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EFECTIVIDAD SIMBIOTICA DE RIZOBIOS ASOCIADOS A VICIA SPP. Y
LATHYRUS SPP. EN MAGALLANES

SYMBIOTIC EFFECTIVENESS OF RHIZOBIA ASSOCIATED WITH FORAGE
LEGUMES OF THE GENERA VICIA AND LATHYRUS IN THE MAGALLANES
REGION

Palabras indice adicionales: Praderas, Patagonia, Fijacién de nitrégeno
atmosférico, Vicia atropurpurea, Lathyrus sativus.

RESUMEN

Las especies Vicia magellanica, V. nigricans y Lathyrus magellanicus son parte de
las pasturas naturales de la region de Magallanes, aportando nitrégeno por medio
de la fijaciéon biolégica de nitrogeno atmosférico. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar la formacion de nédulos radiculares y determinar la especificidad y
efectividad simbidtica de rizobios aislados desde plantas de los géneros Vicia y
Lathyrus. Se recolectaron nddulos de tres sitios de la region de Magallanes,
obteniéndose 13 aislados bacterianos. A través de la determinacion de la huella
genética, se identificaron cinco cepas genéticamente distintas. En un ensayo bajo
condiciones controladas se evaluo la capacidad de las cepas de formar nédulos en
vicia (Vicia atropurpurea) y chicharo (Lathyrus sativus). En chicharo, todas las cepas
formaron ndédulos y obtuvieron un resultado similar en materia seca siendo
clasificadas como inefectivas. Las cepas AG-298, AG-299 y AG-300 fueron las que
presentaron mejores resultados en indice de nodulacién. En el ensayo en vicia las
cepas AG-298, AG-299 y AG-300 fueron las Unicas que formaron nodulos radicales
alcanzando materia seca similar al testigo sin nitrégeno, siendo clasificadas como
inefectivas. Esta investigacion confirma la capacidad de formar nddulos de los
rizobios aislados desde Vicia y Lathyrus en Magallanes, siendo inefectivos en fijar

nitrégeno en V. atropurupurea y L. sativus.

SUMMARY



The species Vicia magellanica, V. nigricans and Lathyrus magellanicus are part of
the natural pastures of the Magallanes region. These belong to the Fabaceae family
and therefore can form symbiotic associations with soil bacteria and thus fix
atmospheric nitrogen. The objective of this research was to evaluate root nodules
formation and to determine the specificity and symbiotic effectiveness of rhizobia
isolated from Vicia and Lathyrus. Nodules from three sites in the Magallanes region
were collected, obtaining 13 isolates. Through genetic fingerprinting, five genetically
distinct strains were identified. In a trial under controlled conditions, the ability of the
strains to form nodules in vetch (Vicia atropurpurea) and grass pea (Lathyrus
sativus) was evaluated. Every strain formed nodules in grass pea and were classified
as ineffective. The strains AG-298, AG-299 and AG-300 reached highest nodulation
index in grass pea. The strains AG-298, AG-299 and AG-300 were the only ones
able to form root nodules in vetch, reaching dry matter levels like the uninoculated
control, and were therefore classified as ineffective. Rhizobia isolated from Vicia and
Lathyrus in Magallanes, can induce nodulation but are ineffective in fixing nitrogen
in V. atropurpurea and L. sativus.

INTRODUCCION

La region de Magallanes se ubica en el extremo austral de Chile en la parte sur de
la Patagonia. Esta se encuentra dividida en cuatro provincias: Nueva Esperanza,
Magallanes, Tierra del Fuego y Antértica Chilena, y limita con la Region de Aysény
al sur con Cabo de Hornos. El clima de la regién se caracteriza por fuertes vientos
y bajas temperaturas a lo largo del afio que varian desde los 0 °C a 14 °C y rara vez
desciende a -5 °C o aumenta a mas de 18 °C. Los tipos de climas que mas se
distinguen son: clima estepa frio semiarido, clima hiumedo de tundra, clima templado
frio y clima trasandino. En inviernos las precipitaciones se caracterizan por ser casi
exclusivamente sélidas que pueden ser en un promedio de 2000 mm al afio (nieve)
(BCN, 2020). En los suelos, las bajas temperaturas que se registran en las épocas
de primavera y verano hacen que la velocidad de mineralizacion se vea disminuida
provocando un mayor almacenamiento de materia organica a lo que es previsto

para la pluviometria de la zona, lo que lleva a tener una deficiencia crénica en la



acumulacion de nitrégeno en la mayoria de los suelos de esta zona (Covacevich y
Ruz, 1996)

La actividad agricola mas importante en la Region de Magallanes es la ganaderia,
la cual, esta basada principalmente en el uso de praderas naturales, que
representan un 96 % de las praderas de la region y que son utilizadas en invernadas
y veranadas para el uso de pastoreo (ODEPA, 2018). Sin embargo, se ha observado
una disminucién en la capacidad de carga de las praderas que se debe a dos
factores: sobrepastoreo con ovejeria extensiva, o que conlleva el deterioro de la
vegetacion y fauna; y la escasez hidrica en verano por bajo nivel pluviométrico
(Covacevich, 2006).

Las praderas naturales se caracterizan por su corto periodo de crecimiento, el que
comienza de manera activa a fines de octubre y que disminuye a fines de diciembre,
esto por las fuertes disminuciones hidricas que se producen en esta estacion, luego
tiene una pequefia alza en los ultimos meses del verano y principios de otofio
(Covacevich y Ruz, 1996). Las praderas naturales, en su mayoria, no son
fertilizadas y pueden presentar grandes deficiencias nutricionales. Uno de los
nutrientes que tiene mayor importancia para las praderas de las zonas humedas de
Magallanes es el nitr6geno, y es aqui donde juega un papel importante la presencia
de leguminosas forrajeras, que permiten mejorar el déficit de nitrégeno en el suelo
y aumentar el rendimiento de la pradera (Radic y McAdam, 2012; Elizalde, 2002).

La familia de las leguminosas (Fabaceae), considerada la tercera familia mas
grande de las angiospermas, abarca una gran extension en el mundo desde el
tropico hasta las regiones articas, e incluyendo arbustos, hierbas, hasta arboles que
suman alrededor de 19.000 especies (Lewis et al., 2005). Debido a la gran
diversidad de especies y de lugares donde se puede encontrar, esta familia se
subdivide en tres subfamilias: Mimosoideae, que corresponden mayormente a
arboles y arbustos, con hojas alternas bipinnado compuestas, flores agrupadas en
panoja densa, Caesalpinoideae, en su mayoria arboles y arbustos, hojas alternas
pinnado-compuesta, flores de tamafio variable, agrupadas en racimo o espiga ligera

y Faboideae, que son en su mayoria especies herbaceas y trepadoras, hojas



alternas, en general compuestas, flores agrupadas en racimos o espigas (Llamas y
Acevedo, 2018).

Dentro de la subfamilia Faboideae se encuentran las leguminosas forrajeras
nativas que podemos hallar en las praderas naturales de la Patagonia, que incluyen
a las vicias, particularmente a las especies Vicia nigricans y Vicia magellanica, que
se caracterizan por su gran potencial para la proteccion y restitucion de terrenos
degradados. Las especies de vicias pueden ser herbaceas anual o bianual, poseen
un sistema radicular con un gran desarrollo, con raices finas bastante ramificadas
(Blackhall et al., 2020). También destaca el género Lathyrus que, de acuerdo con
Ortiz (1956), incluye méas de 120 especies, de las cuales en Chile se cuenta con
alrededor de 17 a 20 especies autdctonas, denominadas “arvejillas”. Las arvejillas
pueden ser hierbas “delicadas o robustas” con un comportamiento anual, con
rizomas de alta exploracién o un eje lefioso. La especie que se encuentra en la zona
Austral del pais es Lathyrus magellanicus, que es perenne, de coloracidon oscura
comunmente negra a causa de la desecacion, glabra, con inflorescencias de tres a
cuatro flores con una corola purpura-azulada, con tallos tetragonos. Se puede
encontrar desde Rancagua hasta Tierra del Fuego. Y se subdivide en dos
variedades: var. ovalifolius y var. heterocirrhus (Lara y Cruz, 1987).

Una de las caracteristicas mas particulares y llamativas de las leguminosas es su
capacidad de establecer una relacidbn simbidtica con bacterias del suelo,
comunmente llamadas rizobios, las cuales inducen la formacion de nédulos en las
raices, donde fijan nitrégeno atmosférico, haciéndolo disponible para la planta. El
aporte de nitrégeno al suelo por parte de leguminosas forrajeras, justamente se
debe a esta asociacion simbidtica, interaccion que ademas es sustentable para la
agricultura, ya que puede generar una disminucion en costos en cuanto al uso de
fertilizantes nitrogenados que son elaborados a partir de petroleo (lvanov et al.,
2012). La mayoria de los rizobios pertenecen al reino de las proteobacterias, al
orden Rhizobiaceae y a la subdivision de a- Proteobacterias (Hernandez et al.,
2012), las cuales son capaces de asociarse exclusivamente con plantas de la familia

de leguminosas (Garabato, 2018).



El establecimiento de la simbiosis entre rizobios y leguminosas, se debe al
intercambio de sefiales quimicas y moleculares especificas entre planta y bacteria,
gue comienzan con la liberacion de los flavonoides a través de las raices de la planta
que activan los genes Nod de las bacterias para que estas secreten los lipo-quito-
oligosacaridos bien conocidos como factores Nod. Ya ocurrido el reconocimiento
entre rizobio-leguminosa se produce la invasion de la raiz por parte de la bacteria,
y la planta en respuesta activa la formacién del nédulo, 6rgano especializado de la
raiz, que hospedara a la bacteria (Gourion et al., 2015; Ledn, 2019). En los nédulos,
se produce un intercambio de nutrientes, que se basa en que las bacterias dan
suministro de nitrégeno asimilable en forma de amonio (NH4) a la leguminosa, a
partir de la molécula de N2, y la planta da energia en forma de hidratos de carbono
a los rizobios. Cabe mencionar que la interaccion entre rizobios y especies de
leguminosas es altamente especifica, ya que depende de sefializaciones quimicas
entre planta y bacteria, y por esto cada leguminosa puede asociarse sélo a una o
unas pocas especies de rizobios (Garabato, 2018; Dary, 2015). Hasta ahora no se
han realizado estudios con respecto a las interacciones simbidticas que puede
haber en las leguminosas de los géneros Vicia y Lathyrus presentes en la Region
de Magallanes, aunque se sabe que existe diferencias en especificidad y efectividad
simbidtica entre ambos géneros (Covacevich y Ruz, 1996). Es por esto que el
objetivo de esta investigacion es determinar la especificidad y la efectividad
simbidtica de rizobios aislados desde Vicia spp. y Lathyrus spp. en praderas de

Magallanes, en Vicia atropurpurea y Lathyrus sativus.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de plantas

Se extrajeron plantas con raiz de los géneros Vicia y Lathyrus desde tres sectores
de la Region de Magallanes: Los Cisnes (C10), La Leona (C19) y Portada (C21)
(Apéndice 1). Desde cada planta se extrajeron nédulos radiculares, que fueron
almacenados en tubos Eppendorf con silica gel y algodon hidréfilo para su
preservacion. Las muestras deshidratadas fueron transportadas al Campus Chillan

de la Universidad de Concepcion donde se realiz6 el aislamiento de bacterias y los



experimentos en planta. El aislamiento y multiplicacion bacteriana se realizaron en
el laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de Agronomia y el experimento de
efectividad simbidtica en planta se realizo en el Fitotron del edificio Humberto Serri
Gallegos en la estacion experimental EI Nogal.

Aislamiento de rizobios

En laboratorio, los nédulos radicales preservados en silica gel, se hidrataron por
inmersion en agua destilada estéril durante 1 hora. Luego fueron desinfectados
superficialmente en una solucion de 70 % etanol por 30 segundos, se continud con
hipoclorito de sodio al 4 % durante 90 segundos y seis enjuagues en agua destilada
estéril para la eliminacion de desinfectantes. Los nédulos esterilizados se prensaron
con una pinza que fue previamente esterilizada, donde se deposité el contenido
interior en una placa con el medio de cultivo agar manitol levadura (YMA del inglés
yeast manitol agar) mas rojo congo como indicador (Anexo1l).

El contenido interno del nédulo se distribuy6 a través de siembra en estrias para
obtener cultivos puros. Los cultivos fueron incubados a 25 °C por dos a seis dias,
dependiendo de la tasa de crecimiento de cada rizobio.

De estas placas se seleccionaron las colonias obtenidas que presentaran las
caracteristicas descritas para rizobios en YMA y estas se repicaron en YMA + rojo
congo hasta obtener colonias puras (Matos et al., 2002; Hernandez et al., 2012).
Los aislados obtenidos fueron criopreservados en glicerol al 20 % en un ultrafreezer
a -80 °C. Todos los procedimientos antes descritos fueron realizados en una camara
de flujo laminar.

Diversidad de cepas de rizobios asociados a Viciay Lathyrus

A partir de los aislados que fueron multiplicados en YMA se efectu6 un preparado
celular para PCR. Para ello, se suspendieron tres asadas de colonias puras, en 1
mL de solucién salina (NaCl al 0,89 % p v!) estéril en tubos Eppendorf. Cada
suspension se centrifugd a 9000 rpm durante tres minutos en micro centrifuga, se
retird el sobrenadante y luego se resuspendio en solucién salina estéril, el proceso
fue repetido en tres oportunidades. Cada suspension de células fue estandarizada
a una densidad oOptica (OD) de 6,0 a 600 nm de longitud de onda (Modificado de
Gerding et al., 2012).



La diversidad genética de los aislados se evalud a nivel de cepa a través de la
amplificacion de la huella genética de cada aislado por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) (Richardson
et al., 1995). Cada una de las muestras se sometié a amplificacion aleatoria de ADN
polimorfico, esta técnica es conocida como RAPDs (Random Amplified Polymorphic
DNA) (Alberti et al., 2011), utlizando el partidor RPO1 (5
AATTTTCAAGCGTCGTGCCA 3) el cual amplifica regiones conservadas y
regiones variables del gen nif (Richardson et al., 1995; Gerding et al., 2012) de
bacterias fijadoras de nitrégeno. La muestra de reaccion utilizada para cada aislado

se compuso de reactivos y concentraciones que se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Mezcla de reactivos para amplificacién aleatoria de ADN polimérfico
(RAPDs) de los aislados, para volumen final de 20 pL.

Reactivo Volumen pL
Preparado de células 1,0
Taq polimerasa 0,5
Partidor RPO1 [10pM] 5,0
Cloruro de magnesio (MgCl2) [25mM] 24
Buffer (10x) 2,0
dNTP [0,8mM] 0,4
Agua ultrapura 8,7

El programa para la amplificacion del ADN por PCR se encuentra descrito en la
Tabla 2. Para poder comprobar la amplificacion de los fragmentos se realiz6 una
electroforesis con los productos de la PCR en geles de agarosa al 2 % (p v?)
previamente tefiidos con 10.000 X en Gel Red ™ Nucleic Acid Stain (Biotium). Se
utilizé la escalada universal Kappa (Kappa) como marcador. La electroforesis se
llevé a cabo en tanques tamponados con 1XTAE (Tris-acetato 40mM, EDTA 1mM,
pH 8,0) a 100V durante tres horas (Gerding, 2011). Las bandas se visualizaron en
un transiluminador UV conectado a una camara digital. Para identificar las cepas

genéticamente distintas, se analizaron los patrones de banda obtenidos.



Tabla 2. Programa utilizado para la amplificacion aleatoria de ADN polimorfico
(RAPDs) de los aislados obtenidos de Vicia magellanica y Lathyrus magellanicus.

Temperatura
Tiempo (segundos) (°C) N° Ciclos
300 95 1
30 94
10 50 5
90 72
30 94
25 55 35
90 72
300 72 1

Para determinar las cepas genéticamente distintas se construy6 un cladograma en
base a la distancia genética entre aislamientos utilizando la aplicacion NEIGHBOR
del programa Phylips y luego se utiliz6 el software MEGA 5.2 (Tamura et al., 2007)
para visualizar los cladogramas.

Solo se continud evaluando aquellos aislados que tuviesen un patrén de bandas
amplificadas Unico y que por lo tanto constituyan una cepa.
Ensayo de efectividad simbidtica en planta
Se evalud la efectividad de fijacion bioldgica de nitrogeno de cepas de rizobios
obtenidas desde Vicia spp. y Lathyrus spp. Las cepas bacterianas fueron
multiplicadas en medio liquido manitol levadura e incubadas a 25 °C y en agitacion
por cinco dias.

Los ensayos en planta fueron realizados en un fitotrén desde el 23 de noviembre
de 2021 utilizando como hospedero Lathyrus sativus (chicharo) y desde el 01 de
diciembre 2021 el ensayo con Vicia atropurupurea (vicia forrajera). El fitotron se
encontraba regulado a 24 + 2 °C, con luz LED para crecimiento vegetativo y bajo
condiciones asépticas.

Las semillas de V. atropurpurea y L. sativus fueron desinfectadas
superficialmente por inmersion en etanol al 70 % (v/v) durante un minuto, en
hipoclorito de sodio al 3 % (v/v) durante tres minutos y luego lavadas seis veces en
agua destilada estéril. Una vez desinfectadas se sembraron en macetas de 500 mL,

previamente desinfectadas en hipoclorito de sodio (3 %), con sustrato arena:perlita



en proporcion 1:1, previamente pasteurizado en autoclave. La siembra fue realizada
en camara de flujo laminar para evitar contaminacién, depositando dos semillas por
cada maceta mas 20 mL de solucion nutritiva exenta de nitrégeno (Anexo 1). Cuatro
dias después de la siembra se realizé un raleo y se dejé una planta por maceta y
cada planta se inocul6 con 1 mL de cultivo bacteriano a una DO600nm de 0,1
(equivalente a 10’ UFC mL™1).

Los tratamientos correspondieron a la inoculacién de cinco cepas bacterianas
obtenidas desde Magallanes y se incluyé ademas un testigo sin inocular (N-) y un
tratamiento sin inocular pero con nitrogeno (N+), al cual se le adicion6 10 mL de
KNOs 0,1M. El diseiio experimental fue completamente al azar con cuatro
repeticiones por tratamiento. Transcurridas seis a ocho semanas, los parametros
gue se evaluaron fueron los siguientes:

Nodulacidn. Se realizé un conteo del nimero total de nédulos por sistema radicular
y fue verificado el porcentaje de n6dulos activos mediante diseccion y observacion
de la coloracién rojiza interior. Ademas, se registré el tamafio y ubicacion de los
nodulos en el sistema radicular para obtener el indice de nodulacién de acuerdo con
la escala propuesta por el Center for Rhizobium Studies (CRS, 2012) (Anexo 2) con
la formula: indice de nodulacion = (nodulos grandes corona x 6) + (nédulos
medianos corona x 4) + (n6dulos pequefios corona x 2) + (nédulos grandes laterales
x 3) + (No6dulos medianos laterales x 2) + nddulos pequefios laterales

Peso seco aéreo y de raices. Una vez evaluada la nodulacion se separo la parte
aérea de la radical, las cuales fueron depositadas en bolsas de papel y secadas a
60 °C hasta peso constante, para luego determinar peso seco para cada unidad
experimental.

Andlisis de datos de ensayo de efectividad simbidtica

Los datos obtenidos de peso seco fueron tabulados y sometidos a andlisis de
varianza (ANDEVA) (P < 0,05), previa comprobacion de los supuestos. Los datos
de peso seco aéreo fueron comparados mediante test de Tukey, con un nivel de
confianza del 95 %.

Para las variables indice de nodulacién y niumero de nédulos se realizé un analisis

no parametrico de Kruskal Wallis y las medias fueron comparadas a traves del test
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propuesto por Conover. Todos los andlisis se realizaron en el programa estadistico
infostat (Di Rienzo et al., 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de rizobios

A partir de la prospeccion realizada en la Region de Magallanes se colectaron 13
nédulos radiculares desde Vicia spp. y Lathyrus spp. Los nddulos colectados fueron
de tipo indeterminado por su morfologia elongada. La clasificacion de los nodulos
determinados e indeterminados se basa en la presencia o ausencia de meristema.
Un nédulo determinado se caracteriza porque se origina a partir de division celular
de la corteza externa, aquella que no posee meristema persistente. El nédulo
indeterminado es originado a partir de division celular en la corteza interna la cual
tiene meristema apical persistente (Lima, 2012 y Wang et al, 2002).

De los 13 nédulos se logré obtener 13 aislados bacterianos. Todos estos
presentaron una coloracion rosa palido de las colonias y aspecto mucilaginoso con
un crecimiento rapido, dénde no se observo absorcion del colorante rojo del medio
YMA + rojo congo, una de las caracteristicas mas representativa de los rizobios de
las alfa-proteobacterias y que también da la facultad de reconocer de los
contaminantes (Hungria et al., 2016).
Determinacion de la huella genética de los aislados
A través de la metodologia para la obtencién de la huella genética mediante RAPDs
PCR utilizando el partidor RPOL1, se verificé la amplificacion de diversos fragmentos
en los 13 aislados bacterianos desde los nddulos radiculares. A partir del analisis
de los patrones de bandas detectados en el gel se logré construir un cladograma
(Figura 1) que permitié individualizar cinco cepas bacterianas genéticamente
distintas entre si, descartandose ocho aislados que tuvieron un patron genético
idéntico a alguna de las muestras. Se les asignaron los siguientes cédigos a las
cepas las que fueron ingresadas a la coleccién bacteriana de la Facultad de
Agronomia: AG-298, AG-299, AG-300, AG-301 y AG-302.

Este estudio muestra una baja diversidad de cepas de rizobios, en comparacion

a lo determinado por Galaz (2019) con rizobios asociados a alfalfares en Magallanes
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en donde se encontraron una mayor variedad de cepas, las cuales fueron 25 cepas
genéticamente distintas obtenidas desde 13 sectores mientras que en este estudio
se obtuvieron 5 cepas desde 3 sectores.

Ensayo de efectividad simbidética en planta

En el ensayo con Lathyrus sativus, se determind que las cinco cepas de rizobios
evaluadas generaron la formacion de nédulos en las raices. En los tratamientos que

no fueron inoculados, N- y N+, no se observo nodulacion.

Figura 1. Cladograma de las relaciones genéticas entre rizobios aislados desde
Lathyrus magellanicus y Vicia spp., de acuerdo con el producto de RAPDs — PCR

con el partidor RPOL1.
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Las cepas AG-298, AG-299 y AG-300 lograron el mayor indice de nodulacion en la
raiz de chicharo y las cepas AG-301 y AG-302 obtuvieron un indice de nodulacion
significativamente menor a AG-298 (Figura 2). El indice de nodulacion, ademas de
considerar el numero de nodulos, da valor a la ubicacion de estos en la raiz y
también al tamafio que tengan (Anexo 2). Un mayor indice de nodulacion indica que
los rizobios formaron tempranamente nédulos en la raiz principal (Yates et al.,
2016). Cabe mencionar que la velocidad de nodulacion es relevante para las
inoculaciones en terreno, puesto que la cepa que tiene mayor rapidez en nodular es
la ma&s competitiva respecto a los demas rizobios presentes en el suelo, evitando

gue cepas inefectivas utilicen los sitios de infeccion (Gerding et al., 2014).

Figura 2. indice de nodulacién en Lathyrus sativus inoculado con distintas cepas de
rizobios aislados desde ndédulos radicales de leguminosas en praderas de
Magallanes.
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(P < 0,05).

En relacion al peso seco aéreo (PSA) del chicharo se observaron diferencias
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significativas entre los distintos tratamientos y el tratamiento con nitrégeno mineral
(N+) siendo este ultimo superior a todos los demas tratamientos de inoculacion (P
< 0,05). Los tratamientos inoculados con rizobios mostraron un peso seco aéreo
igual al testigo exento de nitrégeno (N-) (Figura 3), indicando que todas las cepas
fueron inefectivas para Lathyrus sativus y que ademas no lograron superar el 50 %
del peso seco del tratamiento N+ que corresponde al limite para ser consideradas

parcialmente efectivas (Yates, 2016).

Figura 3. Biomasa aérea de Lathyrus sativus inoculado con distintas cepas de
rizobios aislados desde ndédulos radicales de leguminosas en praderas de
Magallanes.
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* Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias significativas de acuerdo a test de Tukey
(P <0,05).

En el ensayo con plantas de Vicia atropurpurea, se determiné que las cinco cepas
fueron capaces de inducir nédulos en las raices, pero en las cepas AG-301 y AG-
302 el indice de nodulacion fue menor en comparacion a las demas cepas. Los

nodulos presentaron una coloracién interna blanquecina por la ausencia de
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leghemoglobina, lo que es indicador de inactividad del complejo enzimético
nitrogenasay por lo tanto ausencia de fijacion biolégica de nitrégeno (Calvo, 2011).

El complejo enzimético nitrogenasa cataliza la reaccion principal para la fijacion
de nitrégeno convirtiendo el nitrogeno atmosférico (N2) en amonio (NHs) en los
nodulos (Fourmond y Léger, 2017), pero es inactivado cuando es expuesto a
oxigeno. Y es aqui donde la leghemoglobina juega un papel muy importante, ya que
es una proteina reguladora que controla los niveles de concentracion de oxigeno al
interior del nédulo. La leghemoglobina contiene hierro y funciona como tampon, por
lo tanto aumenta o disminuye la concentracion de oxigeno existente en el nédulo
(Calvo, 2011).

Las cepas AG-298, AG-299 lograron un mayor indice de nodulacién al alcanzado
en vicia inoculada con AG-301 y AG-302 (Figura 4). La cepa AG-301 no logro formar
nddulos radicales en vicia.

Figura 4. indice de nodulacion en Vicia atropurpurea, inoculado con distintas cepas
de rizobios aislados desde ndodulos radicales de leguminosas en praderas de
Magallanes.
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Con respecto al PSA de vicia se encontraron diferencias significativas (P < 0,05)
entre los distintos tratamientos. Donde las plantas inoculadas con las cepas
bacterianas AG-298, AG-299, AG-300, AG-301 y AG-302 fueron estadisticamente
iguales entre si y al testigo sin nitrdgeno y sin inoculacion (N-), y diferentes al testigo
con nitrégeno (N+) que logré un peso seco aéreo mayor (P < 0,05) (Figura 5).
Ninguna de las cepas logré superar el 50 % del peso seco del tratamiento N+, de
hecho, se obtuvo un porcentaje inferior al 20 % para la mayoria. Por lo tanto, las

cepas fueron categorizadas como inefectivas (Yates et al., 2016).

Figura 1. Biomasa aérea de Vicia atropurpurea inoculado con distintas cepas de
rizobios aislados desde ndédulos radicales de leguminosas en praderas de
Magallanes.

0,3
0,25
0,2
0,15

0,1

- ' I ' I . '

- AG-298 AG-299 AG-300 AG-301 AG-302
Cepas de rizobios

Peso seco aéreo (g pl-1)

o

* Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias significativas de acuerdo a test de Tukey
(P <0,05).



16

El bajo PSA registrado para ambas especies inoculadas puede deberse, en parte,
a que la nodulacion implica un gasto energético para la planta, ya que la planta es
la responsable de formar el hilo infeccioso y de las divisiones celulares en el cortex
para formar la estructura nodular y también porque existen interacciones en que no
se activa el set de genes de fijacion biolégica de nitrogeno (Wang et al., 2021,
Bianco, 2020). Por otro lado, el que se produzca nodulacion pero no un incremento
de biomasa en la planta, es decir una nodulacion inefectiva, esta relacionado con la
activacion de genes en la bacteria. Los rizobios contienen un conjunto de genes que
determinaran la infeccion, especificidad y finalmente la fijacion biolégica de
nitrogeno. Los genes nodABC estan involucrados en el proceso de infeccion, y los
genes nodFE, noddH y nodPQ son aquellos responsables de la especificidad de la
bacteria con el huésped. Los flavonoides son las moléculas primarias de
comunicacién secretados por las leguminosas y son reconocidas por los rizobios a
través de sus receptores que son los genes NodD que gatillaran la formacion de
una molécula de sefial, factor Nod, que son reconocidos por la leguminosa, en una
interaccidon descrita como un sistema de “llave y cerradura” (Parniske y Downie,
2003). Por lo tanto, si la cepa de rizobio no sintetiza el factor Nod compatible para
la planta huésped, no seran desarrollados los nédulos. Existe otro conjunto de
genes nif que determinan que ocurra la fijacién biolégica de nitrdgeno en un
hospedero determinado, ademas estos genes permiten una ocupacion mas
eficiente del nddulo e infeccion de un tipo determinado de genotipo de la planta
(Paredes, 2013). Es asi como una cepa de rizobio puede ser capaz de inducir
formacion de ndédulos en un hospedero, pero carecer de los genes nif especificos o
bien que estos genes no pudiesen ser activados, como probablemente ocurrié en
este estudio.

Las condiciones climaticas de igual modo pueden afectar la interaccién entre el
rizobio y la planta hospedera, pero esto normalmente incide en la nodulacion. Por
ejemplo, la acidez del suelo, la sequia, la disponibilidad de P y N, y las altas y bajas
temperaturas, son factores que pueden afectar las interacciones entre huésped y
rizobio, lo que se ve traducido en una menor formacion de nodulos y por ende en

una menor fijacion simbiotica de nitrogeno (Howieson y Ballard, 2004), ya que
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muchas veces afectan el intercambio de sefiales moleculares entre los socios
simbidticos (Sadowsky, 2005). En esta investigacion, varias de las cepas
bacterianas lograron formar nédulos en ambas especies lo que es evidencia de que
la interaccion e intercambio de sefales si ocurrieron y el factor ambiental no tuvo un
efecto negativo. Sin embargo, tanto en Lathyrus sativus como en Vicia
atropurupurea los nodulos fueron inefectivos. Esto probablemente sea atribuible a
gue éstas no corresponden al hospedero original de los rizobios, sino que a otras
especies del mismo género. Existen casos en los que una misma especie de rizobio
puede formar nddulos efectivos en varias especies de leguminosas dentro de un
mismo género. Un caso reconocido es el género Trifolium, donde especies como el
trébol rosado (Trifolium pratense), trébol frutilla (Trifolium fragiferum) y trébol blanco
(Trifolium repens) son noduladas efectivamente con la misma cepa y especie de
rizobio. Al igual que en las especies como trébol subterraneo (Trifolium
subterraneum) y trébol purpura (Trifolium purpureum) que comparten el mismo
simbionte (Drew et al., 2012).

De acuerdo con los resultados obtenidos, la nodulacién dentro del género
Lathyrus y el género Vicia es de alta especificidad y los rizobios nodulan
efectivamente so6lo con ciertas especies dentro del género e inefectivamente con
otras, tal como se ha descrito en literatura para géneros como Lotus (Howieson et
al., 2011) y también para algunas especies de Lathyrus y Vicia (Gritli et al., 2020;
Villadas et al., 2017). En el trabajo de Gritli y colaboradores (2020) se describe a la
especie Rhizobium laguerrae como efectiva en Lathyrus cicera y Vicia sativa, pero
obtuvieron resultados erraticos en cuanto a efectividad en ambas especies al ser
inoculadas con cepas de Rhizobium leguminosarum. Esta Ultima especie habia sido
previamente descrita como el simbionte mas frecuente en Lathyrus spp. en Canada
(Drouin et al., 1996) y también en Lathyrus spp. y Vicia spp. en praderas de Espafia
(Villadas et al., 2017).

Si bien en este trabajo de investigacion no se determind la especie a la que
corresponden las bacterias aisladas, si se puede avanzar en la identificacién a nivel
de género por las caracteristicas de la colonia. La diferenciacion clasica de géneros

de rizobios se basa en el tiempo de crecimiento y tamafio que poseen las colonias.
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El género Allorhizobium corresponden a bacterias de rapido crecimiento debido a
que uno o dos dias después de incubacion tiene un didmetro de 0,5 a 3 mm,
Azorhizobium que forman colonias translicidas, de aspecto gomosas, circulares y
con un color cremoso y de rapido crecimiento (al menos 2mm a los 2 dias de
incubacion), Bradyrhizobium forma colonias circulares de lento crecimiento (al
menos 7 dias de incubacién), Mesorhizobium colonias circulares, semitranslicidas
y con aspecto mucilaginoso, su diametro alcanza de 2 a4 mm en incubacion durante
5 dias, y Rhizobium que posee colonias de color blanco o beige con forma circular
con un diametro de 2 a 4 mm luego de 3 a 5 dias de incubaciéon (Delgado et al.,
2007). Las bacterias que fueron aisladas desde L. magallanicus y Vicia spp.
formaron colonia luego de 4 a 5 dias de incubacién lo que las categorizaria dentro
del género Rhizobium sumado a su coloracién blanquecina. Esto concuerda con lo
descrito para los géneros Vicia y Lathyrus y su interaccion con bacterias del género
Rhizobium (Gritli et al., 2020).

Aunque este trabajo de investigacion confirma la habilidad de las bacterias
aisladas desde Lathyrus magallanicus y Vicia spp., de promover la formacion de
nodulos radicales, queda aun pendiente evaluar su efectividad en estas especies.
De ser confirmada su efectividad, estas cepas de rizobios seran de suma
importancia para el restablecimiento de praderas a base de leguminosas en la
Region de Magallanes, ya que probablemente estén adaptadas a las condiciones
edafoclimaticas predominantes en esa zona. Esto cobra gran relevancia
considerando que la baja temperatura de suelo es una restriccion ambiental muy
importante para la nodulacibn ya que retrasa la iniciacion de nodulos y la
contribucion de la simbiosis al desarrollo de la planta (Fernandez, 2003; Jimenez,
2007).

CONCLUSIONES
- Las bacterias obtenidas desde nodulos radicales de Lathyrus spp. y Vicia
spp. en praderas naturales de la Region de Magallanes son capaces de

inducir ndédulos en las leguminosas Lathyrus sativus y Vicia atropurpurea.
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- Lanodulacién lograda en Vicia atropurpurea y Lathyrus sativus con cepas
aisladas de Magallanes fue simbiéticamente inefectiva al no estimular la

produccion de biomasa en ambas especies
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Anexo 1. Solucion nutritiva exenta de nitrégeno.
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Dosis Descripcion
0,31 gL*? MgS0Oa4.7H20
0,21 gL? KH2POa4
0,44 gL+ K2S0O4
0,06 gL FeEDTA
1,2gL? CaSO0Og
0,464 gL HsBOs3
0,018 gL* Na2Mo04.2H20
0,539 gL? ZnS04.7H0
0,042 gL? MnS0O4.4H20
0,141 gL* Co0S04.7H20
0,125 gL CuSOq4

Fuente: Howieson, 1995.

Anexo 2. Sistema de clasificacidon de la nodulacion para sistemas radiculares

jovenes.

5cm

' Grande (x 3)
lateral

(x1) @ Mediano (x 2)

e Pequefio(x 1)

Raiz
lateral

(x1)

Centre for Rhizobium Studies (2012)



25

Apéndice 1. Imagen satelital. Lugar colecta de muestras.

% ‘ et
A

Google Earth

Image Land:

)
10, NO/

Fuente:

avy, NGA

Google earth 2021.



