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Inoculante constituido por Rhizobium leguminosarum,
Burkholderia ubonensis 'y Trichoderma harzianum
incrementa el numero de sitios activos para la nodulacion
de Pisum sativum
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active sites for nodulation of Pisum sativum
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RESUMEN

Las plantas de Pisum sativum para su crecimiento requieren altas concentraciones de nitrégeno, que se obtienen
principalmente de la fijacion simbiética con microorganismos. Con el objetivo de evaluar el efecto de un
inoculante microbiano multicepa en la nodulacién de P. sativum, se sembro el cultivar INIA-102 Usui de P.
sativum, con un inoculante constituido por Rhizobium leguminosarum, Burkholderia ubonensis y Trichoderma
harzianum, en soporte sélido (turba) y liquido (caldo extracto de levadura manitol - YMB), para lo cual se disefié
cuatro tratamientos. El inoculante favoreci6 la infectividad del rizobio y la formacién de nédulos efectivos, los
cuales se distribuyeron principalmente en raices secundarias, y fue el tratamiento T4 (en soporte sélido) que
report6é mayor nimero de nédulos (148,7 recuentos/planta) y mayor peso seco de los mismos (0,386 g/planta),
que el tratamiento T3 (en soporte liquido). Por lo tanto, el inoculante microbiano multicepa en soporte sé6lido
tiene mayor efecto significativo en la nodulacién de Pisum sativum, ya que pudo haber favorecido la expansién
de la longitud y masa del sistema radicular, incrementando de esa manera el nimero de sitios activos para la
nodulacién.
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ABSTRACT

The plants of Pisum sativum for growth require high concentrations of nitrogen, which are obtained mainly from
the symbiotic with microorganisms. With the objective of evaluating the effect of a microbial inoculant multicepa
in nodulation of P. sativum, where he sowed the cultivar INIA-102 Usui of P. sativum, with an inoculant
constituted by Rhizobium leguminosarum, Burkholderia ubonensis and Trichoderma harzianum, in solid support
(peat) and liquid (Yeast Extract Mannitol Broth - YMB), for which it was designed four treatments. The favored
the infectivity of inoculant rhizobia and the formation of nodules troops, which were distributed mainly in
secondary roots, and was the treatment T4 (in solid support) that reported the greatest number of nodules
(148.7 counts/plant) and greater dry weight of the same (0.386 g/plant), that the treatment T3 (in liquid).
Therefore, the microbial inoculant multicepa in solid support has the most significant effect on nodulation of
Pisum sativum, since it could have contributed to the expansion of the length and mass of the root system,
thereby increasing the number of active sites for nodulation.
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INTRODUCCION

Las leguminosas establecen relaciones simbidticas
con los Rhizobios para suplir su incapacidad de
asimilar el nitrégeno atmosférico, proceso que si
realizan este grupo de a y B-proteobacterias, a lo
que se denomina Fijacién Bioldgica del Nitrégeno
(FBN). La FBN es usada para remplazar los
fertilizantes nitrogenados en la produccién de
leguminosas, debido a su eficiencia econémica en la
provision de servicios de agroecosistemas
sostenibles (Ouma et al., 2016; Sulieman and Phan
Tran, 2015).

Pisum sativum es una leguminosa considerada
como guisante a nivel mundial, se consume en
forma fresca, enlatada y como grano. Tiene una
gran capacidad de fijacién simbidtica de nitréogeno
con Rhizobium leguminosarum (Chao et al.,, 2017).
En la sierra del Perq, la arveja mas cultivada es el
cultivar INIA-102 Usui, liberada por el Instituto
Nacional de Innovacién Agraria (INIA). Tiene
buena adaptacién a diferentes condiciones
agroecoldgicas, buen potencial de rendimiento,
tolerancia a enfermedades. Se cultiva en los
Departamentos de Cajamarca, La Libertad y Junin
(Ministerio de Agricultura, 2016).

Los inoculantes comerciales son formulaciones
desarrolladas para favorecer el crecimiento y la
supervivencia de los microorganismos dentro del
inoculante, asi como también la supervivencia
durante su aplicacién, particularmente en la
semilla (Lesueur et al., 2016). Estos inoculantes
pueden ser monocepa o multicepa, de acuerdo al
numero de especies microbianas que lo
constituyen; y generalmente se envasan en forma
de polvo, granular o liquido, siendo la turba el
soporte preferido para crecimiento y supervivencia
de rizobios (Albareda et al., 2008).

En muchos inoculantes se ha incluido a
Burkholderia ubonensis, miembro del complejo

Burkholderia  cepacia  (Bcc), un  grupo
genéticamente  relacionado  con  especies
ambientales metabdlicamente diversas, altamente
adaptables y ampliamente dispersas (De Smet et
al,, 2015), ha sido aislada de la rizosfera de diversos
cultivos en donde cumple el rol de Promotor del
Crecimiento Vegetal (PCV) ya que produce
fitohormonas, fija nitréogeno atmosférico y
solubiliza fosfatos.

Otro microorganismo considerado PCV es el hongo
filamentoso Trichoderma harzianum por sus
mecanismos de controlador biolégico como
micoparasitismo, antibiosis o competencia
(Carrero et al, 2018; Medeiros et al, 2017). Es
también ampliamente estudiado su capacidad de
inducir las defensas de los vegetales (Yedidia et al.,
1999) y estimular el crecimiento y desarrollo
estableciendo un didlogo molecular con las raices
(Mendoza et al, 2018). Se han informado
interacciones  beneficiosas mutuales entre
Trichoderma spp. y P. sativum (Contreras et al,
2009; Samolski et al., 2012).

La produccién de leguminosas utilizando
inoculantes microbianos tiene muchos beneficios,
como disminuir los costos de produccién y con ello
se mas asequible para los pequefios agricultores de
escasos recursos (Singh et al, 2016), también
podria ser un factor importante cuando la planta se
introduce en un nuevo agroecosistema (Klock et al.,
2015; La Pierre et al, 2017). La induccién de los
Rhizobios a la formacién de nédulos es beneficioso
para la planta ya que segin Koskey et al. (2017),
existe relacién entre el nimero de ndédulos y el
incremento de la FBN.

Por lo mencionado anteriormente, este estudio
estuvo orientado a evaluar el efecto de un
inoculante microbiano multicepa en la nodulacién
de P. sativum cultivada en Mache, La Libertad, Peru.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizé un inoculante microbiano multicepa
conformado por las Dbacterias Rhizobium
leguminosarum, Burkholderia ubonensis y el hongo
Trichoderma harzianum. Ademas de semillas
certificadas de Pisum sativum cultivar INIA-102
Usui.

Métodos

Reactivacion de los microorganismos

En la reactivacién de la cepa rizobiana, se tomo
como referencia la metodologia sugerida por
Somasegaran y Hoben, (1994). Se cultivd
Rhizobium leguminosarum mediante estrias
paralelas en placas de Petri con agar extracto de
levadura manitol (YMA) con rojo de congo, y se
incub6 a 28°C por 3 dias, luego una colonia aislada
se conservo en medio inclinado YMA a 4°C hasta su
posterior uso. Para la reactivacion de Burkholderia
ubonensis, se sigui6 la metodologia sugerida en el
manual de Bergey’s (Brenner, 2005), se cultivé en
agar soya tripticasa (TSA) por 3 dias a 30°C.
Trichoderma harzianum fue reactivado en agar

papa dextrosa (APD), en ausencia de luz, a
temperatura ambiente por 7 dias.

Preparacion de inoculante microbiano multicepa
Se preparé dos tipos de soportes, uno sélido
elaborado con turba fina estéril, estandarizada a pH
6,8 con carbonato de calcio al 3% (CaCOs3) y otro
liquido con caldo extracto de levadura manitol
(YMB), segin Somasegaran y Hoben, (1994). Cada
microorganismo reactivado fue inoculado en los
soportes asegurando una concentracion final de
108 cel/g o mL, respectivamente. En el caso del
inoculante sélido se dejé madurar a temperatura
aproximada de 20 °C por 7 dias.

Acondicionamiento de terreno de cultivo

Un terreno de cultivo de 420 m? fue preparado
teniendo en cuenta las técnicas agrondmicas,
considerdndose también, antes de la siembra, su
humedad y capacidad de campo (Somasegaran y
Hoben, 1994). Se habilit6 unidades experimentales
de 20m?2 para cada tratamiento en estudio (Tabla
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1), considerando 0,75 m de distancia entre surcosy
0,5 m de separacién entre tratamientos.

Tabla 1

Descripcion de los tratamientos usados en la

experimentacion
Tratamientos (T)

Descripcién

T1 Control negativo*

T2 Control positivo**

T3 Inoculante en soporte sélido
T4 Inoculante en soporte liquido

Nota: * Sin inocular; ** Recibi6 fertilizacion con N, Py K
inorganicos.

Siembra de Pisum sativum e inoculacién

Se mezclé 100 g de semillas con 3 mL de una
solucién azucarada estéril, luego se agreg6 10 g o
10 mL del inoculante sélido o liquido
respectivamente, se homogeniz6 con movimientos
suaves, hasta asegurar la distribucién uniforme del
inoculante. Se sembré tres semillas por golpe con
una separacion de 0,3 m, evitando en todo

momento la contaminacién cruzada, las
herramientas como palanas u otros, fueron
desinfestadas con alcohol de 70° en cada

tratamiento. Se sembrd en las primeras horas del
dia evitando la exposicion del inoculante a la luz
solar directa.

El manejo agronémico de la leguminosa se realizé

segun la metodologia propuesta por el Instituto de
Innovacién Agraria INIA, con riegos en promedio
de 3500 a 4000 m3/ha segun las necesidades del
cultivo y la disponibilidad de agua; el deshierbo fue
manual, y para el control de plagas se usé control
entomolégico (trampas amarillas y trampas
negras).

Evaluacidn de la nodulacién

Se realiz6 a los 45 dias de la siembra, en la etapa de
prefloracion, se determind aspectos cualitativos y
cuantitativos. Se extrajo al azar 3 plantas de cada
unidad experimental, a las cuales se evalud
distribucién, coloracién, nimero y peso seco de los
noédulos.

Analisis de datos

Todos los tratamientos fueron distribuidos en un
disefio de bloques completo al azar, con cuatro
repeticiones.

La diferencia de medias entre los resultados
obtenidos fue analizada mediante la prueba t-
student al 95% de confianza. Ademas, para evaluar
la igualdad de varianzas entre los resultados se
utiliz6 la prueba de Levene (p = 0,05). También se
evalud que los resultados tengan una distribucion
normal, mediante la prueba de Shapiro-Wilk (p =
0,05). Se utilizo el software RStudio-1.2.5033.

RESULTADOS Y DISCUSION

El uso de un inoculante microbiano multicepa tuvo
un efecto significativo en Pisum sativum, se observo
sistemas radiculares con nédulos distribuidos
principalmente en raices secundarias, considerado
un parametro muy importante para evaluar el
rendimiento de plantas (Boudjabi et al, 2017;
Panasiewicz et al., 2019), estos nddulos resultaron
ser infectivos y efectivos por la coloracién rojiza
interna, debido a la leghemoglobiana activa que
protege la dinitrogenasa del rizobio (Khan et al,
2014; Farid y Navabi, 2015).

Por otro lado, la disponibilidad de fésforo (P) en
suelo, contribuy6 a la formacion de nédulos, como
lo demuestran Bello et al. (2018) quienes
encontraron que la nodulacién de caupi por
rizobios aument6 significativamente (p < 0,05) por
el uso de superfosfato simple (SSP). El inoculante
microbiano multicepa estuvo constituido ademas
por Burkholderia ubonensis, bacteria ampliamente
estudiada por su capacidad de solubilizar el fésforo
inorganico en suelo y hacerlo disponible para la
asimilacién por las plantas, entonces también esta
bacteria influy6 indirectamente en la formacién de
nédulos.

En cuanto al nimero de nédulos (Figura 1), si bien
es cierto no existid diferencia significativa (p =
0,059 > 0,05) entre las medias de los tratamientos
T3 y T4, se observé que T4 presentd el mayor
nimero de noédulos  promedio (148,7
recuentos/planta), asi mismo presenté un menor
coeficiente de variaciéon (CV% = 4,702%),
indicando un comportamiento muy homogéneo. Si
bien se tiene en cuenta que a mayores células

Niimero de nédulos (recuentos/planta)

bacterianas por gramo de suelo sera mayor el
numero de nddulos en el sistema radicular,
entonces este tipo de soporte favorece la viabilidad
de los microorganismos.
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Figura 1. Numero de nddulos promedio en plantas de
Pisum sativum segun los tratamientos experimentales. T1
control negativo, T2 control positivo, T3 inoculante en
soporte sélido y T4 inoculante en soporte liquido.

Nota: Prueba t-student (p = 0,059 > 0,05); Levene (p =
0,083 > 0,05) y Shapiro-Wilk en los tratamientos T3 y T4
(p=0,4378y p = 0,5955, respectivamente).

El peso seco de los nédulos refleja una fijacion
simbiética de nitrégeno mas eficiente que podria
resultar en un aumento de la biomasa de la planta
(Kawaka et al., 2014; Deli¢ et al. 2010), también
Unkovich et al. (2010) informaron de una fuerte
correlacién positiva entre la biomasa de guisantes
y el peso seco de nédulos al ser inoculados con
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rizobios. La Figura 2 nos muestra que el valor p de
significancia de la prueba de hipdtesis de la
diferencia de medias t-student, es menor que 0,05
(p = 0,003 < 0,05), evidenciando que existio
diferencia significativa entre los tratamientos T3 y
T4, siendo el tratamiento 4, quién presentd el
mayor peso de nédulos promedio (0,386 g/planta),
lo que implicaria ser mas eficiente en la fijacion
simbiotica del nitrégeno, esto debido a que hay una
relacion directa entre el nimero de nédulos y el
peso seco de los mismos.

Esta experimentacion ha demostrado la
infectividad y efectividad de  Rhizobium
leguminosarum como simbionte de P. sativum, y
que Burkholderia ubonensis y el hongo Trichoderma
harzianum contribuyen eficazmente a la fijacion
biolégica del nitrogeno, siendo los tres
microorganismos muy importantes en la
formulacién de inoculantes para leguminosas.
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Figura 2. Peso seco de nédulos promedio en plantas de P.
sativum segun los tratamientos experimentales. T1
control negativo, T2 control positivo, T3 inoculante en
soporte sélido y T4 inoculante en soporte liquido.

Nota: Prueba t-student (p = 0,003 < 0,05); Levene (p =
0,107 > 0,05) y Shapiro-Wilk en los tratamientos T3 y T4
(p=0,7321y p = 0,2456, respectivamente).

CONCLUSIONES

El inoculante microbiano multicepa en soporte
sélido promovi6 significativamente el aumento del
numero y peso seco de los nddulos de P. sativum,

debido a que favorecié la expansién de la longitud
y masa de la raiz, por lo tanto, un mayor nimero de
sitios activos para la nodulacién.
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