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Introduccién

El cambio climéatico, los altos costos de produccion y la dependencia de insumos
sintéticos son factores que caracterizan la produccion agroforestal en Costa Rica.
Por otra parte, este modelo tiene una viabilidad limitada a largo plazo. Es por estas
razones que la comunidad cientifica se ha enfocado en desarrollar tecnologias
verdes que tengan bajo impacto ambiental. Una alternativa de bajo impacto
ambiental para la produccién agroforestal es el uso del microbioma del suelo.

En el suelo de un bosque o plantacion forestal existen millones de organismos
interactuando entre si, algunas veces de manera antagénica y en otras de forma
sinérgica. Un ejemplo de sinergia es la simbiosis que se presenta en las raices de
leguminosas (Fabaceae). La familia Fabaceae en general coloniza rapidamente
nichos ecoldgicos con condiciones adversas (Grossnickle, 2012), ademas es muy
diversa en cuanto a usos para el ser humano, pero cobra interés para el sector
agroforestal por su capacidad para fijar nitrégeno a través de bacterias simbiontes
(Cabral, 2010; Cordero y Boshier, 2003). Los investigadores reportan un aporte de
nitrdgeno de entre 60-300 Kg/ha/afio en materia seca (Céspedes et al. 2019, Castro-
Rincon et. al. 2018).

Estas interactian tomando nutrientes directamente de la planta, pero a cambio le
brindan a la misma una mejora en absorcion de elementos esenciales,
especialmente nitrégeno. Incorporar nitrégeno atmosférico al suelo de una forma
biolégica tiene consecuencias econémicas positivas para los productores, sobre
todo en zonas donde los suelos son pobres en fertilidad, hay periodos de sequia

prolongados o en suelos que han sido degradados por mal manejo.



La interaccion entre bacteria-huésped es bastante compleja a nivel molecular pero
se han obtenido avances importantes para entender mejor el proceso y se ha
estudiado el desarrollo de la infeccion (Bulgarelli et al., 2013; Ferguson et al., 2018),
los genes asociados, la morfogénesis, la asociacion simbiética (Wang et al. 2019,
Burke et al. 2011), el origen de las especies por medio de la filogendmica, la
asociacion con otros organismos no huéspedes, la efectividad de inoculacion y la

diversidad.

Hay evidencia de que dependiendo de la bacteria simbidtica que esté presente en
determinado momento en la relacion planta-bacteria, puede actuar como un
organismo generalista o especifico, segun la especie de planta y segun la especie
de bacteria (Sdnchez y Gémez 2001, Rib6é 2004, Labrador 2009, Acufia y Uribe
1996). Lo anterior puede provocar diferencias en las variables morfométricas de una
especie, es por esta razon que, es importante identificar la especie de bacteria,
estudiar sus caracteristicas biolégicas y a su vez el potencial como biofertilizante.
Este Ultimo aspecto es de especial interés para mejorar aspectos productivos y a su

vez desarrollar productos con potencial econémico.

En Costa Rica se han identificado especies de bacterias simbiéticas en relacion con
leguminosas agricolas a nivel taxondmico clasico (Acufia 1996, Acuiia y Ramirez
1987, Acufia 'y Uribe 1996, Ledn, Acufiay Ramirez 1986(a), Ledn, Acufia y Ramirez
1986(b), Morales 1987, Uribe, Acufia y Hernandez 1990), sin embargo, poco se ha
estudiado en cuanto a la diversidad de bacterias en el sector forestal. Esa diversidad
puede ser estudiada actualmente por medio de técnicas moleculares y con ello
mejorar la asignacion de especies. A la fecha no se han utilizado herramientas
moleculares para la identificacion de bacterias simbiontes asociadas a arboles

leguminosos en Costa Rica.

Si bien es cierto han sido reportadas bacterias simbiontes relacionadas con raices
de leguminosas a nivel mundial y local, es escasa la literatura en relacién a zonas

tropicales y es mas escasa aun utilizando técnicas moleculares.



El objetivo de este estudio fue realizar un levantamiento de bacterias a nivel
molecular en ocho especies forestales leguminosas en Costa Rica. Asi mismo,
evaluar el efecto de los aislamientos bacterianos sobre variables morfométricas,
respiracion microbiana y actividad nitrogenasa al ser inoculadas en los hospederos
de las cuales fueron aisladas. Con lo anterior se buscoé observar el potencial de cada
especie de bacteria para un posible uso como biofertilizante para el sector
agroforestal.

Cabe resaltar que se present6 un articulo cientifico de tipo revision con el marco

tedrico que se realiz0 para establecer esta investigacion.



Articulo 1: Resumen Ejecutivo

Micorrizas y rhizobios: un dialogo molecular con el
huésped vegetal
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Revista: Cultivos Tropicales (Cuba)

Recibido: 12/3/2021

Aceptado: 9/8/2021

Publicado: 17/2/2023 (Vol. 43(2): e13)

Resumen Ejecutivo: adicionalmente y en paralelo al estudio principal
se presentd este articulo de revision cuyo objetivo fue relacionar la
similitud que tienen los rhizobios (Rhs) y los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) en cuanto al mecanismo de penetracion inicial.
Dentro de lo indicado por la literatura, los HMA aparecieron y Rhs
simbiontes aparecieron hace 400 y 100 millones de afios
respectivamente. A lo largo del tiempo las relaciones que establecieron
con hospederos fue diversificAndose pero se cree que en cierto
momento pudieron haberse originado uno del otro y por eso comparten,
tanto huéspedes como mecanismos de penetracion inicial.

En este articulo se hace una descripcion del huésped al cual se le llamod
el macrosimbionte y por su parte a los HMA y Rhs los microsimbiontes.
En cada apartado se describi6é el mecanismo molecular por el cual se
da la relacién entre HMA/Rhs con el hospedero y como se dan ciertas
similitudes al momento de percibir la sefial por parte de los
microsimbiontes. Aungue los huéspedes son los que controlan quien
entra y quien no, cuando los microsimbiontes perciben la sefial no
discriminan en acercarse a las raices.

Por mecanismos moleculares “llave-cerradura” que se da a nivel de
membrana celular en las raices, las plantas permiten la entrada de
cierta especie de bacteria o micorriza, pero en ocasiones los
microsimbiontes aprovechan que la “puerta se abre” para lograr
ingresar. En ocasiones se establecen relaciones donde hay incluso
hifo-bacterias interactuando con el huésped.

En esta revision se recopild un listado de estudios referentes a los
microsimbiontes, a nivel de pre-colonizacion, colonizaciéon vy
mecanismo compartido debido a que incluso comparten genes
comunes. Ademas, se realizaron figuras propias para lograr explicar
ciertas interrelaciones que se dan entre HMA y Rhs.

Finalmente se presentd una propuesta de posibles genes candidatos
comunes entre Rhs y HMA en los que se podria aplicar ingenieria
genética y/o edicion gendmica, de tal forma que se optimice la relacion
huésped-microsimbionte.
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RESUMEN

Los rhizobios (Rhs) y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microsimbiontes
edaficos que se encuentran asociados a raices de cultivos. Para los Rhs la mayoria de ellos
son leguminosas y para los HMA hay un rango de hospedantes méas amplio; sin embargo,
hay cultivos que desarrollan la colonizacion por parte de ambos simbiontes. En cualquiera
de las relaciones simbidticas, los beneficios que reciben los cultivos al ser colonizados por
estos microorganismos son variados y contribuyen al empleo de alternativas para la
agricultura sostenible. EI mecanismo por el cual ambos simbiontes penetran en su huésped
vegetal ha sido estudiado a nivel molecular y se han identificado genes comunes, asi como
las vias en las que intervienen. Algunos de estos genes se relacionan con la recepcién de la
sefial mediada por los factores Nod, en el caso de los Rhs y por los factores Myc, en el caso
de los HMA, otros estan relacionados con el mecanismo de penetracion y finalmente con la
ruta por la cual se comunican el simbionte y la planta. En la presente revision se realiza un
listado de estudios referentes a los microsimbiontes, a nivel de pre-colonizacion,
colonizacion y mecanismo compartido. Se presenta una propuesta de posibles genes
candidatos comunes para Rhs y HMA para aplicar ingenieria genética, de tal forma que se
explora un campo de investigacion que se denomina: optimizacion de genes. Por la similitud
por la cual estos simbiontes penetran en su huésped y por el potencial de modificacion
genética que esto supone, se describe una estrecha relacion molecular, metabdlica y
fisioldgica.
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ABSTRACT

Rhizobia (Rhs) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are edaphic microsymbionts that
are associated with crop roots. For Rhs most of them are legumes and for AMF there is a
broader range of hosts; however, there are crops that develop colonization by both symbionts.
In any of the symbiotic relationships, the benefits that crops receive when colonized by these
microorganisms are varied and contribute to the use of alternatives for sustainable
agriculture. The mechanism by which both symbionts penetrate their plant host has been
studied at the molecular level and common genes have been identified, as well as the
pathways in which they are involved. Some of these genes are related to signal reception
mediated by Nod factors, in the case of Rhs, and by Myc factors, in the case of AMF, others
are related to the penetration mechanism and finally to the pathway. by which the symbiont
and the plant communicate. In the present review, a list of studies referring to
microsymbionts is made, at the level of pre-colonization, colonization and shared
mechanism. A proposal of possible common candidate genes for Rhs and AMF to apply
genetic engineering is presented, in such a way that a field of research called: gene
optimization is explored. Due to the similarity by which these symbionts penetrate their host
and the potential for genetic modification that this entails, a close molecular, metabolic and
physiological relationship is described.

Keywords: rhizobia arbuscular mycorrhizae, genetic engineering, symbiosis, genes

INTRODUCCION

La creacion de bioeconomias sustentables enmarcadas en el concepto de economia circular
demanda la optimizacion de recursos bioldgicos para mejorar la productividad agricola. Los
hallazgos encontrados durante los Gltimos 30 afios, en cuanto a la simbiosis, el uso de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) y rhizobios (Rhs), ha sido de gran interés por el impacto
que tienen en la agricultura (1-3).

La simbiosis es la relacion mutualista estrecha entre dos organismos, que tiene un efecto
benéfico en la adaptacion, ecologia y evolucion para ambas partes (4-6). Entre las relaciones
simbioticas mutualistas mas interesantes se encuentran las que se establecen entre hongos,
bacterias y células vegetales (7). Los HMA y Rhs se originaron aproximadamente hace 400
y 100 millones de afios respectivamente (8-12).

Los HMA pertenecen al phyla Glomeromycota y son organismos que colonizan entre el 70-
90 % de las especies vegetales, algunos autores mencionan que colonizan todas las
gimnospermas, 83% de dicotiledéneas y 79 % de monocotiledoneas (12,13); mientras los
Rhs son mas restringidas al clado FaFaCuRo (Fabales, Fagales, Cucurbitales y Rosales) (14-
16).



Los HMA han recibido especial atencion desde el punto de vista agricola por los beneficios
que proveen para las plantas; tales como, mayor resistencia a estreses bi6ticos y abioticos,
aumento en la superficie de absorcion de agua y nutrientes (11, 15), asi como su uso en la
bioremediacion (17), entre otros. Por su parte, los rhizobios también son muy importantes
por la habilidad de fijar nitrogeno atmosférico, incluso hay estudios que mencionan que
podrian fijar la cantidad anual producida de amonio sintético (1,18).

En la actualidad, se ha promovido el uso natural de la simbiosis de bacterias fijadoras de
nitrégeno en plantas leguminosas para disminuir la cantidad de nitrégeno aplicado a través
de fertilizantes quimicos, los cuales, pueden ocasionar eutroficacién y disminuir la diversidad
de microrganismos del suelo (3,19).

Los HMA penetran en el hospedante por el cortex del parénquima de las raices mas finas y
en el interior de las células forman estructuras ramificadas llamadas arbasculos (20); mientras
que los Rhs, penetran su hospedero a través de los pelos radiculares, realizan un plegamiento
de los mismos hasta que se forma un tubo de infeccién en el que se desarrolla, en el extremo
interno, el simbiosoma (21,22). Los mecanismos de colonizacién de HMA y Rhs tienen gran
similitud, incluso al grado de activar y/o desactivar genes comunes. Para su estudio, se han
utilizado especies de la familia de las leguminosas, las cuales pueden hospedar ambos
microsimbiontes y como resultado acumulan mayor masa seca y tienen mayor superficie
radical para la absorcion de nutrientes (23).

Hay evidencia clara de la existencia de un mecanismo compartido en la colonizacion
compartida que induce un tipo de autoregulacién entre los microsimbiontes y que ocurre en
una constante comunicacion con la planta (24).

Por medio de estudios de la composicion de comunidades de microorganismos se ha
comprobado que diversos habitats son capaces de albergar una gran diversidad bioldgica de
HMA y Rhs (25), los cuales tienen aplicaciones en la agricultura. Ademas, recientemente se
ha logrado un gran avance en cuanto a la secuenciacion y los perfiles de expresion génica, lo
que ha permitido dilucidar aspectos comunes que posee la colonizacién compartida ente
HMA y Rhs (26-30).



Teniendo en cuenta los criterios escritos anteriormente, este articulo constituye una
recopilacion de una serie de evidencias cientificas que reflejan la similitud del
comportamiento en el proceso de colonizacion que realizan los HMA y los Rhs, ante las
sefiales del huésped vegetal. De esta forma se considera esta recopilacion de informacion un
puente para definir nuevas lineas de investigacién en ingenieria genética; por lo tanto,
contribuir al estado del conocimiento en cuanto a genes candidatos que podrian modificarse
a futuro haciendo mas eficiente la relacion entre a los Rhs y HMA con sus huéspedes

vegetales.

El microsimbionte: los rhizobios

Las bacterias que forman parte de la microbiota del suelo estan incluidas, principalmente, en
los siguientes phyla: Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi
(Chlorobacteria), Firmicutes y Proteobacteria (31,32). Las raices, al crecer, incorporan
depdsitos organicos (células muertas + compuestos organicos) a nivel de la rizosfera, lo cual
resulta en una rizodeposicion que modifica la estructura y la composicion poblacional de las
bacterias. Consecuentemente, se reduce la diversidad, principalmente, de los phyla
Acidobacterias, Proteobacterias y Actinobacterias (32).

Las bacterias son atraidas hacia su huésped por células de la rizodermis, rizodepdsitos y el
mucilago que es exudado en el extremo de las raices. Ese mucilago estd compuesto por acidos
organicos e inorganicos, sideroforos, vitaminas, aminoacidos, purinas y nucledsidos, pero
especialmente hay unos compuestos en particular: los flavonoides e isoflavonoides, que son
los principales encargados de atraer a las bacterias hacia la planta (33,34). Los Rhs al percibir
la sefial comienzan a secretar un lipo-chito-oligosacarido (LCO) mediado por los factores
Nod (NF, por sus siglas en inglés) (35,36,37). En el caso de los Rhs, el LCO interactla con
las hidrolasas NFH1 y CHIT5 emitidas por el huésped para preparar asi el contacto con la
membrana celular vegetal (38).

Por su parte, los Rhs colonizan a la planta, principalmente, por una infeccién tubular que se
forma después de que los pelos radicales se pliegan en forma de bucle, aunque en menor
medida, pueden acceder también por heridas, o a travées de espacios intercelulares de forma

independiente a los factores Nod (31).



Por lo tanto, el proceso de colonizacion de los Rhs en su huésped transcurre por varias etapas
progresivas, que van desde la sefializacion inicial, la restriccion del rango del hospedante, la
colonizacién bacteriana, la autoregulacion del nimero de nédulos (AON por sus siglas en
inglés), la maduracion bacterial, la formacion del simbiosoma, el desarrollo del metabolismo
del nodulo y el transporte hasta que comienza la fase final de senescencia (18,38).

La correcta comunicacion quimica entre bacteria-huésped depende de los factores Nod y de
un acoplamiento adecuado con los receptores de la membrana vegetal. Este proceso es clave
para desencadenar la colonizacion, la cual resulta, posteriormente, en un cambio en el
gradiente de calcio en la membrana nuclear de la célula vegetal, lo cual sera explicado méas

adelante.

El microsimbionte: los hongos micorrizicos arbusculares

Los HMA son organismos que inician su ciclo de vida a partir de un propagulo que puede
ser una espora, un fragmento de hifa o de raiz colonizada. El propagulo germina estimulado
por sefiales derivadas del hospedante potencial, aunque también puede germinar en ausencia
de estas. Se produce una hifa de germinacion que comienza a crecer en busca de un huésped
y al encontrarlo se adhiere a las paredes del cértex de las raices mas finas (secundarias o
terciarias) produciendo una estructura de sostén denominada apresorio. Posteriormente,
penetra al interior del cdrtex sin atravesar el cilindro central y coloniza la planta intracelular
y extracelularmente. Al acceder a las células atraviesa la pared celular, no asi la membrana
plasmaética, ocurre una retraccién del citoplasmay la hifa comienza a ramificarse para formar
los arbdsculos, que son las estructuras de intercambio entre el hongo y su huésped.

En la mayoria de especies de HMA se producen vesiculas que son estructuras de reserva (39),
sin embargo, las vesiculas no estan presentes en todas las especies de HMA, algunas como
las pertenecientes a la familia Gigasporacea pueden forman en su lugar estructuras
denominadas células auxiliares, pero en el micelio externo y se reconoce que tienen similar

funcidn a las vesiculas.



Los HMA tienen la particularidad de que son simbiontes obligados por lo que requieren un
hospedante para completar su ciclo de vida. Cuando encuentran uno, se reproducen
aceleradamente e incluso se conoce que comparten varios hospedantes al mismo tiempo a
través de una red conectiva de micelio extrarradical, por lo cual su diversidad funcional es
alta y le permite tener gran adaptabilidad a diversas condiciones ambientales (40,41).

El hongo invagina las células corticales internas, donde produce una ramificacion extensa
convirtiéndose en una estructura que llena enteramente las células corticales (42). En
consecuencia, la arquitectura de la célula hospedante cambia: el nlcleo se mueve de una
posicion periférica a una central, la vacuola comienza a fragmentarse y una extensa
membrana periarbuscular se sintetiza de forma continua a la membrana plasmatica (43). A
pesar de la intensa actividad de ambos simbiontes que permite la formacidn de arbdsculos en
las células, éstos colapsan después de varios dias, dejando la célula cortical intacta y lista
para hospedar un nuevo arbusculo (42).

Existen varias situaciones que se presentan en la relacion simbionte-planta, una de ellas es
cuando el huésped tiene suficiente disponibilidad de nutrientes, en este caso, las vesiculas,
almacenan estructuras carbonadas como medio de sobrevivencia siendo muy similar en
funcion a los granulos de polihidroxibutirato que se presentan en los Rhs (44, 45). Tal es el
caso del fosforo, puesto que la planta inactiva genes transportadores de este elemento cuando
se presenta alta disponibilidad de éste nutriente (46).

Por otra parte, se ha encontrado que los arbusculos proveen de mayor cantidad de fésforo a
los tejidos que le proveen mayor cantidad de carbono. Lo descrito anteriormente indica que
puede existir un mecanismo de autoregulacion por parte de la planta. Se ha encontrado que
moléculas como lisofosfatidilcolina (LPc) podrian ayudar al huésped a percibir la
concentracion de fosforo en el suelo; sin embargo, se necesita profundizar en nuevas
investigaciones al respecto, pues no esta bien descrito en comparacion a lo que sucede con
los Rhs (47).



Otra de las caracteristicas menos exploradas de los HMA es que tienen la capacidad de
proteger las raices del huésped de hifas patogénicas, ya que, crecen cerca de 100 veces méas
rapido que los pelos radiculares, lo que les permite una colonizacion mas rapida del area de
laraiz. Tal es el caso de la familia Glomeraceae, cuyas especies han mostrado alta tolerancia
a Fusarium sp. y Pythium sp. (46), también es posible que exista un mecanismo molecular
de interaccion simbidtica ain inexplorado. Lo anterior se suma a muchos otros estudios
enfocados en cuantificar la tolerancia a diversos patdgenos como: Alternaria, Fusarium,
Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia y Verticillium, bacterias como Ralstonia solanacearum
y Pseudomonas syringae, nematodos de los géneros Pratylenchus y Meloidogyne) e incluso
insectos como Otiorhynchus sulcatus (48,49,50,51,52).

En cuanto a la colonizacion de los HMA en su huésped es importante sefialar que sus
propagulos se ven estimulados por flavonoides e isoflavonoides procedentes de las plantas,
al igual que como sucede con los Rhs; sin embargo, los HMA se estimulan también por
sesquiterpenos como es el caso de las estrigolactonas, las cuales estimulan la ramificacion de
las hifas germinantes (53). Los flavonoides e isoflavonoides secretados por las plantas
activan el proceso de germinacion y el crecimiento hifal; y por su parte, los HMA comienzan
secretan un lipo-chito-oligosacarido (LCO) mediado por los factores Myc (35,36,37) y un
oligbmero de quitina de cadena corta o quitooligosacarido (COS) (54).

En respuesta a los factores Myc se ha registrado en las plantas el gen ENOD11 como
responsable de codificar proteinas ricas en lisina en la membrana, por lo cual, de cierta forma,
las plantas también se preparan para recibir a los HMA (55). Ademas, como se profundizara
mas adelante, el gen ENOD tiene cierta relacion con los Rhs.

Otros genes han sido identificados como necesarios para inducir la formacion del apresorio
de la membrana perihaustorial tal es el caso de los genes DMI2 y DMI3 (18). De manera
similar, se ha encontrado en hongos patdégenos (Magnaphorte oryzae y Colletotrichum
inemuthianum) un gen ort6logo relacionado con la penetracion, denominado STE12 (56).
Finalmente, se conocen genes vegetales que codifican para transportadores de fosforo (PT3
y PT4), como responsables de asociarse con las hifas, ademéas de un gen llamado Gmar-
CuznSOD que codifica para la superoxido dismutasa, que le brinda a la planta tolerancia a

estrés oxidativo (57).



El macrosimbionte: el huésped vegetal y el mecanismo de colonizacion
En esta seccion se realizara un recuento general de lo descrito para el mecanismo de
colonizacion por Rhs, pues, aunque para los HMA ha sido descrito, aun faltan estudios
relacionados con los genes involucrados y su regulacion. No obstante, en la siguiente seccion,
se abordaran las similitudes entre ambas vias de colonizacion.

El papel que juega el huésped vegetal es trascendental en la atraccion de Rhs y HMA, asi
como en la aceptacion y en el mantenimiento de los microrganismos, ya que los simbiontes
se ven beneficiados por fuentes de carbono producidas por la planta, principalmente sacarosa,
hexosas y almidon, en una especie de “comercio mutuo” entre Rhs-HMA-planta
(38,39,42,58).

Primeramente, es importante describir como la planta realiza el proceso de atraccién de las
bacterias, dando paso a la pre-colonizacion o fase presimbidtica; en este paso estan
relacionados los genes CHS, CHR, FNS y IFS, que son responsables de producir los
flavonoides e isoflavonoides, por parte de la planta (59,60,61). Algunos investigadores
muestran evidencias de que las isoflavonas genisteina y diadzeina producidas por Glycine
max y Phaseolus vulgaris, inducen la activacion de los los genes Nod en bacterias simbiontes
muy especificas de su especie, como son Bradyrhizobium japonicum y Rhizobium
leguminosarum bv phaseoli (62).

Una vez que la planta percibe los factores Nod en la membrana, se activan genes que inducen
la degradacion de la pared celular y el plegamiento de los pelos radiculares para que los Rhs
se alojen 'y se forme el tubo de colonizacion, en este proceso se han identificado los siguientes
genes: NPL, FLOT2, FLOT4 y SYMREML1 (63,64,65).



Posterior al estimulo de los genes Nod y al plegamiento de los pelos radiculares, el huésped
vegetal, percibe en los receptores de membrana la sefial, estos receptores estan codificados
por los genes de pares ortdlogos LiNFR1/MtLYK3 y LjNFR5/MtNFP, los cuales son
receptores quinasas con tres dominios extracelulares de lisina (LysM) en el que forman un
complejo homo y heteromérico entre la membrana celular y la de colonizacion (66,67,68).
De acuerdo a lo anterior, se realiza la comunicacion con los factores provenientes de las
bacterias, a través del complejo LCO, ademas de la union con las hidrolasas NFH1/CHIT5;
esa interaccion es el punto de entrada para desencadenar en el huésped un complejo de
sefializacion interna, que da comienzo a la infeccion de los Rhs y en un segundo paso a la
organogénesis.

Ademas, relacionado con la percepcién de la sefial, se ha registrado que las hormonas
vegetales tienen un papel importante, ya que interactian con los factores Nod y los procesos
subsiguientes, tal es el caso de los brasinoesteroides con el gen BRI1 y las estrigolactonas
con el gen CCD7, quienes colaboran en la progresion de la colonizacion por rhizobios, asi
como citoquininas y auxinas que inician el proceso de organogénesis. Las citoquininas se
relacionan directamente con el TF NSP2 y las auxinas con el gen ARF16a, responsable de la
regulacion positiva en el proceso de colonizacién (69,70,71,72). Otros genes muy
importantes y que se ha comprobado que silenciados reducen la colonizacion y la cantidad
de nddulos, son los relacionados con giberelinas, estos genes codifican para las proteinas
DELLA y estas proteinas, a su vez, interactian con los TF IPD3 y NSP2, necesarios para la
transcripcion de NIN (iniciacion del nddulo) (69).

Posterior a la recepcion de la sefial en la membrana vegetal, se induce un gradiente de calcio
en la membrana nuclear, lo cual reduce el potencial de ingreso del cation. Se ha registrado
que existe afectacion en los canales de calcio (LJCASTOR, LjPOLLUX/MtDMI1), MtCNGC
a/b/cy su ortélogo LiBRUSH, asi también como en nucleoporinas (LjNUP85 y LjNUP133),
esto propicia que la quinasa MtDMI3/CCaMK vy los factores de transcripcion
LjCYCLOPS/MtIPD3 regulen la expresion positiva del gen NIN, en conjunto con otros dos
factores de transcripcion llamados NSP1 y NSP2, encontrados en M. truncatula (22, 73, 74).
NIN, en conjunto con los genes NF-YA y NF-YB, son de gran importancia porque son la

sefial de partida para que comience la organogénesis y la proliferacion de los nodulos (38).



La planta tiene mecanismos para aceptar a los simbiontes, pero también emite una leve
reaccion de defensa intentando rechazar a los mismos (75), esta reaccion se ha encontrado
que es muy similar a la que se produce ante una afectacion patogénica y, en consecuencia,
se activan muchos genes comunes. Tal es el caso de Sinorhizobium meliloti que tiene la
capacidad de inducir genes en el hospedante, similares a los que activa la planta cuando es
atacada por Pseudomonas syringae (26). Lo que sucede a nivel molecular es que
loscomplejos de receptores quinasas de defensa, tales como LRR-RLKs y LysM-RLKs,
reconocen las moléculas de Rhs, al tiempo que producen proteinas de tipo NBS-LRR para
neutralizar a las bacterias (76). Algunos genes del grupo NBS-LRR, tales como Rj2, Rfgly
Rj4 estan asociados con la restriccion del hospedante a un rango de bacterias, debido a que
codifican para la familia cinco de proteinas asociadas con patogénesis (77,78).

En el caso de los Rhs, los nodulos no pueden crecer indefinidamente, es por esta razén, que
el hospedante trata de regular la cantidad y el momento de la colonizacion. Se han logrado
identificar al menos cinco factores enddgenos y exdgenos principales que controlan la
nodulacion, los cuales, de una manera u otra, se encuentran relacionados. En primera
instancia se presenta un mecanismo propio del huésped denominado “sistema de
autorregulacion (AON)”, mediado por un complejo de sefializacién inducido por las
bacterias, también la cantidad de nitrégeno disponible en el suelo puede influir, la presencia
del etileno en la rizosfera, el pH del suelo (principalmente acido) y varios factores
bidticos/abidticos, que pueden ocasionar estrés para la planta huésped y, en consecuencia,
producir menos nddulos por un efecto de reduccion de las fuentes carbonadas en el sumidero
(58). Para el caso del mecanismo AON, los péptidos CLE1 y CLE2 en M. truncatula, sus
homologos RIC 1y RIC 2 en G. max y P. vulgaris o los CLE-RS1 y CLE-RS2 en Lotus
japonicus, son los responsables de enviar una sefial al tallo de la planta para que se regule la
cantidad de nodulos y, en consecuencia, en este 6rgano vegetal, se forme un complejo de
receptores con el péptido para desencadenar una sefial que vuelve a ser enviada a las raices,

para frenar el nUmero de nodulos simbidticos (79,80,81,82).

El mecanismo de colonizacion compartido



Para entender el proceso de colonizacion, desarrollo y reproduccion de los Rhs, inicialmente
se trabajé con mutantes que nodulaban poco o no lo hacian. En estos experimentos la idea
fue evaluar el comportamiento del huésped vegetal en ausencia o expresion de uno o varios
genes (83). En este tipo de experimento se observd una afectacion en cuanto a la actividad y
capacidad colonizativa de los HMA. Lo anterior llevé a pensar a los investigadores que, de
alguna manera, el mecanismo por el cual se abrian paso los microsimbiontes, era mas que
anatomico-fisioldgico y se podria encontrar su origen a nivel molecular (83,84,85). Era de
esperar encontrar genes comunes ya que estos microorganismos simbiontes comparten un
mecanismo de entrada en la planta muy similar en el estado previo a ingresar en su huésped,
el cual se encuentra separado por una membrana perisimbiotica altamente especializada (86).
En los Rhs se forma una estructura llamada simbiosoma (87) y en los HMA se conoce como
membrana perihaustorial, que es la que rodea los arbusculos (18). Es a traves de esas
membranas donde ocurre el intercambio de nutrientes con el huésped (88,89) y se ha
encontrado a los genes HA1 y ANN2 en la planta modelo Medicago truncatula, como
responsables de acidificar la membrana perisimbidtica y perihaustorial, probablemente para
facilitar el transporte cruzado entre huesped-simbionte en el caso de HA1 y ANN2 como un
inductor del primordio de nodulacion, asi como de células que contienen arbusculos (90)
(Figura 1).
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Figura 1. Genes responsables de acidificar la membrana perisimbidtica y perihaustorial
(ANN2 y Hal) y genes responsables de transportar glucosa (Sweetl y Sweet3) e hidrolizar

sacarosa (Susly Sus3)



En cuanto al transporte de fuentes de carbono desde el huésped hacia los simbiontes se ha
encontrado en Medicago truncatula que Susl y Sus3 son genes presentes, tanto en HMA
como en Rhs, los cuales codifican para la sacarosa sintasa, cuya responsabilidad es hidrolizar
fuentes como sacarosa y almidén (91). En el caso de los HMA se expresa el gen SWEET1b
que codifica para un transportador de glucosa desde el huésped a la membrana periarbuscular,
lo que se convierte en un factor importante para el crecimiento intraradical del micelio, asi
como la proliferacion de bacterias (Figura 1). Los genes SWEET incluso han sido
identificados en hongos y bacterias patogénicas (92).

Aunque el mecanismo por el cual se desarrollan las estructuras de los HMA y Rhs son
distintos, en el proceso inicial de la percepcion, colonizacion y el posterior complejo de
traduccion de sefiales que da inicio a la nodulacion y la micorrizacién en leguminosas, son
muy similares y se pueden incluso solapar. Los genes que se comparten a nivel del proceso
de colonizacién son denominados genes comunes SYM (18), haciendo alusion al proceso de
simbiosis. Algunos investigadores han realizado un resumen de al menos siete genes SYM
(SYMRK, CASTOR, POLLUX, SYM3, SYM6, SYM15 y SYM24), entre ellos quinasas
receptoras, canales putativos de proteinas y nucleoporinas, los cuales son necesarios para la
entrada en la epidermis vegetal en ambos simbiontes (93,94,95). NUP85 y CYCLOPS
también han sido informados (16). En otros cultivos diferentes a las leguminosas, como es el
caso de arroz (Oryza sativa L.), se ha reportado también genes comunes para Rhs y HMA,
tales como CASTOR, POLLUX, DMI3/CCaMK 'y CYCLOPS (96) (Figura 2).

A pesar de que hay genes SYM que comparten los Rhs y los HMA, es importante destacar
que ambos simbiontes desarrollaron formas diferentes para colonizar en su huésped. En el
caso de los Rhs, forman un tubo que va penetrando las células y en el caso de los HMA un
aparato de pre-penetracion o apresorio. Algunos investigadores sugieren que el apresorio esta
relacionado con factores transcripcionales de los genes ENOD11 y ENOD12 que, a su vez,
son inducidos por los Rhs (97). Posteriormente otros investigadores encontraron que los
ENOD son claves para la colonizacion y la organogénesis en Rhs y son regulados por ERN1

(Factor de respuesta de etileno requerido para la nodulacién 1) (55).
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Ruta compartida por la colonizacién de Rhs y HMA
Figura 2. Genes que codifican para los transportadores de calcio (CASTOR, POLLUX/DM1,
NUP85, NUP133, NENA) dentro del nucleo celular vegetal e induccion de una gradiente del

cation

Por otra parte, ambos simbiontes, tal como se mencioné anteriormente, requieren
comunicarse con las raices del huésped para poder desarrollar el proceso simbidtico. En esta
comunicacion se menciond que se activan los genes Nod (en Rhs) y Myc (en HMA), los
cuales logran producir un LCOs y LCOs+COS, respectivamente. Algunos hongos
formadores de micorrizas como Rhizophagus irregularis producen LCOs sulfatados muy
similares a los LCOs emitidos por los factores Nod de la bacteria Sinorhizobium meliloti en
la planta M. truncatula. Esto provoca, en paralelo, que la planta “crea” que sera colonizada
por Rhs, cuando en realidad serd por un HMA, ocasionando asi la curvatura de los pelos
radicales y la proliferacion de raices laterales (36). A nivel molecular, este acontecimiento
desencadena que la leguminosa active el factor de transcripcion NSP1 (Ruta de sefializacion
para la nodulacién) requerido para la nodulacion y el gen RAML1 (Requerido para la

micorrizacion arbuscular) requerido para la colonizacion por HMA (98, 99) (Figura 3).
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Figura 3. Induccién del mecanismo de aceptacion del huésped vegetal al exponerse a Rhsy

HMA

Otro mecanismo de percepcion de la sefial externa y que, ademas, interactta con los factores
Nod/Myc es llevado a cabo por hormonas, tal es el caso de los brasinoesteroides, con el gen
BRI1 y las estrigolactonas con el gen CCD?7, los cuales estan implicados en la sefializacion
de la simbiosis entre Rhs/HMA (69,70). Las proteinas DELLA, relacionadas con las
giberelinas, también participan en la regulacion de la expresion negativa de genes inducidos

por los factores Nod para Rhs/MA y esto se manifiesta en la relacion estrecha que presentan
con los TF IPD3 y NSP2 (100).



A nivel de receptores del huésped, los receptores LINFR1/MtLYK3 y LjNFR5/MtNFP de la
membrana vegetal, perciben el estimulo de los factores Nod. Sin embargo, existe un tercer
gen que codifica para un tipo de receptor similar llamado LjSYMRK y su ort6logo MtDMI2.
Estos ultimos cumplen la misma funcion, puesto que son del tipo SYM, lo que quiere decir
que logran percibir el estimulo, tanto de los HMA, como de los Rhs (Figura 4) (101,102). El
gen LjSYMRK/MtDMI2 fue el primero encontrado como comun para la simbiosis de HMA

y Rhs. También los receptores MFR1 y MFR2 son especificos de los HMA.
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Figura 4. Genes que codifican para los receptores vegetales involucrados con el

reconocimiento de los factores de nodulacién y colonizacién en Rhs y HMA

Una vez percibido el estimulo y dentro del nacleo celular del huésped, se induce una
despolarizacion de la membrana celular y un cambio en el flujo de iones, especialmente de
calcio en la membrana nuclear. Este proceso fue descrito anteriormente y, de acuerdo con lo
mencionado, qued6 demostrada la similitud entre Rhs y HMA, pues el calcio es modulado
por los genes DMI1y NENA, que son compartidos entre Rhs y HMA. DMI1 esté relacionado
con un canal transportador de Ca?" y NENA con una proteina transportadora por
nucleoporinas, ambos afectan en igual medida la infeccion de los simbiontes (74). Posterior
a la despolarizacion de Ca?* en Rhs, se produce en paralelo una formacion de complejos entre
proteinas GRAS como factores de transcripcién (NSP1, NSP2), en conjunto con los RAM1
y RAMZ2, los cuales inducen la biosintesis de monomeros de cutina y estan relacionados con

la formacion de apresorios en HMA (Figura 3).



Otro hecho relevante y que es compartido por los Rhs y HMA es la presencia de hormonas
especificas como las proteinas CLE, las cuales actian como mediadores de la comunicacion
entre célula-célula en las plantas y estan claramente identificadas en M. truncatula, asi como
sus homologos en otras especies de leguminosas. Especificamente, son las moléculas que le
comunican a los brotes para que envien una sefial a las raices, indicando detener la
colonizacion por bacterias (80,81) (Figura 5). Sin embargo, estos péptidos también son
incorporados en las raices, a través de los HMA, para modular la arquitectura radicular,
favoreciendo el crecimiento lateral e inhibiendo el apical (103). Lo anterior, de alguna
manera, hace pensar que pueda haber una implicacion directa o indirecta en la regulacion de
la infeccion por Rhs, mediada por los HMA, ya que, en condiciones de una colonizacion
dual, los péptidos CLE activaran el mecanismo de regulacion en las plantas para no permitir
mas colonizacion.

Algunos investigadores reportan disminucion en la presencia de Rhs por inoculacion de
HMA (104). En otros estudios, por el contrario, se ha realizado y cuantificado la infeccion
dual por inoculacion con Rhs/HMA versus inoculacion individual y se ha encontrado que, a
pesar de que los HMA pueden activar el mecanismo AON por medio de los péptidos CLE,
no son suficientes para reducir la infeccion por Rhs; de hecho, se han visto incluso reducidas
en cuanto a la cantidad de hifas en el tejido de su huésped y son mas eficientes cuando se
inoculan en conjunto con Rhs (23,105,106,107). Lo descrito anteriormente expone cdmo no
solamente existe una regulacion de los simbiontes por parte de la planta; sino que también se
da a nivel de los propios microorganismos; sin embargo, no tiene la magnitud suficiente y

mas bien conviven con su huésped.
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CLEL1 también es incorporado por HMA, resultando en ramificacion de las raices secundarias

Figura 5. Péptidos CLE enviados desde los nédulos a los brotes y estos, a su vez, activan el

mecanismo AON para regular la cantidad de los mismos

Por otra parte, los Rhs tienen un compuesto caracteristico y abundante: las leghemoglobinas,
cuya funcion es proteger a las bacterias de la entrada de oxigeno para que la nitrogenasa
pueda realizar la fijacion bioldgica de nitrogeno atmosférico (21). EI gen VfLb29 es el
responsable de producir las proteinas necesarias para la leghemoglobina. Este gen se expresa
de igual manera cuando hay infeccion por HMA, debido a que la expresion del promotor de
un gen que codifica para un transportador de fésforo (StPt3), activa la expresion de VfLb29
(18,108).

Con la llegada de nuevas tecnologias, como los estudios de expresion génica, a través del
transcriptoma, se han logrado dilucidar los genes que se activan o silencian cuando una planta
es colonizada por HMA, Rhs o ambos. Los primeros estudios en esta teméatica encontraron
75 genes regulados “corriente arriba” (hacia el extremo 5”) durante el evento de colonizacién
dual (90).

Posteriormente, otros investigadores compararon perfiles diferenciados de expresion de
genes (DEGs), y se encontrd expresion génica “corriente arriba/corriente abajo” (hacia el
extremo 5"/hacia el extremo 3°), siendo 288/233 genes comunes para HMA y Rhs (27). En
este estudio se encontraron perfiles de expresion cuantitativa de genes en tres etapas:
procesos bioldgicos (PB), funcion molecular (FM) y componentes celulares (CC). De
acuerdo a lo anterior, en PB se obtuvo alta frecuencia de genes relacionados con procesos
metabolicos, rutas energéticas, traduccidn de sefiales, transporte y respuesta al estrés; para la
etapa FM genes relacionados con enzimas de actividad catalitica como la hidrolasa,
oxidoreductasa, proteinas quinasas y actividad transferasa y, finalmente, para la etapa CC, se
encontraron genes para la pared celular y la membrana plasmética. En resumen, los genes se
agruparon en tres conglomerados de expresion, segn los procesos involucrados y se
determind que, tanto los HMA como los Rhs, comparten genes involucrados en los procesos

de defensa, la estructura de la pared celular y el metabolismo de Ny P (27).



Finalmente, los estudios aqui presentados no necesariamente describen la totalidad de la
diversidad de expresion de genes, pues se han realizado en especies modelo y cada huésped
vegetal interactia de forma singular con su(s) simbionte(s). En algunos casos se han
inoculado varias especies vegetales con un mismo HMA y se han obtenido respuestas
metabdlicas similares, a este mecanismo se le conoce como especie-independiente. Por
ejemplo, al inocular varias especies vegetales con el hongo Rhizophagus irregularis se
observo un cambio en el metaboloma de entre 18 - 45 % en todas las especies inoculadas
(109,110). También se ha registrado una asociacion especie-dependiente, es decir, al inocular
con un hongo varias especies vegetales se ha obtenido Unicamente un cambio en el
metaboloma de una sola especie (111).

El proceso de colonizacion de los HMA a nivel molecular ain no esté esclarecido, por lo cual
es necesario profundizar al respecto. En perspectivas futuras, los estudios de expresion de
genes y edicion de genomas seran clave para dilucidar el mecanismo de la simbiosis dual, a
nivel de sefializacion temprana y colonizacion temprana, los cuales permitiran a su vez en el

caso de los HMA, aclarar cada proceso a nivel molecular.

La ingenieria genética como proa del desarrollo biotecnolégico de los hma

y los Rhs

Con el advenimiento de nuevas tecnologias y herramientas en el campo de la ingenieria
genética, existe una tendencia a desarrollar proyectos en esta linea, debido a que cada vez
que un estudio se publica, se abren mas interrogantes y posibilidades de realizar
modificaciones en numerosos campos. En cuanto a los Rhs es importante destacar el
potencial que existe en cuanto a la modificacion de la aceptacién de una bacteria por parte
del huésped vegetal.

Segun lo mencionado y de acuerdo a lo descrito durante este documento, se han registraron
genes del grupo NBS-LRR, tales como Rj2, Rfgl y Rj4 que estan asociados a la restriccion
del hospedero a un rango de bacterias, debido a que codifican para la familia 5 de proteinas
asociadas con patogénesis (77,78) y esto es motivo de atencidn para una posible modificacion
de estos genes. Un grupo de investigadores realizaron las primeras aproximaciones,
utilizando CRISPR/Cas9 para aumentar la colonizacion de cepas incompatibles con soya
(Glycine max) (78).



Otra investigacion (112), en la que se realizé la modificacion de los péptidos NCR (nédulo
rico en cisteina) fue informada. Estas moléculas tienen un papel importante en la restriccion
de Rhs y esto le permitié a M. truncatula ser colonizada por una cepa de Rhs poco infectiva
hasta entonces (103). Finalmente, existe también la posibilidad de modificar los receptores
LJNFR1/MtLYK3 y LjNFR5/MtNFP, ya que alteran el grado y la especificidad en que una
especie de Rhs logra colonizar al huésped vegetal (113).

Los criterios sefialados indican que existe la posibilidad de que diferentes especies vegetales
puedan ser colonizadas por mas de una cepa de Rhs, aunque puede existir cierta especificad
entre el genoma vegetal y bacteriano, contribuyendo a optimizar la expresion de cada gen. A
pesar de lo anterior, también debe asumirse una posicion cautelosa para que el balance hacia
la planta o el ecosistema sea siempre positivo, sin embargo, constituye una linea de
investigacion interesante.

Otro aspecto a considerar es el uso de la transformacion genética con el propdésito de
transferir genes de unas especies de Rhs a otras, en la busqueda de mejorar la eficiencia de
la colonizacidn del huésped. Se ha registrado transferencia de genes Nod de unas bacterias a
otras; por ejemplo, de Rhizobium leguminosarum a Rhizobium phaseoli para que estas
ultimas colonicen arvejas (Pisum sativum), ademas de frijoles (Phaseolus vulgaris) (114).
Por medio de esta tecnologia también se abre la posibilidad de transferir genes Nif (fijacion
de nitrogeno).

La transformacidn genética puede llevarse a cabo por métodos directos o indirectos. En este
caso utilizar métodos indirectos por medio de Agrobacterium seria lo indicado, debido a que
comparte mucha similitud con los Rhs de leguminosas.

Ademas de la transformacion genética a nivel de bacteria, podria considerarse la
transformacion a nivel de huésped. Los genes candidatos para este fin son: Rj2, Rfgl y Rj4
del grupo de los NBS-LRR vy los relacionados con los receptores NFR1/LYK3 y NFR5/NFP
(alteran el grado y la especificidad en que una especie de Rh logra colonizar al huésped

vegetal).



Siguiendo la linea de los Rhs, existe la posibilidad de modificar la enzima nitrogenasa (NifH,
NifD, NifK, NifE y NifN), la cual esta constituida de una subunidad larga compuesta por
Molibdeno-Hierro y una pequefia compuesta por una proteina férrica o reductasa
dinitrogenasa. Esta Ultima, se acopla a un complejo de Mg-ATP que entrega energia y dona
electrones para la reduccion de nitrégeno (114). Esta enzima se ha identificado en la mayoria
de las especies de leguminosas infectadas por Rhs, razén por la cual puede ser de especial
atencion para su modificacion geneética. EI principal objetivo seria hacerla mas eficiente
mejorando el acoplamiento con Mg-ATP e incrementando la reduccién de nitrégeno. Lo
anterior provocaria una mayor entrega de amonio (principalmente) a la planta.

Por otra parte, el molibdeno, asi como el hierro y el azufre son importantes para la
nitrogenasa. Un grupo de investigadores identificaron que los genes MOT1.2/1.3 estan
relacionados con transportadores que se encuentran en la membrana plasmatica de las células
endodermales los cuales encierran las ramificaciones vasculares del nédulo y estas modulan
la entrada, asi como la distribucién de Mo en las células (115). Adn falta por determinar
como el Mo es transportado al simbiosoma (38), pero esos genes son candidatos para ser
estudiados y descifrar la posibilidad de hacer la subunidad Mo-Fe de la nitrogenasa mas
eficiente.

Los transportadores de calcio (NENA, CASTOR, POLLUX, NUP85, NUP133, DMI3 y
DMI1) también son susceptibles de ser modificados, de tal forma que el gradiente de calcio
gue se produzca en el nicleo sea motivo de una mayor transcripcion de respuesta de la
colonizacion. Resulta importante destacar que, independientemente del transportador que se
elija modificar, lo que debe buscarse es la optimizacion del proceso; es decir, no exceder los
limites que la planta pueda tolerar para no causar un desequilibrio en términos de balance

energético.



En cuanto a los HMA el uso més comun es la extraccion de sus propagulos del suelo para
inocular ex-situ y de esta forma incrementar la cantidad de este tipo de hongo en suelos
agricolas, esto se lleva a cabo debido a que los HMA son poco especificos y pueden colonizar
varios hospederos, registrandose asi muchos estudios al respecto (116). La identificacién de
especies nuevas a través de la metagendmica puede apoyar la tipica inoculacion ex-situ;
recientemente se encontrd especies nuevas en ambientes tan inhospitos como desiertos y
podrian ser utilizados en diversos cultivos para incrementar sus rendimientos (117). Ademas,
la secuenciacion de los HMA podria brindar nuevos descubrimientos en cuanto a genémica
y transcriptomica referentes al mecanismo de infeccion que comparten con los Rhs.

El uso de la ingenieria genética tiene un gran potencial para la agricultura, pero se necesita
la secuenciacidn de especies para identificar y modificar la expresion de genes de interés. Sin
embargo, este aspecto ha sido poco investigado y solamente se ha secuenciado R. irregularis,
en un estudio, donde se realiza una recopilacién de genes de interés que pueden ser
modificados en esta especie (109). Por su parte, algunos investigadores sugieren utilizar,
inicialmente, la informacidn obtenida en otros hongos como Aspergillus niger y Penicillium
chrysogenum en cuanto a promotores y factores de transcripcion (118).

Debido a que la mayoria de HMA no se reproducen sexualmente, convierte a estos
organismos en altamente prometedores al utilizar ingenieria genética y biologia sintética, ya
que los genes que se introduzcan dificilmente se incorporaran de forma cruzada en otras
especies (119). Ademas, este tipo de hongos tiene gran importancia en la fitoremediacién de
suelos contaminados con metales pesados, puesto que hay registros cientificos de la
posibilidad de mejorar la expresién de genes que codifican para proteinas quelatantes como
fitoquelatinas y metalotioneinas, asi como metabolitos como oxalato, los cuales desactivan

la toxicidad por metales pesados (109,120).



A pesar de los beneficios brindados por los HMA mencionados en esta revision, no es
suficiente la investigacion que se ha realizado en genética molecular para incrementar los
efectos benéficos de estos hongos. Primeramente, la investigacion futura debe enfocarse en
temas basicos como identificacion y expresion de genes que puedan afectar el crecimiento y
el metabolismo de las plantas. Por otra parte, con estudios de metagendmica, caracterizar la
diversidad que existe en el ambiente edéafico, para de esta forma contar con una amplia
variedad de opciones en cuanto a futuras aplicaciones que podrian ser provechosas para el

ser humano y los diferentes ecosistemas.

CONCLUSIONES

e Los microsimbiontes (Rhs y HMA) se orientan a su huésped por la sefial emitida por las
raices del mismo. Al percibir la sefial, ambos microsimbiontes comienzan a activar genes
que secretan compuestos que se ligan con la membrana de su huésped para, a su vez,
activar el mecanismo de aceptacion y acoplamiento por parte de la planta.

¢ Laplanta configura su anatomia, expresando genes que le permiten a los microsimbiontes
colonizar e intercambiar compuestos quimicos en un proceso de comunicacion continuo,
a través de la membrana perisimbidtica y perihaustorial para el caso de Rhs y HMA,
respectivamente.

e Los genes comunes tienen gran potencial para ser candidatos de modificacién genética y
de esta forma hacer mas eficiente la colonizacién, ya sea por una o varias especies de
microsimbiontes. Es importante evaluar cuando la eficiencia méxima se alcanza de forma
individual o con un conjunto de especies/cepas.

e A pesar de que la mayoria de los HMA son complejos de secuenciar por su dificultad de
cultivo a nivel de laboratorio, es necesario llevar a cabo este tipo de estudios, asi como
aprovechar tecnologias actuales, como la metagenémica, para identificar especies y los
genes relacionados con las vias de colonizacion, regulacion y expresion. Una vez

esclarecidos, se podran identificar nuevos genes comunes a ambos simbiontes.
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Resumen Ejecutivo: en este articulo se exponen los resultados mas
importantes del estudio. Primeramente, se describe como fueron
extraidos los nodulos y bacterias de los arboles forestales leguminosos
para seguidamente hacer el crecimiento bacteriano en medio de cultivo.
Posteriormente se describe como se hizo la extraccion de ADN vy
secuenciacion del gen 16S rARN, asi como el procesamiento de la
informacion para la identificacién de las bacterias presentes. A su vez se
describe como se midi6 cada variable.

Una vez que se tuvo claro la identificacién de las especies bacterianas,
se procedié a inocular embriones de los huéspedes originales para
cuantificar el efecto del inoculado bacteriano sobre el crecimiento
vegetal, respiracion microbiana y actividad de la enzima nitrogenasa.
Dentro de los mas importante mostrado en el estudio es que todas las
especies forestales presentaron mejoria en las variables cuantificadas
en al menos una de ellas. Una subfamilia de Fabaceae reaccion6 de
mejor forma al inoculado. El contenido de nutrientes tanto a nivel foliar
como radicular present6 diferencias significativas en algunos
nutrimentos dependiendo de la especie.

Este estudio permitié hacer por primera vez una identificacion molecular
de bacterias simbidticas relacionadas con arboles forestales
leguminosos en Costa Rica y esto permitira el desarrollo de inoculantes
para la agricultura y reforestacion con especies leguminosas.
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Resumen

La diversidad de bacterias fijadoras de nitrogeno asociada con especies forestales tropicales
ha sido relativamente poco estudiada. En este estudio se aislaron bacterias simbiontes en
nodulos de ocho especies forestales pertenecientes a dos subfamilias de Fabaceae (cuatro
Caesalpiniaceae y cuatro Papilioniaceae), se caracterizaron molecularmente mediante el
marcador 16S rARN y se evaluo la respuesta a la inoculacion en plantulas de sus respectivos
hospederos. Los aislamientos bacterianos se identificaron como Rhizobium miluonense,
Rhizobium multihospitium, Bradyrhizobium japonicum y Bradyrhizobiumb sp. El
experimento incluy6 la evaluacion de 10 plantulas inoculadas respecto a 10 sin inocular por
cada hospedero. Luego de aproximadamente cinco meses de crecimiento, se evaluaron las
siguientes variables: altura, grosor de tallo, nimero de hojas, vigor, longitud de raiz, peso
raiz, namero de nodulos, area foliar, respiracion microbiana y actividad nitrogenasa.
Adicionalmente se midio el estado de los nutrimentos foliares y radiculares. Los valores de
todas las variables fueron mayores al aplicar el inoculante bacteriano, excepto para
respiracion microbiana y la longitud de raiz (p<0.05). La subfamilia Caesalpiniaceae tuvo
mayor respuesta al inoculante que Papilioniaceae (p<0.05). Algunas especies de plantas
fueron maés sensibles a la inoculacion que otras, por ejemplo, Enterolobium cyclocarpum,
Cojoba arborea y Dalbergia retusa presentaron mayores niveles de nutrimentos a nivel foliar
y radicular al ser inoculados. El contenido de nutrimentos varia entre especies, pero se detecto
al Cu, B y Fe en mayor cantidad tanto a nivel foliar como radicular. Las bacterias
identificadas no han sido reportadas previamente en las especies estudiadas por lo que
posiblemente son nuevos registros. El presente estudio brinda una perspectiva del potencial
que tiene el desarrollo de inoculantes basados en bacterias fijadoras de nitrogeno para la
agricultura y reforestacion con especies leguminosas.

Palabras clave: Arboles leguminosos tropicales, Fijacion de nitrégeno, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Biofertilizantes, Inoculantes bacterianos, Nitrogenasa


https://orcid.org/0000-0001-8214-4435
https://orcid.org/0000-0002-8935-5507
https://orcid.org/0000-0002-9455-0083
https://orcid.org/0000-0002-8935-5507
mailto:keilor.rojas@ucr.ac.cr

Characterization of diversity and effect of inoculation of nitrogen-fixing bacteria in
species of forest legumes from Costa Rica

Abstract

The diversity of nitrogen-fixing bacteria associated with tropical forest species has been
relatively little studied. In this study, symbiont bacteria were isolated in nodules of eight
forest species belonging to two subfamilies of Fabaceae (four Caesalpiniaceae and four
Papilioniaceae), they were molecularly characterized using the 16S rRNA marker, and the
response to inoculation in seedlings of their respective hosts was evaluated. The bacterial
isolates were identified as Rhizobium miluonense, Rhizobium multihospitium,
Bradyrhizobium japonicum and Bradyrhizobium sp. The experiment included the evaluation
of 10 inoculated seedlings compared to 10 without inoculation for each host. After
approximately five months of growth, the following variables were evaluated: height, stem
thickness, number of leaves, vigor, root length, root weight, number of nodules, leaf area,
microbial respiration, and nitrogenase activity. Additionally, the state of foliar and root
nutrients was measured. The values of all the variables were higher when applying the
bacterial inoculant, except for microbial respiration and root length (p<0.05). The
Caesalpiniaceae subfamily had a greater response to the inoculant than Papilioniaceae
(p<0.05). Some plant species were more sensitive to inoculation than others, for example,
Enterolobium cyclocarpum, Cojoba arborea and Dalbergia retusa presented higher levels of
nutrients at the foliar and root level when inoculated. The nutrient content varies between
species, but Cu, B and Fe were detected in greater quantities both at the foliar and root levels.
The identified bacteria have not been previously reported in the species studied, so they are
possibly new records. This study provides a perspective of the potential of the development
of inoculants based on nitrogen-fixing bacteria for agriculture and reforestation with
leguminous species.

Keywords: Tropical leguminous trees, Nitrogen fixation, Rhizobium, Bradyrhizobium,
Biofertilizers, Bacterial inoculants, Nitrogenase

Introduccion

En el suelo existe una diversidad ain no estimada de organismos interactuando de diversas
formas y con diferentes grupos de organismos. Entre las relaciones sinérgicas se encuentran
las bacterias simbidticas que infectan raices de plantas leguminosas (Fabaceae), estas
bacterias interactian tomando nutrientes directamente de la planta, pero a cambio le brindan
a la misma, una mejora en absorcion de elementos esenciales, especialmente nitrogeno.
Incorporar nitrégeno al suelo por medio de leguminosas tiene consecuencias econdmicas
positivas para la agricultura, estudios reportan aportes de entre 60-300 Kg/ha/N (Céspedes et
al. 2019, Castro-Rincon et. al. 2018).



Investigadores reportan una gran cantidad de especies leguminosas que son usadas para
consumo humano, como cultivos de cobertura y forestales (Kaye y Quemada 2017, Blanco-
Canqui et al. 2015, Cabral 2010, Chen 'y Weil 2009, USDA 2012, Castro-Rincon et. al. 2018,
Cherr, Scholberg y McSorley 2006, Gomez-Gomez y Gonzalez-Lutz 2017). En el area
forestal existen especies que pertenecen a la familia Fabaceae y son de interés maderable,
regeneradoras de sitios degradados, protectoras de fuentes de agua, sombra para cultivos
como café o sombra para ganado (Cordero y Boshier, 2003; Cabral, 2010).

Con el desarrollo de la biologia y genética molecular, los investigadores han profundizado
en los genes asociados a la infeccién y la asociacion simbidtica (Wang et al. 2019; Burke et
al. 2011; Roy et al. 2020). El proceso de infeccion bacteria-planta de los rizobios se ha
descrito por Bulgarelli et al. (2013), Roy et al. (2020) y Ferguson et al. (2018).

Hay evidencia de que dependiendo de la bacteria simbiotica que esté presente en determinado
momento, esta puede actuar como un organismo generalista o especifico, segln la especie de
planta y esto puede producir diferencias en el crecimiento y productividad del hospedero
(Sanchez y Gomez 2001, Ribd 2004, Labrador 2009, Acufia'y Uribe 1996).

En Costa Rica se identificaron especies de bacterias simbioticas en relacion con leguminosas
a nivel taxondmico clasico (Acufia ,1996; Acufia et. al., 1987; Acufia y Uribe, 1996; Leon,
Acufia y Ramirez 1986(a); Leon, Acufia y Ramirez 1986(b); Morales, 1987; Uribe, Acufia y
Hernandez, 1990), sin embargo, comparativamente se conoce menos sobre la diversidad de
especies en el sector agroforestal (de Bedout et al. 2022). Para una mejor caracterizacion de
los simbiontes fijadores de nitrogeno es necesario utilizar técnicas microbioldgicas y
moleculares como es la secuenciacion del gen 16s rARN.

En estudios de diversidad microbiana también es usual cuantificar la respuesta a la
inoculacion y con ello la actividad de las bacterias al ser inoculadas por medio de la actividad
de la enzima nitrogenasa por cromatografia de gases. Esta técnica se basa en la capacidad
que tiene la nitrogenasa para reducir acetileno (C2H>) en etileno (C2H4) (Hasekett et al., 2021;
Senthilkumar, Amaresan y Sankaranarayanan 2021; Smercina et al. 2019; Lamel y Cruz,
2013; Blinger et al., 2021; Bonaldi et al., 2011; Ladestam et al., 2020; Ma et al., 2022).



Estudios de inoculacion bacteriana con rizobios han sido reportados mejorando variables
morfométricas y/o actividad nitrogenasa en diferentes especies vegetales (Acufa et al., 1987;
Acufa y Uribe, 1996; Lamel y Cruz, 2013; Biinger et al., 2021; Bonaldi et al., 2011;
Ladestam et al., 2020, Ma et al., 2022; Wyse, Saggin y Miana, 2021; Nguyen et al., 2022;
de Castilho et al., 2021; Simbine et al., 2021).

Si bien es cierto se conocen bacterias simbiontes relacionadas con raices de leguminosas a
nivel mundial y local, el objetivo de este trabajo es realizar una caracterizacion a nivel
molecular de los simbiontes de ocho especies forestales comunmente utilizadas en Costa
Rica, asi como evaluar el efecto de la inoculacién en cuanto a crecimiento y fijacion de
nitrogeno en las plantas. Con lo anterior se busca identificar bacterias con potencial de uso

como biofertilizantes para el sector agroforestal.

Materiales y Métodos

Aislamiento de bacterias a partir de ndédulos

En este estudio se utilizaron plantas de vivero de 30-70 cm de altura, la mayoria con edad de
1-3 afios, provenientes de un vivero forestal de CODEFORSA (Asociacion Comisién de
Desarrollo Forestal de San Carlos) y el vivero de la Escuela de Ciencias Ambientales de la
Universidad Nacional en Costa Rica. Se seleccionaron las siguientes ocho especies de
importancia forestal, todas pertenecientes a dos subfamilias de Fabaceae. Las siguientes
especies pertenecen a la subfamilia Caesalpiniaceae: Cojoba arboreum, Enterolobium
cyclocarpum, Samanea saman. Las siguientes pertenece a la subfamilia Pailioniaceae
Erythrina poepiggiana, Erythrina fusca, Platymiscium pinnatum y Dalbergia retusa. Este
trabajo contd con el permiso de acceso VI-4056-2020 de la Comision de Biodiversidad de la
Universidad de Costa Rica.

Se examinaron manualmente las raices de las plantas en busca de nddulos. Una vez
identificados se extrajeron considerando tomar también una parte de la raiz adjunta. Estas se
lavaron con agua, se colocaron en servilletas de papel y se llevaron inmediatamente al
laboratorio en hielera. Una vez en laboratorio, los nddulos se colocaron en tubos eppendorf
de 2 mL, donde se lavaron dos veces con agua destilada autoclavada, se desinfectaron

superficialmente con etanol al 70% por 1 minuto, se lavaron con agua destilada dos veces, se



volvieron a desinfectar con hipoclorito de sodio al 2% por cinco minutos y se volvieron a
lavar siete veces con agua destilada.

Los nodulos desinfectados se pasaron a nuevos tubos epperdorf donde se les agreg6 500 uL
de medio PY (5 g/L peptona, 1 g/L dextrosa anhidro, 0.5 g/L fosfato dipotasico, 0.2 g/L
sulfato de magnesio, 0.1 g/L de cloruro de sodio). Los nddulos se maceraron con pistilos
plasticos autoclavados. Posteriormente se hicieron diluciones seriadas del sobrenadante en
concentraciones 10 y 1072, a partir de las cuales se tomaron 50 uL y se plaquearon en placas
Petri de medio PY-AGAR con antifungico (5 g/L peptona, 1 g/L dextrosa anhidro, 0.5 g/L
fosfato dipotasico, 0.2 g/L sulfato de magnesio, 0.1 g/L de cloruro de sodio, 15 g/L agar,
Ciclohexamida 40 mg/L). Las placas se incubaron hasta por 30 dias. Una vez que aparecieron
colonias, estas se repicaron en nuevas placas del mismo medio. Las cepas aisladas se
preservaron en medio PY+Glicerol 20% y se almacenaron a -80°C en la coleccion del
Laboratorio de Genética y Ecologia de Microorganismos (LEGMi) de la Escuela de Biologia
de la UCR.

Extraccién de ADN y caracterizacion molecular

El ADN gendmico de las cepas de rizobios se aislo utilizando el kit DNEasy Power soil kit®
de QIAGEN (Carlsbad, CA, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones dadas por el
fabricante. El gen 16S rARN se amplificd por PCR en un termociclador T100 (BioRad ®) a
partir de los extractos de ADN total utilizando los cebadores 27F y 1492R (Lane 1991). Las
reacciones se realizaron con el siguiente programa de temperatura: 98°C durante 2 min
seguido de 35 ciclos de 96°C durante 30s, 52°C durante 30s y 72°C durante 30s y 10 min de
extension a 72°C. La amplificacion de los productos se verificd mediante eletroforesis en un
gel de agarosa al 1% por 30 min a 90v y 200 mA. La secuenciacion tipo Sanger se realiz6
por medio de la empresa Macrogene (Corea del Sur). Las secuencias se ensamblaron y
editaron usando el programa BioEdit (Hall, 1999). La asignacion taxondémica se realizd
mediante comparaciones de las secuencias en las siguientes bases de datos SILVA, NCBI,
BacDive, GBIF y PANGAEA. Una vez identificadas las cepas se procedi6 a generar un arbol
filogenético. Para esto, las secuencias se alinearon utilizando la herramienta MAFFT v7

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) y se generé un arbol filogenético de maxima



https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/

verosimilitud utilizando el programa Archaeopteryx con 1000 réplicas de Bootstrap y bajo
un modelo de evolucion GTR+G+l.

Seleccion e inoculacion de bacterias

Posterior a la secuenciacion e identificacion molecular, se eligio la bacteria identificada por
especie forestal para ser inoculada y cuantificar la respuesta.

Antes de inocular se sembraron las semillas de cada especie forestal en los meses de febrero
a marzo de 2022, las cuales fueron tratadas previamente con hipoclorito de sodio al 1% por
1 minuto y seguidamente con 5 lavados de agua destilada. Posteriormente se sumergieron en
agua durante 8 horas, excepto las semillas de Cojoba arborea de acuerdo con lo recomendado
por Rodriguez-Sosa, Valdés-Roblejo y Rodriguez (2012) y Pérez et al. (2016). Luego se
pusieron a germinar en la oscuridad en recipientes plasticos semi-herméticos y con papel
filtro humedecido. Se reviso cada 3 dias la humedad.

Transcurridos 15 dias de sembradas las semillas se realizé un conteo de germinacion y se
colocaron en un suelo estéril previamente autoclavado, del tipo andisol, en potes con estilo
bolsa plastica negra perforadas de 0.5 L. En estos potes se puso a crecer 10 embriones para
cada especie forestal para ser inoculados con la bacteria y 10 embriones sin inocular. Las
condiciones agroclimaticas promedio del sitio experimental (Dulce Nombre de Cartago,
Costa Rica), segun la estacion meteorolégica mas cercana para febrero-septiembre de 2022
fueron: 19.3°C (18.1-20.5°C), precipitacion acumulada 959 mm (36.7-211.7 mm) y humedad
relativa 87.5% (86-90%).

Siete dias antes de inocular, cada bacteria se cultivé en 0.2 L del medio PY descrito
previamente (sin agar) en Erlenmeyer de 0.5 L. Las bacterias se pusieron a crecer por 3-7
dias en agitacion a 100 rpm. A los 3 dias se midié la OD (Optical Density) para verificar la
concentracion hasta alcanzar 1 OD a 600 nm segun Osei et al. (2018).

Al momento de inocular los embriones se sembraron en bolsas plasticas negras de 10”” x 10’
en una casa sombra con sardn de 70% color verde de doble capa. Una vez obtenida la
suspension de bacterias se aplicd 1 mL de cultivo bacteriano en drench con una jeringa a cada
embrion sembrado. A medida que las plantas fueron creciendo se redujo el porcentaje de

sombra hasta poner a plena luz solar.



Los tratamientos realizados fueron los siguientes:

Tabla 1. Descripcidon de tratamientos a utilizar en la inoculacién de bacterias nitrificantes

sobre diferentes cultivos utilizados en el experimento.

Tratamiento Especie forestal Bacteria Repeticiones
1 Erythrina poepiggiana Con cepa 163b 10
2 Erythrina poepiggiana Sin cepa (control) 10
3 Erythrina fusca Con cepa 163b 10
4 Erythrina fusca Sin cepa (control) 10
5 Cojoba arboreum Con cepa 12c 10
6 Cojoba arboreum Sin cepa (control) 10
7 Platymiscium pinnatum Con cepa 119d 10
8 Platymiscium pinnatum Sin cepa (control) 10
9 Enterolobium cyclocarpum  Con cepa 20j 10
10 Enterolobium cyclocarpum  Sin cepa (control) 10
11 Samanea saman Con cepa 24b 10
12 Samanea saman Sin cepa (control) 10
13 Dyphisa americana Con cepa 118c¢ 10
14 Dyphisa americana Sin cepa (control) 10
15 Dalbergia retusa Con cepa 115a 10
16 Dalbergia retusa Sin cepa (control) 10

Variables morfométricas

Una vez que las plantas comenzaron a crecer se midio el porcentaje de germinacion contando
la cantidad de plantulas emergidas versus plantulas sembradas. A los cinco meses de edad se
cuantifico las siguientes variables morfométricas: altura (cm), grosor de tallo (mm), nimero
de hojas (unidades), vigor (escala de 1-5: 1 el menor y 5 el mayor), longitud de raiz (cm),
peso raiz (g), numero de nédulos (unidades) y area foliar (cm?). El area foliar se tomé

analizando imagenes fotograficas con los programas Bioleaf® y LeafArea®.

Andlisis de nutrimentos foliares



En cada especie y tratamiento se tomaron 3 repeticiones de la parte foliar y 3 repeticiones de
la parte radicular para determinar los contenidos de elementos quimicos en su composicion
por medio de absorcion atdbmica. Las muestras fueron enviadas en tejido fresco al laboratorio

analisis del Centro de Investigaciones Agronomicas (CIA) de la Universidad de Costa Rica.

Respiracion microbiana

Se registro la respiracién microbiana a los cuatro meses después de la siembra por medio de
la cuantificacion de CO, para ello se utilizd una camara portatil analizadora de gases por
infrarojo (IRGA) con rango entre 0-10000 ppm (IRGA, LI-COR® Biosciences). Se
cuantificé cada 4 segundos la concentracion de CO2 por un periodo de 15 minutos para
obtener un dato promedio por planta. Las mediciones se realizaron entre las 9:00 am y 12:00
pm a un promedio de 20°C y utilizando sombra sobre la cAmara para que la luz no interfiriera

en la medicion.

Medicion de actividad nitrogenasa

Cada raiz se lavo, peso e ingreso en viales de 60 mL. Se utilizd tapa roscas tipo septum para
sellar y permitir el ingreso de una jeringa de 20 mL de calibre 22-24 y se reemplaz6 el 10%
de aire con acetileno segin el método de Hardy et al. (1973) y Senthilkumar, Amaresan y
Sankaranarayanan (2020) en el que se basa la medicion de la reduccidon de acetileno a etileno
por medio de la enzima nitrogenasa. Se utilizdé un cromatdgrafo de gases (GC) acoplado a un
espectrometro de masas (Shimadzu GC-2014). Para identificar el tiempo de respuesta al
etileno y realizar una curva de calibracién se utilizaron plantas de Lupinus costarricensis D.B
Bunn de una edad aproximada de 3 meses noduladas en campo. Se tomaron nueve plantas
con diferente grado de nodulacion y se cuantifico tres repeticiones a 1, 24, 48, 72y 96 hrs
después de inyeccion. De lo anterior se determind que el momento para la medicion fue a las
72 hrs.

Anélisis estadisticos
El experimento de evaluacion de la inoculacién se realizé en un disefio irrestricto al azar con
10 repeticiones por tratamiento. Previo al analisis de los datos se realiz6 una prueba de

Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de los datos y se determino usar la prueba de



Wilcoxon-Man-Whitney con a= 0.05 (95% confiabilidad) para las variables morfométricas,
respiracion microbiana por CO2 (ppm) y actividad nitrogenasa (umol/N/h). Se utilizé el
software Rstudio version 4.2.2 e Infostat version 2020. Finalmente se realizd una prueba de

correlaciones de Pearson para determinar si hubo correlacion entre variables.

Resultados

Identificacion de cepas bacterianas

Se registraron tres especies y dos géneros de bacterias del filo Pseudomonata, clase Alfa-
protobacteria, orden Hyphomicrobiales, familia Rhizobiaceae. No fue posible identificar a
nivel de especie tres cepas bacterianas, sin embargo, se logré constatar que pertenecen al

género Bradyrhizobium. A continuacion, los resultados de acuerdo con su relacion

filogenética.
Bacteria asociada
Papilioniaceae [
24b. Samanea saman — Rhizobium miluonense
_ Caesalpiniacea { SR28b7 (MW958076.1)
e 12c. Cojoba arborea -— Rhizobium multihospitium
J5RERIT (MT409548.1)
. 163b. Erythrina fusca/E. poepiggiana L1 Bradyrhizobium japonicum
: : YC8T (MN173253.1)
118c. Diphysa americana L] ragyrhizobium japonicum
GI-47 (LC386869.1)
1 L1
- Bradyrhizobium sp.
115a. Dalbergia retusa (AY603956.1)
P . D_ Bradyrhizobium sp.
{ 119d. Platymiscium pinnatum (AB933529.1)
f ; _-_ Bradyrhizobium sp.
20j. Enterolobium cyclocarpum (AB933533.1)

Figura 1. Relacién filogenética de las cepas bacterianas aisladas de diferentes especies

vegetales forestales leguminosas e identificadas con el gen marcador 16S rRNA.

R. miluonense
Se aisld de S. saman. Obtuvo un porcentaje de similitud de 99.57% con R. miluonense Sr28b"
(MW958076.1). El tamafio de su genoma es aproximadamente 6.81 Mbp (Hordt et al., 2020).

R. multihospitium



Se aislo de C. arborea. Obtuvo un porcentaje de similitud de 99.89% con R. multihospitium
J5R5RIT (MT409548.1). El tamafio de su genoma es aproximadamente 7.32 Mbp (Hordt et
al., 2020).

B. japonicum

Se aislo de E. fusca, E. poepiggiana y D. americana. El aislamiento proveniente de E.
fusca/E. poepiggiana obtuvo un porcentaje de similitud de 100% con B. japonicum YC8'
(MN173253.1) y con el proveniente de D. americana 99.91% con B. japonicum GI-47
(LC386869.1). El tamario de su genoma es aproximadamente 9.21 Mbp (Hérdt et al., 2020).
Bradyrhizobium sp.

Se aislo de E. cyclocarpum, D. retusa y P. pinnatum. Obtuvo entre 99.78-100% de similitud
con Bradyrhizobium sp. (accesiones AB933533.1, AY603956.1 y AB933529.1).

Respuesta a la inoculacion

En las mediciones morfométricas se obtuvo diferencias significativas en todas las variables
(p<0.05) excepto para la longitud de raiz. Por su parte la respiracién microbiana no registro
diferencias significativas (p>0.05) (Figura 2).
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Figura 2. Medias de mediciones morfométricas, respiracion microbiana por CO2 y actividad
nitrogenasa (umol de N/hr/planta) efectuadas en las ocho especies forestales leguminosas
aplicadas y no aplicadas con inoculante bacteriano.

En la Tabla 2 se observan las mediciones morfomeétricas, respiracién microbiana y actividad
nitrogenasa agrupadas por especie. Cada especie mostré un comportamiento distinto a la
respuesta de inoculacion.

E. cyclocarpum, S. saman y E. fusca obtuvieron valores superiores cuando fueron inoculadas
y se reflejé en 6 variables significativas respectivamente (p<0.05). C. arborea y D. retusa
presentaron 4 variables con valores superiores cuando se aplico el inoculante bacteriano.
Finalmente, E. poepiggiana, D. americana y P. pinnatum obtuvieron 3, 2 y 1 variables

significativas respectivamente al aplicar el inoculante bacteriano.
Tabla 2. Medias de mediciones morfométricas, actividad nitrogenasa y respiracion

microbiana en las especies forestales leguminosas estudiadas.



Eryhtrina 3247a62a 51a 45a 194a 2329a 259a 98a 267,48a 097a
fusca SIN 100 100 2527b54b 37b 27b 47b 2221a 230a 9,7a 209a 081b
Enterolobium CON 100 100 3545a35a 88a 36a 820a 2300a 256a 66a 666a 131a
cyclocarpum g\ 100 100 2551b30a 6,6b 22b 21,3b 2286a 223a 3,9b 415a 07b

Cojoba CON 100 100 29.7a 31a 57a 3,8a 307,8a 2373a 37,7a 61a 3819a 1,17b
arborea SIN 96 100 265a 2,6a 4,7a 25b 1770b 2318a 355a 49a 1716b 158a
Erythrina CON 98 100 255a 59a 49a 3,7a 245a 2676a 398a 7,7a 1935a 0,86a
poepiggiana g\ 98 100 232a 37b 4l1a 29a 180a 2569a 356a 7,14a 1218b 0,68b
Diphysa CON 95 100 280a 19a 147a32a 256a 2365a 37,6a 2,32a 8L,la 083a
americana  g|N 95 100 25,1a 16a 143a28a 20,8a 2326a 350a 1,69a 466b 0,69a
Dalbergia CON 100 100 188a 1,7a 7,8a 3,1a 488a 4187a 40,2a 26a 1144a 093a

retusa SIN 96 100 13,4b 14a 6,1b 22a 250b 2429a 325a 1,78a 729a 0,64b

Samanea CON 100 100 264a 38a 12,1a38a 152a 3346a 313a 7,2a 256,2a 0,98a

saman SIN 100 90 209b 24b 83b 23Db 133a 4187a 346a 50a 1202b 067D

Platymiscium CON 65 70 129a 1,7a 49a 24a 14a 2212a 19,6a 12a 282a 0,77a

pinnatum SIN 55 60 72b 10a 4,0a 1,3a 00b 2583a 148a 05a 74a 0,62b
Error 0,6 0,1 03 01 76 1394 0,03 09 0,3 10,2
estandar

Al agrupar las especies por subfamilias se observa que ambas respondieron al inoculado
bacteriano, no obstante, la subfamlia Caesalpiniacea presentd mejor respuesta a la
inoculacién en la mayoria de las variables en comparacion con la subfamilia Papilionaceae
(p<0.05).
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Figura 3. Medias de las variables morfométricas, respiracion microbiana por CO2 y actividad
nitrogenasa (umol de N/hr/planta) cuantificadas en las ocho especies forestales leguminosas
y agrupadas por subfamilia.

En cuanto a los resultados de los andlisis quimicos de los tejidos (foliar y radicular) se
observo que los elementos presentaron diferencias estadisticas significativas en algunas
especies cuando fueron inoculadas respecto a las no inoculadas, y, esto se presentd tanto en
hojas como en raices (Wilcoxon-Mann-Whitney, p=0.05).

C. arborea presenté mayor contenido de B en hojay de P, K, Mg, S, B, Cuy Fe en raiz. E.
cyclocarpum obtuvo mayor cantidad de N 'y S en hoja, asi como de N, S, Mn, Zn, B, Cuy Fe
en raiz. D. retusa obtuvo mayor cantidad de Mg en hoja, mientras en raiz se presento

mayormente B, Cu y Fe.
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Cuatro especies (S. saman, E. fusca, D. americana y E. poepiggiana) no presentaron
diferencias significativas en cuanto a contenido de nutrimentos, tanto en hoja como en follaje,
cuando fueron inoculadas. En P. pinnatum no se pudo analizar estadisticamente por la escasa
cantidad de tejido que se obtuvo, esto por cuanto su crecimiento es muy lento. No obstante,
se observd tanto en hoja como en raiz, mayor contenido de N, P, K, Mg, Ca, S, B, Zny Mn
en las plantas inoculadas que en las que no lo fueron. En la raiz de plantas inoculadas se
encontré adicionalmente altos niveles de Fe. Los resultados se pueden observar a

continuacion en la figura 4.

I con sin [

Ca

B B
2 0
1 Hd B Enldie = EENEER
(yre 1 1 1 1 1 __EEEm-m 1 -]
Cu Fe Cu

o

Ca
- el
il =
Fe

xo w“
0
K Mg

200
a0
o L
]
Mg

K
L]
inn .I M .-- e
| il | il
L1 1 | e ST ] | | sl | | [ [
Mn N Mn

] b ]
JL--h- —L...-.. .
S

o838

_...--h
]

o«

nhN

oo | 1N - |
N

: =nnll .
S

P
N a8 as
- a1 a2
w7 "o .
Zn Zn

o4

I

8

S

Cojoba arbore

A
o |
Platymiscium pinnatum
Samanea saman I
Cojoba arborea
Dalbergia retusa
Cojoba arbore
Dalbergia retu.

Dalbergia retusa

Erythrina fusca
Cojoba arbore

Samanea saman
3
Dalbergia retus

. L . .
Dﬁ mu il
o [} o
v f~

Dyphisa americana
Enterolobium cyclocarpum
Erythrina poepiggiana

Platymiscium pinnatum

Dyphisa american

Enterolobium cyclocarpu

Dyphisa americana
Enterolobium cyclocarpum
Erythrina fusca
Erythrina poepiggiana
Dyphisa america
Erythrina fusca
Erythrina poepiggiana
Platymiscium pinnatum
Samanea saman

Figura 4. Contenido de nutrimentos en hoja (izquierda) y raiz (derecha) para las especies
forestales leguminosas estudiadas.

Al agrupar las especies por subfamilia se observo a Caesalpiniaceae con mayor contenido de
nutrimentos, tanto en hoja como en raiz, en comparacion a Papilioniaceae. Se obtuvo mayor
cantidad de P, S y Fe en hoja, asi como N, S, Mg, B, Zn, Fe y Mn en raiz. En la sufamilia

Papilioniaceae solamente se presentd mas alto el Mg que en la Caesalpiniaceae.
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Figura 5. Contenido de nutrimentos en hoja (izquierda) y raiz (derecha) agrupados por
subfamilia en las especies leguminosas forestales en estudio.

Se logroé identificar algunas correlaciones entre las variables (tabla 3). Entre las de mayor
magnitud (>0.6) fueron altura con vigor, asi como el peso de raiz con area foliar, grosor de
tallo y altura. Entre las de magnitud intermedia (0.4-0.6) fueron area foliar con altura, grosor
de tallo, vigor y nimero de nddulos. También se encontro relacionado al peso de raiz con
vigor, numero de nddulos y actividad nitrogenasa. Finalmente, grosor de tallo con vigor y
altura. Las restantes fueron menores (<0.4).

Tabla 3. Correlaciones entre variables utilizadas para evaluar la eficacia de inoculacién con

bacterias simbidticas provenientes de leguminosas forestales.



Altura/Grosor Vigor # CO2 | mmol | Long. | Peso | Area
(cm) | (mm) (1-5) |Nédulos(ppm)N2/hr/pl Raiz | Raiz | foliar
cm g cm?2
Altura(cm) [

0,58

0,29 -0,22 1

0,71 0,50 0,26 1
# nédulos 0,32 -0,01 -0,08 0,22 1
op 0,15 -0,11 -0,03 0,13 -0,05 1
0,39 0,17 0,02 0,26 0,47 -0,07 1
0,14 -0,07 0,23 0,18 0,21 0,00 0,11 1
0,63 0,80 -0,17 0,57 0,12 -0,09 0,24 0,05 1

JCERCIETdCYY] 052 0,48 -0,07 0,57 0,45 -0,05 0,32 0,20 0,64

Discusién

Las bacterias que fueron identificadas tienen caracteristicas que las hacen candidatas para un
potencial biofertilizante. Estas especies han sido reportadas en otros hospederos diferentes a
los usados en este estudio, por lo cual se amplia el espectro en el cual estan presentes y
generan efectos benéficos en el crecimiento de especies forestales comunmente utilizadas en
Costa Rica.

R. miluonense registra asocio con especies de Lespedeza spp. (Gu et al., 2018), Inga laurina
(Salles et al., 2015), Phaseolus vulgaris (Oliveira et al., 2017), Milletia pinnata (Arpiwi et
al., 2012) y Arachis hypogaea (Nguyen et al., 2022). Taktek et al. (2017) mencionan que R.
miluonense puede producir biofilm y movilizar fésforo en asocio con micorrizas
(Rhizoglomus irregulare). La bacteria parece ser del tipo generalista y no ha sido reportada
en S. saman.

R. multihospitium se registra en una gran cantidad de hospederos vegetales (Han et al., 2008;
Mir et al., 2021; Soto-Valenzuela, et al., 2021; Nguyen et al., 2022) por lo que se considera
que es generalista y ademas no ha sido reportada en C. arborea.

B. japonicum es ampliamente utilizada para la produccion de soya y se ha secuenciado su
genoma completo (Kaneko et al., 2002). Es una especie que se encuentra en hospederos como
Glycine max, Glycine soja, Vigna radiata, Macroptilium atropurpureum (Chun et al., 1994),
Vigna unguiculata (Goéttferd et al., 1990) y Acacia albida (Dupuy et al.,1994). No ha sido

reportada en E. fusca, E. poepiggiana y D. americana.



Bradyrhizobium sp. es un género de bacterias que se ha registrado en especies herbaceas y
lefiosas, en ambientes templados y tropicales, asi como en diversos nichos ecolégicos
(Vinuesa et al., 2003). Tienen un metabolismo diverso en el cual pueden realizar procesos de
denitrificacion, ser endofitos o de vida libre, degradar xenobioticos o alobenzoatos, ser
promotoras de crecimiento en leguminosas y no leguminosas como es el caso de arroz e
incluso algunas pueden fotosintetizar (Chaintreuil et al., 2000; Kitagawa et al., 2002; Kurz y
LaRue, 1975; Mesa et al., 2002; Bedmar et al., 2005)

Las especies bacterianas identificadas posiblemente sean los primeros registros de presencia
en las especies vegetales en estudio. Para las especies no identificadas de Bradyrhizobium se
recomienda utilizar otros marcadores moleculares como son recA, atpD, rpoB, ginll, nifH y
nodC para determinar su identidad (Vinuesa et al., 2005; Rivas et al., 2009).

En cuanto a la actividad de la nitrogenasa se determind que hay una correlacién entre el
namero de nodulos y la actividad de la enzima, siendo los tratamientos inoculados los que
generalmente tuvieron mayor actividad. Lo anterior evidencia una relacion causa-efecto en
donde la inoculacion aumenta nimero de nédulos, y esto a su vez, la magnitud de fijacion de
nitrégeno.

En este estudio se encontrd una actividad de la enzima de 0.62-1.58 umol/N/hr/pl, mientras
Lamel y Cruz (2013), Bunger et al. (2021) y Bonaldi et al. (2011) reportan una menor
actividad con 0.1-0.4 (Phaseolus vulgaris), 0.02-0.18 (Mimosa scabrella y P. vulgaris), 0.36-
0.64 (Aeschynomene afraspera y A. indica) umol/N/hr/pl respectivamente. Ladestam et al.
(2020) y Ma et al. (2022) reportan una mayor actividad con 0.4-8.7 (Medicago sativa, Pisum
sativum, P. vulgaris, Glycine max, Arachis hypogeal y M. atropurpureum) y 2.9-9 (G. max)
umol/N/hr/pl respectivamente. Lo anterior evidencia la variabilidad de fijacion entre simbio-
variedades.

Las leguminosas utilizan la fijacion de nitrogeno para colonizar rapidamente nichos
ecoldégicos como sucede en los bosques neotropicales (Gei et al., 2018) y al estimular la
actividad nitrogenasa por medio de inoculantes bacterianos se potencializa este efecto, tanto
en las especies estudiadas, como en la gran mayoria de especies en la familia Fabaceae. De
acuerdo Guo et al. (2012), la aplicacion de rizobios puede reducir los fertilizantes
nitrogenados y la contaminacion ambiental, asi como incrementar el rendimiento y calidad

de las plantas.



En relacién con las variables morfométricas se observo que si hubo respuesta al aplicar el
inoculante bacteriano en las ocho especies forestales leguminosas cuando se observan de
manera general y por subfamilia. Cuando se observan los valores por especie la respuesta
depende de las particularidades de cada una de ellas, no obstante, siempre se manifesto una
respuesta positiva al inoculado bacteriano.

R. miluonense: no aumentd significativamente los niveles de nutrimentos en S. saman, no
obstante, se mejoraron seis de diez variables cuantificadas. Por tanto, se considera que la
bacteria si tuvo un efecto en el crecimiento. Wyse, Saggin y Miana (2021) aplicaron
Bradyrhizobium elkanii BR 6205 y B. elkanii BR 6212 en S. saman aumentando en 70% la
nodulacion y variables morfométricas; en el presente estudio se aumentd en 13% la
nodulacion con R. miluonense. De acuerdo con lo anterior, S. saman podria también ser una
especie que acepte varias especies de bacterias simbidticas.

R. multihospitium: produjo un incremento en los niveles de algunos nutrimentos en C.
arborea, tanto a nivel foliar como radicular, y, a su vez logré mejorar cuatro variables del
crecimiento. Por tanto, se considera que la bacteria tuvo un efecto positivo en C. arborea
donde se obtuvo un 43% mas de nodulacion en comparacion al testigo sin inocular. Nguyen
et al. (2022) aislaron esta especie, junto con otras como R. miluonense, de A. hypogaea,;
posteriormente se inocularon en mani y arroz obteniendo mejora en la germinacion. En este
estudio se menciona que R. multihospitium y R. miluonense crecen a temperaturas de 15-44
°C y toleran hasta 2% de NaCl por lo que son candidatas para estudios en plantaciones de
zonas secas Y salinas.

B. japonicum: en las tres especies vegetales donde fue aplicada no mejor6 los niveles de
nutrimentos en los tejidos, sin embargo, en las variables morfométricas mejoro6 en E. fusca
seis variables, en E. poepiggiana tres y en D. americana una. De acuerdo con lo anterior se
considera que la bacteria no fue tan buen inoculante para E. poepiggiana y D. americana,
pero si para E. fusca. Ademas del efecto ampliamente documentado de B. japonicum sobre
soya también se ha comprobado que puede asociarse con otras especies vegetales como arroz,
maiz, trigo y sorgo. En Avena sativa y Lolium multiflorum mejoran el volumen radicular (de

Castillo et al., 2021) en comparacion a plantas no inoculadas.



Bradyrhizobium sp.: en las tres especies vegetales donde fue aplicada incremento valores de
nutrimentos. En D. retusa y E. cyclocarpum se increment6 valores de N, Mgy S en follaje y
de N, P, K, Mg, S, Fe, Mn, Cu, B y Zn en raiz. En P. pinnatum, aunque solo fue posible
obtener una réplica por ser una especie de lento crecimiento, se incrementd practicamente
todos los nutrimentos tanto a nivel foliar como radicular. Ademas, mejoro seis, cuatro y dos
variables para E. cyclocarpum, D. retusa y P.pinnatum respectivamente. Simbine et al.
(2021) evaluaron diferentes especies de Bradyrhizobium sobre V. radiata encontrando una
efectividad relativa mayor a 80% en 72-83% de las cepas colectadas en varias zonas
agroecoldgicas.

En general, la mejoria registrada en este estudio en cuanto a las variables morfométricas
concuerda con lo reportado por Acufia et al. (1987), Acufia y Uribe (1996), Wyse, Saggin y
Miana (2021) y de Castilho et al., (2021) donde se mejora al menos una variable. Bajo las
condiciones de este experimento fueron mejoradas de una a seis, dependiendo de la especie
vegetal. Lo anterior es importante dado que, la calidad de las plantulas forestales es un factor
de gran importancia, especialmente en los primeros meses después de la plantacién, cuando
estdn sometidas a condiciones ambientales mas adversas (Grossnickle, 2012). Con
inoculantes bacterianos se puede obtener mayor sobrevivencia y crecimiento de plantulas
(Salles et al., 2015) por supresion de enfermedades, promocién de crecimiento y fijacion de
nitrégeno (Bulgarelli et al., 2013).

Al analizar la respuesta de crecimiento por especie hubo algunas que se mostraron mas
sensibles a la inoculacién que otras, las razones para que esto suceda pueden enmarcarse
entre varias, una de ellas es la relacion planta-bacteria. En las especies con mejor desarrollo
es posible que haya existido una relacidn entre simbio-variedad muy especifica. Lo anterior
ha sido propuesto y reportado por Rogel et al., (2011). Un ejemplo de lo anterior es el caso
de E. fusca y E. poepiggiana, de ambas se aisl6 B. japonicum pero la respuesta a la
inoculacién fue mejor en una especie que en la otra. Lo anterior se debe a que posiblemente

la cepa aislada tiene una mayor adaptacion y evolucion simbidtica con E. fusca.



Otro factor que pudo haber estado inmerso en el experimento a pesar de que se obtuvo
respuesta positiva a la inoculacion en la mayoria de las especies es, la competencia. Lo
anterior se menciona dado que, el experimento fue llevado en condiciones ambientales
abiertas y la medicion de respiracion microbiana fue igual tanto en tratamientos inoculados
como en los que no lo fueron. La competencia entre bacterias ha sido reportada por Denton
et al. (2002). Dicho lo anterior, debe considerarse la reinoculacién y frecuencia para
mantener a la bacteria de interés en contacto con las raices y, de esta forma, colonizar sitios
de infeccion antes que otras especies y/o cepas. Esto es particularmente importante, dado que
Zanetti et al. (2010) reportan que los huéspedes suelen escoger cepas de mayor calidad
infectiva.

Otro aspecto por considerar es el comportamiento de las llamadas leguminosas “promiscuas”.
Esto supondria una ventaja para ser inoculada con varias especies bacterianas, pero también
abre la posibilidad a la competencia entre ellas. Lo anterior ha sido reportado ampliamente
en frijol. Talbi et al. (2010) mencionan cinco especies de rhizobios con capacidad para
nodular frijol y ademas reportan a Burkholderia phymatum. En el presente estudio se
ejemplifica con S. saman, donde fue inoculada con R. miluonense, no obstante, también esta
reportado que mejora su crecimiento con inoculados de B. elkanii cepas BR 6205 y BR 6212
(Wyse, Saggin y Miana, 2021).

Por tanto, tomando en cuenta la posibilidad de competencia, la promiscuidad de algunas
leguminosas, especificidad de simbiovariedades y el potencial que tienen las bacterias
fijadoras de nitr6geno para reducir la aplicacion de fertilizantes sintéticos, se recomienda que
un posible biofertilizante se formule tanto a nivel especifico para un cultivo forestal como
también valorar la posibilidad de formular un consorcio bacteriano para especies vegetales
promiscuas. Se debe valorar la calidad de cada bacteria para infectar en presencia de otras
especies bacterianas.

Las especies bacterianas aqui identificadas podrian también tener potencial para ser aplicadas
en otras especies vegetales, dado que, se ha comprobado bioestimulacion en otros cultivos
no leguminosos como maiz (Pessoa et al., 2020). Ademas, es posible que sean nuevos

registros en hospederos que no han sido reportados a la fecha.



Considerando los aspectos mencionados, algunos factores que no intervienen en pequefios
experimentos localizados bajo condiciones controladas en laboratorios y ambientes
protegidos es posible que hayan intervenido bajo condiciones de campo. Dicho lo anterior,
un estudio de esta naturaleza brinda una perspectiva de la respuesta que se puede obtener en
una dindmica multifactorial similar a las condiciones que se presentan en una plantacion
forestal.
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Conclusiones

~=) Se publico un articulo con base en la revisiéon de literatura efectuada como
base para el desarrollo experimental. Se enfoco en presentar el proceso comun de
pre-colonizacion e infeccion que tienen las bacterias simbiontes fijadoras de
nitrégeno con las micorrizas arbusculares, asi como hacer un recuento de genes
candidatos para ingenieria genética y edicion gendmica.

~=P Se aislaron tres especies de bacterias simbiéticas fijadoras de nitrégeno, asi
como un género donde no hay registros de especie a la fecha. Es posible que con
analisis posteriores se llegue a determinar una nueva especie asociada con
forestales leguminosos tropicales en el género Bradyrhizobium.

~=» No se encontro registro de las bacterias identificadas presentes en los arboles
forestales leguminosos, por lo cual, es posible que sean nuevos registros para los
bosques forestales tropicales.

~=P Al efectuar lainoculacién bacteriana en sus respectivos hospederos se obtuvo
mejoria en el crecimiento en todas las especies. La magnitud dependio de la especie
y la asociacion con la bacteria.

~=Pp La subfamilia Caesalpiniaceae presentd mejor respuesta al inoculante
bacteriano que la subfamilia Papilioniaceae.

~=P Algunos elementos quimicos son absorbidos por las plantas en mayor medida
al inocularse bacterias simbioticas fijadoras de nitrégeno. La magnitud dependié de
la especie, el tejido y la asociacion bacteriana.

~=p La utilizacion de las bacterias para realizar inoculantes bacterianos evidencio
una mejoria en los arboles forestales leguminosos y con ello se comprobé el

potencial que tienen para el desarrollo como biofertilizantes.



