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RESUMEN 
 

Las semillas de algunas hortalizas de alto consumo en la población venezolana presentan bajo porcentaje y retraso en la 
germinación. En esta investigación se evaluó el efecto de diez aislados rizobianos autóctonos sobre la germinación y el 
crecimiento del pimentón (Capsicum annuum L.) y la lechuga (Lactuca sativa L.) en fase de semillero para producir plántulas más 
vigorosas. Se sembraron 100 semillas/tratamiento por triplicado e inocularon con los cultivos bacterianos (1x108 cel∙mL-1) más un 
control no inoculado, y se registró la germinación durante 8 días. Se trasplantaron 15 plántulas/tratamiento a bandejas de 
horticultura provistas de un sustrato estéril inerte, se reinocularon y mantuvieron en umbráculo durante 30-45 días, para evaluar el 

efecto sobre el crecimiento. Los resultados se analizaron mediante Anova y compararon con el control. Los aislados RmBorbollón 

y ME01 resultaron los más eficientes para promover la germinación (P≤0,05) en el pimentón. No se detectó efecto sobre la 

germinación de la lechuga. Los aislados ME01 y Med incrementaron significativamente (P≤0,05) la mayoría de las variables de 

crecimiento del pimentón y algunas de la lechuga, lo que sugiere una especificidad de acción entre los microorganismos y las 
especies vegetales. Se identificó a las cepas dentro de los géneros Ochrobactrum, Bradyrhizobium y Pseudomonas. Se concluye 
que estos aislados al ejercer su efecto promotor podrían constituir cepas promisorias para la formulación 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 (1x108 cel∙mL-1) 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 ME01 were the most efficient to promote 

germination (P≤0,05) in bell pepper. No effect was found for lettuce germination. The isolates ME01 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 
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INTRODUCCIÓN 
 

Hortalizas como el pimentón y la lechuga son 

productos de alto valor económico a nivel mundial 

con alta demanda en la población por ser de los 

cultivos de mayor consumo por el hombre, lo que 
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incrementa la necesidad de asegurar su producción 

y disponibilidad para fortalecer la seguridad 

alimentaria y nutricional en las diferentes naciones 

(FAO, 2014). 
En los últimos años, en Venezuela, se ha hecho 

limitante la adquisición de semillas certificadas de 

hortalizas para la producción, lo que ha orientado 
hacia la búsqueda de alternativas para aprovechar 

mejor los recursos y evitar pérdidas en la 

producción. Ante esta situación los agricultores se 
han planteado  la posibilidad de trasplantar desde 

plántulas y no sembrar directamente desde 

semillas, para de esta manera asegurar esta fase en 

el ciclo de producción 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 raíces 

de plantas hospedadoras y en los micro hábitats de 

la rizósfera produciendo una estimulación del 

crecimiento de las plantas mediante distintos 

mecanismos de acción. Estos microorganismos 

interactúan positivamente entre la rizósfera y las 

plantas a través de efectos directos e indirectos 

como la producción de fitohormonas, fijación de 

N2, disolución de fosfatos, producción de 

sideróforos, control biológico (Rosas y Correa, 

2003; Cisneros et al., 2016; Alcedo y Reyes, 

2018), y la intervención en la toma de los 

nutrientes por las raíces 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 N2 en  la simbiosis Rhizobium-

leguminosa; pero además de su modalidad de vida 

como simbiontes también pueden permanecer en 

el suelo viviendo como saprófitos o incluso como 

bacterias endofíticas colonizando plantas no 

leguminosas promoviendo así 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 

(García et al., 2012; Vazallo et al., 2013; 

Marquina et al., 2018). Por esta razón planteamos 

la alternativa de disminuir las pérdidas en campo 

con plántulas inoculadas con rizobios promotores 

del crecimiento vegetal por ser más vigorosas y 

producidas en condiciones de umbráculo, que 

representen un éxito en el trasplante y por ende en 

la producción en campo.  

El objetivo de este trabajo fue determinar el 

potencial promotor de crecimiento que presentan 

rizobios autóctonos sobre la supervivencia y vigor 

de plántulas de pimentón y lechuga, y realizar su 

identificación molecular, para proponerlos como 

biofertilizantes promisorios. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Crecimiento bacteriano y preparación de los 

inóculos. Diez cepas rizobiales identificadas como  

ME01, Nod2rojo, Leu2A, ES1, RmBorbollón, CP, 

Alf, Med, EV1 y YE1, y pertenecientes al cepario 

del Laboratorio de Fitobiotecnología-ULA, fueron 

aisladas de nódulos de plantas leguminosas de 

diferentes zonas del estado Mérida, Venezuela. 

Algunas de estas cepas se caracterizaron 

previamente como fijadoras de nitrógeno, 

disolventes de fosfatos y productoras de ácido 

indol acético (Marquina et al., 2018). Estos 

rizobios crecieron en medio agarizado extracto de 

levadura-manitol YMA modificado con 0,5 g.L
-1

 

K2HPO4, 0,2 g·L
-1

 MgSO4·7H2O, 0,1 g·L
-1

 NaCl, 

0,5 g·L
-1

 extracto de levadura, 2,5 g·L
-1

 manitol, 

7,5 g·L
-1

 sacarosa, 2,5 mg·mL
-1

 rojo congo pH 

6,7-6,8 (Vincent, 1975) a 29 ºC.  

 El período de incubación de los rizobios se 

realizó según la dinámica 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 inóculos se prepararon de forma 

individual con el cultivo de cada aislado mediante 

el conteo celular con una cámara de Neubauer a 

una concentración 1x10
8
 cel·mL

-1
 en solución 

salina 0,89 % NaCl. Se preparó un control solo 

con la solución salina. Seguidamente los inóculos 

se mantuvieron durante 20 minutos a 90 rpm en 

una agitadora a temperatura ambiente (22 °C).  
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Efecto de los rizobios sobre la germinación de 

pimentón y lechuga. Se utilizaron semillas de 

pimentón híbrido Quetzal y semillas de lechuga 

variedad Great Lakes. Las semillas de pimentón se 

desinfectaron mediante un lavado con una 

solución jabonosa al 1 % (jabón 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 solución 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 inóculos 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 consistió en semillas 

añadidas a la solución salina libre de células (sin 

inóculo). Las semillas se sembraron en bandejas 

de aluminio provistas con papel absorbente 

humedecidas con agua destilada estéril y se 

taparon con una película transparente (envoplast), 

con mínimas perforaciones para el intercambio 

gaseoso de las plántulas. Las bandejas se 

mantuvieron cubiertas con papel de color beige, 

fotoperíodo de 16/8 horas a temperatura ambiente 

(22 °C), y se determinó la dinámica de 

germinación a partir de las 24 h de iniciado el 

experimento hasta que no se observó más 

germinación 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 plántulas germinadas de 

cada especie por tratamiento se trasplantó a 

bandejas de propagación provistas de un sustrato 

comercial inerte (pH de 5,8 y conductividad 

eléctrica de 0,127 dS∙m
-1

 en suspensión 1:5) 

esterilizado por tindalización (calentamiento 

discontinuo del material), con capacidad de 50 

celdas para C. annuum y de 160 celdas para L. 

sativa. A los 2 días del trasplante, se reinoculó con 

1 mL de inóculo 1x10
8
 cel∙mL

-1 
preparado como 

se describió anteriormente.  

 Las plantas se mantuvieron en condiciones de 

umbráculo (Temp 28 °C, HR 59 %, luz 132 

μmol·m
-2

·s
-1

) y se regaron diariamente o de 

acuerdo a las condiciones del tiempo. Las plantas 

se fertilizaron cada dos días con solución 

Hoagland (Taiz y Zeiger, 2010) al 
1
/10 de su 

potencia desde el día 10 al día 15 del trasplante, 

luego con 
1
/5 de su potencia desde el día 15 al día 

25 del trasplante, y desde el día 26 al día 30 del 

trasplante a ¼ de su potencia para la lechuga, y 

para el pimentón se regó hasta el día 60. 

Transcurrido ese tiempo (60 y 30 días para 

pimentón y lechuga, respectivamente) y solo al 

final del experimento se determinó el número de 

hojas, el diámetro de la base del tallo, la longitud 

(manualmente con una regla milimetrada), y el 

peso seco tanto de raíces como de la parte aérea. 

Se usó n=14 para pimentón y n=11 para lechuga. 

Amplificación por PCR y secuenciamiento del 

ARNr 16S. El ADN genómico (ADNg) de los 

diez rizobios se aisló mediante el protocolo de 

extracción propuesto por He (2011). El 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 reacción fueron: 

buffer 1X, Mg
2+

 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, oligos 

0,3 µM, Taq Polimerasa: 0,1 U/µL, ADN molde 

diluído 1/10 1 µL en un volumen final 15 µL.  

 La amplificación se llevó a cabo con 30 ciclos 

de las siguientes condiciones: 95 ºC por 15 s, 57 

ºC por 15 s, 72 ºC por 45 s. La cantidad y calidad 

del ADNg se verificó 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 compañía Macrogen 

(Corea del Sur) para su secuenciación.  

Análisis de las secuencias del ARNr 16S. El 

análisis filogenético de las secuencias 

nucleotídicas  de  las  bacterias  se  realizó 

mediante programas bioinformáticos. 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 último se realizó 

un árbol 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 utilizó la prueba de 

Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) y la prueba 

de filogenia con el modelo de sustitución Kimura 
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2-parámetros, 1000 réplicas, método bootstrap 

(Kimura, 1980) usando el programa Mega 6 

(Tamura et al., 2013). 

Análisis estadístico. 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 estadístico SPSS 20. Los análisis que 

no cumplieron con los supuestos de normalidad y 

homogeneidad  de  las  varianzas  se  sometieron  

a la prueba Kruskall-Wallis con el programa 

estadístico Infostat.   

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Efecto de los rizobios sobre la germinación de 

pimentón y lechuga. El efecto promotor de la 

germinación se observó en el cuarto día para las 

semillas de pimentón con las cepas RmBorbollón 

y ME01 con 47 y 44 % de germinación. 

Considerando que la germinación 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 excepción 

de RmBorbollón, todos los tratamientos mostraron 

el pico de germinación a los cinco días.  

 

 
 

Figura 1. Germinación de semillas de Capsicum 

annuum inoculadas con 10 cepas rizobiales. 

Los asteriscos indican diferencias  con respecto 

al control (no inoculado), según la prueba de 

Dunnett (P≤0,05) para el cuarto día. 

RmB=RmBorbollón 

 
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 germinación en un día con 

respecto al control. Esta aceleración significativa 

de la germinación de las semillas de pimentón 

podría indicar un menor tiempo requerido para el 

establecimiento del semillero en condiciones de 

invernadero, implicando así una producción 

mayor a corto plazo a nivel comercial que podría 

darle mayor competitividad en el mercado de 

producción de plántulas con el uso de estas 

rizobacterias. Sin embargo, para la lechuga las 

cepas no mostraron efecto promotor de la 

germinación de las semillas en ningún día del 

experimento, puesto que no hubo diferencias 

significativas (P>0,05) de estos tratamientos con 

relación al control no inoculado (Figura 2). 

 

 
 

Figura 2. Dinámica diaria de germinación en 

semillas de Lactuca sativa inoculadas con 10 

cepas rizobiales. RmB=RmBorbollón 

 
En la germinación total para el pimentón se 

encontró que con las cepas Alf, ME01, Leu2A y 

Med hubo una germinación en el último día (día 

8) de 99,3; 99,3; 99,6 y 99,6 % respectivamente. 

Esto representó un incremento de 1,74 a 2,03 % 

con respecto al control cuya germinación total fue 

97,6 % (Figura 3). 

Resultados similares fueron reportados por 

Reyes et al. (2008), quienes obtuvieron 

incrementos en la germinación del pimentón entre  

5 y 11 % con aislados rizobacterianos, especialmente 

el mayor incremento con la cepa 25 de Rhizobium 

sp, mientras que estas mismas cepas no 

incrementaron la germinación de maíz, sino que 
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éste fue sensible a la inoculación con otras cepas 

como la 23 de Azospirillum sp. En contraste con 

estos resultados, la lechuga continuó con la 

tendencia ya señalada y las cepas utilizadas no 

incrementaron su germinación total con respecto 

al control no inoculado. 

 

 
Figura 3. Porcentaje de germinación total en Capsicum annuum (8 días) y Lactuca sativa (6 días) 

inoculados con 10 cepas rizobiales. RmB = RmBorbollón.  

Los asteriscos indican diferencias con respecto al control (no inoculado), según la prueba de 

Dunnett (P≤0,05)  

 
Efecto promotor del crecimiento en fase de 

semillero. Para la especie C. annuum las cepas 
que incrementaron significativamente al menos 

tres de las variables evaluadas entre el número de 

hojas, diámetro de la base del vástago, longitud 
aérea y longitud de raíz con respecto al control 

fueron ME01, Leu2A, ES1, CP, Alf, Med, EV1 y 

YE1. Dentro de ellas destacan  las cepas ME01 y 

Med por ser las únicas que incrementaron el peso 
seco de la raíz con respecto al control no 

inoculado en 24,5 y 37,2 %, respectivamente. 

Resultados favorables para pimentón también 
se han reportado por Reyes et al. (2008) en cuanto 

al incremento en el número de hojas, longitud de 

la raíz y el peso seco radical con bacterias de los 
géneros Azotobacter sp., Azospirillum sp. y 

Rhizobium sp. Asimismo, se encontró que la 

inoculación con Rhizobium etli tuvo un efecto 

positivo sobre el crecimiento de pimentón y la 
lechuga a los 20 días en condiciones de semillero 

al incrementar el peso seco de la raíz y el aéreo y 

la longitud de la hoja con respecto al control no 
inoculado (Soriano y González, 2012).  

 Particularmente, las variables peso seco raíz y 

peso seco aéreo se afectaron negativamente con 

las cepas EV1 y RmBorbollón (Cuadro 1), una 
respuesta que podría estar asociada al grado de 

hidratación de las plantas, ya que la disminución 

del peso seco se produjo en aquellas que 
mostraron un incremento en el diámetro y/o 

longitud del vástago y la raíz. 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 interrelación planta-
microorganismo, algunos microelementos podrían 

potenciar el efecto rizosférico (Cuperus, 2016) 

activando la maquinaria enzimática en la 

producción de metabolitos secundarios y 
fitohormonas, que en este caso podrían 

presentarse en cantidades inhibitorias para el 

crecimiento de esta especie vegetal. Boiero et al. 
(2007) reportaron la producción de ácido abscísico 

por cepas rizobiales; así, quizás la producción de 
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ácido abscísico sería una de las razones del efecto 

negativo que ejercieron estas cepas sobre el 

crecimiento del pimentón, pues éste podría inducir 

el cierre estomático disminuyendo la 
incorporación de CO2 para la producción de 

fotoasimilados y la ganancia de biomasa en las 

plántulas (Taiz y Zeiger, 2010).  
Por su parte, la especie L. sativa se mostró 

menos sensible a la acción de estos rizobios, pues 

solo tres cepas (ME01, Nod2rojo y Med) de las 

diez evaluadas mostraron algún efecto promotor 

de crecimiento sobre esta planta. Las cepas ME01 

y Med incrementaron al menos dos variables de 
crecimiento y la primera de ellas se destacó 

adicionalmente por su efecto promotor del 

incremento del peso seco aéreo de la lechuga en 
69,2 % con relación al control no inoculado 

(Cuadro 1).  

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

y Lactuca sativa cultivadas en umbráculo  

Tratamientos 
biológicos 

Número de 
hojas 

Diámetro base 
del vástago  

(mm) 

Longitud aérea  
(cm) 

Longitud raíz 
 (cm) 

Peso seco 
raíz  

(g) 

Peso seco 
aéreo  

(g) 

Control 5,28  1,66 8,64 9,77 0,110 0,167 

ME01 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 

RmBorbollón 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 

EV1 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 

ME01     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 5,77 0,003 0,029 

RmBorbollón 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 Peña y Reyes (2007) quienes obtuvieron un 

incremento significativo del peso seco de las 
plantas de lechuga en condiciones de semillero a 

los 30 días, en 32,33 % por el aislado 33, un 

posible rizobio productor de AIA. Vale mencionar 
que el efecto que produjo la cepa CP sobre el 

crecimiento de la lechuga desfavoreció parámetros 

como el diámetro del vástago y la longitud de la 

raíz, por debajo del control no inoculado. No 
obstante, esta cepa sí se comportó como 

promisoria para el pimentón, lo que indica que 

puede  haber  una  especificidad  de  acción  entre 
los microorganismos y las especies vegetales. 
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Asimismo, la cepa Alf afectó favorablemente la 

germinación y hasta cuatro variables de 

crecimiento del pimentón pero ninguna variable 

en la lechuga. Este tipo de respuesta ha sido 
señalado por Reyes et al. (2006) quienes 

obtuvieron diferentes poblaciones microbianas en 

las mismas muestras de suelo pero con plantas 
hospedadoras disímiles las cuales difirieron en la 

cantidad de microorganismos asociados a los 

exudados rizosféricos, así como por Reyes y 
Valery (2007) quienes también encontraron que 

una misma especie vegetal cultivada en suelos con 

características fisico-químicas diferentes puede 

diferir en su población microbiana. 
Las cepas que fueron promisorias para las 

variables de crecimiento, tanto en pimentón como 

lechuga, fueron ME01 y Med (Cuadro 1), lo que 
permitiría tomar en cuenta estas cepas rizobianas 

con alto potencial para la preparación de 

biofertilizantes funcionales para ambos cultivos. 
La determinación de estos parámetros permitió 

establecer la vigorosidad de las plantas para tener 

un mayor éxito al momento del trasplante a 

campo, lo que reduciría pérdidas económicas para 
los agricultores y sería una ventaja en la 

producción. Ya se ha reportado la producción de 

AIA por cepas del género Rhizobium sp. (Wang et 
al., 1982). Ésta, junto a algunas características 

microbianas como la fijación de nitrógeno y 

disolución de fosfatos, que fueron determinadas 

previamente en el laboratorio son consideradas en 
la promoción del crecimiento de las plantas para la 

selección de bioinoculantes (Vessey, 2003).  

Nuestro estudio permitió determinar el 
potencial biofertilizante de un conjunto de 

rizobios sobre dos especies vegetales en cuanto a 

la promoción del crecimiento de las plantas, 
encontrando que no se debe generalizar la 

aplicación de los inoculantes y que deben ser 

rigurosamente evaluados sobre diversas especies 

para observar su efecto benéfico o no benéfico 
antes de recomendar su aplicación para 

determinados cultivos agrícolas, pues también 

pueden  tener un efecto adverso. Se debe estudiar 
la compatibilidad cepas-cultivo y su especificidad 

para ese cultivo y así asegurar su éxito porque 

cada cepa rizobacteriana puede expresar una 
interacción microbiana distinta de acuerdo a la 

relación bioquímica y ecológica 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 aplicación de consorcios microbianos de 
inóculos rizobacterianos en lechuga (Peña y 

Reyes, 2007; Blanco, 2014), como también, que el 

efecto puede ser benéfico solo de forma individual 
en maní forrajero y maíz (Anzuay et al., 2017). 

Por lo tanto, se recomienda la evaluación de estas 

cepas en forma de consorcio para determinar si 
existe o no  un efecto sinérgico entre ellas en 

condiciones de umbráculo y de campo y de esta 

manera proponer un biofertilizante completo. 

Identificación molecular de los rizobios. En el 
Cuadro 2 y la Figura 4 se muestran los resultados 

obtenidos para la identificación 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 (Kämpfer et al., 2014; Marcondes de 

Souza et al., 2014) como era lo esperado en este 

trabajo, pues las cepas provienen de aislamientos 
de nódulos de leguminosas. 

En particular, se ha demostrado que el género 

Ochrobactrum, perteneciente a la familia 
Brucellaceae, está muy relacionado genéticamente 

con simbiontes de plantas y patógenos como 

Rhizobium, Mesorhizobium y Agrobacterium. 

No es común aislar cepas del género 
Ochrobactrum a partir de nódulos de leguminosas. 

No obstante, este género es descrito como 

bacterias oportunistas que pueden vivir en el suelo 
y en el rizoplano  (Kämpfer et al., 2014). Sin 

embargo, se obtuvo una cepa del género 

Pseudomonas sp., un género perteneciente al 
orden Pseudomonadales (Prescott, 2002) que no 

está descrito como bacteria nodulante. Marquina 

et al. (2011), identificaron un aislado de nódulo 

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 

evolución que otras bacterias que no son rizobios 
hayan adquirido la capacidad de nodular y de fijar 

nitrógeno en asociación con las plantas 

leguminosas. Por otra parte, esta identificación 
permitió 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 identificación adicional 

realizada utilizando los genes específicos nodC y  

nifH (Laguerre et al., 2001), arrojó 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. Así mismo, 

la identificación con el gen nifH, permitió 

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 

logró identificar con una identidad de 93 % con 

Pseudomonas fluorescens (datos no mostrados).

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

secuencias nucleotídicas obtenidas 
Cepa Origen del  

aislamiento 

Identificación previa  

con RFLP para 16S  

(% de similaridad) 

Género identificado por 

secuenciamiento para 

ADNr 16S realizada en 

este trabajo 

% de Identidad con 

respecto a la base 

del GenBank 

ME01 

*Nódulo de Phaseolus 

vulgaris San Juan de 

Lagunillas, Mérida 

*Rhizobium tropici  

CIAT 899 (100%) 

Ochrobactrum sp. cepa 

E85b 

 

100% 

(NR_113812.1) 

Nod2rojo 

*Nódulo de Phaseolus 

vulgaris var. Tacarigua. El 

Vigía, Mérida 

*Bradyrhizobium 

japonicum DSMZ 

30131 (100%) 

Ochrobactrum sp. cepa 

NBRC 15820 

100% 

(NR_113812.1) 

RmBorbollón 
*Nódulo de Medicago 
sativa. Jají, Mérida 

*Sinorhizobium 

americanum CFN-

EI156 y Rhizobium 
tropici CIAT 899 

(80%) 

Ochrobactrum sp. cepa 
NBRC 15820 

94% 
(NR_113812.1) 

Leu2A(1) 

*Nódulo de Leucaena 

leucocephala. El Vigía, 

Mérida 

*Sinorhizobium 

americanum CFN-

EI156 (97%) 

Bradyrhizobium sp. cepa 

DSM 30131 

100% 

(NR_119191.1) 

ES1 

Capturado con Phaseolus 

vulgaris en suelo cultivado 
con Solanum tuberosum. 

Mixteque, Mérida 

- 
Ochrobactrum sp. cepa 

NBRC 15820 
100% 

(NR_113812.1) 

EV1 
Nódulo de Vicia faba. 

Mucumpate, Mérida 
- 

Ochrobactrum sp. cepa 

NBRC 15820 

99% 

(NR_113812.1) 

CP 
Nódulo de Phaseolus 

vulgaris. Chiguará. Mérida 
- 

Bradyrhizobium sp. cepa 

BqE4 

83% 

(DQ786799.1) 

YE1 
Nódulo de Erythrina 

edulis. Jají. Mérida 
- 

Bradyrhizobium sp. cepa 

DSM 30131 

100% 

(NR_119191.1) 

Med 
Nódulo de Medicago 

sativa. Misintá. Mérida 
- 

Bradyrhizobium sp. cepa 

DSM 30131 

100% 

(NR_119191.1) 

Alf 

Nódulos de Medicago 

denticulata. Mucurubá. 

Mérida 
- 

Pseudomonas sp. cepa 

NBRC 103159 

99% 

(NR_114225.1) 

 Todas las cepas pertenecen al Laboratorio de Fitobiotecnología-ULA, y son autóctonas del estado 
Mérida, Venezuela. *Origen del aislamiento e identificación previa de la cepa según Marquina et al. 

(2011) 

 
Estos resultados indicaron la importancia de la 

identificación molecular a nivel de género con 

genes más específicos que el 16S, pues con éste, 
por ser más general, se puede identificar con 

seguridad hasta el orden taxonómico al que 

pertenece una cepa, pero no tener la confianza de 

que pertenezca a determinado género. Sin 

embargo, para efectos prácticos de nuestra 

identificación y por las discrepancias y similitudes 
observadas en el Cuadro 2 y en la Figura 4, 

preferimos definir a las cepas ME01, Nod2rojo y 

RmBorbollón con la identificación 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 RmBorbollón y CP es bajo 

para determinar el género, por lo que 

recomendamos resecuenciar para confirmarlo ya 

que, inclusive, pudiera tratarse de nuevas especies. 

 

 
Figura 4. Árbol 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-

parámetros 

 

CONCLUSIONES 
 

La producción de plántulas inoculadas se 
presenta como una alternativa agrícola sostenible 

y de impacto en la agroindustria venezolana. Los 

rizobios presentaron amplio potencial como 
biofertilizantes debido a que aceleraron e 

incrementaron la germinación del pimentón, 

aunque 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  acción,  así  como  un 

efecto benéfico o inhibitorio y que no debe 
generalizarse la aplicación de los inoculantes 

formulados.  

La mayoría de cepas pertenecieron al orden 

rizobial como era de esperarse para aislados de 

nódulos de leguminosas. 

 

AGRADECIMIENTO 
 

Al CDCHTA-ULA por el financiamiento de 
los  proyectos  C-1890-14-01-C  y  C-1928-15-01-

B.  Al  Programa  de  Intercambio  Científico-

ULA por el financiamiento del Plan V. A la 
profesora Luz Thais Castro por la orientación 

bioinformática  en  la  identificación  molecular  

de  las  cepas,  a  los  profesores  Carle  Valecillos 
y  Benito  Briceño,  y  al  Sr.  William  Saavedra 

del  Laboratorio  de  Fitobiotecnología-ULA  por 

su colaboración. Y a Jordan Guillén de la 

UNESUR. 



216 

Volumen 30 (2018) BIOAGRO N° 3 

LITERATURA CITADA 
 

1. Alcedo, Y. e I. Reyes. 2018. Microorganismos 

promotores de crecimiento en el biocontrol de 
Alternaria alternata en tomate (Solanum 

lycopersicum L.). Bioagro 30(1): 59-66. 

2. Altschul,  S.,  T.  Madden,  A.  Schaffer,  J. 
Zhang, Z. Zhang, W. Miller y D. Lipman. 

1997.  Gapped  BLAST  and  PSI-BLAST:  a 

new generation of protein database search 
programs.  Nucleic Acids  Res.  25: 3389-

3402. 

3. Anzuay,  M.,  M.  Ruiz  Ciancio,  L.  Ludueña, 

J.  Angelini,  G.  Barros,  N.  Pastor  y  T. 

Tauriana. 2017. Growth promotion of peanut 

(Arachis  hypogaea  L.)  and  maize  (Zea  
mays  L.)  plants  by  single  and  mixed 

cultures of efficient phosphate solubilizing 

bacteria that  are  tolerant  to  abiotic  stress 
and pesticides. Microbiological Research 199: 

98-109. 

4. Blanco, E.L. 2014. Evaluación del potencial 

biofertilizante de microorganismos en dos 

variedades de lechuga (Lactuca sativa L.). 

Tesis. Decanato de Postgrado. Universidad 
Nacional Experimental del Táchira (UNET). 

San Cristóbal, Venezuela. 116 p. 

5. Blanco, E.L., M. Marquina y Y. Castro. 2013. 

Respuestas a la aplicación de carbamatos en 

dos aislados rizobianos provenientes de 
Mucuchíes, Estado Mérida, Venezuela. 

Bioagro 25(2): 117-128. 

6. Boiero L., D. Perrig, O. Masciarelli, C. Penna, 

F. Cassán y V. Luna. 2007. Phytohormone 

production by three strains of Bradyrhizobium 

japonicum and possible physiological and 
technological implications. Appl. Microbiol. 

Biotechnol. 74: 874-880. 

7. Cisneros, C., M. Sánchez de P. y J. Menjivar. 

2016. Influencia de microorganismos 

solubilizadores de fósforo del suelo y su 
absorción por plántulas de café. Bioagro 28(2): 

95-106. 

8. Cuperus, F. 2016. An explorative case study on 
soil micronutrient availability in the province 

Groningen, The Netherlands. Tesis. University 

of Wageningen, The Netherlands. 105 p. 

9. FAO (Food and Agriculture Organization of 

the United Nations). 2014. Panorama de la 

seguridad alimentaria y nutricional en América 

latina y el Caribe. http://www.fao.org/3/a-

i4018s.pdf (consulta del 11/03/2018). 

10. García-Fraile, P., L. Carro, M. Robledo, M. 

Ramírez-Bahena, J. Flores-Félix, M. Fernández 
et al. 2012. Rhizobium promotes non-legumes 

growth and quality in several production steps: 

Towards and biofertilization of edible raw 
vegetables healthy for humans. PLoS One 7(5): 

e38122. 

11. He, F. 2011. E. coli Genomic DNA Extraction. 

Bio-protocol Bio101: e97. 

12. Hall, T. 2005. Bioedit. http://www.mbio. 
ncsu.edu/bioedit/bioedit.html (consulta del 

12/10/2016). 

13. Kämpfer, P., S. Wohlgemuth y H. Scholz. 

2014. The family Brucellaceae. In: Rosenberg 

et al. (eds.). The Prokaryotes  Alphaproteo-
bacteria and Betaproteobacteria. Springer-

Verlag, Berlin. pp. 155-178. 

14. Kimura, M. 1980. A simple method for 
estimating evolutionary rate of base 

substitutions through comparative  studies  of  

nucleotide  sequences. Journal of Molecular 
Evolution 16: 111-120. 

15. Laguerre G., M. Sarah, S. Nour, M. Valérie, J. 
Sanjuan, P. Drouin, y N. Amarger. 2001. 

Classification of rhizobia based on nodC and 

nifH gene analysis reveals a close phylogenetic 
relationship among Phaseolus vulgaris 

symbionts. Microbiology 147: 981-993. 

16. Marcondes de Souza, J., L. Carareto Alves, A. 

de Mello Varani y E. de Macedo Lemos. 2014. 

The Family Bradyrhizobiaceae. In:  E. 
Rosenberg et al. (eds.). The Prokaryotes - 

Alphaproteobacteria and Betaproteobacteria, 

Springer-Verlag, Berlin. pp. 135-154. 

17. Marquina, M., N. González y Y. Castro. 2011. 

Caracterización fenotípica y genotípica de doce 
rizobios aislados de diversas regiones 

geográficas de Venezuela. Biología Tropical. 

59(3): 1017-1036. 

18. Marquina, M., Y. Ramírez y Y. Castro. 2018. 

Efecto de bacterias rizosféricas en la 
germinación y crecimiento del pimentón 

Capsicum annuum L. var. Cacique gigante. 

Bioagro 30(1): 3-16. 



217 

Blanco et al.      Inoculación de rizobios en hortalizas y su identificación molecular 

19. Olmedo, C. 2003. Aspectos biotecnológicos de 

las interacciones microorganismos-planta. In: 

Albanesi, Anriquez, Luna, Kunst y Ledesma 

(eds.). Microbiología Agrícola. Un Aporte de 
la Investigación Argentina. Universidad 

Nacional de Santiago del Estero, Argentina. 

pp. 97-103. 

20. Prescott, L., J. Harley y D. Klein. 2002. Micro-

biology. McGraw-Hill. 

21. Peña, H. e I.  Reyes. 2007. Aislamiento y 

evaluación de bacterias fijadoras de nitrógeno 
y disolventes de fosfatos en la promoción del 

crecimiento de la lechuga (Lactuca sativa L.). 

Interciencia 32(8): 560-565. 

22. Reyes, I., L. Bernier, R. Simard y H. Antoun. 

1999. Effect of nitrogen source on the 

solubilization of different inorganic phosphates 
by an isolate of Penicillium rugulosum and two 

UV-induced mutants. FEMS Microbiology 

Ecology 28: 281-290. 

23. Reyes, I., A. Valery y Z. Valduz. 2006. 

Phosphate-solubilizing microorganisms isolated 

from rhizospheric and bulk soil of colonizer 
plants at abandoned rock phosphate mine. 

Plant Soil 287: 69-75. 

24. Reyes, I. y A. Valery. 2007. Efecto de la 

fertilidad del suelo sobre la microbiota y la 

promoción del crecimiento del maíz (Zea mays 
L.) con Azotobacter spp. Bioagro 19(3): 117-

126. 

25. Reyes, I., L. Álvarez., H. El-Ayoubi y A. 
Valery. 2008. Selección y evaluación de 

rizobacterias promotoras del crecimiento en 

pimentón y maíz. Bioagro 20(1): 37-48. 

26. Rosas, S. y N. Correa. 2003. Microorganismos 

que promueven el crecimiento  y desarrollo 
vegetal (PGPR’s). In: Albanesi, Anriquez, 

Luna, Kunst y Ledesma (eds.).  Microbiología 

Agrícola. Un Aporte de la Investigación 

Argentina. Universidad Nacional de Santiago 
del Estero, Argentina. pp. 83-86. 

27. Saitou, N. y M. Nei. 1987. The neighbor-
joining method: a new method for 

reconstructing phylogenetic trees. Mol. Biol. 

Evol. 4: 406-25. 

28. Soriano Bernilla, B. y A. González Varas. 

2012. Efecto de la inoculación de Rhizobium 
etli sobre el crecimiento vegetal de páprika, 

Capsicum annuum var. Longum, y lechuga, 

Lactuca sativa. Rebiol 32(1): 31-41. 

29. Tamura, K, G. Stecher, D. Peterson, A. Filipski 

y S. Kumar. 2013. MEGA6: Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0. 

Molecular Biology and Evolution 30: 2725-
2729. 

30. Taiz, L. y E. Zeiger. 2010. Plant Physiology. 
Sinauer. Sunderland, MA, USA. 

31. Thompson, J., D. Higgins y T. Gibson. 1994. 
CLUSTAL W: improving the sensitivity of 

progressive multiple sequence alignment 

through sequence weighting, position-specific 

gap penalties and weight matrix choice. 
Nucleic Acids Res. 22(22): 4673-4680. 

32. Tripura C., P. Sudhakar, M. Reddy, B. 
Sashidhar y A. Podile. 2007.  Glucose 

dehydrogenase of a rhizobacterial strain of 

Enterobacter asburiae involved in mineral 
phosphate solubilization shares properties and 

sequence homology with other members of 

enterobacteriaceae.  Indian J. Microbiol.  47: 

126-131. 

33. Valery, A. e I. Reyes. 2013. Evaluación de 
rizobacterias promotoras del crecimiento bajo 

diferentes esquemas de fertilización en el 

cultivo de maíz variedad Himeca-95. Rev. 

Colomb. Biotecnol. 15(2): 81-88. 

34. Vazallo, S., L. Ramírez, L. Carranza, B. García 
y B. Bernilla. 2013. Efecto de la inoculación de 

Rhizobium etli y Trichoderma viride sobre el 

crecimiento aéreo y radicular de Capsicum 

annuum L. var. Longum. Rebiolest 1(1): 11-21. 

35. Vessey, J.K. 2003. Plant growth promoting 

rhizobacteria as biofertilizers. Plant and Soil 
255: 571-586. 

36. Vincent, J. 1975. Manual práctico de 

rizobiología. Editorial Hemisferio Sur. Buenos 

Aires. 74 p. 

37. Weisburg, W., S. Barns, D. Pelletier y D. Lane. 

1991. 16S Ribosomal DNA amplification for 

phylogenetic study. Journal of Bacteriology 
173(2): 697-703. 

38. Wang, T., E. Wood y N. Brewin. 1982. Growth 
regulators, Rhizobium and nodulation in peas. 

Indole-3-acetic acid from the culture medium 

of nodulating and non-nodulating strains of R. 
leguminosarum. Planta 155: 343-349. 



218 

Volumen 30 (2018) BIOAGRO N° 3 

39. Wang, T., J. Romero-Martínez e I. López-Lara. 

2001. Rhizobium y su Destacada Simbiosis con 

Plantas. In: E. Martínez-Romero y J. Martínez-

Romero (eds.). Microbios. Centro de 
Investigaciones sobre Fijación de Nitrógeno. 

Universidad Nacional Autónoma de México. 

México. Cap. 8. 

40. Xiao H., L. Zhuo, C. Yu, Z. Jun, G. Ying y Y. 

Yu. 2010. Isolation and identification of a 

phosphate-solubilizing bacterium Pantoea 

stewartii subsp. stewartii g6, and effects of 
temperature, salinity, and pH on its growth 

under indoor culture conditions. Aquacult Int. 

18: 1079-1091. 

 

 


