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RESUMEN 
 

Las leguminosas tienen alto valor nutricional como fuente de proteínas y aminoácidos, además tienen la 
capacidad de restaurar o mantener la fertilidad de los suelos, siendo de vital importancia para ello, la asociación 
con su respectivo microbiota. Pisum sativum establece relaciones con bacterias consideradas promotoras del 
crecimiento vegetal, como es el caso de Burkholderia ubonensis, así también con proteobacterias del grupo de 
los rizobios para fijar el nitrógeno atmosférico. Con el objetivo de evaluar el efecto de la co-inoculación de B. 
ubonensis y Rhizobium spp. en la nodulación de P. sativum se diseñó un experimento con seis tratamientos 
distribuidos en bloques completamente randomizados. El tratamiento (T3) que mostró mayor número de 
nódulos radiculares de P. sativum fue cuando se inoculó solo Rhizobium spp., sin embargo, cuando se le co-
inoculó con B. ubonensis (T6) disminuyó; un resultado distinto se obtuvo cuando se evalúo la masa seca de los 
nódulos, en ese caso la co-inoculación de Rhizobium spp. con B. ubonensis incrementó significativamente esta 
variable. Por lo tanto, se concluyó que la co-inoculación, de B. ubonensis y Rhizobium spp. no incrementa el 
número de nódulos de P. sativum, pero si incrementa la masa seca de los mismos. 
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ABSTRACT 

 

Legumes have high nutritional value as a source of proteins and amino acids, they also can restore or maintain 
soil fertility, being of vital importance for this, the association with their respective microbiota. Pisum sativum 
establishes relationships with bacteria considered to promote plant growth, such as Burkholderia ubonensis, as 
well as with proteobacteria from the rizobia group to fix atmospheric nitrogen. In order to evaluate the effect of 
the co-inoculation of B. ubonensis and Rhizobium spp. in the nodulation of P. sativum, an experiment was 
designed with six treatments distributed in completely randomized blocks. The treatment (T3) that showed the 
highest number of root nodules of P. sativum was when only Rhizobium spp. was inoculated, however, when it 
was co-inoculated with B. ubonensis (T6) it decreased; a different result was obtained when the dry mass of the 
nodules was evaluated, in this case the co-inoculation of Rhizobium spp. with B. ubonensis significantly increased 
this variable. Therefore, it concludes that the co-inoculation of B. ubonensis and Rhizobium spp. not improve the 
number of P. sativum nodules, but it does have an effect on the dry mass of the nodules. 
 
Keywords: Nodulation; Rhizobium; Burkholderia; Pisum sativum. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La sostenibilidad en los modelos agrícolas es de 
vital importancia para la seguridad alimentaria 
futura, y son los mercados de proteínas derivados 
de plantas, los que están reemplazando al de 
proteínas de origen animal. Pisum sativum, ubicada 
dentro de la Familia Fabacea, tiene altos 
porcentajes de proteínas (20 a 30%), siendo la 
lisina la más importante (Peng et al., 2016).  Esta 
leguminosa, cultivada en todo el mundo, aporta 
significativamente a la agricultura sostenible al 
tener un ciclo de vida corto y requerir bajas 
cantidades de agua para su cultivo; además, es muy 
valorado su aporte de nitrógeno orgánico al suelo a 
través de la fijación biológica del nitrógeno en 
asociaciones con bacterias (Do Carmo et al., 2016; 
Xiong et al., 2018; Pietrysiak et al., 2018).  
Las leguminosas están involucradas en 
asociaciones simbióticas con un grupo heterogéneo 
de bacterias rizobianas (Leppyanen et al., 2019), 
ubicadas dentro de las proteobacterias α y β; 
siendo su principal fuente de aislamiento los 
nódulos radiculares. Estas bacterias tienen un 
rango de hospedero muy estrecho y forman 
nódulos con plantas bien definidas; son diversos 
los estudios que confirman que el simbionte de P. 
sativum es Rhizobium leguminosarum bv. Viciae, un 
bacilo aeróbico, móvil, no formador de esporas y 
perteneciente al grupo de los α-rizobios (Kumar et 
al., 2015; Leppyanen et al., 2019; Bourion et al., 
2018; Mazur et al., 2015; Reeve et al., 2015).  
La simbiosis Rhizobium-leguminosa está 
fuertemente controlada por fitohormonas las 
cuales permitirán el desarrollo de nódulos 
fijadores de nitrógeno (Serova et al., 2019) y 
mecanismos de regulación genética. El 
reconocimiento de los flavonoides producidos por 
el hospedero y los factores Nod del simbionte, 
facilitados por los lipopolisacáridos (LPS), 
exopolisacáridos (EPS), β-glucanos cíclicos 
periplásmicos, conduce a la expresión de genes 
vegetales y  diferenciación celular (Zgadzaj et al., 
2015), que dan lugar a la formación de bacteroides 
rodeados por una membrana peribacteroidea; 

estos forman simbiosomas, estructuras en forma 
de orgánulos en las que los bacteroides fijan 
nitrógeno (Tsyganova et al., 2018; Tsyganova y 
Tsyganov, 2017; Kawaharada et al., 2015).  
Las leguminosas, además del nitrógeno que le 
pueden proporcionar los rizobios, necesitan otros 
macro, micronutrientes y fitohormonas que les 
pueden proporcionar las bacterias endofíticas y 
rizosféricas con capacidad para afectar la 
promoción del crecimiento de las plantas (PGPR, de 
sus siglas en inglés) (Orrell y Bennett, 2013), estas 
actúan a través de mecanismos directos e 
indirectos, siendo la solubilización de fósforo un 
mecanismo muy valora-do en estas bacterias. 
Especie del género Burkholderia son descritas 
como PGPR (Bernabeu et al., 2015), aunque aún 
son pocos los estudios, estas especies han sido 
evaluadas por su capacidad de solubilizar el fósforo 
(Pande et al., 2017; Ranjan et al., 2016), como es el 
caso de B. ubonensis, una beta proteobacteria, 
aerobia, aislada a partir de muestras de suelo 
(Estrada-de et al., 2016). 
La perspectiva de manipular las poblaciones 
microbianas de la rizosfera, por la inoculación de 
bacterias beneficiosas, como Rhizobium y 
Burkholderia, para aumentar la nodulación y el 
crecimiento vegetal ha mostrado una promesa 
considerable en el laboratorio, estudios de 
invernadero y campo, los cuales proporcionarían 
resultados significativos para disminuir o anular el 
empleo de fertilizantes químicos en la agricultura 
evidenciando un manejo agrícola sostenible.  
En este sentido, es fundamental el progreso 
constante y exigente de investigaciones que 
aporten al conocimiento de interacciones 
biológicas que ocurren en la rizosfera de la planta, 
para la formulación de inoculantes microbianos 
con fiabilidad de su aplicación en campo 
asegurando su desarrollo comercial, por ello el 
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto 
de la co-inoculación de B. ubonensis y Rhizobium 
spp. en la nodulación de P. sativum.

 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Material biológico 

Un cultivo puro de Rhizobium spp. de la colecta 

nacional de rizobios perteneciente al Laboratorio 

de Microbiología Ambiental de la Universidad 

Nacional de Trujillo, Perú. 

Una cepa de Burkolderia ubonensis con 

características de PGPR (plant growth promoting 

rhizobacteria). Una cepa control positivo de 

Rhizobium leguminosarum, aislada de P. sativum de 

la Región Cajamarca del Perú, probada en campo su 

alta eficiencia en la fijación de nitrógeno.  

Además de semillas certificadas de Pisum sativum 

cultivar INIA-102 Usui. 

 

Métodos 
Reactivación de los microorganismos 
Se utilizó la metodología de Somasegaran y Hoben 
(1994) para la reactivación de Rhizobium spp. y 
Rhizobium leguminosarum. Se utilizó el medio agar 
extracto de levadura manitol (YMA) con rojo de 
congo, y 28 °C como temperatura de incubación. La 
cepa de Burkholderia ubonensis fue reactivada en 
agar soya tripticasa (TSA) a 30 °C, según lo sugerido 
en el manual de Bergey’s (Brenner, 2005). 
 
Inoculación de las bacterias en turba 
Se preparó una suspensión estandarizada (en fase 
exponencial) de cada bacteria reactivada; luego se 
inoculó utilizando un soporte orgánico estéril, a 
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base de turba, asegurando una concentración final 
de 108 cel.g-1 de turba.  Finalmente se dejó madurar 
por 7 días a temperatura aproximada de 20 °C. 
 
Condiciones de campo 
Mediante técnicas agronómicas descritas por 
Somasegaran et al. (1994), se preparó un terreno 
de cultivo de 127,5 m2, en el cual se habilitó 
unidades experimentales de 20 m2 para cada 
tratamiento experimental, se consideró surcos 
separados a 0,75 m y calles de 0,5 m. 

 
Tabla 1 
Tratamientos utilizados en la experimentación 
 

Trata-
miento 

(T) 

R. 
leguminosarum

**  

Rhizobium 
spp.  

B. 
ubonensis 

T1 - - - 
T2 X - - 
T3 - X - 
T4 - - X 
T5 X - X 
T6 - X X 

* tratamiento control negativo. ** Cepa bacteriana altamente 
eficiente em la fijación de nitrógeno usada como control positivo. 

 
Inoculación y siembra de Pisum sativum  
Cuando el terreno estuvo en capacidad de campo, 
se realizó la siembra, para ello se inoculó 10 g de 
turba madura conteniendo la bacteria respectiva, 
en 100 g de semillas previamente embebidas con 3 
mL de una solución azucarada estéril, luego se 
homogenizó con movimientos suaves, hasta 

asegurar la distribución uniforme en todas las 
semillas.  
Se sembraron tres semillas por golpe, con una 
separación de 0,3 m, evitando en todo momento la 
contaminación cruzada por el mal uso de 
herramientas como palanas u otros.  
El manejo agronómico de la leguminosa se realizó 
según lo propuesto por el Instituto de Innovación 
Agraria de Perú, con riegos en promedio de 3500 a 
4000 m3.ha-1, según las necesidades del cultivo y la 
disponibilidad de agua; el deshierbo fue manual, y 
para el control de plagas se usó control entomoló-
gico (trampas amarillas y trampas negras). 

 
Evaluación de la nodulación  
A los 45 días de la siembra, cultivo estuvo en pre-
floración, se evaluó el tipo, distribución, número y 
masa seca de los nódulos. Para ello, de cada trata-
miento, se extrajo al azar el sistema radicular 
completo de 3 plantas. Para determinar el peso de 
la masa seca de los nódulos, estos se colocaron en 
una estufa a 25 °C hasta la obtención de un peso 
constante. 

 
Análisis de datos 
Se verificó que los resultados de número y masa 
seca de nódulos tengan una distribución normal a 
través de la prueba de Shapiro-Wilk (p=0,05), luego 
se evaluó la igualdad de varianzas mediante la 
prueba de Welch (p=0,05) y se determinó el mejor 
tratamiento con la prueba post hoc de Games-
Howell. Se utilizó el software RStudio-1.2.5033. 

 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
Las interacciones biológicas que ocurren en la 
rizosfera de las plantas aportan al conocimiento 
científico y son una oportunidad para mejorar las 
propiedades biológicas de los suelos. La co-
inoculación de Rhizobium spp. y Burkholderia 
ubonensis tuvo un efecto significativo sobre la masa 
seca de los nódulos de Pisum sativum, los cuales se 
encontraron distribuidos principalmente en raíces 
secundarias, que según Panasiewicz et al. (2019) 
esta característica está relacionada directamente 
con la eficiencia en la fijación biológica del 
nitrógeno y que se traduce en el aumento de 
rendimiento de la leguminosa.    
Bisseling et al. (1978) mencionaron que existe una 
relación cuantitativa entre el contenido de 
leghemoglobina y la capacidad de fijación de 
nitrógeno del nódulo, y que los agroquímicos como 
los nitratos disminuyen la cantidad de 
leghemoglobina. Los nódulos evaluados resultaron 
ser efectivos por la coloración rojiza interna, 
debido a la leghemoglobina activa que protege a la 
dinitrogenasa del rizobio (Farid y Navabi, 2015), 
confirmando la reducción del nitrógeno 
atmosférico a nitrógeno que fue asimilado por P. 
sativum. 
La Figura 1, muestra el recuento promedio de 
nódulos por planta de P. sativum, nótese que en 

comparación con el tratamiento T1 (control 
negativo), la co-inoculación de Rhizobium spp. y 
Burkholderia ubonensis (T6) incrementó 
considerablemente esta variable. Sin embargo, al 
compararlo con el control positivo (T2) en el que se 
inoculó, su simbionte específico (R. 
leguminosarum), el valor fue menor; esta tendencia 
también se evidenció al co-inocular R. 
leguminosarum con B. ubonensis (T5), el cual 
también presentó mayor número de nódulos.  
La inoculación de Rhizobium spp. (T3) permitió 
obtener el mayor número de nódulos, seguido del 
tratamiento T2 (R. leguminosarum, control 
positivo), esto se debe a la alta especificidad con la 
leguminosa hospedera, que conlleva al incremento 
del número de sitios activos para nodular en 
presencia del microsimbionte específico (Paul et 
al., 2019). También los resultados permiten inferir 
que la co-inoculación con B. ubonensis disminuye la 
formación de nódulos, se explica esto, porque esta 
bacteria, considerada como PGPR, suministra 
directamente fitohormonas, como auxinas, 
giberlinas, ácido 3-indol acético, además de 
micronutrientes como el fósforo que son 
suficientes para el buen desarrollo de la planta, 
disminuyendo la necesidad de incrementar el 
número de nódulos. 
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Figura 1. Número de nódulos de Pisum sativum co-inoculada con B. ubonensis y Rhizobium spp. según los tratamientos usados. 
T1: Control negativo, T2: R. leguminosarum, T3: Rhizobium spp., T4: B. ubonensis, T5: R. leguminosarum y B. ubonensis, T6: 
Rhizobium spp. y B. ubonensis. 
Nota: Prueba de análisis de Varianza de Welch (p=7,30e-8 < 0,05), y tratamientos con letras diferentes existe diferencia 
significativa según prueba post hoc de Games-Howell. 
 

 

 
Figura 2. Masa seca de nódulos de Pisum sativum co-inoculada con B. ubonensis y Rhizobium spp., según los tratamientos 
utilizados. T1: Control negativo, T2: R. le-guminosarum, T3: Rhizobium spp., T4: B. ubonensis, T5: R. leguminosarum y B. 
ubonensis, T6: Rhizobium spp. y B. ubonensis. 
Nota: Prueba de análisis de Varianza de Welch (p=6,25e-9 < 0,05), y tratamientos con letras diferentes existe diferencia 
significativa según prueba post hoc de Games-Howell. 

 
La masa seca de los nódulos radiculares de P. 
sativum es el parámetro que mayor relación tiene 
con la fijación de nitrógeno (Kawaka et al., 2014) y 
no necesariamente está relacionada con el número 
de nódulos. El tratamiento T6, en donde se co-
inoculó ambas bacterias, obtuvo mayor masa seca 
de los nódulos que cuando se inocularon por 
separado (T3 y T4), que, a su vez entre estos no 
existe diferencia significativa (p < 0,05). Bello et al. 
(2018) mencionaron que la disponibilidad de 
fósforo en suelo, contribuye al aumento de la masa 
de los nódulos, esto se justifica debido a que 
Burkholderia ubonensis es una bacteria 
ampliamente estudiada por su capacidad de 

solubilizar el fósforo inorgánico en suelo y hacerlo 
disponible para la asimilación por P. sativum. 
El control positivo, al ser inoculado individual-
mente (T2) o con B. ubonensis (T5), presenta-ron 
los valores más altos, demostrando que la 
especificidad no solo implica el aumento de los 
sitios de nodulación, sino en incrementar la 
promoción del desarrollo de la masa de los nódulos. 
Además, R. leguminosarum es una cepa nativa de la 
Región Cajamarca del Perú, adaptada a factores 
ambientales propios de las zonas altoandinas, 
condiciones en las cuales se desarrolló la 
investigación. 
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CONCLUSIONES 
 
La co-inoculación, de Burkholeria ubonensis y 
Rhizobium spp. no afecta significativamente el 
incremento del número de nódulos de Pisum 
sativum, mayor número se observó cuando se 

inoculó por separado Rhizobium spp. Sin embargo, 
el efecto sobre la masa seca de los nódulos se vio 
favorecida cuando se coinoculó con B. ubonensis. 
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