion del peso seco aéreo de plantas de Sophora fernandeziana
inoculadas con distintas cepas de rizobios
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Olave (2020), obtuvo resultados promisorios en tan solo 50 dias de experimento con
Sophora toromiro, donde se pudo ver mayor nodulacion, ya que 20 de 25 cepas

evaluadas fueron capaces de inducir la nodulacion, y ademas hubo cepas que
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incrementaron significativamente el peso seco de la planta. En esta investigacion
sélo cuatro de las 10 cepas indujeron la nodulacién lo cual nos indica una mayor
complejidad de la relacion simbidtica y de la especificidad de la especie. De estas
cuatro cepas, solo AG-252 y AG-275 mostraron una tendencia a inducir mayor peso
seco en S. fernandeziana en comparacion a los testigos sin inoculacion, pero sin
diferenciarse significativamente (P > 0,05) (Figura 3).

En cuanto al peso seco de raices de S. fernandeziana, si bien no hubo
diferencias significativas debido a la alta variabilidad entre las unidades
experimentales (Figura 4), las plantas inoculadas con las cepas AG-252 y AG-275
tendieron a un mayor peso de raices, lo que puede estar dado por la mayor

formacién de nédulos radicales.

Figura 4. Comparacibn de peso seco de raices en plantas de Sophora
fernandeziana inoculadas con distintas cepas de rizobios.
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Cabe destacar, la gran diferencia de tamafio de la raiz en el tratamiento con
nitrégeno (0,004 g) con el menor de los tratamientos inoculados (0.034 g). Esto

puede estar dado por la toxicidad que pueden provocar la presencia de altas
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cantidades de N amoniacal y de nitrato en el suelo o sustrato (Li et al., 2010; Tian
et al.,, 2008), aunque esto no fue evidenciado en un peso seco aéreo
significativamente inferior (Figura 3).

Los resultados obtenidos de esta investigacion no permiten aun seleccionar una
cepa de rizobio efectiva para S. fernandeziana. Sin embargo, la informacién
recopilada en este estudio sera la base para futuros estudios que permitiran tener
en cuenta una mayor cantidad de cepas estudiar, aisladas desde otras especies de
Sophora, en los ensayos de seleccion. Por ejemplo, en S. toromiro dos de las tres
cepas efectivas correspondieron a simbiontes de S. microphylla de Nueva Zelanda
(Olave, 2020), cepas que no pudieron ser evaluadas en esta oportunidad por no
contar con la cantidad necesaria de semillas. Ademas, es necesario tener un
conocimiento mas detallado del tiempo de desarrollo de la especie ya que sera
necesario extender la duracion de este tipo de ensayos a seis meses para permitir
el completo desarrollo de la simbiosis y a futuro establecer estrategias efectivas

para su reintroduccién en su habitat.

CONCLUSIONES
- Cepas bacterianas de los géneros Mesorhizobium y Paraburkholderia,
aisladas desde S. fernandeziana y S. macrocarpa, indujeron la formacion de
ndédulos en las raices de S. fernandeziana.
- Lainoculacién de S. fernandeziana con distintas cepas de rizobios aislados
desde Sophora spp. no promovié un mayor peso seco de follaje durante el

tiempo de duracion del ensayo.
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Anexo 1. Sistema de clasificacion de la nodulacion para sistemas radiculares

jovenes. (adaptado de Center for Rhizobium Studies, 2012).
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