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RESUMEN

Sophora toromiro es un arbusto endémico de Rapa Nui, extinto en estado silvestre,
y que actualmente esta en vias de reinsercion a su habitat natural. Pertenece a la
familia Fabaceae. Estudios previos han inoculado la planta con bacterias extraidas
de nddulos de ejemplares de Sophora spp., provenientes de Nueva Zelanda y Chile
continental e insular, algunas de ellas resultando ser simbiontes efectivos. En la
presente investigacion se analizaron las relaciones filogenéticas de las cepas
chilenas, amplificando los genes 16S rRNA 'y nodA y realizando un arbol de maxima
verosimilitud para cada gen. También se realizé un Analisis de Secuencia Multilocus
(MLSA), de los genes conservados 16S rRNA, ginll, recA, rpoB, a través de un arbol
concatenado de maxima verosimilitud. Los resultados arrojaron que los géneros de
las bacterias encontradas en los nédulos de Sophora spp., fueron Mesorhizobium,
Brucella, Rhizobium, Bradyrhizobium, Paraburkholderia, Pseudomonas, Dyella y
Collimonas. Estos tres ultimos no han sido descritos como rizobios, pero al menos
Dyella podria resultar ser una Rizobacteria Promotora del Crecimiento Vegetal
(PGPR). Ademas, tres de las cepas que habian presentado mejores resultados en
la nodulacién y fijacion de nitrégeno, se agrupan como la misma especie bacteriana,
perteneciente al género Mesorhizobium y no se encontraron secuencias de

bacterias descritas anteriormente con las que pudiese ser identificada.



SUMMARY

Sophora toromiro is a shrub endemic to Rapa Nui, extinct in the wild and currently
in the process of being reintroduced into its natural habitat. It belongs to the
Fabaceae family. Previous studies have inoculated the plant with bacteria isolated
from nodules of Sophora spp. specimens from New Zealand and continental and
insular Chile. Some of these bacteria turned out to be effective symbionts. In this
research work, the phylogenetic relationships of the Chilean strains were analyzed,
amplifying the 16S rRNA and nodA genes and constructing a maximum likelihood
tree for each gene. A Multilocus Sequence Analysis (MLSA) of the housekeeping
genes 16S rRNA, glnll, recA, rpoB was also performed through a concatenated
maximum likelihood tree. Results showed that the genera of the bacteria found in
the nodules of Sophora spp. were Mesorhizobium, Brucella, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Paraburkholderia, Pseudomonas, Dyella and Collimonas. These
last three have not been described as rhizobia, but at least Dyella could be a Plant
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR). In addition, three of the strains that had
best results in nodulation and in nitrogen fixation, were grouped as the same
bacterial species within the genus Mesorhizobium, and different to previously

described bacterial species.

INTRODUCCION
Sophora toromiro (Phil.) Skottsb. es una especie arbustiva endémica de Rapa Nui
(Skottsberg, 1920), declarada extinta en estado silvestre durante la década de 1960,
y que ha sobrevivido en algunos jardines botanicos de Europa y Chile (Maunder,
1992; Ricci et al., 1997). Fue identificado por primera vez en 1873 por Philippi quien
la reconocié como especie distinta de Edwardsia tetraptera, nombrandola como
Edwardsia toromiro, el cual era uno de los tres arbustos presentes en la isla (Philippi,
1873). En 1922 Skottsberg la trasladé al género Sophora. En esa época, el pequefio
arbusto observado en la ladera del volcan Rano Kau se encontraba en peligro de
extincién, y se vaticinaba su pronta desaparicion (Skottsberg, 1920).

Alinicios del siglo XX, Skottsberg describié a S. toromiro como un arbusto o arbol
pequeno de hasta 5 m de altura, con un tronco de 10 a 20 cm de diametro, y una



corteza de color marrén rojizo, con fisuras longitudinales. La especie pertenece a la
seccion Edwardsia del género Sophora, cuyas flores se caracterizan, entre otras
cosas, por poseer un estandarte extendido que se proyecta hacia adelante y por un
fruto que suele poseer cuatro alas (Mackinder et al., 1997). Las hojas son
compuestas, imparipinnadas, miden entre 4,2y 7,4 cm de largo, cuyo peciolo blanco
y sericeo tiene una longitud entre 0,5 y 0,9 cm. Las flores son solitarias y alcanzan
entre 1,5 a 3 cm de largo. La corola es amarilla, el estandarte es oboval, y la flor
cuenta con 10 estambres libres y un ovario linear oblongo (Mackinder et al., 1997).

El género Sophora pertenece a la familia Fabaceae, cuyas especies tienen la
capacidad de establecer una relacién simbiética con bacterias del suelo. Se han
descrito bacterias simbiontes de la clase alfaproteobacteria, cuyos géneros mas
conocidos son  Rhizobium,  Bradyrhizobium,  Mesorhizobium,  Ensifer
(Sinorhizobium), 'y Azorhizobium; o bien pertenecientes a la clase
betaproteobacteria, que incluye a Paraburkholderia, Cupriavidus y Trinickia
(Vasconcelos et al., 2020). Cabe destacar que estas bacterias no conforman un
taxon, sino mas bien corresponde a la denominacion a un grupo polifilético de linajes
bacterianos dentro de las proteobacterias (De Lajudie et al. 2019).

El nombre comunmente utilizado para las bacterias que forman asociacién
simbiotica con leguminosas es rizobios, las cuales al colonizar la raiz efectuan una
reduccion de nitrégeno atmosférico a amoniaco, una forma biodisponible de
nitrogeno para las plantas, por accion del complejo enzimatico nitrogenasa
(Ferguson et al., 2013). A cambio la planta, en su proceso de fotosintesis reduce
Dioxido de Carbono y moviliza a las raices los fotosintatos que la bacteria utilizara
como combustible (Long, 1989). Esta simbiosis se establece en unos érganos
llamados ndédulos, que se forman en la planta por accién de la bacteria,
generalmente ubicados en la raiz, tal como demostré Beyerinck en 1888 (Perret et
al., 2000).

El proceso simbidtico se inicia por la secrecién de flavonoides desde las raices
de las leguminosas (Peters et al., 1986), los cuales activan en los rizobios las
proteinas Nod, estimulando los genes nod que son parte activa en la sintesis de
factores Nod (Del cerro, 2017). Estos factores, son lipoquitooligosacaridos, que al



ser detectados por la leguminosa inducen la division celular en el cortex, lo que
produce el rizado de los pelos radiculares y la consecuente formacion de hilos o
cordones infecciosos (Murray, 2011). Una vez establecida la bacteria dentro de las
células del nddulo, adopta una forma simbidtica denominada bacteroide
(Vasconcelos et al., 2020).

Dada la amplia gama de especies de rizobios y leguminosas, ambas partes han
desarrollado diversos mecanismos para seleccionar a sus comparferos simbidticos,
principalmente a través de la sintesis y reconocimiento de flavonoides y factores
Nod (Walker et al., 2020). Algunos ejemplos de relaciones especificas en el género
Sophora son entre Rhizobium leguminosarum y S. chathamica; mientras que
Mesorhizobium ciceriy M. loti se vinculan con S. microphylla'y S. tetrapera (Weir et
al., 2004), y S. longicarinata se asocia con M. amorphae, M. huakuii, M. loti y
M.septentrionale (De Meyer et al., 2015).

Respecto a S. toromiro, a inicios de siglo se inoculd en cultivos in vitro con
Rhizobium leguminosarum, sin lograr una infeccién efectiva (Jordan et al., 2001).
Ademas, se ha reportado en los suelos de Rapa Nui una alta relacidn
Carbono/Nitrégeno, lo que perjudica la vida microbiolégica (Benni, 2017), y que a la
vez explica la baja sobrevida de los ejemplares de toromiro que se han intentado
establecer en la zona. Esto refuerza la necesidad de identificar a los mejores
simbiontes para inocularlos en los sitios de establecimiento de la especie (Benni,
2017).

Mas reciente es el estudio realizado por Olave (2020), en el cual se aislaron
cepas bacterianas de nédulos de distintas especies del género Sophora en Chile
continental e insular, para luego ser identificadas preliminarmente a través de la
amplificacion del gen ribosomal 16S rRNA. Posteriormente se incluyeron cepas
provenientes de ejemplares de género Sophora de Nueva Zelanda, las cuales en
conjunto con las cepas chilenas fueron inoculadas en S. toromiro, donde se
clasificaron segun el peso seco alcanzado en comparacion con el control
nitrogenado. Se consideraron efectivas aquellas cepas que alcanzaron un peso
seco mayor o igual al 75%; parcialmente efectivas cuando su peso fluctué entre

mayor o igual a 20%, pero menor al 75%; e inefectivas las que pesaron menos del



20%. Ademas, se registraron las cepas que no generaron nodulos (Yates, 2008).
Bajo este criterio, se consideraron simbiontes efectivos tres cepas extraidas de S.
microphylla, y una de S. macrocarpa, todas del género Mesorhizobium. Mientras
que cepas provenientes de S. toromiro del Jardin Carlos Douglas en Yumbel, no
formaron nddulos o no fueron efectivas en la fijacion de Nitrogeno, lo que indica que
estos ejemplares formaron nédulos con las bacterias que tenian al alcance, pero no
las mas eficientes en la nodulacion y fijacion (Olave, 2020).

Debido a que el gen 16S rRNA es muy conservado para permitir la separacién
taxonodmica a nivel de especies (Martens et al., 2007; De Lajudie et al., 2019; Klepa
et al., 2024), las cepas bacterianas antes mencionadas solo han sido identificadas
a nivel de género y se requiere secuenciar un numero mayor de genes. El analisis
de secuencias multilocus (MLSA, del inglés multilocus sequence analysis), ha sido
utilizado para el estudio de las relaciones gendmicas entre especies y permiten
conocer la diversidad de un grupo bacteriano particular (Martens et al., 2008;
Mousavi et al., 2014; De Lajudie et al., 2019; Klepa et al., 2024). Esta consiste en la
concatenacion de al menos tres genes conservados codificantes de proteinas,
logrando de esa forma un analisis filogenético robusto (Mousavi et al., 2014; Klepa
etal., 2024).

La identificacion de los rizobios asociados a especies del género Sophora en
Chile, permite la comparacion con otras especies descritas asociadas al género
Sophora en el mundo (De Meyer et al., 2015; De Meyer et al., 2016; Tan et al., 2015),
pues se desconoce si las cepas encontradas corresponden a especies bacterianas
ya descritas y asociadas a otras especies de Sophora o especies nativas no
descritas aun. Este trabajo tuvo por objetivo identificar cepas bacterianas asociadas
a plantas del género Sophora en Chile mediante el analisis de las relaciones

filogenéticas individuales y de secuencias de genes conservados concatenados.

MATERIALES Y METODOS
Reactivacion de bacterias.
Se emplearon bacterias aisladas desde diferentes especies de Sophora en Chile
continental e insular (Tabla 1), y que presentaron interaccion con S. toromiro (Olave,



2020). Estas se mantienen criopreservadas a -80 °C y pertenecen a la coleccion del
Laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Concepciéon, Campus Chillan. Se pusieron a crecer en medio YMA ( Yeast mannitol

agar) estéril durante 5 dias, a una temperatura de 22 °C.

Tabla 1. Cepas bacterianas para analizar filogenéticamente y resultados de
evaluacion en la formacion de nodulos y efectividad de la fijacion de nitrogeno en
Sophora toromiro.

Cepa Origen Efectividad’
AG-247 Sophora fernandeziana (Juan Fernandez) I
AG-250 Sophora fernandeziana (Juan Fernandez) I
AG-251 Sophora fernandeziana (Juan Fernandez) I
AG-252 Sophora fernandeziana (Juan Fernandez) PE
AG-262 Sophora macrocarpa (Chile continental, vivero) X
AG-263 Sophora cassioides (Chile continental, vivero) I
AG-264 Sophora toromiro (Chile continental, vivero) X
AG-269 Sophora toromiro (Chile continental, vivero) I
AG-274 Sophora macrocarpa (Chile continental) PE
AG-275 Sophora macrocarpa (Chile continental) E
AG-277 Sophora macrocarpa (Chile continental) X
AG-278 Sophora macrocarpa (Chile continental) X
AG-285 Sophora macrocarpa (Chile continental) I
AG-289 Sophora macrocarpa (Chile continental) PE
AG-294 Sophora macrocarpa (Chile continental) X

(Olave, 2020) "' E: Efectiva; PE: Parcialmente efectiva; |: Inefectiva, X: No hay formacién de nédulos.

Amplificacion de los genes conservados y de nodulacién.
La identificacién a nivel de especie se realiz6 a través de la amplificacion, mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de los genes conservados 16S rRNA,
ginll, recA 'y rpoB. Ademas, se secuenci6 el gen parcial de nodulacion nodA.

Para el lavado celular, se suspendieron y lavaron colonias puras de cada

aislado, en 1 mL de solucion salina estéril (0,89% p/v de NaCl) en tubos Eppendorf.



Cada uno de estos fue centrifugado a 3.200 g por 2 min, se extrajo el sobrenadante
y volvidé a ser suspendido en solucion salina estéril. Todas las muestras fueron
estandarizadas a una densidad optica de 6,0 a 600 nm de longitud de onda
(Modificado de Gerding et al., 2012).

La extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN) se realizd con el kit de
purificacion de ADN Gendmico Wizard, Promega, para bacterias gram negativas.
Se depositaron 500 pL de suspensién celular en un tubo de microcentrifugado de
1,5 mL los cuales se centrifugaron a 14.000 g x 2 min. Se retir6 el sobrenadante y
se anadié 600 uL de Nuclei lysis solution, y se pipete6 para mezclar. Las muestras
fueron incubadas a 80 °C por 5 min, y luego se enfriaron a temperatura ambiente.
Se incorporo 3 uL de RNase solution y se realizaron 5 inversiones manuales, para
posteriormente incubar a 37 °C durante 40 min, y luego se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Se continué anadiendo 200 uL de protein precipitation solution y se agité
en vortex durante 20 s. Lo siguiente fue una incubacion en hielo durante 5 min, y un
posterior centrifugado a 16.000 g por 3 min. Se transfirid el sobrenadante del
centrifugado a tubos de microcentrifugado con 600 uL de isopropanol a temperatura
ambiente. Se invirtieron manualmente y se centrifugd a 16,000 g por 2 min. Se
elimin6 el sobrenadante y se afadieron 600 pL de etanol al 70% a temperatura
ambiente, y con el objetivo de lavar el ADN, se invirti6 suavemente. Posteriormente
se sometieron a un centrifugado a 16.000 g por 2 min y se aspiro el etanol. Se dej6
secar por 3 horas. Luego, se adicioné 100 uL de ADN solucién rehidratante, y se
incubo a 65 °C por 1 hora. Finalmente, se mantuvo en enfriamiento a temperatura
ambiente.

Cada mezcla de reaccién PCR consistio en 40 yL compuesta por 2 uL de
preparado de ADN bacteriano a una concentracion de 10 ng uL-'; 0,3 yL de enzima
Taq polimerasa (1,25U); 0,8 uL de cada partidor Forward y Reverse (0,2 uM); 0,8 uL
de cada dNTPs (0,2 mM); 1,6 uL de MgCl2 (2mM); 4 pL de reactivo buffer (1x); 29,7
pL de agua.

Los partidores utilizados para el gen 16S rRNA fueron 27F (5'-
AGAGTTTGATCATGGCTCAG) y 1492R (5'-CGGTTACCTTGTTACGACTT) (Xiang
et al., 2005), y las condiciones de PCR fueron 5 min a 95 °C, 30 ciclos de (94 °C por



40s, 55 °Cpor40 s, 72 °C por 1 min 30 s) y una elongacion final a 72 °C por 7 min.
Para el gen ginll  se emplearon los amplificadores gsll1
(AACGCAGATCAAGGAATTCG) y gsll4 (GCGAACGATCTGGTAGGGGT) (Mutch
et al., 2003) y los ciclos fueron los mismos que para el gen 16S rRNA. En el caso
del gen recA los amplificadores fueron recA 41F (TTCGGCAAGGGMTCGRTSATG)
y recA 640R (ACATSACRCCGATCTTCATGC) (Vinuesa et al., 2005). Se ejecutaron
dos protocolos PCR. El primero fue de 3 min 30 s a 95 °C, 30 ciclos de (94 °C por 1
min, 58 °C por 40 s, 72 °C por 1 min) y una elongacion final 72 °C por 5 min. En el
segundo protocolo la temperatura de hibridacién fue de 60 °C. Para rpoB se usaron
los partidores rpoB83F (CCTSATCGAGGTTCACAGAAGGC), y rpoB1061R
(AGCGTGTTGCGGATATAGGCG) (Martens et al., 2008). Las condiciones de PCR
fueron 5 min a 95 °C, 3 ciclos de (94 °C por 2 min, 55 °C por 2 min, 72 °C por 1 min),
luego 30 ciclos de (94 °C por 30 s, 55 °C por 1 min, 72 °C por 1 min) y extension
final 72 °C por 5 min (Modificado de Martens et al., 2008). La amplificacion de nodA
empled los partidores (nodA1 TGCRGTGGAARNTRNNCTGGGAAA) y (nodA2
GGNCCGTCRTCRAAWGTCARGTA) (Haukka et al., 1998), y sus ciclos fueron 95
°C por 4 min, 35 ciclos de (95 °C por 45 s, 49 °C por 1 min, 72 °C por 2 min) y una
extension final de 72 °C por 7 min.

La amplificacion de todos los genes fue verificada mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0,5%, en TBE (tris, borato y EDTA). Se dispuso en la camara de
electroforesis a 80 V durante 45 min y fue revisada bajo luz ultravioleta.

Las muestras se enviaron a secuenciar a AUSTRAL-Omics, Valdivia, Regién de
los Rios, Chile.

Analisis de secuencias y construccion de arbol filogenético.

Se utilizé el programa Geneious Prime para revisar los cromatogramas de las
secuencias de nucledtidos recibidos desde AUSTRAL-Omics. Una vez
ensambladas las secuencias forward y reverse, se establecieron las secuencias de
consenso para cada cepa en estudio. Con ellas se recurrio a la base de datos de la
pagina web de Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica NCBI (del inglés
National center of Biotechnology Information) para encontrar especies con un
porcentaje entre 95 y 100% de similitud en homologia de secuencias y asi compilar



las secuencias de sus cepas tipo. Con ellas se realizaron los arboles filogenéticos
para los genes 16S rRNA, y nodA, asi como también un arbol concatenado de 16S
rRNA, ginll, recA, rpoB. Todos fueron alineados y construidos con el criterio de
Maxima verosimilitud ML (Maximum Likeli-hood) en el software MEGA7. Se empled
el método de analisis Bootstrap 500. El proceso de edicion grafica de los arboles se
realizd a través de la pagina web iTol y en ellos se incorporan los datos de
efectividad simbidtica obtenidos por Olave (2020) para cepas chilenas,
nomenclatura AG, y agregando las cepas provenientes de Nueva Zelanda que ya

han sido publicadas como especie nueva previamente.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Amplificacion de secuencias.

Se logro amplificar el gen 16S rRNA para todas las cepas, logrando secuencias de
720 pares de bases que se analizaron con secuencias descargadas desde genbank.
La amplificacion del gen ribosomal 16S rRNA fue exitosa en todos los casos, pese
a la variedad de especies encontradas. Por esta cualidad es usado en la sistematica
de bacterias (Weir, 2006), y ha sido considerado como médula espinal de la
taxonomia de procariontes (Woese, 1987).

La amplificaciéon del gen glnll logré secuencias de 476 pares de bases, excepto
para las cepas AG-247, AG-269, AG-278, AG-285. De acuerdo con el arbol 16S
rRNA (Figura 1), las cepas que no pudieron ser amplificadas para el gen ginll
corresponden a los géneros, Brucella, Dyella, Collimonas, y Pseudomonas. Este
gen es el encargado de la sintesis de glutamina sintetasa, una enzima esencial en
la asimilacion del Nitrogeno (Carvalho et al., 2021).

Luego de que la enzima nitrogenasa reduce el nitrogeno atmosférico a amonio
(NH4*), es transportado por las células vegetales, donde es asimilado como
aminoacidos en la ruta glutamina sintetasa/glutamato sintetasa (GS/GOGAT)
(Andrews et al., 2018).

Existen al menos tres tipos de genes que codifican esta enzima, GSI codificada

por ginA o Ginl, GSII codificada por el gen glnll, y GSIII cuyo gen es ginN.



10

Figura 1. Arbol filogenético Maxima verosimilitud basado en el gen 16S rRNA)y
clasificacion segun efectividad simbidtica.
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Bradyrhizobium septentrionale 16252
Bradyrhizobium quebecense 66S1MB T
AG-263
Bradyrhizobium japonicum 5038
Pseudomonas brassicacearum 3Re2-7
Pseudomonas reinekei CCUG 53116 T
\Pseudomanas koreensis BS3658
LAG-285
Dyella koreensis BB4 T

%AG—ZGQ
Dyella japonica DSM 16301 T
‘Dyella marensis UNC178MFTsu3.1
Paraburkholderia graminis CADIM T
1AG-252
L paraburkhoideria ditworthii WSM3556 T
Collimonas rhizosphaerae HAR21 T
+Colfimonas fungivorans Ter6 T

LCollimonas arenae Ter282
'Collimonas humicola RLTIW51 T

Secuencias de aproximadamente 720 pares de base. Valor Bootstrap 500 repeticiones, expresadas
en porcentajes, valores inferiores a 50% no se muestran. Resultados de Efectividad obtenidos por

Olave (2020).
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El primero esta presente en bacterias y arqueas (Carlson y Chelm, 1986), pero
también ha sido encontrado en eucariotas (Carvalho et al., 2021). El segundo en
células eucarioticas y algunas bacterias como los rizobios (Turner and Young, 2000),
y el tercero en algunos ejemplares de bacterias, arqueas y eucariotas, como sefiala
Carvalho (2021). En este ultimo trabajo, a través del analisis de multiples secuencias
se demostré que solo las especies pertenecientes al género Rhizobium mostraron
la proteina tipo Il, el resto de los géneros de procariontes, dentro de ellos el género
Pseudomonas, solo mostro tipo |. Esto podria explicar el que no se amplificara ginll
para varias cepas, ya que, salvo el caso de Brucella, los demas géneros no han sido
descritos como rizobios, (Klepa et al., 2024; Wang et al., 2019; De Lajudie et al.,
2019; Giller et al., 2016; Andrews et al., 2018).

Pese a lo senalado anteriormente, de las cepas no amplificadas, solo la
correspondiente a Collimonas spp. no logré formar nédulos en S. toromiro (Olave,
2020). En el caso de Brucella y Pseudomonas, formaron nédulos, pero no lograron
fijar nitrégeno en S. toromiro segun la investigacion de Olave (2020). En el caso de
la cepa del género Dyella, fue extraida de un ejemplar de S. toromiro ubicado en
Yumbel, Region del Bio-Bio, y resultdé capaz de formar ndédulos (Olave, 2020).

Si bien el gen ginl estda ampliamente presente en los procariontes y pudiese
haber sido una alternativa mas facil de amplificar, se ha descrito como poco variable
entre las distintas especies, lo que dificulta la identificacion (Taboada et al., 1996).
A diferencia de ginll, el cual es ampliamente usado para el Analisis Multilocus de
Secuencia (MLSA) en el grupo de los rizobios (De Lajudie et al., 2019).

Las secuencias del gen recA alcanzaron un tamafio de 412 pares de bases y
fue un proceso infructifero para las bacterias AG-252, AG-277, y AG-285,
identificadas dentro de los géneros Paraburkholderia, Rhizobium, y Pseudomonas
respectivamente, de acuerdo con la secuenciacion de 16S rRNA.

En el caso de rpoB se obtuvieron 407 pares de bases de longitud y no se logré
este para AG-278 y AG-285 que corresponden a especies de los géneros
Collimonas y Pseudomonas respectivamente, segun la identificacion por

secuenciacion del gen 16S rRNA.
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Finalmente, nodA sélo fue amplificado en las cepas AG-274, AG-275, AG-289 y

AG-250; con secuencias de 470 pares de base, las cuales correspondieron al
género Mesorhizobium de acuerdo con la secuenciacion de 16S rRNA.
Relaciones filogenéticas del gen 16S rRNA.
El arbol del gen 16S rRNA (Figura 1) muestra la ubicacién de las cepas analizadas
en relacion con otras cepas bacterianas tipo. Debido al alto nivel de conservacion
del gen 16S rRNA, en general su analisis permite la identificacion del género, sin
lograr diferenciar especies dentro de él (Klepa et al., 2024). Se muestra ademas la
clasificacion de efectividad de nodulacion presentada por Olave (2020).

La cepa AG-250 pertenece al género Mesorhizobium y es cercana a M.
plurifarum. Dentro del mismo género se ubican las bacterias AG-274, AG-275 y AG-
289, las cuales son consideradas idénticas en este gen, y se agrupan junto con las
especies M. amorphae, M. erdmanii, M. huakuii, M. japonicum, M. waimense, M.
Jarvisii, M. septentrionale, y M. abyssinicae, en el mismo clado. Trabajos anteriores
sefalan que las especies M. loti, M. jarvisii, M. huakuii, M. erdmaniiy M. japonicum
son genéticamente muy similares (Martinez-Hidalgo et al., 2016).

Las cepas AG-247 y AG-251 se muestran idénticas a la especie Brucella
pseudogrignonensis, la cual ha sido reportada por causar infecciones en humanos,
encontrada habitualmente en suelos y cuerpos de agua (Kampfer et al., 2007; Li et
al., 2021). El género Brucella, antes llamado Ochrobactrum (Hordt et al., 2020), fue
conocido por contener especies patdgenas zoondticas del ganado tales como B.
abortus, B. miletensis, y B. suis. (Whatmore et al., 2021). En 2005 y 2007 (Truijillo et
al., Zurdo-Pifieiro et al.,) se hicieron las primeras descripciones de especies nuevas
dentro del género que tenian la capacidad de nodular con fabaceas. El primer caso
fue en Lupinus albus, y el segundo en Phaseolus vulgaris. En ambos, se presume
que dichos genes fueron obtenidos de otras especies bacterianas con capacidad de
nodular desde la rizosfera de la fabacea hospedera, debido a que los genes de
nodulacién nodD y nifH se encuentran en plasmidos, lo que facilita la transferencia
horizontal; y al alto porcentaje de similitud con las secuencias de genes simbidticos
de otros géneros asociados a leguminosas como Ensifer y Rhizobium. Las cepas
aqui trabajadas, fueron extraidas desde S. fernandeziana, en la Isla Robinson
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Crusoe. Formaron nodulos que resultaron ser inefectivos (Olave, 2020). Por lo que
se puede presumir que los genes de nodulacion fueron transferidos desde otras
bacterias.

Las cepas AG-264, AG-277 y AG-294 pertenecen al género Rhizobium vy,
ademas podrian corresponder a la misma especie o ser muy cercanas entre si. Se
ubican en el mismo clado con R. rhizogenes y R. lusitanum.

Continuando con el mismo género se encuentra la cepa AG-262, cuyas
caracteristicas no permiten separarla de una especie distinta a R. chutanense, R.
leguminosarum, R. sophorae, R. pisi, R. changzhiense. Young y colaboradores
(2021), tras un analisis de ciento veinte (120) genes conservados, mostraron que
estas especies se encuentran en lo que se llama Rhizobium leguminosarum
complex (RIc), el cual incluye 18 especies y 7 cepas unicas adicionales que no han
sido descritas aun.

Dentro del género Bradyrhizobium se localiza la bacteria denominada AG-263,
y se encuentra en el mismo clado junto con B. australiense, B. elkanii, B. icense, B.
neotropicale, y B. paxllaeri. Ormefo-Orrillo y Martinez-Romero (2019) luego de
hacer un analisis con 180 secuencias de 16S rRNA pertenecientes a este género,
mencionaron dos principales super-clados, entre varios otros, uno donde se ubica
B. japonicum, y el segundo donde se ubica B. elkanii. EI mismo resultado obtuvo
Avontuur et al., (2019), luego de un analisis multilocus. Aquella forma también se
encuentra en el arbol aqui presentado.

La cepa AG-285 pertenece al género Pseudomonas, sin agruparse con ninguna
especie presente en el arbol. Es un género que pertenece al filo de las
gammaproteobacterias. En este grupo, ha habido sospechas de encontrar bacterias
simbiontes de leguminosas; debido a que se comprobd la capacidad de nodular de
Pseudomonas sp. Ch0048 con Robinia pseudoacacia, pero no se pudo comprobar
la capacidad de fijar nitrégeno de la cepa, ni que estos genes (nod y nif) no hayan
sido adquiridos por transferencia horizontal, desde otras bacterias que viven en los
nodulos. Por lo que el hecho de que existan gammaproteobacterias con capacidad

de ser rizobios sigue siendo dudoso (Wang et al., 2019).
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La cepa AG-252 es idéntica a Paraburkholderia graminis. Esta especie fue
descrita en primera instancia como Burkholderia graminis, en referencia a su
hallazgo en la rizosfera de gramineas (Viallard et al., 1998; Sawana et al., 2014).
Luego de un analisis del género, mostréo como éste se dividia en dos super clados,
donde uno contenia especies fitopatdégenas, y el segundo, especies ambientales,
que ademas se distinguen por dos indels de secuencia conservada y carecen de las
firmas moleculares que son especificas de Burkholderia. Asi trasladé esta especie
al naciente género Paraburkholderia.

La cepa AG-269 pertenece al género Dyella el cual no ha sido descrita dentro
de las familias de rizobios (Klepa et al., 2024; De Lajudie et al., 2019; Giller et al.,
2016; Andrews et al., 2018; Weir, 2006; O'Hara et al., 2016). En otros estudios,
Dyella no mostré habilidades para la fijacion de nitrégeno (Takada et al., 2019). Pese
a lo anterior, si se ha reportado la posibilidad de que Dyella sea una bacteria PGPR
(Rizobacteria promotora del crecimiento vegetal, del inglés Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria), luego de una correlacidon positiva entre ella y la biomasa nodular
(masa y cantidad), y la actividad nitrogenasa en cultivos de soja (Wang et al., 2020).
Palaniappan et al., (2010), aislaron cepas bacterianas desde nddulos de Lespedeza
sp., encontrando cinco cepas que resultaron ser Dyella. De ellas, ninguna presento
el gennodA, ni noduld con Vigna unguiculata L., pero si, al menos cuatro
presentaron produccién de acido indol acético y de acido 1-aminociclopopano-1-
carboxilo (ACC deaminasa). Dos de ellas ademas solubilizaron fésforo. La ACC
deaminasa, disminuye la concentracion del etileno, esta molécula inhibe la
formacion de nédulos (Hernandez et al., 2015), por lo que su accionar tendria un
efecto sinérgico en la simbiosis rizobio-leguminosa. Finalmente, la bacteria AG-278
es cercana al género Collimonas.

Se pueden dividir los géneros entre aquellos que han sido descritos como
simbiontes de leguminosas de la rizosfera con actividad fijadora de N2 y aquellas
que no. En el primer grupo se encuentra a Mesorhizobium, con las cepas: AG-250,
AG-275, AG-275 y AG-289; Brucella, que incluye a: AG-247 y AG-251; Rhizobium:
AG-262, AG-264, AG-277 y AG-294; Bradyrhizobium: AG-263 y Paraburkholderia:
AG-252. Mientras que el segundo grupo esta compuesto por Pseudomonas: AG-
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285; Dyella: AG-269 y Collimonas: AG-278 (Klepa et al., 2024; Wang et al., 2019;
De Lajudie et al., 2019; Giller et al., 2016; Andrews et al., 2018).

Relaciones filogenéticas de los genes concatenados 16S rRNA, ginll, recA 'y
rpoB.

Para dilucidar de manera mas clara la taxonomia de los rizobios se ha empleado la
técnica de Analisis Multilocus de Secuencias (MLSA) (Stackebrandt et al., 2002;
Ribeiro et al., 2013; Hungria et al., 2015; Helene et al., 2020; Klepa et al., 2024). Las
cepas mostradas en el arbol concatenado corresponden a ejemplares bacterianos
a los cuales todos sus genes conservados en estudio; 16S rRNA, ginll, recA, rpoB;
lograron ser amplificados.

El arbol concatenado (Figura 2) muestra que las cepas AG-275, AG-274 y AG-
289 se agrupan como una misma especie. Pertenecen al género Mesorhizobium y
la especie mas cercana es M. japonicum. Ademas, presentaron resultados similares
de nodulacién y fijacion de nitrégeno cuando se inocul6 ejemplares de S. toromiro
con dichas bacterias, siendo las mejores simbiontes para el arbol de Rapa Nui
(Olave, 2020). En particular, la cepa AG-275 tuvo resultados de nodulacion vy fijacion
de nitrdgeno que la caracterizaron como una cepa efectiva, mientras que las otras
dos fueron categorizadas como parcialmente efectivas. Todas ellas fueron extraidas
de S. macrocarpa, en Quilaco, Altos del Biobio, Region del Biobio (Olave, 2020).
Mientras que en el trabajo de Gerding y colaboradores (2023), AG-274 y AG-275
nodularon con S. toromiro, S. fernandeziana, y solo AG-274 con S. cassioides.
Dentro del mismo género también se encuentra la cepa AG-250, la cual esta en un
clado diferenciado de otras especies. En la investigacion de Olave, se observé la
presencia de nodulos, pero estos no fijaron nitrégeno, por lo que se considerd una
cepa inefectiva. Mientras que la informacion presentada por Gerding vy
colaboradores (2023) indica que se produjo nodulacién con S. toromiro, y S.
fernandeziana.

Ademas, se observa que las otras especies que han sido indicados como
simbiontes efectivos de toromiro, M. kowhaiiy M. sophorae (Olave, 2020) se ubican

en clados distintos de las cepas de origen chileno.
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La cepa AG-263 se agrupa junto a Bradyrhizobium, siendo cercana a B.
quebecense. Fue aislada de S. cassioides del Vivero Carlos Douglas, y se considero
infectiva por el autor, es decir que formoé nddulos, pero no fijo Nitrogeno. (Olave,
2020). En Gerding et al., (2023), también logré nodular con S. toromiro, pero no con

otros arboles del género Sophora.

Figura 2. Arbol filogenético Maxima verosimilitud basado en los genes concatenados
16S rRNA, ginll, recA 'y rpoB, y clasificacién segun efectividad simbidtica.

Tree scale: 0.1 ———— AG-289
‘ AG-274

Efectividad simbiética (Olave, 2020) ﬁ A"A/’gsgrr ,ﬁfgﬁﬁ’ﬁ jj’ﬁ?;}{‘iﬁ’%é”éggé,‘ﬁogg T

B Efectiva Mesorhizobium huakuii NZP2235
Mesorhizobium plurifarium LMG 11892 T
\ | Parcialmente efectiva — Mesorhizobium sp. SG5
) — Mesorhizobium erdmanii USDA 3471 T
D Inefectiva — AG-250
) L . Mesorhizobium waimense ICMP19557 T
. Sin formacién de nédulos r u_r Mesorhizobium septentrionale SDW 014 T

— Mesorhizobium amorphae CCNWGS0123 T
Mesorhizobium australicum WSM2073 T

bootstrap — Mesorhizobium ciceri bv. biserrulae WSM1271 T
— Mesorhizobium loti NZP 2213T
0.7 L Mesorhizobium cantuariense ICMP 19515 T
Mesorhizobium newzealandense ICMP 19545 T
0.77 ™ Mesorhizobium caicicola ICMP 19560 T
0.85 - Mesorhizobium waitakense |ICMP 19523 T
0.93

E Bradyrhizobium neotropicale BR 10247 T
51 Bradyrhizobium japonicum 5038
P — Bradyrhizobium paxiflaeri LMTR 21 T

L Bradyrhizobium icense LMTR 13 T
— Bradyrhizobium elkanii USDA 61 T

L Bradyrhizobium quebecense 66S1IMB T
| - AG-263
Bradyrhizohium septentrionale 16252

AG-251
L 1 Brucella rhizosphaerae PR17 T

Brucella grignonensis OgASa T
Brucella pseudogrignonensis CCUG 30717 T

Rhizobium sophoriradicis CCBAU 03470 T

— Rhizobium chutanense C5 T

Rhizobium pisi DSM 30132 T
Rhizobium changzhiense WYCCWR 11279 T
{ Rhizobium sophorae CCBAU 03386 T

Rhizobium leguminosarum ATCC 10004 T

Rhizobium lusitanum P1-7 T
* % Rhizohium rhizogenes LBAB402
| _

Secuencias de aproximadamente 1992 pares de base. Valor Bootstrap 500 repeticiones, expresadas
en porcentajes, valores inferiores a 70% no se muestran. Resultados de Efectividad obtenidos por
Olave (2020).

La cepa AG-251 se posiciond dentro del género Brucella. Sin embargo, se

distancia de Brucella pseudogrignonensis, especie a la que habia resultado idéntica



17

en la amplificacion del gen 16S rRNA. Olave (2020), al evaluar su fijacién con S.
toromiro, consider6 que era inefectiva, es decir, hubo formaciéon de nédulos mas no
fijacion de nitrégeno. Mientras que en el trabajo de Gerding, esta cepa noduld con
S. toromiro, S. cassioides, y S. fernandeziana. Este género, anteriormente llamado
Ochrobactrum, ha sido descrito como rizobio (De Lajudie et al., 2019), pero sus
hospederos suelen pertenecer a los géneros Acacia y Lupinus (Andrews et al.,
2017).

Dentro del género Rhizobium quedaron las cepas AG-294 y AG-264. Entre ellas
hay diferencias que no permitieron agruparlas en el mismo clado, contrastando con
lo ocurrido en el arbol de relaciones filogenéticas segun el gen 16S rRNA, donde se
muestran como idénticas entre si. De acuerdo con Olave (2020), la cepa AG-264
fue extraida de un ejemplar de S. foromiro ubicado en el Vivero Carlos Douglas,
Yumbel, Regién del Biobio, pese a ello, no formé nddulos tras ser inoculado en
toromiro. Del mismo modo, en el trabajo de Gerding et al., (2023), tampoco logré
nodular con ninguno de los tres arboles de su investigacion. La cepa AG-294 fue
extraida de S macrocarpa, en Quilaco. No formdé nédulos con toromiro, a diferencia
de las cepas AG-274, AG-275 Y AG-289 que fueron aisladas del mismo arbol y si
establecieron simbiosis (Olave, 2020). Estos resultados refuerzan la idea de que S.
toromiro puede tener huéspedes que no sean simbiontes efectivos, por lo que es
importante inocular la o las cepas que aporten nitrogeno atmosférico a la planta
(Olave, 2020). Ya que se han visto casos en que luego de seis a siete anos de
inoculacion en el suelo con cepas que poseen los genes simbidticos adecuados
para una leguminosa especifica, las cepas nativas los adquieren por transferencia
horizontal (Barcellos et al., 2007; Nandaseena et al., 2006; Nandaseena et al.,
2007).

También dentro del género Rhizobium se encuentra la cepa AG-262, siendo la
especie conocida mas cercana R. chutanense, la cual, segun el trabajo de Young
et al., (2021), también se ubica en el complejo R. leguminosarum. Fue extraida de
S. macrocarpa, en el Vivero Carlos Douglas, y no logré formar ndédulos en S.
toromiro (Olave 2020). Gerding et al., (2023), no lograron nodular con ninguna de
las tres especies de Sophora que participaron en esa investigacion.
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Analisis del gen simbiético NodA

Solo para cuatro bacterias se logré amplificar el gen nodA con el protocolo antes
descrito. Las cepas AG-274, AG-275 y AG-289 se agruparon en el mismo clado.
Estas tres cepas habian sido capaces de inducir nodulacion en toromiro vy fijar
nitrogeno (Olave, 2020). La cepa AG-250 esta contigua y diferenciada de las
anteriores. Los resultados del estudio de Olave (2020) indican que esta cepa logro
formar nddulos en S. toromiro, pero estos fueron inefectivos en la fijacién de
nitrogeno. Resulta afin el hecho de que estas cepas se agrupen en cercania a las
bacterias de fijacion efectiva, ya que en otras investigaciones se ha mostrado que
los genes simbidticos (nodA, nodB, nodC, nifH) de Mesorhizobium se ordenan en

clados segun sus plantas hospederas (Lemaire et al., 2015).

Figura 3: Arbol filogenético Maxima verosimilitud del gen parcial NodA y clasificacion
segun efectividad simbidtica.

Tree scale: 1

r AG-250
| AG-289
Efectividad simbiética (Olave, 2020) ’{lAG-274
. Rhizobium lusitanum P1-7T
Wl Efectiva L Mesorhizobium amorphae CCNWGS0123 T
|| Parcialmente efectiva [~ Bradyrhizobium japonicum 5038
Bradyrhizobium elkanii USDA 61
D Inefectiva Mesorhizobium waimense ICMP 19557 T

Mesorhizobium cantuariense ICMP 19515 T
Mesorhizobium calcicola ICMP 19560 T

bootstrap | Mesorhizobium newzealandense ICMP 19545 T
05 Mesorhizobium waitakense ICMP 19523 T
0.63 — Mesorhizobium australicum WSM2073 T
| ERhizobium leguminosarum SM52
0.75 Rhizobium pisi DSM 30132 T

. Mesorhizobium japonicum R7TA

0.88 | Mesorhizobium huakuii NZP2235

1 I Mesorhizobium ciceri bv. biserrulae WSM1284

i Mesorhizobium jarvisii ATCC 33669 T

' Mesorhizobium erdmanii NZP2014

Lo Rhizobium sophoriradicis CCBAU 03470 T
Rhizobium chutanense C5 T

Rhizobium rhizogenes LBA9402

Secuencias de aproximadamente 470 pares de base. Valor Bootstrap 500 repeticiones, expresadas
en porcentajes, valores inferiores a 50% no se muestran. Resultados de Efectividad obtenidos por
Olave (2020).

Las cepas provenientes de Nueva Zelanda que fueron evaluadas en cuanto a
su efectividad simbidtica por Olave (2020), se agrupan cercanas entre ellas, pero
distantes de las cepas chilenas, lo que indica que se trata de genes NodA distintos
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entre si, pese a que comparten la capacidad de nodular con S. toromiro. La similitud
filogenética de los genes simbidticos de Mesorhizobium asociados a las especies
de Sophora nativas de Nueva Zelanda, en contraste con la diferenciacion que ocurre
con los genes conservados, ya ha sido reportada previamente (Andrews et al., 2018;
Nguyen, et al., 2017; De Meyer et al., 2016; De Meyer et al., 2015; Tan et al., 2015).
El hospedero de las especies neozelandesas efectivas para toromiro es S.
microphylla (De Meyer et al., 2016), ambos arbustos son mostrado cercania
filogenética (Pefa et al., 2000). Tanto las bacterias efectivas como parcialmente
efectivas se ubican junto a Mesorhizobium, lo cual es congruente con reportes
previos que muestran evidencia de que el género Sophora tiene a sus principales
simbiontes en el género bacteriano Mesorhizobium. (De Meyer et al., 2015; De
Meyer et al., 2016; Nguyen, et al., 2017; Tan et al., 2015).

En muchas especies de rizobios, los genes que determinan el rango de
hospederos y su eficacia en la fijacion de nitrdgeno estan ubicados en plasmidos o
islas simbidticas (Andrews et al., 2018; Klepa et al., 2024; Turner y Young, 2000).
Por lo que se ha descrito que los genes de nodulacion nod pueden ser compartidos
a través de transferencia horizontal (Andrews et al., 2018; Sullivan et al., 1995;
Barcellos et al. 2007; Nandaseena et al., 2007; Nandaseena et al., 2006; Kaneko et
al., 2000). Debido a esto puede ocurrir que la filogenia de los genes simbidticos
como nodA no coincida con la filogenia de los genes conservados (16S rRNA, ginll,
recA, rpoB) (Remigi et al., 2016; Sullivan et al., 1995; Andrews et al., 2018). Este
fendmeno también explica la distribucion de las especies en los clados no coincida
con la taxonomia de cada género, por ejemplo, se observa a R. lusitanum cercano
a M. amorphae.

Hay una cepa que logré nodular y fijar parcialmente nitrégeno (Olave 2020), pero
cuyo gen nodA no pudo ser amplificado. Esta fue AG-252, identificada segun el arbol
construido en base al gen 16S rRNA como Paraburkholderia. Este género ha sido
caracterizado por contener cepas principalmente ambientales dentro de las
betaproteobacterias, en el cual hay especies que pueden realizar simbiosis con
leguminosas (Sawana et al. 2014). Por lo que podria tratarse de una cepa que sea
simbionte fijador de nitrdgeno. Este género se concentra principalmente en
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Sudamérica y Sudafrica, y nodula con especies nativas de las subfamilias
Mimosoideae y Papilionoideae (Paulitsch et al., 2021), esta ultima es a la cual
pertenece el género Sophora (Andrews et al., 2018). Si bien esta documentada la
capacidad de la transferencia horizontal de genes dentro de Paraburkholderia, no
existe evidencia de este fendmeno entre alfa y betaproteobacteria (Lemaire et al.,
2015).

Cepas simbiontes de Sophora toromiro.

Los resultados del arbol concatenado de genes 16S rRNA, ginll, recA 'y rpoB, junto
con los del arbol del gen nodA, muestran resultados concordantes en cuanto a que
las cepas AG-274, AG-275 y AG-289 constituyen una misma especie dentro del
género Mesorhizobium, y que no coincide con alguna otra especie expuestas en
dichos arboles. Segun lo sefialado en Olave (2020), corresponderian a un simbionte
efectivo de S. toromiro, que ademas ha presentado nodulacion en S. fernandeziana
(Gerding et al., 2023). Crecieron en medio YMA, y fueron extraidos de nddulos de
S. macrocarpa, de la cual no se tiene conocimiento si son simbiontes efectivos. Las
tres cepas provienen de la misma localidad, Quilaco, Altos del Bio-Bio, Regién del
Bio-Bio, Chile, y se ubican en clados distintos de las especies de Mesorhizobium
provenientes de Nueva Zelanda, que han resultado ser simbiontes efectivos y
parcialmente efectivos (Olave, 2020).

Se logré amplificar el gen parcial nodA, donde también las cepas AG-274, AG-
275, AG-289 resultaron ser idénticas, y a la vez, se distanciaron filogenéticamente
de las cepas capaces de nodular con S. toromiro provenientes de Nueva Zelanda.

Chun y colaboradores (2018) plantean que para identificar una especie como
nueva se deben obtener las secuencias del gen 16S rRNA completas, y compararlas
con sus vecinos filogenéticos, si la similitud es menor a 98,7% es una nueva
especie. Por el contrario, si la similitud es igual o mayor al 98,7%, se debe calcular
el OGRI (del inglés Overall genome related index) del genoma de las cepas tipos.
Si los valores de ANI (Average nucleotide identity) dan valores menos a 95% o los
valores de dDDH (digital DNA-DNA hybridization) dan menos de 70%; entonces

seria una especie nueva.
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Se sugiere, para comprobar que se trata de una especie nueva, seguir los
lineamientos descritos en revisiones del Subcommittee on the taxonomy of Rhizobia
and Agrobacteria (Subcomité de Taxonomia de Rizobios y Agrobacterias); creado
por el International Committee on Systematics of Prokaryotes (ICSP) (Comité
Internacional de Sistematica de Procariontes), los cuales indican que la informacién
que se debe proveer para la descripcion de una nueva especie involucra al menos:
la secuenciacion del genoma completo de la cepa tipo como minimo, en caso de no
tener la secuencia completa, si incluir el tamafo del genoma obtenido, el contenido
de C+G, el numero de contigos, N50, la profundidad de secuenciacion de cobertura,
y la secuencia completa del gen 16S RNA de la cepa tipo. Y ademas la evidencia
de que se trata de otra especie diferenciada de las anteriormente descritas, a través
de los valores ANI'Y dDDH (De Lajudie et al., 2019; Chun et al., 2018).

CONCLUSIONES.

- En los nédulos de Sophora spp se identificaron los géneros bacterianos
Mesorhizobium, Brucella, Rhizobium, Bradyrhizobium, Paraburkholderia,
Pseudomonas, Dyella, Collimonas.

- Las cepas AG-274, AG-275 y AG-289 se agrupan como una misma especie,
no descrita previamente, y han mostrado efectividad simbiodtica con S.

toromiro.
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