Bioagro 30(3): 207-218. 2018

GERMINACION Y CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE
PIMENTON Y LECHUGA INOCULADAS CON RIZOBIOS
E IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS CEPAS

Erika Lorena Blanco™?", Yulimar Castro®, Auxiliadora Olivo?,
Roberto Skwierinski'" y Félix Moronta Barrios®

RESUMEN

Las semillas de algunas hortalizas de alto consumo en la poblacién venezolana presentan bajo porcentaje y retraso en la
germinacion. En esta investigacion se evalud el efecto de diez aislados rizobianos autoctonos sobre la germinacion y el
crecimiento del pimentdn (Capsicum annuum L.) y la lechuga (Lactuca sativa L.) en fase de semillero para producir plantulas mas
vigorosas. Se sembraron 100 semillas/tratamiento por triplicado e inocularon con los cultivos bacterianos (1x10°8 cel-mL™) més un
control no inoculado, y se registr6 la germinacion durante 8 dias. Se trasplantaron 15 plantulas/tratamiento a bandejas de
horticultura provistas de un sustrato estéril inerte, se reinocularon y mantuvieron en umbraculo durante 30-45 dias, para evaluar el
efecto sobre el crecimiento. Los resultados se analizaron mediante Anova y compararon con el control. Los aislados RmBorbollén
y MEO1 resultaron los mas eficientes para promover la germinacion (P<0,05) en el pimentén. No se detecté efecto sobre la
germinacion de la lechuga. Los aislados MEO1 y Med incrementaron significativamente (P<0,05) la mayoria de las variables de
crecimiento del pimentén y algunas de la lechuga, lo que sugiere una especificidad de accion entre los microorganismos y las
especies vegetales. Se identifico a las cepas dentro de los géneros Ochrobactrum, Bradyrhizobium y Pseudomonas. Se concluye
que estos aislados al ejercer su efecto promotor podrian constituir cepas promisorias para la formulacion de biofertilizantes.
Palabras clave adicionales: Bioinoculantes, Capsicum annuum, gen 16S, Lactuca sativa, promotores de crecimiento

ABSTRACT

Germination and initial growth of bell pepper and lettuce inoculated with rhizobia and molecular identification of the strains
The seeds of some vegetables of high consumption by the Venezuelan population have a low percentage and delay in
germination. In this research we evaluated the effect of ten indigenous rhizobial isolates on the germination and growth of bell
pepper (Capsicum annuum L.) and lettuce (Lactuca sativa L.) during seedling stage to produce more vigorous plants. One
hundred seeds were planted/treatment in triplicate and inoculated with the bacterial cultures (1x10® cel-mL™) plus a non-
inoculated control, recording the germination during 8 days. Fifteen seedlings were transplanted/treatment to propagation trays
with an inert sterile substrate, reinoculated and maintained for 30-45 days, to evaluate the effect on growth. The results were
analyzed by Anova and compared with the control. The isolates RmBorbollon and MEO1 were the most efficient to promote
germination (P<0,05) in bell pepper. No effect was found for lettuce germination. The isolates MEO1 and Med increased
significantly (P<0,05) most growth variables in bell pepper and just a few in lettuce, which suggests some specificity of action
between microorganisms and plant species. The strains were identified as belonging to the genera Ochrobactrum,
Bradyrhizobium and Pseudomonas. It is concluded that these isolates, at exerting their promoter effect, may constitute promising
strains for the formulation of biofertilizers.

Additional key words: Bioinoculants, Capsicum annuum, gen 16S, Lactuca sativa, PGPR

INTRODUCCION productos de alto valor econémico a nivel mundial
con alta demanda en la poblacion por ser de los
Hortalizas como el pimentén y la lechuga son cultivos de mayor consumo por el hombre, lo que
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incrementa la necesidad de asegurar su produccion
y disponibilidad para fortalecer la seguridad
alimentaria y nutricional en las diferentes naciones
(FAO, 2014).

En los ultimos afios, en Venezuela, se ha hecho
limitante la adquisicion de semillas certificadas de
hortalizas para la produccion, lo que ha orientado
hacia la basqueda de alternativas para aprovechar
mejor los recursos y evitar pérdidas en la
produccidn. Ante esta situacion los agricultores se
han planteado la posibilidad de trasplantar desde
plantulas y no sembrar directamente desde
semillas, para de esta manera asegurar esta fase en
el ciclo de produccién de los cultivos frente al
encarecimiento de las labores de campo.

Los  microorganismos  promotores  del
crecimiento vegetal (MPCV) son definidos por
Vessey (2003) como una amplia variedad de
bacterias y hongos que crecen asociados a raices
de plantas hospedadoras y en los micro habitats de
la rizésfera produciendo una estimulacion del
crecimiento de las plantas mediante distintos
mecanismos de accion. Estos microorganismos
interactlan positivamente entre la rizosfera y las
plantas a través de efectos directos e indirectos
como la produccién de fitohormonas, fijacion de
N, disolucion de fosfatos, produccién de
sideroforos, control bioldgico (Rosas y Correa,
2003; Cisneros et al., 2016; Alcedo y Reyes,
2018), y la intervencion en la toma de los
nutrientes por las raices de las plantas (Olmedo,
2003). Algunos géneros de estas bacterias que
promueven el crecimiento de las plantas han sido
Enterobacter sp. (Reyes et al., 2006), Bacillus sp.
y Pseudomonas sp. (Tripura et al., 2007),
Rhizobium sp. (Reyes et al., 2008), Pantoea sp.
(Xiao et al., 2010) y Azospirillum sp. (Marquina et
al., 2018), mientras que un género de hongos con
el mismo efecto ha sido Penicillium sp. (Reyes et
al. 1999).

Los representantes del género Rhizobium sp.
han sido objeto de intensos estudios por su efecto
como fijadores de N, en la simbiosis Rhizobium-
leguminosa; pero ademas de su modalidad de vida
como simbiontes también pueden permanecer en
el suelo viviendo como saproéfitos o incluso como
bacterias endofiticas colonizando plantas no
leguminosas promoviendo asi su crecimiento
(Wang et al.,, 2001). Incluso, se han descrito
algunas actividades biorremediadoras en rizobios
(Blanco et al., 2013). Estas asociaciones entre

rizobios y plantas no leguminosas pueden mejorar
el crecimiento de las plantas en diferentes especies
vegetales por los mecanismos ya mencionados
(Garcia et al., 2012; Vazallo et al., 2013;
Marquina et al., 2018). Por esta razén planteamos
la alternativa de disminuir las pérdidas en campo
con plantulas inoculadas con rizobios promotores
del crecimiento vegetal por ser mas vigorosas y
producidas en condiciones de umbraculo, que
representen un éxito en el trasplante y por ende en
la produccion en campo.

El objetivo de este trabajo fue determinar el
potencial promotor de crecimiento que presentan
rizobios autdéctonos sobre la supervivencia y vigor
de plantulas de pimentén y lechuga, y realizar su
identificacion molecular, para proponerlos como
biofertilizantes promisorios.

MATERIALES Y METODOS

Crecimiento bacteriano y preparacion de los
indculos. Diez cepas rizobiales identificadas como
MEO01, Nod2rojo, Leu2A, ES1, RmBorbollén, CP,
Alf, Med, EV1 y YEL, y pertenecientes al cepario
del Laboratorio de Fitobiotecnologia-ULA, fueron
aisladas de nédulos de plantas leguminosas de
diferentes zonas del estado Mérida, Venezuela.
Algunas de estas cepas se caracterizaron
previamente como fijadoras de nitrogeno,
disolventes de fosfatos y productoras de acido
indol acético (Marquina et al.,, 2018). Estos
rizobios crecieron en medio agarizado extracto de
levadura-manitol YMA modificado con 0,5 g.L™*
K,HPO,, 0,2 g-L™ MgSO,-7H,0, 0,1 g-L™* NaCl,
0,5 g-L " extracto de levadura, 2,5 g-L™ manitol,
7,5 g-L™ sacarosa, 2,5 mg-mL™ rojo congo pH
6,7-6,8 (Vincent, 1975) a 29 °C.

El periodo de incubacion de los rizobios se
realizé segln la dindmica de crecimiento de cada
aislado rizobiano, hasta su fase exponencial-
estacionaria (24-36 h) utilizando como modelo la
curva de crecimiento para rizobios determinada
por Blanco et al. (2013) en este medio de
crecimiento. Los in6culos se prepararon de forma
individual con el cultivo de cada aislado mediante
el conteo celular con una camara de Neubauer a
una concentracion 1x10® cel-mL™ en solucion
salina 0,89 % NaCl. Se preparé un control solo
con la solucién salina. Seguidamente los in6culos
se mantuvieron durante 20 minutos a 90 rpm en
una agitadora a temperatura ambiente (22 °C).



Blanco et al.

209

Inoculacion de rizobios en hortalizas v su identificacion molecular

Efecto de los rizobios sobre la germinacion de
pimenton y lechuga. Se utilizaron semillas de
pimenton hibrido Quetzal y semillas de lechuga
variedad Great Lakes. Las semillas de pimentdn se
desinfectaron mediante un lavado con una
solucion jabonosa al 1 % (jabdn azul) durante 5
min, seguido de 5 enjuagues con agua destilada
estéril. Luego se desinfectaron con cloro al 1,5%
por 2 min y se lavaron 6 veces con agua destilada
estéril. Las semillas de lechuga se desinfectaron
solo con la solucién jabonosa (dado que poseen
una testa débil) durante 5 min seguido de 5
enjuagues con agua destilada estéril. Estos
protocolos se estandarizaron previamente en el
laboratorio. Las semillas desinfectadas se
agregaron a los inéculos de cada aislado
preparados previamente en matraces de 25 mL y
se colocaron en un agitador orbicular marca
Boeco OS-20 a 90 rpm durante 1 h.

El tratamiento control consistio en semillas

afiadidas a la solucion salina libre de células (sin
indculo). Las semillas se sembraron en bandejas
de aluminio provistas con papel absorbente
humedecidas con agua destilada estéril y se
taparon con una pelicula transparente (envoplast),
con minimas perforaciones para el intercambio
gaseoso de las plantulas. Las bandejas se
mantuvieron cubiertas con papel de color beige,
fotoperiodo de 16/8 horas a temperatura ambiente
(22 °C), y se determind la dinamica de
germinacion a partir de las 24 h de iniciado el
experimento hasta que no se observd mas
germinacion para cada especie vegetal. Se
utilizaron 100 semillas por cada tratamiento con
tres repeticiones cada uno.
Efecto promotor del crecimiento en fase de
semillero. Un total de 20 plantulas germinadas de
cada especie por tratamiento se trasplantd a
bandejas de propagacion provistas de un sustrato
comercial inerte (pH de 5,8 y conductividad
eléctrica de 0,127 dS'm™ en suspension 1:5)
esterilizado por tindalizacién (calentamiento
discontinuo del material), con capacidad de 50
celdas para C. annuum y de 160 celdas para L.
sativa. A los 2 dias del trasplante, se reinoculé con
1 mL de indculo 1x10° cel-mL™ preparado como
se describi0 anteriormente.

Las plantas se mantuvieron en condiciones de
umbréculo (Temp 28 °C, HR 59 %, luz 132
umol-m?.s™) y se regaron diariamente o de

acuerdo a las condiciones del tiempo. Las plantas
se fertilizaron cada dos dias con solucion
Hoagland (Taiz y Zeiger, 2010) al /i de su
potencia desde el dia 10 al dia 15 del trasplante,
luego con */s de su potencia desde el dia 15 al dia
25 del trasplante, y desde el dia 26 al dia 30 del
trasplante a ¥4 de su potencia para la lechuga, y
para el pimentdn se regd hasta el dia 60.
Transcurrido ese tiempo (60 y 30 dias para
pimentén y lechuga, respectivamente) y solo al
final del experimento se determind el numero de
hojas, el didmetro de la base del tallo, la longitud
(manualmente con una regla milimetrada), y el
peso seco tanto de raices como de la parte aérea.
Se us6 n=14 para pimenton y n=11 para lechuga.
Amplificacion por PCR y secuenciamiento del
ARNr 16S. EI ADN genémico (ADNg) de los
diez rizobios se aisl6 mediante el protocolo de
extraccion propuesto por He (2011). EI ADNg fue
usado como molde para amplificar mediante PCR
el gen 16S ribosomal con los oligos universales
fD1 y rP2 (Weisburg et al, 1991). Las
condiciones de la mezcla de reaccion fueron:
buffer 1X, Mg® 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, oligos
0,3 uM, Taq Polimerasa: 0,1 U/uL, ADN molde
diluido 1/10 1 pL en un volumen final 15 pL.

La amplificacién se llevd a cabo con 30 ciclos
de las siguientes condiciones: 95 °C por 15 s, 57
°C por 15 s, 72 °C por 45 s. La cantidad y calidad
del ADNg se verificd mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1 %. Los productos obtenidos se
purificaron con el Kit PCR AccuPrep (Bioneer)
antes de ser enviados a la compafiia Macrogen
(Corea del Sur) para su secuenciacion.
Anédlisis de las secuencias del ARNr 16S. El
analisis  filogenético de las  secuencias
nucleotidicas de las bacterias se realizd
mediante  programas  bioinformaticos.  Las
secuencias se editaron con el programa Bioedit
(Hall, 2005) y se compararon con las secuencias
depositadas en el GenBank de la NCBI usando el
programa BlastN (Altschul et al., 1997). Las
secuencias se alinearon con el programa Clustal
W (Thompson et al., 1994) y por altimo se realizd
un arbol filogenético de las secuencias del gen
16S de las cepas identificadas como rizobios con
respecto a secuencias de cepas referenciales del
GenBank. Para ello, se utiliz6 la prueba de
Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) y la prueba
de filogenia con el modelo de sustitucion Kimura
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2-pardmetros, 1000 réplicas, método bootstrap
(Kimura, 1980) usando el programa Mega 6
(Tamura et al., 2013).

Analisis estadistico. Los resultados obtenidos de
las pruebas realizadas se analizaron mediante un
Anova y comparaciones contra el tratamiento
control mediante la prueba de Dunnett utilizando
el programa estadistico SPSS 20. Los analisis que
no cumplieron con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de las varianzas se sometieron
a la prueba Kruskall-Wallis con el programa
estadistico Infostat.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los rizobios sobre la germinacion de
pimentén y lechuga. El efecto promotor de la
germinacion se observo en el cuarto dia para las
semillas de pimentén con las cepas RmBorbolldn
y MEO1 con 47 y 44 % de germinacion.
Considerando que la germinacién en el control (no
inoculado) fue de 25 %, el incremento con
respecto a éste fue de 88 y 76 %, respectivamente
(Figura 1). Se observa también que, con excepcion
de RmBorbollon, todos los tratamientos mostraron
el pico de germinacién a los cinco dias.
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Figura 1. Germinacion de semillas de Capsicum
annuum inoculadas con 10 cepas rizobiales.
Los asteriscos indican diferencias con respecto
al control (no inoculado), segun la prueba de
Dunnett (P<0,05) para el cuarto dia.
RmB=RmBorbollon

Un resultado similar obtuvieron Marquina et
al. (2018) con el uso de algunas de estas mismas

cepas pero con la variedad Cacique gigante de C.
annuum, al acelerar la germinacién en un dia con
respecto al control. Esta aceleracion significativa
de la germinacion de las semillas de pimenton
podria indicar un menor tiempo requerido para el
establecimiento del semillero en condiciones de
invernadero, implicando asi una produccion
mayor a corto plazo a nivel comercial que podria
darle mayor competitividad en el mercado de
produccion de plantulas con el uso de estas
rizobacterias. Sin embargo, para la lechuga las
cepas no mostraron efecto promotor de la
germinacion de las semillas en ningun dia del
experimento, puesto que no hubo diferencias
significativas (P>0,05) de estos tratamientos con
relacion al control no inoculado (Figura 2).
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Figura 2. Dinamica diaria de germinacion en
semillas de Lactuca sativa inoculadas con 10
cepas rizobiales. RmB=RmBorboll6n

En la germinacién total para el pimenton se
encontré que con las cepas Alf, MEOL, Leu2A y
Med hubo una germinacién en el Gltimo dia (dia
8) de 99,3; 99,3; 99,6 y 99,6 % respectivamente.
Esto representé un incremento de 1,74 a 2,03 %
con respecto al control cuya germinacion total fue
97,6 % (Figura 3).

Resultados similares fueron reportados por
Reyes et al. (2008), quienes obtuvieron
incrementos en la germinacion del piment6n entre
5y 11 % con aislados rizobacterianos, especialmente
el mayor incremento con la cepa 25 de Rhizobium
sp, mientras que estas mismas cepas no
incrementaron la germinaciéon de maiz, sino que
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éste fue sensible a la inoculacién con otras cepas
como la 23 de Azospirillum sp. En contraste con
estos resultados, la lechuga continué con la

tendencia ya sefialada y las cepas utilizadas no
incrementaron su germinacion total con respecto
al control no inoculado.
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Figura 3. Porcentaje de germinacion total en Capsicum annuum (8 dias) y Lactuca sativa (6 dias)
inoculados con 10 cepas rizobiales. RmB = RmBorbolldn.
Los asteriscos indican diferencias con respecto al control (no inoculado), segln la prueba de

Dunnett (P<0,05)

Efecto promotor del crecimiento en fase de
semillero. Para la especie C. annuum las cepas
gue incrementaron significativamente al menos
tres de las variables evaluadas entre el nimero de
hojas, didmetro de la base del vastago, longitud
aérea y longitud de raiz con respecto al control
fueron MEO1, Leu2A, ES1, CP, Alf, Med, EV1y
YEL. Dentro de ellas destacan las cepas MEOL y
Med por ser las Unicas que incrementaron el peso
seco de la raiz con respecto al control no
inoculado en 24,5 y 37,2 %, respectivamente.
Resultados favorables para pimentén también
se han reportado por Reyes et al. (2008) en cuanto
al incremento en el nimero de hojas, longitud de
la raiz y el peso seco radical con bacterias de los
géneros Azotobacter sp., Azospirillum sp. y
Rhizobium sp. Asimismo, se encontré que la
inoculacion con Rhizobium etli tuvo un efecto
positivo sobre el crecimiento de pimentén y la
lechuga a los 20 dias en condiciones de semillero
al incrementar el peso seco de la raiz y el aéreo y
la longitud de la hoja con respecto al control no
inoculado (Soriano y Gonzalez, 2012).
Particularmente, las variables peso seco raiz y

peso seco aéreo se afectaron negativamente con
las cepas EV1 y RmBorbollén (Cuadro 1), una
respuesta que podria estar asociada al grado de
hidratacion de las plantas, ya que la disminucion
del peso seco se produjo en aqguellas que
mostraron un incremento en el diametro y/o
longitud del vastago y la raiz. En este sentido,
Valery y Reyes (2013) proponen que la variedad
de respuestas que se obtienen con los inoculantes
puede depender de varios factores, entre ellos la
naturaleza de la planta hospedadora, y los
microorganismos inoculados, los cuales
establecen competencia entre ellos por los
exudados radicales de la planta, y los nutrientes
del suelo. En la interrelacion planta-
microorganismo, algunos microelementos podrian
potenciar el efecto rizosférico (Cuperus, 2016)
activando la maquinaria enzimatica en la
produccion de metabolitos secundarios 'y
fitohormonas, que en este caso podrian
presentarse en cantidades inhibitorias para el
crecimiento de esta especie vegetal. Boiero et al.
(2007) reportaron la produccion de &cido abscisico
por cepas rizobiales; asi, quizés la produccion de
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acido abscisico seria una de las razones del efecto
negativo que ejercieron estas cepas sobre el
crecimiento del pimenton, pues éste podria inducir
el cierre  estomatico  disminuyendo la
incorporacion de CO, para la produccion de
fotoasimilados y la ganancia de biomasa en las
plantulas (Taiz y Zeiger, 2010).

Por su parte, la especie L. sativa se mostrd
menos sensible a la accién de estos rizobios, pues

solo tres cepas (MEO1, Nod2rojo y Med) de las
diez evaluadas mostraron algin efecto promotor
de crecimiento sobre esta planta. Las cepas MEO1
y Med incrementaron al menos dos variables de
crecimiento y la primera de ellas se destacd
adicionalmente por su efecto promotor del
incremento del peso seco aéreo de la lechuga en
69,2 % con relacion al control no inoculado
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto de 10 cepas rizobiales sobre variables de crecimiento en plantulas de Capsicum annuum

y Lactuca sativa cultivadas en umbraculo

Tratamientos NUmero de  Diametro base Longitud aérea Longitud raiz Peso seco Peso seco
bioldgicos hojas del vastago (cm) (cm) raiz aéreo
(mm) () ()
Control 5,28 1,66 8,64 9,77 0,110 0,167
MEO1 6,50** 2,32** 10,58** 14,95** 0,137** 0,179
Nod2rojo 6,07** 1,66 9,22 9,8 0,090 0,141
Leu2A 6,57** 1,90 10,6** 11,52** 0,108 0,226
ES1 6,78** 1,96 9,78** 12,0** 0,078 0,145
RmBorbollén 6,35** 1,96 10,32** 9,14 0,055* 0,080*
CP 7,28** 2,10** 11,75** 13,38** 0,117 0,178
Alf 7,78** 2,22** 12,30** 13,30** 0,050* 0,141
Med 6,85** 2,37** 11,43** 12,81** 0,151** 0,206
EV1l 6,50** 2,17** 10,24** 14,36** 0,056* 0,103*
YE1 6,78** 2,35** 11,0%* 12,87** 0,131 0,157
Control 5,36 1,9 11,36 6,50 0,004 0,026
MEO1 6,27** 2,23** 12,95 7,86 0,006 0,044**
Nod2rojo 5,90 1,98 14,86** 6,91 0,005 0,041
Leu2A 5,36 1,77 13,14 6,41 0,004 0,037
ES1 5,45 1,62 10,68 577 0,003 0,029
RmBorbollén 5,09 1,30* 9,82 5,66 0,005 0,027
CP 4,90 1,07* 9,09 4,09* 0,002 0,023
Alf 5,54 1,79 11,82 7,55 0,005 0,036
Med 5,63 2,26** 12,14 8,05** 0,004 0,036
EV1 5,36 2,14 13,09 6,23 0,004 0,035
YE1 6,00 1,80 11,20 4,98 0,003 0,030

Los asteriscos indican incrementos (**) o decrementos (*) significativos (P<0,05) con respecto al control (no
inoculado). Control subrayado: prueba de Kruskal-Wallis; no subrayado: prueba de Dunnett

Un resultado similar pero menor fue reportado
por Pefia y Reyes (2007) quienes obtuvieron un
incremento significativo del peso seco de las
plantas de lechuga en condiciones de semillero a
los 30 dias, en 32,33 % por el aislado 33, un
posible rizobio productor de AlA. Vale mencionar
que el efecto que produjo la cepa CP sobre el

crecimiento de la lechuga desfavoreci6 parametros
como el didmetro del vastago y la longitud de la
raiz, por debajo del control no inoculado. No
obstante, esta cepa si se comportdé como
promisoria para el pimenton, lo que indica que
puede haber una especificidad de accion entre
los microorganismos y las especies vegetales.
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Asimismo, la cepa Alf afectdé favorablemente la
germinacion 'y hasta cuatro variables de
crecimiento del pimenton pero ninguna variable
en la lechuga. Este tipo de respuesta ha sido
sefialado por Reyes et al. (2006) quienes
obtuvieron diferentes poblaciones microbianas en
las mismas muestras de suelo pero con plantas
hospedadoras disimiles las cuales difirieron en la
cantidad de microorganismos asociados a los
exudados rizosféricos, asi como por Reyes y
Valery (2007) quienes también encontraron que
una misma especie vegetal cultivada en suelos con
caracteristicas fisico-quimicas diferentes puede
diferir en su poblacion microbiana.

Las cepas que fueron promisorias para las
variables de crecimiento, tanto en pimentén como
lechuga, fueron MEO1 y Med (Cuadro 1), lo que
permitiria tomar en cuenta estas cepas rizobianas
con alto potencial para la preparacion de
biofertilizantes funcionales para ambos cultivos.

La determinacién de estos parametros permitié
establecer la vigorosidad de las plantas para tener
un mayor exito al momento del trasplante a
campo, lo que reduciria pérdidas econdémicas para
los agricultores y seria una ventaja en la
produccion. Ya se ha reportado la produccion de
AlA por cepas del género Rhizobium sp. (Wang et
al., 1982). Esta, junto a algunas caracteristicas
microbianas como la fijacion de nitrégeno y
disolucion de fosfatos, que fueron determinadas
previamente en el laboratorio son consideradas en
la promocidn del crecimiento de las plantas para la
seleccidn de bioinoculantes (Vessey, 2003).

Nuestro estudio permiti6 determinar el
potencial biofertilizante de un conjunto de
rizobios sobre dos especies vegetales en cuanto a
la promociéon del crecimiento de las plantas,
encontrando que no se debe generalizar la
aplicacion de los inoculantes y que deben ser
rigurosamente evaluados sobre diversas especies
para observar su efecto benéfico o no benéfico
antes de recomendar su aplicacion para
determinados cultivos agricolas, pues también
pueden tener un efecto adverso. Se debe estudiar
la compatibilidad cepas-cultivo y su especificidad
para ese cultivo y asi asegurar su éxito porgue
cada cepa rizobacteriana puede expresar una
interaccion microbiana distinta de acuerdo a la
relacion bioquimica y ecoldgica que establezca
con la planta, por la variedad de exudados
radicales.

Trabajos anteriores han demostrado que el
efecto promotor de una cepa en forma individual
sobre una especie vegetal puede ser aun mejorado
con la aplicacion de consorcios microbianos de
inéculos rizobacterianos en lechuga (Pefia vy
Reyes, 2007; Blanco, 2014), como también, que el
efecto puede ser benéfico solo de forma individual
en mani forrajero y maiz (Anzuay et al., 2017).
Por lo tanto, se recomienda la evaluacion de estas
cepas en forma de consorcio para determinar si
existe 0 no un efecto sinérgico entre ellas en
condiciones de umbréculo y de campo y de esta
manera proponer un biofertilizante completo.
Identificacion molecular de los rizobios. En el
Cuadro 2 y la Figura 4 se muestran los resultados
obtenidos para la identificacion molecular de las
cepas utilizadas. Se obtuvieron cinco cepas del
género Ochrobactrum sp., cuatro cepas del género
Bradyrhizobium sp., y una cepa del género
Pseudomonas sp. Los géneros Ochrobactrum sp. y
Bradyrhizobium sp. pertenecen al orden
Rhizobiales (Kampfer et al., 2014; Marcondes de
Souza et al., 2014) como era lo esperado en este
trabajo, pues las cepas provienen de aislamientos
de nddulos de leguminosas.

En particular, se ha demostrado que el género
Ochrobactrum, perteneciente a la familia
Brucellaceae, estd muy relacionado genéticamente
con simbiontes de plantas y patégenos como
Rhizobium, Mesorhizobium y Agrobacterium.

No es comun aislar cepas del género
Ochrobactrum a partir de nddulos de leguminosas.
No obstante, este género es descrito como
bacterias oportunistas que pueden vivir en el suelo
y en el rizoplano (K&mpfer et al., 2014). Sin
embargo, se obtuvo una cepa del género
Pseudomonas sp., un género perteneciente al
orden Pseudomonadales (Prescott, 2002) que no
estd descrito como bacteria nodulante. Marquina
et al. (2011), identificaron un aislado de nédulo
también perteneciente al género Pseudomonas sp.,
a lo que refiere una transferencia horizontal de
genes en el suelo que ha permitido a lo largo de la
evolucién que otras bacterias que no son rizobios
hayan adquirido la capacidad de nodular y de fijar
nitrbgeno en asociaciébn con las plantas
leguminosas. Por otra parte, esta identificacion
permitié corroborar los géneros obtenidos por
Marquina et al. (2011) con RFLP para cuatro de
estas cepas, aunque en nuestro estudio no
obtuvimos los mismos géneros identificados por
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ellos. No obstante, una identificacion adicional
realizada utilizando los genes especificos nodC y
nifH (Laguerre et al., 2001), arrojé que con nodC
los porcentajes de identidad fueron de 99 y 94 con
Bradyrhizobium japonicum para las cepas Leu2A
y Nod2rojo, respectivamente, y 84 con
Bradyrhizobium sp. para la cepa YE1. Asi mismo,

la identificacion con el gen nifH, permitio
identificar las cepas Leu2A en un 94 % de
identidad con Bradyrhizobium japonicum y YE1
con un porcentaje de identidad de 100 con
Bradyrhizobium sp., mientras que la cepa Alf se
logro identificar con una identidad de 93 % con
Pseudomonas fluorescens (datos no mostrados).

Cuadro 2. Identificacion molecular de las 10 cepas rizobianas utilizadas con el gen 16S a partir de las

secuencias nucleotidicas obtenidas

Cepa Origen del Identificacién previa  Género identificado por % de Identidad con
aislamiento con RFLP para 16S secuenciamiento para respecto a la base
(% de similaridad) ADNr 16S realizada en del GenBank
este trabajo
*Nc')du_lo de Phaseolus *Rhizobium tropici Ochrobactrum sp. cepa 100%
MEO1 vulgaris San Juan de CIAT 899 (100%) E85b (NR_113812.1)
Lagunillas, Mérida
*Ndédulo de Phaseolus *Bradyrhizobium
Nod2rojo vulgaris var. Tacarigua. EI  japonicum DSMZ Ochrﬁtéaégulrgggb cepa NR 1101%0?12 1
Vigia, Mérida 30131 (100%0) (NR_113812.1)
*Sinorhizobium
. *No6dulo de Medicago americanum CFN- Ochrobactrum sp. cepa 94%
RmBorbollon . I EI156 y Rhizobium
sativa. Jaji, Mérida tropici CIAT 899 NBRC 15820 (NR_113812.1)
(80%)
*Nodulo de Leucaena *Sinorhizobium o
Leu2A(1) leucocephala. El Vigia, americanum CFN- Bradygéz&bé%rilsslp - cepa NR 1101%(?91 1
Mérida E1156 (97%) (NR_119191.1)
Capturado con Phaseolus
ES1 vulgaris en suelo cultivado ) Ochrobactrum sp. cepa 100%
con Solanum tuberosum. NBRC 15820 (NR_113812.1)
Mixteque, Mérida
EV1 Nodulo de Vicia faba. ) Ochrobactrum sp. cepa 99%
Mucumpate, Mérida NBRC 15820 (NR_113812.1)
cp Nodulo de Phaseolus ) Bradyrhizobium sp. cepa 83%
vulgaris. Chiguara. Mérida BgE4 (DQ786799.1)
YE1 Nodulo de Erythrina ) Bradyrhizobium sp. cepa 100%
edulis. Jaji. Mérida DSM 30131 (NR_119191.1)
Med Nodulo de Medicago ) Bradyrhizobium sp. cepa 100%
sativa. Misinta. Mérida DSM 30131 (NR 119191.1)
Nodulos de Medicago
Alf denticulata. Mucurubé. - Pseudomonas sp. cepa 99%

Mérida

NBRC 103159

(NR_114225.1)

Todas las cepas pertenecen al Laboratorio de Fitobiotecnologia-ULA, y son autdctonas del estado
Meérida, Venezuela. *Origen del aislamiento e identificacion previa de la cepa segin Marquina et al.

(2011)

Estos resultados indicaron la importancia de la
identificacion molecular a nivel de género con

embargo,

gue pertenezca a determinado género. Sin
para efectos practicos de nuestra

genes mas especificos que el 16S, pues con éste,
por ser mas general, se puede identificar con
seguridad hasta el orden taxonémico al que
pertenece una cepa, pero no tener la confianza de

identificacion y por las discrepancias y similitudes
observadas en el Cuadro 2 y en la Figura 4,
preferimos definir a las cepas MEO1, Nod2rojo y
RmBorbollon con la identificacion realizada por


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252614?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN492XKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252614?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN7NDGPJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252614?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN7NDGPJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645322445?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN6EA36X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252614?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN5VXNE9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252614?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN8NWJBY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645322445?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN9243RE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645322445?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN6EA36X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631253027?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YN0P175T014
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Marquina et al. (2011). No obstante, consideramos
que el porcentaje de identidad obtenido en este
trabajo para las cepas RmBorbollon y CP es bajo

para determinar el género, por lo que
recomendamos resecuenciar para confirmarlo ya

que, inclusive, pudiera tratarse de nuevas especies.

—EV1

Hehrobacirum sp. cepaP2
Oehrobactrum sp.cepaCl3
Oehrobactrum sp. cepa A12

7
— MEO]

Ochrobactrum sp. cepa EB5h
NodZRojo

99

Ochrobactrum sp. cepa NBRC 15820
Es1

RmBorbolldn
Fhizobium sp. cepa CLAT 899

=] -I:.S‘J'norhz'zobz'um sp. cepa NBRC 100386
4 Rhizobium sp. cepa K38

Azorbizobium sp. cepa 312
EBradyr hizobium sp. cepa CCHWEX16T6

38 VEL

EBradyr hizobium sp. cepa DER 30131

a0 || Mled

Bradyr hizobium sp. cepa CP1 (2014
LeuZAll

EBradyrhizobium sp. cepa BgE4
Eradyrhizobium sp. cepa 3ABNH1a

cP

—
0

Figura 4. Arbol filogenético original de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas identificadas como
rizobios en este trabajo con respecto a secuencias de cepas referenciales del GenBank. Generado
con el programa Mega 6. Valores de bootstrap basados en 1000 réplicas. Modelo Kimura 2-
parametros
CONCLUSIONES rizobial como era de esperarse para aislados de
nédulos de leguminosas.
La produccion de plantulas inoculadas se

presenta como una alternativa agricola sostenible
y de impacto en la agroindustria venezolana. Los
rizobios presentaron amplio potencial como
biofertilizantes debido a que aceleraron e
incrementaron la germinacion del pimenton,
aungue no la de lechuga. Mientras que su efecto
sobre las dos especies vegetales fue diferencial
con las cepas evaluadas, mostrando que existe
una especificidad en su accién, asi como un
efecto benéfico o inhibitorio y que no debe
generalizarse la aplicacion de los inoculantes
formulados.

La mayoria de cepas pertenecieron al orden
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