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SELECCION DE RIZOBIOS, PARA LA INOCULACION DE SOPHORA
CASSIOIDES PHIL., ESPECIE NATIVA DE LA ZONA CENTRO SUR DE CHILE

SELECTION OF RHIZOBIA, FOR THE INOCULATION OF SOPHORA
CASSIOIDES PHIL., A NATIVE SPECIES OF THE CENTRAL SOUTH AREA OF
CHILE

Palabras indice adicionales: indice de nodulacién, Fijacion biolégica de
nitrégeno, especificidad, leguminosas

RESUMEN

La especie Sophora cassioides, perteneciente a la familia de las leguminosas y a la
seccion Edwardsia, en el hemisferio sur, dicha seccién se divide en alrededor de 20
especies, las cuales han despertado interés cientifico por su afinidad filogenética,
capacidad de nodulacion y habitats en islas oceanicas. El objetivo de esta memoria
fue evaluar la capacidad de nodulacion y fijacidon de nitrégeno a través de la
inoculacién con diversas cepas de rizobios de especies de la seccion Edwarsia. Se
realizaron ensayos de inoculacién con 23 cepas, de las cuales 12 lograron inducir
nodulacién. Las cepas AG-260, AG-261 y AG-252 destacaron por su indice de
nodulacion superior. En algunos de los tratamientos, a pesar de la ausencia de leg-
hemoglobina en los ndédulos, cepas como AG-264 promovieron una mayor biomasa
aérea, sugiriendo mecanismos alternativos de estimulaciéon del crecimiento. El
anadlisis de conglomerados reveldé que la cepa AG-274 fue la mas efectiva en
produccion de biomasa, mientras que las cepas de Nueva Zelandia, aunque
indujeron nodulos, no mostraron beneficios significativos en relacion con el peso
seco. Esto realza la importancia de la especificidad entre rizobios y su planta
hospedadora para la fijacion efectiva de nitrdgeno. Sin embargo, es esencial realizar
mas estudios en ambientes no intervenidos y evaluar las condiciones ambientales

que afectan esta interaccion.

SUMMARY

The species Sophora cassioides, belong to the legume family and section



Edwardsia, in the southern hemisphere, this section is divided into about 20 species,
which have aroused scientific interest due to their phylogenetic affinity, nodulation
capacity and habitats on oceanic islands. The aim of this report was to evaluate the
nodulation and nitrogen fixation capacity by inoculation with different rhizobial strains
of species of the section Edwarsia. Inoculation trials were carried out with 23 strains,
of which 12 were successful in inducing nodulation. Strains AG-260, AG-261 and
AG-252 stood out for their superior nodulation rate. In some treatments, despite the
absence of leg haemoglobin in the nodules, strains such as AG-264 promoted higher
aerial biomass, suggesting alternative growth stimulation mechanisms. Cluster
analysis revealed that strain AG-274 was the most effective in biomass production,
while the New Zealand strains, although inducing nodules, did not show significant
benefits in terms of dry weight. This highlights the importance of specificity between
rhizobia and their host plant for effective nitrogen fixation. However, it is essential to
carry out further studies in undisturbed environments and to assess the

environmental conditions that affect this interaction.

INTRODUCCION

Sophora es un género que pertenece a la familia Fabaceae y que comprende 45 a
50 especies que estan distribuidas a nivel mundial (Pefa et al., 2000). En el
hemisferio sur, se agrupan aproximadamente 20 especies de género Sophora
pertenecientes a la seccidon denominada Edwardsia. Estas especies han captado el
interés cientifico, debido a su cercana afinidad filogenética y a que habitan
principalmente islas oceanicas, levantando una serie de hipotesis y teorias
biogeograficas y de especiacion (Pefa et al., 2000; Hurr et al., 2002; Mitchell y
Heenan, 2002).

Dentro de la seccion Edwardsia existen tres especies endémicas de Chile
insular: S. toromiro (Phil.) Skottsb., representante emblematica de la flora nativa y
actualmente declarada extinta en la Isla de Pascua (Dannemann, 2013), y las
especies S. fernandeziana (Phil.) Skottsb. y S. masafuerana (Phil.) Skottsb.,
especies en peligro de extincion del Archipiélago de Juan Fernandez (Bernardello
et al., 2004; Ricci et al., 2008, Soto, 2020).



La zona continental de Chile cuenta con dos especies nativas de esta seccion; S.
macrocarpa Sm. cuyo nombre comun es mayo o0 mayu y S. cassioides Phil. Sparre,
nombre comun Pelu o Pilo (Martinez, 1990; Pefa et al. 2000; Rodriguez et al.,
2001).

S. cassioides (Phil.) Sparre, es un arbol endémico y frecuente en los bosques
del sur de Chile, su distribucion abarca desde el rio Maule hasta la provincia de
Aysén (Martinez, 1990; Pefa et al., 2000; Rodriguez et al., 2001). Alcanza unos 10
metros de altura, con un habito de crecimiento erguido y extendido, troncos
robustos, y ramas principales que se desarrollan muy por encima del nivel del suelo,
las ramillas de estas especies suelen ser marron o marréon verdoso (Heenan et al.,
2001), de crecimiento vertical en su juventud. Flores amarillas, con estandarte mas
cortos que las alas y quillas, filamentos libres y un caliz cupulado, agrupadas en
racimos cortos. Fruto legumbre con 4 alas (de borde irregular), estrangulada, con 1
a 10 semillas alargadas de color amarillo a castafio amarillento, de 7 mm x 5 - 6 mm
(Heenan et al., 2001; Rodriguez et al., 2001).

Una de las caracteristicas de la familia Fabaceae es |la capacidad de establecer
simbiosis con bacterias del suelo comunmente llamadas “rizobios”, los cuales se
establecen en nédulos en la raiz desde donde aportan nitrégeno (N) a la planta. La
fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) es un proceso enzimatico donde se reduce el
N atmosférico (N2 hasta amonio (NH4") dejandolo disponible en una forma
asimilable para la planta (Sanjuan, 2001).

En Chile y en la mayoria de los paises de América Latina, existen leguminosas
nativas con la capacidad de establecer simbiosis con “rizobios”, que aun no han sido
estudiadas en su habitat natural, y que podrian ser utilizadas en zonas del pais
propensas a la desertificacion o cumplir un rol importante como la conservacion y
reforestacion de zonas desértica (Bianco y Cenzano, 2018).

Un factor primordial en el éxito de esta interaccion es la especificidad de las
cepas bacterianas con su hospedante, donde la ausencia de un numero suficiente
de rizobios efectivos y compatibles para la especie, constituye uno de los elementos
limitantes en la fijaciébn de N2 y por ende para el establecimiento de la planta
(Rodriguez-Navarro et al., 2000).



La especificidad esta determinada por una serie de sefiales quimicas de
reconocimiento entre ambos simbiontes. Los rizobios son capaces de notar la
presencia de la raiz de la leguminosa por medio de moléculas de bajo peso
molecular flavonoides, derivadas de 2-fenil-1,4-benzopirona, isoflavonoides vy
betainas, secretadas por la raiz. En respuesta a la sefial de la planta, los rizobios
sintetizan otras sefales especificas, los factores Nod (nodulacion), dirigidos hacia
la planta hospedadora, lo que le permiten al rizobio, entre otras cosas, ingresar a
los tejidos de la raiz (Perret et al., 2000; Wang et al., 2001; Oldroyd y Downie, 2008;
Bianco, 2020). Los rizobios invaden las raices de las leguminosas utilizando tres
mecanismos: hilos de infeccién en los pelos radicales, a través de la entrada por
grietas o a través de las células epidérmicas de la raiz. EI mecanismo mas comun
de ingreso de las bacterias a los tejidos internos de la raiz ocurre a través de los
pelos radicales, los cuales se curvan para formar asi un canal interno de infeccion
(hilo de infeccion). Luego se induce la formacién de nddulos y colonizacion interna
de las células por los rizobios, proceso que puede tardar alrededor de 15 dias, para
luego dar lugar a la fijacién N2 (Oldroyd y Downie, 2008; Bianco, 2020).

Especies del género Sophora han sido reportadas como capaces de establecer
simbiosis con rizobios, predominantemente con bacterias del género
Mesorhizobium (Tan et al., 2015; Olave, 2020). Las especies de Sophora de Nueva
Zelandia han sido las mas estudiadas en cuanto a sus asociaciones simbidticas.
Tan et al. (2015) reportaron nodulacién y fijacion de N2 en S. microphylla, S.
longicarinata, S. prostrata y S. tetraptera, y demostraron que algunas de estas
especies interactuaban con la misma especie de rizobio. De Meyer et al. (2015)
describio las especies de rizobio M. waimense asociado a S. longicarinata y M.
cantuariense, aislado desde S. microphylla. Ademas, se describieron otras especies
de Mesorhizobium actuando como simbiontes de S. microphylla, S. prostrata'y S.
longicarinata, demostrando con ello que algunas especies de Sophora pueden
compartir el mismo simbionte rizobiano (De Meyer et al., 2016).

A la fecha no existe mucha informacion acerca de los rizobios asociados a
especies chilenas de Sophora. Al respecto se ha logrado avanzar particularmente

en la especie S. ftoromiro a través de un convenio de investigacion entre la



Universidad de Concepcién, CONAF (Corporacién nacional forestal), Isla de Pascua
y CMPC (Compafiia manufacturera de papeles y cartones), donde también se logré
aislar bacterias asociadas a S. macrocarpa y S. cassioides (Olave, 2020). La
importancia de estudiar los rizobios asociados a las especies de leguminosas
forestales nativas de Chile, radica en que, al momento de establecerlas en otro sitio,
estas se puedan desarrollar y fijar N de la misma manera en que lo harian en su
habitat natural. El objetivo de este trabajo de tesis fue determinar la especificidad y
efectividad simbidtica de diferentes cepas de rizobios aislados de Sophora spp. en

S. cassioides.

MATERIALES Y METODOS
La investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de microbiologia del Departamento

de Produccion Vegetal de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Concepcion.

Material Vegetal

Se utilizaron semillas de S. cassioides obtenidas en colaboracién con Vivero Carlos
Douglas, CMPC y CONAF.

Material bacteriano

Se utilizaron cepas de rizobios aislados desde nddulos radiculares de distintas
especies del género Sophora de Chile y 10 cepas aisladas desde especies de
Sophora en Nueva Zelandia, obtenidas en colaboracion con la Universidad de
Lincoln (Tabla 1). Las cepas se encontraban mantenidas a —80 °C en 20% glicerol
en la coleccion de microorganismos de la Facultad de Agronomia. Para su
reactivacion, se inoculdé una alicuota obtenida desde el criotubo congelado, en una
placa Petri con agar manitol levadura (AML) las que se incubaron a 25 °C por 5 dias
(Matos et al., 2002; Hernandez et al., 2012).

Para la preparaciéon de indculo para los ensayos en planta, las cepas
bacterianas fueron multiplicadas en matraces con 100 mL de medio liquido manitol
levadura y se incubaron a 25 °C con agitacion por 5 dias. Se normalizé la densidad
Optica de cada cepa a un valor de 0,1 mediante medicién en un espectrofotometro
a 600 nm.



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

Biobio

N° cepa |ldentificacion Origen geografico |Especie Fuente
hospedera

AG-262 |Rhizobium sp. Vivero Carlos S.macrocarpa  |Olave,
Douglas, Yumbel, 2020
Region del Biobio

AG-263 |Bradyrhizobium Vivero Carlos S. cassioides Olave,

elkanii Douglas, Yumbel, 2020

Region del Biobio

AG-264 |Mesorhizobium sp. |Vivero Carlos S. toromiro Olave,
Douglas, Yumbel, 2020
Regién del Biobio

AG-269 |Rhizobium sp. Vivero Carlos S. toromiro Olave,
Douglas, Yumbel, 2020
Regién del Biobio

AG-274 |Mesorhizobium sp. |Quilaco, Altos del |S. macrocarpa |Olave,
Biobio, Region del 2020
Biobio

AG-275 |Mesorhizobium sp. |Quilaco, Altos del |S. macrocarpa |Olave,
Biobio, Region del 2020
Biobio

AG-277 |Mesorhizobium sp. |Quilaco, Altos del |S. macrocarpa |Olave,
Biobio, Region del 2020
Biobio

AG-288 |Mesorhizobium sp. |Quilaco, Altos del |S. macrocarpa |Olave,
Biobio, Region del 2020
Biobio

AG-285 |Mesorhizobum sp. |Quilaco, Altos del |S. macrocarpa |Olave,
Biobio, Region del 2020




Tabla 1 (cont). Cepas de rizobios aisladas desde nédulos radiculares de Sophora
spp. En Chile continental, insular y desde Nueva Zelandia (continuacion).

N° cepa | Identificacion Origen geografico Especie Fuente
hospedera
AG-257 | M. plurifarium Isla Robinson S. Olave,
Crusoe, Vaqueria, fernandeziana | 2020
Regién de
Valparaiso.
AG-260 | M. plurifarium Isla Robinson S. Olave,
Crusoe, Vaqueria, fernandeziana | 2020
Regién de
Valparaiso.
AG-261 | Paraburkholderia | Isla Robinson S. Olave,
sp. Crusoe, Jardin fernandeziana | 2020
Conaf, Region de
Valparaiso
AG-252 | Paraburkholderia | Isla Robinson S. Olave,
sp. Crusoe, Region de fernandeziana | 2020
Valparaiso
AG-105 | M. cantuariense | Canterbury, Terraza | S. microphylla | de Meyer
de rio Rakaia, Nueva et al.,
Zelandia 2015
AG-107 | M. waitakense Otago, Rivera de rio | S. microphylla | de Meyer
Waitaki, Nueva etal.,
Zelandia 2015
AG-106 | M. waimense Marborough, Terraza | S. de Meyer
de rio Waima, Nueva | longicarinata et al.,
Zelandia 2015
AG-103 | M. Marborough, Terraza | S. prostrata de Meyer
mewzealandense | de rio Waima, Nueva et al.,
Zelandia 2015




Tabla 1 (cont). Cepas de rizobios aisladas desde nédulos radiculares de Sophora
spp. En Chile continental, insular y desde Nueva Zelandia (continuacion).

Origen Especie

N° cepa | Identificacién Fuente
geografico hospedera

AG-100 | M. calcicola Marborough, S.longicarinata | de Meyer et
Terraza de rio al., 2015
Waima, Nueva
Zelandia

AG-104 | M. kowhaii Canterbury, S. microphylla | de Meyer et
Terraza de rio al., 2015
Rakaia, Nueva
Zelandia

AG-101 | M. sophorae Westland, Rio | S. microphylla | de Meyer et
Pororari, Nueva al., 2015
Zelandia

AG-99 | Desconocido Wellington, Rio | S. godleyi Tan et al.,
Oroua, Nueva 2015
Zelandia

AG-102 | Desconocido Taurpo, Terraza | S. tetraptera Tan et al.,
del lago Taupo, 2015
Nueva Zelandia

AG-108 | Desconocido Canterbury, S. microphylla | Tan et al,
Puerto Hills, 2015
Nueva Zelandia

Diseio experimental

El disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones por

tratamiento. Los tratamientos constaron de la inoculacion de 23 cepas bacterianas,

diez de éstas obtenidas en colaboracidon con la Universidad de Lincoln, Nueva



Zelandia (de Meyer et al., 2015; Tan et al., 2015) y 13 cepas aisladas desde Sophora
spp. en Chile por Olave (2020). Ademas, se utilizdé un testigo inoculado y con
nitrégeno (N+) y un testigo sin inocular y sin nitrogeno (N-), a los cuales se les
adiciono semanalmente 10 mL de nitrato de potasio (KNOs) 0,1 M.

Ensayo de efectividad simbiética en Sophora cassioides

Se evaluo la capacidad de inducir formacién de nédulos y la efectividad de fijacion
biolégica de nitrégeno de rizobios en S. cassioides, para ello se evaluo
paralelamente la capacidad de inducir formacion de nodulos y efectividad de fijacion
bioldgica, utilizando cepas bacterianas obtenidas desde el género Sophora spp.,
divisién Edwarsia (Tabla 1). El ensayo se realizd, bajo condiciones asépticas en un
fitotrén con luz artificial y temperatura regulada a 22 °C.

Preparacion y germinaciéon de semillas. Las semillas de S. cassioides se
escarificaron en acido sulfurico y luego fueron desinfectadas superficialmente por
inmersion en etanol al 70% (v/v) durante 1 min, en hipoclorito de sodio al 3% (v/v)
durante 3 minutos y luego lavadas 6 veces en agua destilada estéril. Las semillas
desinfectadas se depositaron en placas Petri con agar agua (1,5%) y fueron llevadas
a incubacién a 25 °C en oscuridad hasta observar la aparicion de la radicula.
Establecimiento del ensayo. El sustrato utilizado estaba compuesto por arena:
perlita en relacion 1:1. Este se esteriliz6 en autoclave (120 °C a 1,5 atm por 20 min)
y luego fue depositado en macetas de 250 mL previamente desinfectadas con etanol
al 70%. En camara de flujo laminar, se deposité una semilla germinada por maceta
con 20 mL de solucion nutritiva sin nitrégeno. Transcurridos 4 dias se inoculé cada
maceta con 1 mL de cultivo bacteriano a una densidad éptica (DO) (600 nm) de 0,1,
equivalentes a 10’ UFC (Unidades formadoras de colonias) mL -'. Luego de 50 dias
se evaluaron las variables nodulacion y peso seco aéreo de follaje.

En el caso de la nodulacién, se contaron los nddulos presentes en el sistema
radicular y cuantos de ellos estaban activos mediante una diseccion y observacion
subjetiva de coloracién rojiza presente en el interior del nédulo, o que demostraba
la presencia de leg-hemoglobina, mientras que, si no existe coloracion blanquecina,
se asume que el nédulo no ha logrado la efectividad esperada.

A partir de la observacion del tamafo del nddulo y su ubicacidon en el sistema
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radicular, se obtuvo un indice de nodulacion de acuerdo con la escala propuesta por
el Centre for Rhizobium Studies (2012) (Figura 1) formulada de la siguiente manera:
indice de nodulacién = (nédulos grandes corona x 6) + (nédulos medianos corona x
4) + (ndédulos pequeros corona x 2) + (nodulos grandes laterales x 3) + (N6dulos

medianos laterales x 2) + nddulos pequefios laterales.

Figura1. Escala de valoracion de la nodulacion en sistemas radiculares jovenes.

Corona
(x2)

5cm

Raiz
lateral
(x1)

@ Grande (x3)
@ Mediano (x2)
e Pequerio (x1)

Raiz
lateral

(x1)

Fuente: Centre for Rhizobium Studies (2012).

Posteriormente a la evaluacién de la nodulacion, se midio el peso seco aéreo,
para lo cual se separo la parte aérea de la raiz, y fueron depositadas en bolsas de
papel para luego ser secadas a 60 °C hasta obtener un peso constante, y se obtuvo

peso seco para cada unidad experimental.

Analisis de datos

Los datos de peso seco fueron evaluados a través de una prueba no paramétrica,
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tabulados y analizados mediante analisis de conglomerados, utilizando la distancia
euclidea. Los conglomerados fueron comparados por medio de analisis de varianza
(ANDEVA) para determinar diferencias entre tratamientos, previa comprobacion de
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas.

Para las variables indice de nodulacion y numero de nddulos se realizd un
analisis no paramétrico de Kruskal Wallis y las medias fueron comparadas a través
de prueba propuesta por Conover. Todos los analisis se realizaron en el programa

estadistico Infostat (Di Rienzo et al.,2016).

RESULTADOS Y DISCUSION
Efectividad simbidtica en plantas
En el ensayo de inoculacion en plantas de S. cassioides se determin6 que 12 de las
23 cepas evaluadas fueron capaces de inducir nodulacién en las raices, las cuales
se incluyen en la figura 2. Las cepas que no lograron formar nédulos fueron AG-
262, AG-263, AG-264, AG-269, AG-275, AG-105, AG-107, AG-103, AG-99, AG-102
y AG-108. Los tratamientos que no fueron inoculados (N- y N+), no presentaron
nodulacion.

El indice de nodulacion otorga diferentes puntajes a los nédulos, dependiendo
de su ubicacién en la raiz. Los nédulos ubicados cerca de la raiz principal tienden a
contribuir a la planta con mayor cantidad de N, ademas, son nddulos formados en
los primeros estadios de la planta, por esta razén aportan N por mas tiempo (Yates
et al., 2016). Por otro lado, la velocidad de nodulacién es un factor considerable al
momento de realizar las inoculaciones en terreno, debido a que la cepa que tiene
mayor rapidez en nodular es la mas competitiva respecto a los demas rizobios
presentes en el suelo, de esta manera se evita que cepas inefectivas utilicen los
sitios de infeccion (Gerding et al., 2014). Utilizando dicho indice se obtuvo que, no
hubo diferencia estadistica significativa entre los indices de nodulacion. Sin
embargo, destacan las cepas AG-260 (M. plurifarium, S. fernandeziana), AG-261
(Paraburkholderia sp., S. fernandeziana) y la cepa AG-252 (Paraburkholderia sp.,
S. fernandeziana) las que obtuvieron valores promedio de indice de nodulacién

superiores, pero no significativos, debido a la gran dispersion de los datos, como se
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observa en la Figura 2.

Figura 2. indice de nodulacién en Sophora cassioides inoculada con distintas cepas
de rizobios aislados desde nddulos radiculares de Sophora spp. en Chile y Nueva
Zelandia.

indice de nodulacion
o —_ N w N A ()} ~ (0] (o] (e]
1

N
é‘@ & Co’ﬁsL o"Qb NEFSSEIS
Y or oY oY oY Y Y v

Cepas bacterianas

El analisis de conglomerado de los datos de materia seca en S. cassioides
inoculados con diferentes cepas de rizobios, agrupd a las cepas en cinco grupos
(Figura 3). En el conglomerado dos, se agruparon dos especies bacterianas, AG-
264 (Mesorhizobium sp.) y AG-252 (Paraburkholderia sp.), las cuales comparten
valores similares que no tienen los demas grupos. En el caso del conglomerado
tres, en este se encuentra la bacteria AG-274 (Mesorhizobium sp.), con valores
significativamente mayores que el conglomerado numero dos, pero al unirse entre
ellos, existe alguna similitud en cuanto a sus caracteristicas, pero el conglomerado
dos esta mas estrechamente relacionado entre si que con el conglomerado tres.

Los conglomerados se miden segun la distancia euclidea entre ellos, esta es una
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medida de distancia directa entre dos puntos en un espacio multidimensional y se

utiliza para medir la similitud o disimilitud entre individuos (Gallego et al.,2019).

Figura 3. Cladograma comparativo de cepas bacterianas en base al peso seco en
Sophora cassioides. Generado por analisis de conglomerados de acuerdo con la
distancia euclidea.
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La comparacion de medias de peso seco de las plantas de S. cassioides se
observan en la figura 4, donde el conglomerado numero 3, que incluye solo a la
cepa AG-274 fue superior a los conglomerados 1, 4 y 5; seguido del conglomerado

2 que fue superior a los conglomerados 4 y 5, donde se encontraron las cepas AG-
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264 y AG-252, siendo dos de estas tres cepas, las que a su vez lograron mayores
indices de nodulacion. Por otro lado, los conglomerados numero 4 y 5 fueron los
que presentaron menor porcentaje de peso seco, los cuales incluyeron los testigos
sin inoculacion (N- y N+). Esto sugiere que el indice de nodulacion estaria siendo

un predictor efectivo de fijacién de N2 y de produccién de biomasa aérea.

Figura 4. Comparacion entre conglomerados de cepas de rizobios evaluadas en
cuanto a produccion de peso seco en Sophora cassioides.
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*Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre los conglomerados de acuerdo
con la prueba de Tukey (P < 0,05).

El peso seco de las plantas es un parametro clave para evaluar el crecimiento y
desarrollo de las especies vegetales, y en el contexto de la simbiosis planta-rizobio,
este factor depende en gran medida de la afinidad y especificidad entre la planta y
la cepa de rizobio que la infecta. Esta relacién simbidtica es fundamental para el

proceso de FBN. La afinidad y especificidad, a su vez, estdan determinadas por



15

factores genéticos tanto de la planta como de la cepa rizobiana. Esto significa que
la efectividad de la simbiosis no es homogénea para todas las plantas y rizobios,
sino que varia dependiendo de las especies involucradas y sus capacidades para
establecer una relacion efectiva.

En ensayos en invernadero es posible determinar esta especificidad, calculando
la efectividad simbidtica (Yates et al., 2016). En la Figura 5, se muestran los datos
porcentuales del peso seco en referencia al testigo con nitrogeno N+ (%). De
acuerdo con Yates et al. (2008), se considera que una cepa de rizobio es efectiva
si logra producir al menos el 75% del peso seco en comparacion con el testigo con
fertilizacion nitrogenada (N+). Este umbral del 75% es utilizado como referencia
para clasificar a las cepas como "efectivas", lo que significa que son capaces de
proporcionar una cantidad significativa de N a la planta, lo cual es comparable a la
fertilizacion nitrogenada tradicional. Las cepas que no alcanzan este umbral se
consideran de baja efectividad, lo que indica que su capacidad para fijar N2 y, por
ende, para promover el crecimiento de la planta es limitada.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este ensayo las cepas AG-264, AG-
274, AG-252, AG-107, AG-100 y AG-108 lograron porcentajes de peso seco
elevados con respecto al control con N, de esta manera serian consideradas
simbiontes efectivos para S. cassioides. Sin embargo, solo dos (AG-274, AG-252)
de estas seis cepas fueron capaces de inducir la formacion de nédulos en la raiz de
S. cassioides. Los nodulos, en general, presentaron una coloracion interna
blanquecina, sugiriendo ausencia de leg-hemoglobina, lo que es indicador de
inactividad del complejo enzimatico nitrogenasa y por lo tanto ausencia de FBN
(Calvo, 2011). Segun Fourmond y Liger (2017) el complejo enzimatico nitrogenasa
cataliza la reaccién principal para la fijacion de N2, convirtiendo el nitrdgeno N2 en
NHs en los nodulos, pero es inactivado cuando es expuesto a oxigeno. Por lo tanto,
para conocer su efectividad, la leg-hemoglobina juega un papel muy importante, ya
que es una proteina reguladora que controla los niveles de concentracién de
oxigeno al interior del nédulo. La leg-hemoglobina contiene hierro y funciona como
tampon, por lo tanto, aumenta o disminuye la concentracion de oxigeno existente

en el nédulo (Calvo, 2011).
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Figura 5. Produccion de materia seca aérea en relacidon con el peso seco aéreo del
tratamiento con nitrogeno (N+) en Sophora cassioides.
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El hecho de que se haya logrado un mayor peso seco de planta, incluso cuando los
nodulos no presentaron coloracion interna rojiza, indica que los rizobios pudiesen
estar promoviendo crecimiento a través de algun otro mecanismo mas alla de la
fijacion biolégica de N. Existen antecedentes de que los rizobios no solo estimulan
el crecimiento de las plantas a través de la fijacion de N2 dentro de los nddulos, sino
que de igual forma pueden actuar como bacterias rizosféricas promotoras de
crecimiento, siendo capaces de estimular el crecimiento incluso de especies que no
estan dentro de las familias de las leguminosas (Santillana et al., 2012; Hernandez
et al., 2015; Hernandez et al., 2017). Esto puede haber sucedido con cepas como
AG-264 que, si bien no logré inducir nédulos e introducirse en la raiz, si logréd
estimular una mayor biomasa aérea en las plantas de S. cassioides en comparacion

con los controles sin inoculacion.
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Por otro lado, al producirse nodulacion, pero sin un incremento de biomasa en
la planta, se relaciona con la activacién de genes en la bacteria (nodulacién
inefectiva). Los rizobios contienen un conjunto de genes que determinaran la
infeccion, especificidad y la FBN. Los genes nodABC estan involucrados en el
proceso de infeccién, y los genes, noddH, nodPQ y nodFE son aquellos
responsables de la especificidad de la bacteria con el huésped. Los flavonoides son
las moléculas primarias de comunicacion secretados por las leguminosas y son
reconocidas por los rizobios a través de sus receptores que son los genes NodD,
los que gatillan la formacion de una molécula de sefial, conocida como factor Nod.
Estos ultimos son reconocidos por la leguminosa, en una interaccion 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 se
desarrollan los nédulos. Existe otro conjunto de genes, llamados genes nif, los que
determinan que ocurra la FBN en un hospedero determinado. Ademas, estos genes
permiten una ocupacion mas eficiente del nédulo e infeccibn de un genotipo
determinado de planta (Paredes, 2013). Es asi como una cepa de rizobio puede ser
capaz de inducir formacién de nédulos en un hospedero, pero carecer de los genes
nif especificos o bien que estos genes no puedan ser activados, como
probablemente ocurrié con algunas cepas de este estudio (Tao et al., 2021).

Las condiciones climaticas, de igual modo, pueden afectar la interaccién entre
el rizobio y la planta hospedera, pero esto normalmente incide en la nodulacién. Por
ejemplo, la disponibilidad de fésforo (P) y N, la sequia, la acidez del suelo, las altas
y bajas temperaturas, son factores que pueden afectar las interacciones entre
huésped y rizobio, lo que genera una menor formacion de nédulos y, por lo tanto,
una menor fijaciéon simbidtica de N (Howieson y Ballard, 2004), ya que en muchos
casos se ve afectado el intercambio de sefiales moleculares entre los socios
simbidticos (Sadowsky, 2005). En este estudio, varias de las cepas bacterianas,
como AG-274, AG-277, AG-252, entre otras, lograron formar nddulos, lo que
evidencia su interaccién e intercambio de senales, mientras que el factor ambiental
no produjo un efecto negativo. Sin embargo, algunos de estos ndédulos fueron
inefectivos. Esto, probablemente sea atribuible a que las cepas fueron aisladas
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desde un hospedero del género Sophora, pero distinto de S. cassioides.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la cepa AG-274 proveniente de Quilaco
fue la que obtuvo mejores resultados a nivel de produccién de biomasa aérea. Por
otro lado, las cepas aisladas de diferentes zonas de Nueva Zelandia, si bien
indujeron nédulos en cuatro tratamientos, estos no mostraron efectos positivos en
el peso seco de las plantas, debido a su inefectividad simbidtica. Llama la atencion
que la unica cepa que fue aislada desde S. cassioides (AG-263) en vivero, no indujo
nodulacién en esta especie. Esto sugiere que las plantas en vivero estan
interactuando con las bacterias que encuentran disponibles en ese ambiente o en
sustrato, y que no necesariamente corresponden a las cepas mas efectivas y de
preferencia en su ambiente natural.

Si bien en esta investigacion se logré confirmar la habilidad de algunas bacterias
para inducir nédulos radiculares en la especie S. cassioides, es necesario realizar
mas colectas, especificamente en S. cassioides, desde ambientes no intervenidos.
También seria beneficioso explorar el efecto de diferentes condiciones ambientales
sobre la interaccion rizobio-planta, asi como realizar ensayos en campo para validar
los resultados obtenidos en condiciones controladas. Esto permitira contar con
inoculantes bacterianos para mejorar el establecimiento y desarrollo de S.
cassioides en bosques nativos de Chile y de esta manera combatir la desertificacion,

proteger quebradas y conservar la flora nativa existente (Pérez, 2020).

CONCLUSIONES
» La especie S. cassioides es capaz de formar ndédulos en simbiosis con

algunas cepas de Mesorhizobium sp. y Paraburkholderia sp. aisladas de
plantas del género Sophora y lograr mayor desarrollo de biomasa y de

nodulos.

» Este trabajo demuestra que existe especificidad simbidtica para Sophora
cassioides, ya que solo dos cepas de las 23 estudiadas fueron capaces de

inducir nodulacion efectiva.
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