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Introduccién

El algoddn es el producto agricola no alimentario mas
importante del mundo. Es producido en un gran nimero
de paises —alrededor de 100—, pero los principales
productores en el periodo 2019-2020 fueron India (23,1 %
del mercado), China (22,1%), Estados Unidos (17,5 %),
Brasil (9,5 %)y Paquistan (6,4 %).Se cultiva principalmente
por su fibra, que se utiliza universalmente como materia
prima de productos textiles, la cual genera divisas del
orden de usb 20-30 billones por su comercializacion
(Gallegos-Cedillo, 2019). Adicionalmente, sus semillas
contienen un 24 % de proteina y un 15 % de aceite, que se
emplea para fabricar margarinas, aceites comestibles,
jabones, pinturas, entre otros productos, y su cascara
se emplea como fertilizante. Por otro lado, la pelusa que
resta en las semillas después del desmote, las motas
(semillas no desarrolladas) y los residuos fibrosos
se emplean en la produccion de fieltros, colchones

y tapicerias, o como materia prima en las industrias
papeleras o para materiales explosivos (Westcott, 2010).

En América Latina y el Caribe, un 80% de la produccién
de algoddn la realizan agricultores familiares. Este
cultivo se ha transformado en el sustento de millones
de agricultores y sus familias, al generarles empleo e
ingresos, ademas de que contribuye en gran medida a
la seguridad alimentaria, especialmente en paises en
desarrollo. Respecto a Colombia, el cultivo del algoddn
siempre se ha destacado en los departamentos de
Cérdoba, Cesar y Tolima, y ha ocupado el segundo lugar
en exportacion después del café. En la dltima década, se
han presentado disminuciones en las areas cosechadas
y en los rendimientos, con una produccién total de fibra
de algoddén mayor a 23.000 toneladas a nivel nacional
(Campuzano-Duque & Buenaventura-Baron, 2020).
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Desarrollo dela
investigacion

En el Centro de Investigacion (c1) Motilonia, que pertenecia al Instituto
Colombiano Agropecuario (icA), se centrd la investigacion en el algodén,
cuando Agustin Codazzi (Cesar) era la ciudad blanca de Colombia.
Alrededor de este cultivo estaban especialistas a nivel de doctorado y
maestria, en todas las areas del conocimiento. Fue hacia 2002 cuando
la Confederacién Colombiana del Algoddn (Conalgoddn) manifestd
gue uno de los problemas sentidos por los productores algodoneros
era el costo del rubro de fertilizaciéon, el cual hacia insostenible el
cultivo, por lo que los investigadores iniciaron estudios junto con el
doctor René Novo, investigador cubano experto en microbiologia de
suelos, especificamente en bacterias fijadoras de nitrégeno, a partir
de aislamientos de bacterias promotoras del crecimiento vegetal que
pudieran complementar parcialmente la fuente de nitrégeno de las
plantas sin afectar su rendimiento.

Microorganismosy
condiciones de medio
de cultivo

Un total de 25 bacterias fijadoras de nitrégeno fueron aisladas de la
rizdsfera de suelos algodoneros del departamento del Cesar, Colombia.
Con base en los resultados obtenidos de experimentos realizados en
invernadero en varias de estas especies vegetales, se seleccionaron
las cepas Rhizobium sp. AC1 y Agrobacterium pusense AC10 para ser
estudiadas como candidatas a ser el principio activo de un posible
biofertilizante. Se iniciaron estudios en el medio de cultivo Ashby,
pero su costo y su produccion convencional no eran factibles para un
futuro escalamiento, por lo que se hizo necesario buscar alternativas
para estandarizar un medio de cultivo y un proceso de fermentacion
especificos. Luego de varios estudios, se seleccionaron las condiciones
qgue optimizaban el crecimiento de las cepas a nivel nutricional, con
el medio de cultivo (Moreno et al., 2011), asi como las condiciones
fisicoquimicas para la produccién en un biorreactor (Camelo-Rusinque
et al., 2017). Adicionalmente, se realizaron varias investigaciones para
optimizar la conservacidn de la viabilidad celular: -80 °C en 50 % (v/v) de
glicerol (Rojas-Tapias et al., 2013).
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Caracterizacion in vitro

de actividades metabdlicas
relacionadas con la promocién
del crecimiento vegetal de las

cepas en estudio

Se llevd a cabo una caracterizacién bajo condiciones in
vitro de los mecanismos metabdlicos relacionados con
la promocion del crecimiento vegetal de las cepas AC1
y AC10. Las actividades evaluadas fueron: fijacion de
nitrogeno (Eckertetal.,2001), solubilizacion de nutrientes
como fdsforo (De Bolle et al., 2013), produccién de la
enzima ACC-desaminasa (Honma & Shimomura, 1978),
sintesis de compuestos indélicos (ala) (Bradford, 1976;
Glickmann & Dessaux, 1995), produccién de siderdforos
(Schwyn & Neilands, 1987) y sintesis de enzimas como
proteasas, quitinasas pectinasas, celulasas, amilasas y
ureasas (Cappuccino & Sherman, 2005). Cada ensayo se
realizo por triplicado y fue repetido dos veces.

Los resultados revelaron que cada cepa exhibe mas de
un mecanismo de promocién del crecimiento vegetal. Se

observé que AC1 y AC10 son capaces de fijar nitrégeno
mediante el ensayo de reduccién de acetileno (ARA), la
cual registré valores entre 1.033 y 1.408 nmol de etileno
mL" h' (tabla 10.1). Con respecto a la solubilizacién de
nutrientes, se evidencié que los microorganismos tienen
la habilidad de solubilizar fésforo a partir de fosfato
tricalcico a pH de 7,5 y fosfato de hierro a pH de 5,0. Este
resultado mostré que las cepas AC1 y AC10 son mas
eficientes en la solubilizacién de fosfato tricalcico (Ca-
P) que de fosfato de hierro (Fe-P). La solubilizacién de
fosfato esta asociada al aumento en la disponibilidad de
fésforo en el suelo, posiblemente dado por la secrecion
bacteriana de 4cidos orgdnicos o agentes quelantes
en el medio de crecimiento (Panhwar et al., 2014). Sin
embargo, se observaron resultados negativos en la
solubilizacién de potasio de moscovita y biotita.

Mecanismos de promocién del crecimiento vegetal de AC1 y AC10

Fuente: Elaboracion propia

Actividad nitrogenasa:
*  Ensayo de reduccién de acetileno (ara) (nmol

de etileno mL"'h): 68,01
Solubilizacién: P (mg de PO > mL™)
e Fosfato tricalcico (Ca-P): 1.408 + 95,57
¢ Fosfato de hierro (Fe-P): 76,33 £ 12,14

Fitoestimulacién:
*  Compuestos inddlicos
(mg de indol mg proteina™): 0,16 + 0,01
Produccién:
e Sideréforos (+/-): -

Actividad nitrogenasa:
*  Ensayo de reduccién de acetileno (ara)

(nmol de etileno mL" h'): 45,32
Solubilizacién: P (mg de PO > mL1)
¢ Fosfato tricilcico (Ca-P): 1.033,83 + 47,75

¢ Fosfato de hierro (Fe-P): 75,50 + 15,71
Fitoestimulacién:
*  Compuestos indélicos

(mg de indol mg proteina™): 0,18 + 0,01
Produccién:
¢ Sideréforos (+/-): -

Nota: Los datos se presentan como error estindar de la media. Las medias y los errores estindar son el resultado de al
menos tres repeticiones por andlisis bioquimico, y los resultados son representativos de dos experimentos independientes.

(+/-) indica presencia/ausencia de la actividad.
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Los resultados también demostraron que ningunade ~ ® Tabla 10.2. Sintesis de enzimas hidroliticas
las cepas fue capazde producir complejos sideréforos Fuente: Elaboracién propia

de hierro en agar CAS. Los microorganismos

fueron capaces de producir compuestos indédlicos
(a1a) en presencia de L-triptéfano. El AlA es la n AC1

auxina fisioldgicamente mas activa en plantas Proteasas (+/-): + Alfa-amilasas (+/-): -
involucradas en el agrandamiento y division celular, Celulasas (+/-): - Quitinasas (+/-): -
la diferenciacion de tejidos y las respuestas a la luz Pectinasas (+/-): - Ureasas (+/-): +

y la gravedad (Sukumar et al., 2013). Por ultimo, se
observé producciéon de enzimas hidroliticas, como H

proteasas, ureasas y pectinasas (tabla 10.2). Estas AC10
L . . . Proteasas (+/-): + Alfa-amilasas (+/-): +
caracteristicas bacterianas confieren capacidad Celul / . p
de inhibir fitopatégenos o competir contra el suelo elulasas (+/-): - Quitinasas (+/-): -
. . . Pectinasas (+/-): + Ureasas (+/-): +
y poblaciones microbianas, ya que sus paredes
celulares se degradaran por enzimas extracelulares,
ytambién contribuyenenelprocesode mineralizacién
de nutrientes (Pereira & Castro, 2014). Nota: (+/-) indica presencia/ausencia de la actividad.
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Al saber las principales capacidades metabdlicas de
AC1y AC10 que estan relacionadas con la promocidn del
crecimiento vegetal, se llevaron a cabo experimentos en
Agustin Codazzi (Cesar), Aguachica (Cesar) y El Espinal
(Tolima), durante varios afios, para consolidar las
condiciones de aplicacién y el efecto de estas dos cepas
(producto Monibac) sobre el desarrollo del algodonero.

Antes de establecer los experimentos, se realizaron las
pruebas de compatibilidad con los agroquimicos que
usualmente se utilizan en este cultivo (tabla 10.3).

A continuacién, se describe a manera de informacién
uno de los Ultimos experimentos realizados a nivel de
invernadero y de campo.

Compatibilidad de Monibac con los agroquimicos utilizados en el cultivo del

algodonero

Producto: Vitavax

Ingredientes activos: Carboxina y tiram
Dosis de aplicacién: 200 g 100 kg

de semilla L de agua!

Compatibilidad con Monibac™: +

Producto: Gaucho

Ingredientes activos: Imidacloprid
Dosis de aplicacién: 0,2 L 100 kg
de semilla L de agua™
Compatibilidad con Monibac™: +

Producto: Dual

Ingredientes activos: Metolacloro

Dosis de aplicacién: 1,5 L ha™ 200 L de agua
Compatibilidad con Monibac™: +

Producto: Cottonex
Ingredientes activos: Fluometuron

Dosis de aplicacién: 2 L ha* 200 L de agua!

Producto: Carbovax

Ingredientes activos: Carboxina y tiram
Dosis de aplicacién: 100 mL 100 kg

de semilla™ L de agua!

Compatibilidad con Monibac™: +

Producto: Cipermetrina
Ingredientes activos: Cipermetrina
Dosis de aplicacién: 0,5 L 100 kg
de semilla L de agua!
Compatibilidad con Monibac*: -

Compatibilidad con Monibac™: +

Producto: Roundup

Ingredientes activos: Glifosato

Dosis de aplicacién: 4 L ha 400 L de agua™
Compatibilidad con Monibac™: +

* Compatibilidad obtenida hasta las 24 horas de secado, a 30 °C, con una viabilidad celular mayor a 1 x 108
urc mL". Para los demids plaguicidas, no disminuy6 la viabilidad celular en el periodo evaluado (48 horas), a

excepcion de la cipermetrina.
Fuente: Elaboracién propia
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Influencia bacteriana
sobre el desarrollo

del algodon

Se establecio un experimento El experimento fue llevado a cabo en un disefio completamente al azar con seis
en invernadero en el ¢cr  tratamientos. Cada experimento se realizd tres veces, con seis réplicas. Las dosis

. . ili 0, g
Motilonia de AGROSAVIA de los f'ertlllzantes fueron del 10.0, 7'5, y 50% (p/v) de urea (producto Ecof~ert|l,
(14 #in Cod. ) Colombia) con respecto a la aplicacién recomendada, cada una acompanada
gustin L.oaazt con un porcentaje de fosfato diaménico (DAP) (producto Nutrimon, Colombia) y

Pm’a determinarsila  con el 100% de KCl (producto Diabonos, Colombia), como fuentes de N, P y K,
inoculacion conﬂC]y respectivamente. EL 100% del fertilizante correspondié a 75 kg ha' (~2,34 g
ﬂC]Opodrz’&zpermitir por maceta) para urea, 50 kg ha' (~1,56 g por maceta) para bAP y 50 kg ha’
(~1,56 g por maceta) para KCL. Los tratamientos bioldgicos fueron AC1, AC10 y

reducir la fertilizacion . iy : -
AC1+AC10 (1:1), y sin inoculacién bacteriana (caldo MBR estéril). En todos los

mineral en algOdon' casos, los tratamientos bioldgicos se aplicaron junto con un 50% de urea, DAP y

KCL. El suelo utilizado fue recolectado de cultivos de algoddn del ci Motilonia. Las
propiedades quimicas y fisicas del suelo fueron las siguientes: pH: 7,15; materia
organica: 3,02 %; coeficiente de intercambio catidnico efectivo: 15,23 cmol kg™,
P: 215,93 ppm; S: 15,08 ppm; Ca: 13,37 cmol kg'; Mg: 1,8 cmol kg™'; K: 0,63 cmol
kg; Na: 0,05 cmol kg™'; Fe: 38,5 ppm; Mn: 2,2 ppm; Cu: 1,7 ppm. Las semillas del
algodon fueron inoculadas (~4 x 108 urc mL' semilla’) mediante remojo con 10
mL de indculo o MBR estéril, dependiendo del tratamiento, durante 30 minutos, y
sembradas en materas con capacidad de 600 g de suelo. 5 mL de cada inéculo
bacteriano se volvieron a aplicar en la rizésfera, por tratamiento, después de 20y
40 dias de establecimiento, acorde con el periodo de tiempo en que se realizaron
las aplicaciones de urea. Las condiciones del invernadero fueron 25-35 °C, un
régimen 16/8 dia-noche y aplicacion diaria de agua. Después de 90 dias, en la
etapa de floracién, se midid la longitud de la raiz y de la parte aérea de las plantas.
Las muestras se secaron a 50 °C durante 72 dias, y posteriormente se midieron
la biomasa seca de las cdpsulas, la parte aéreay la raiz. Ademas, el contenido de
nitrégeno se estimé sobre el tejido vegetal en el Laboratorio Integral de Servicios
para el Sector Agroalimentario (Lissalab), de AGRosAvIA. El andlisis estadistico se
realizé con Anova (0=0,05) y la prueba de Tukey. Las asociaciones entre variables
fueron examinadas con un andlisis de correlaciéon simple. Estos analisis y los
graficos se realizaron con el software GraphPad Prism 7.

Los resultados mostraron que la inoculacidn con bacterias causé un aumento
significativo (p < 0,05) en el crecimiento de las plantas en comparacion con los
controles (Figura 10.1). Por ejemplo, cuando la concentracion del fertilizante
quimico fue del 50% de la dosis recomendada, se observé que la inoculacién
con AC1,AC10y AC1+AC10 aumentd significativamente (p < 0,05) la longitud de
la parte aéreade las plantasen 9,7y 38 %, y la longitud de laraizen 6,16y 32 %,
respectivamente. En cuanto a biomasa seca, la raiz, la parte aérea y la cdpsula
mejoraron significativamente (p < 0,05), al ~13, 20 y 25%, respectivamente.
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Respecto al contenido de N, la aplicacion microbiana
condujo a un ligero aumento en su contenido, y las mejoras
significativas en el contenido de este elemento por las
bacterias solo se exhibieron con la inoculacién mixta, lo
que indica que la inoculacién bacteriana tiene una mayor
influencia en la biomasa vegetal con respecto al contenido
de N. Los hallazgos actuales sugieren que la interaccion
entre plantas y bacterias podria mejorar la eficiencia en el
uso de los nutrientes del fertilizante o que la inoculacién

bacteriana podria beneficiar directamente el crecimiento
de las plantas. Es importante tener en cuenta que el efecto
de AC1 fue mayor en la parte aérea que en las raices,
mientras que con AC10 la respuesta fue mejor en estas.
Ademas, se observd una correlacion positiva (R = 0,65)
entre la longitud de laraizy el contenido de N en el tejido de
toda la planta, Unicamente cuando estaba presente AC10.
Esto nos permite deducir que un aumento en la longitud de
la raiz podria contribuir a una mayor tasa de N en la planta.

Influencia de la inoculacién y la coinoculacién de AC1 y AC10 con diferentes dosis

de urea en el crecimiento del cultivo de algodén.
Fuente: Elaboracién propia

Longitud de la parte aérea
(cm planta’)

100% de N

75% de N

50% de N

AC1+50% de N
AC10+50% de N
AC1+AC10+50% de N

Sin Inoculacién

. Con Inoculacién

Nota: Tratamientos: 1) 100% de pap; 2) 75% de pap; 3) 50%
de pap; 4) 50% de pap + AC1; 5) 50% de par + AC10; 6)
AC1+AC10+50% de pap. Las medias y los errores estindar
son el resultado de al menos seis réplicas por tratamiento,

y los resultados son representativos de tres experimentos
independientes. Las diferentes letras indican diferencias
significativas basadas en la prueba de Tukey.

Biomasa seca de la parte aérea
(g planta')

100% de N

75% de N

50% de N

AC1+50% de N
AC10+50% de N
AC1+AC10+50% de N

Biomasa seca radicular
(g planta“')

100% de N

75% de N

50% de N
AC1+50% de N
AC10+50% de N

AC1+AC10+50% de N

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible



En este experimento también se observé que la
inoculaciéon mixta con AC1y AC10 aumenté el crecimiento
de la planta con respecto a las inoculaciones simples
(Figura 10.2). De hecho, se evidencié un aumento que
oscila entre el 8 y el 53% en todos los pardmetros
de crecimiento de las plantas, lo que sugiere que la
coinoculacién microbiana tiene un mayor potencial para
promover el crecimiento en estas (Figura 10.1). Este
resultado podria explicarse por una contribucion positiva
y aditiva de cada microorganismo en comparacion con
las inoculaciones individuales. Cabe destacar que otros

50

45

Longitud radicular
(cm planta')

40

35

100% de N

75% de N

50% de N

AC1+50% de N
AC10+50% de N
AC1+AC10+50% de N

Biomasa seca de las capsulas
(g planta“)

100% de N

75% de N

50% de N

AC1+50% de N
AC10+50% de N
AC1+AC10+50% de N

investigadores han observado resultados similares
cuando se utilizan coinoculaciones bacterianas para
promover el crecimiento de las plantas. Sin embargo,
Rojas-Tapias et al. (2014) informaron que la coinoculacién
no condujo a ningun efecto adicional en comparacién con
las inoculaciones individuales de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal, al estudiar el crecimiento del
maiz, aunque esta observacion contrastante podria estar
asociada a la relacién intrinseca entre las diferentes
especies de plantas y bacterias y las propiedades
guimicas y fisicas del suelo.

Contenido foliar de N
(% planta’)

100% de N

75% de N

50% de N

AC1+50% de N
AC10+50% de N
AC1+AC10+50% de N
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Experimento en invernadero.
Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Por dltimo, se evidencid que lacoinoculacién masun 50 %
de urea causé un efecto significativo en el crecimiento
del algodén en comparacion con el 75 y el 50% de la
fertilizacion mineral, respectivamente. Ademas, se
observé que el 100% de la fertilizacion y el 50% de la
fertilizacion + la coinoculacién bacteriana produjeron
resultados similares, sin estadisticas diferentes, en
presencia de la coinoculacién mas la mitad de las dosis
de urea; la promocidn de la longitud, la biomasa seca de
la parte aérea y la biomasa seca de la capsula fue del
10,el9yel5% con respecto a la fertilizacién completa,
respectivamente. Por el contrario, la longitud de la raiz
y el contenido de N fueron mayores con tasas de urea
completas, en un 0,6 y un 4%, respectivamente. Esta
observacién sugiere que la coinoculacion con AC1 y
AC10 reemplaza parcialmente las dosis normales de
fertilizacion nitrogenada, lo que significa que es posible
una reduccion de 1,17 g matera de urea™ o de 37,5 kg
ha de urea’, debido a la fertilizacion bioldgica. Pereg
y McMillan (2015) informaron hallazgos similares y
describieron que los géneros bacterianos mas utilizados
para aumentar la eficiencia de los fertilizantes quimicos
son Azospirillum sp., Methylobacterium sp., Bacillus
sp., Pseudomonas sp. y la combinaciéon de Azotobacter

chroococcum con hongos micorrizicos arbusculares,
con resultados comparables en el crecimiento, el
rendimiento y la calidad de la fibra con respecto al
programa completo de fertilizacion.

Comoconclusién,lacoinoculaciéndelascepasAC1yAC10
permite reducir las dosis de fertilizacion nitrogenada
hasta en un 50 % en el cultivo de algodén en condiciones
de invernadero. Los analisis bioquimicos mostraron que
ambas cepas poseen multiples actividades metabélicas
de promociéndelcrecimientovegetal queindirectamente
podrian explicar los resultados observados. Aunque
nuestro trabajo no establece si los mecanismos
bacterianos fueron responsables del efecto positivo de
la coinoculacién, si proporciona un punto de partida para
futuras investigaciones, en las cuales las herramientas
moleculares en diferentes vias metabélicas permitiran
discernir los mecanismos asociados a los resultados
reportados aqui. Consideramos que una reduccién en
la cantidad de agroquimicos utilizados en el cultivo de
algodén es primordial para reducir su impacto negativo
en los aspectos ambiental, social y econdmico, por lo que
es una verdadera contribucién para mitigar el cambio
climatico

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible



Caso de estudio de AGrRosAvIA bajo
condiciones de campo: inoculante
microbiano para reducir la
fertilizacién mineral nitrogenada en
la produccion de algodon

Los resultados evidenciados con la coinoculaciéon de las
cepas AC1 y AC10 sobre el crecimiento del algodén en
invernadero mostraron un potencial biofertilizante de
reducir hasta en un 50 % la fertilizacion nitrogenada, lo que
permitié continuar con estudios en campo para corroborar
dichos efectos positivos hasta la produccidn del cultivo.

Microorganismosy
condiciones de cultivo

Las cepas AC1y AC10 fueron suministradas por el Banco
de Germoplasma de AGROSAVIA. Los microorganismos
fueron reactivados en medio sélido LG (composicién en
g L": 20 de sacarosa, 0,05 de fosfato dibasico de potasio,
0,15 de fosfato monobasico de potasio, 0,02 de cloruro
de calcio, 0,2 de sulfato de magnesio heptahidratado,
0,002 de molibdato de sodio, 0,01 de cloruro férrico, 1 de
carbonato de calcio, 5 mL de azul de bromotimoly a un pH
de 7) y llevados a incubacién a 30 +2 °C durante 48 horas.
Posteriormente, se generé un preinéculo en medio MBR
(Moreno et al., 2011) como cultivo overnight a 30+2 °C
y a 200 rpm por 24 horas. Los microorganismos fueron
multiplicados mediante fermentaciones discontinuas
por separado en medio MBR en un biorreactor de 5L,
estableciendo condiciones de 500 rpm, 1 vwmy 30+2 °C

durante 24 horas. Finalmente, el consorcio bacteriano
se preparé mezclando volimenes de ambas cepas
ajustadas a una concentracion aproximada de 108 uFc
mL™" en relacion 1:1.

Ubicacion y diseiio
experimental

El experimento se llevé a cabo en el departamento de
Valle del Cauca (Colombia), en el ci Palmira de AGROSAVIA,
en elmunicipiode Palmira,aunaalturade 1.200ms.n.m,,
a una temperatura media anual de 23 °C, una humedad
relativa del 75% y una precipitacién de 2.000-2.100 mm
totales anuales. Su objetivo fue evaluar la eficacia de una
formulacién liquida optimizada del inoculante a base de
las cepas AC1 y AC10.

Los tratamientos se implementaron, y la informacién
se tomd hasta la finalizacién del cultivo (140 dias). Se
empled un arreglo factorial ampliado de 2x 2, donde el
primer factor fue la dosis de la fertilizacién en forma
de urea (75 y 50 %), y el segundo factor fue la aplicacion
biolégica en dos presentaciones: control comercial
Monibac en turba y AC1+AC10 en consorcio liquido.
Un tratamiento con fertilizacion completa (100%) fue
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el control positivo empleado, lo que dio en total cinco
tratamientos evaluados. En todos los tratamientos fue
aplicada la fertilizacién mineral base de los demas
elementos recomendados por el andlisis de suelos.

Las semillas de Gossypium hirsutum var. Sinuana M-137
fueron peletizadas con Monibac en turba, empleando
CaC0,como adherente, de acuerdo con lo estipulado en la
ficha técnica. El tratamiento de los inoculantes liquidos se
basd en laaplicacion alasemillade 500 mL porcada 10 kg
de semilla. Las reinoculaciones se realizaron alos 20y 40
dias de emergencia, junto con la fertilizacién nitrogenada
en forma de urea, aplicando 1 L ha'. El experimento fue
establecido en parcelas de 54 m?, divididas en seis surcos
de 10 m de largo, con una separacion de 0,9 m entre
ellos y una distancia de 12,5 cm entre plantas, lo que dio
como resultado una densidad de siembra de 8 plantas/
m?2. Las parcelas fueron distribuidas en forma de bloques
completamente al azar con tres repeticiones por bloque,
donde los cuatro surcos centrales de cada repeticion
fueron cosechados para efectuar los analisis respectivos
con base en una muestra de 50 motas tomadas al azar

por parcela. A partir de esta muestra, se realizé el calculo
correspondiente de los indices de cosecha: altura de la
planta (cm), biomasa seca de la mota (g), biomasa seca
de la fibra (g), biomasa seca de la semilla (g), nimero
de capsulas por metro lineal y rendimiento (kg ha®™). El
analisis certificado de la calidad de la fibra fue realizado
por el Laboratorio de Fibras Diagonal, determinando las
variables de micronaire, madurez, longitud, uniformidad,
indice de fibras cortas (sFI, por sus siglas en inglés),
humedad y resistencia. El andlisis de los datos se realiz6
con Anova, donde se establecié un grado de significancia
de 0,05 mediante el paquete estadistico spss Statistics
de 1BM (version 22.0.0).

Los resultados mostraron diferencias significativas entre
tratamientos en la altura vegetal, donde el consorcio
bacteriano (AC1+AC10) mas el 75% de N produjo la
mayor influencia promotora del crecimiento sobre el
algodonero (Figura 10.3), con un incremento del 4 % frente
a la fertilizacion completa (100 % de N). Adicionalmente, el
consorcio bacteriano promovié mas la longitud vegetal en
comparacion con el control comercial (Monibac en turba).

Altura de la parte aérea de las plantas de algodén.

Fuente: Elaboracién propia
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En cuanto a biomasa seca de mota, semilla y fibra (Figura 10.4), no se 265
encontraron diferencias significativas, pero se evidencié una tendencia de

incremento asociada a la aplicaciéon del consorcio bacteriano (AC1+AC10)

tanto con el 50 % como con el 75% de N.

“ Figura 10.4. Biomasa seca de la mota, la semilla y la fibra del . Sin Inoculacién
cultivo de algodén (correspondiente a 50 motas).
Fuente: Elaboracién propia . Con Inoculacién

Biomasa seca de la mota
(g planta“)
Biomasa seca de la semilla
(g planta“’)

100% de N

=

[}
°
X
o
o
-

Comercial+75% de N
Comercial+50% de N
AC1+AC10+75% de N
AC1+AC10+50% de N
Comercial+75% de N
Comercial+50% de N
AC1+AC10+75% de N
AC1+AC10+50% de N

Biomasa seca de la fibra
(g planta™)

=z

[}
©
X
(=}
o
-

Comercial+75% de N
Comercial+50% de N
AC1+AC10+75% de N
AC10+AC10+50% de N



266

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Respecto al rendimiento (Figura 10.5), no se encontraron diferencias
significativas, pero se evidencié una tendencia similar de los
tratamientos a los resultados de biomasa seca de mota, semilla y
fibra. Especificamente, se observé un incremento mayor al 10% del
rendimiento cuando se aplicé el consorcio bacteriano (AC1+AC10) mas
el 75% de N, y una disminucion de aproximadamente el 5% cuando
se usoé el consorcio bacteriano (AC1+AC10) mas el 50% de N, con
respecto a la fertilizacién mineral completa. Esto nos permite deducir
que el efecto estimulador del crecimiento del consorcio con AC1 y
AC10 podria reemplazar hasta un 50% la aplicacion de urea. Estos
resultados corroboran lo obtenido bajo condiciones de invernadero,
donde se evidencid que el consorcio de AC1 y AC10 permite reducir las
dosis de fertilizacién nitrogenada hasta un 50% para el crecimiento
(longitud, biomasa y contenido foliar de N) del algoddn en su etapa
de floracién en condiciones de invernadero. Esta obtencién de un
rendimiento similar del cultivo de algoddn bajo condiciones reducidas
de fertilizaciéon suplementadas con la aplicacién de un consorcio de
bacterias promotoras del crecimiento se ha podido observar también
en otros cultivos, como el ajonjoli (Sesamum indicum), donde la
aplicacién de A. chroococcum TRA2 redujo la fertilizacién, en general,
en un 50 % (Maheshwari et al., 2012).

= Figura 10.5. Rendimiento del cultivo de algodén (kg ha).

Fuente: Elaboracién propia
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Respecto al algoddn, se han reportado reducciones de
25 kg ha' en la fertilizacion nitrogenada mediante la
inoculacién de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal de géneros como Pseudomonas, Azotobacter,
Azospirillum, Agrobacterium y Bacillus (Amjad et al.,
2015; Wu et al., 2012).

En cuanto a la calidad de fibra, se observé que no se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados (tabla 10.4 y Figura 10.6), lo que demuestra que
la biofertilizaciéon, que reduce las dosis de fertilizacién
nitrogenada, no afecta la calidad de la fibra obtenida en
comparacion con la fertilizaciéon convencional nitrogenada
(100% de urea) del cultivo.

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Resultados de calidad de fibra en el

cultivo de algodén
Fuente: Elaboracién propia

Micronaire: 3,77 +0,32

Madurez (porcentaje): 87 0,1
Longitud (mm): 1,21+0,02
Uniformidad (porcentaje): 84,95+ 0,64
Indice de fibras cortas (IFC): 6,33+ 0,32
Resistencia (g tex-1): 32,43 £0,52

Micronaire: 3,81+0,28

Madurez (porcentaje): 87 0,1
Longitud (mm): 1,23+0,03
Uniformidad (porcentaje): 84,63 +1,53
Indice de fibras cortas (IFC): 6,38+ 0,59
Resistencia (g tex-1): 31,90£1,21

Micronaire:3,95+0,17

Madurez (porcentaje): 87 0,1
Longitud (mm): 1,24+0,02
Uniformidad (porcentaje): 85,13 +0,92
Indice de fibras cortas (IFC): 6,23+ 0,28
Resistencia (g tex-1): 31,93£0,71

Micronaire: 4,04 +0,15

Madurez (porcentaje): 87 0,1
Longitud (mm): 1,22+0,01
Uniformidad (porcentaje): 84,93 £1,58
Indice de fibras cortas (IFC): 6,33 £ 0,35
Resistencia (g tex-1): 31,15+1,24

Micronaire: 3,86 +0,23

Madurez (porcentaje): 86+ 0,1
Longitud (mm): 1,21 +0,02
Uniformidad (porcentaje): 85,00 1,41
Indice de fibras cortas (IFC): 6,28+ 0,10
Resistencia (g tex-1): 31,10+ 1,02
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Experimento establecido en campo.

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Una comparaciéon de los valores considerados por
la Corporacién Distribuidora de Algodén Nacional
(Diagonal) en la clasificacion Hvi de la fibra de algodén
con los resultados de la investigacién mostré que la
fibra obtenida presenté las siguientes caracteristicas
promedio: micronaire de 3,89+0,23, madurez del
87%+0,1% (madura), longitud de la fibra media de
1,22+0,02 mm, uniformidad del 84,93%+1,14%, IFc de

6,31+0,33 (bajo), resistencia de 31,70+ 1,02 g tex' (alta)
y humedad del 7,04 % (intermedia).

Asi, se puede concluir que el uso de las cepas AC1
y AC10 en presentacién liquida permite reducir
hasta un 50% la dosis de urea en todo el proceso
de produccién del cultivo de algoddn, sin afectar la
calidad de mota.

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible



Caso de estudio de AGROSAVIA
bajo condiciones de invernadero:
evaluacion del potencial

biofertilizante de bacterias

solubilizadoras de fosfato sobre el
algodon Gossypium hirsutum

Después de haber obtenido
resultados prometedores

en la reduccion de la
fertilizacion nitrogenada
para el cultivo del algodon
mediante el uso de
biofertilizantes, se decidio
realizar investigaciones en
relacion con la fertilizacion
fosfatada, para aumentar
el impacto positivo

en el sector (Romero-
Perdomo et al., 2021).

Cepas bacterianas y preparaciéon
de indculos

Las cepas SP20, N8, N9, G56, G58 y B02 fueron proporcionadas por el Banco
de Germoplasma de AGROSAVIA. Estos microorganismos fueron seleccionados
para este estudio porque en investigaciones previas demostraron tener la
capacidad de promover el alargamiento de la raiz de las plantulas de algodén
bajo condiciones nutricionales limitadas en P (datos no mostrados). Para
la preparacion del indculo, las cepas fueron crecidas en agar YMA (Vincent,
1970) en condiciones estandar: a 30 °C durante 24 horas de incubacion. El
indculo bacteriano se produjo aerébicamente, haciendo crecer cada cepa en
condiciones estandar en un agitador rotativo (150 rpm) en medio liquido YM.

Material vegetal

Se utilizaron semillas de algoddn (Gossypium hirsutum L.) de la variedad
M-123. Estas semillas se esterilizaron en superficie (10 minutos de inmersion
con hipoclorito de sodio al 5%, y un minuto de inmersién en etanol al 70 %), se
enjuagaron cinco veces en agua destilada esterilizada y se secaron al aire en
una campana de flujo laminar.

Influencia de las cepas en el
algodon en un suelo deficiente
en fésforo

Para seleccionar dos de los seis microorganismos mencionados
anteriormente, se realizaron ensayos en invernadero basados en su
potencial de promocién del crecimiento de las plantas en el cI Nataima de
AGROSAVIA, en EL Espinal (Tolima). Para ello se utiliz6 un disefio experimental
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completamente al azar con 8 tratamientos, 3 réplicas y 2 repeticiones. Los
tratamientos fueron: (T1) fertilizacién completa sin inoculacién bacteriana
(urea, pAP y KCU); (T2) fertilizaciéon con urea, KCl y, en reemplazo del pap,
roca de fosfato del Huila (producto Olafos-S: 9% de P,0,), sin inoculacién
bacteriana, y (T3-T8) fertilizacién con urea, roca fosférica (RF) y KCL, con
inoculacién de cada cepa.

Después, materas de 1 kg de capacidad fueron llenadas con suelo no
estéril con las siguientes caracteristicas: pH: 6,12; materia organica:
1,69 %; P: 12,28 mg kg'; coeficiente de intercambio catidnico efectivo:
6,9 cmol kg'; Ca: 4,79 cmol kg'; Mg: 1,74 cmol kg™; K: 0,23 cmol kg™';
Na: <0,14 cmol kg™'. El suelo se sec6 al aire a 37 °C durante tres dias y
luego se tamizo6 con una malla de 2 mm (Romero-Perdomo et al., 2019). La
inoculacidn y la fertilizacién se realizaron segln los tratamientos después
de 4 dias de la siembra. Se usaron fertilizantes minerales solubles, en
dosis convencionales en campo, como urea (75 kg ha”', producto Ecofértil,
Colombia), bap (50 kg ha'') y KCL (50 kg ha™'). Se aplicé cada fertilizante (5
mL maceta™’) en las siguientes concentraciones por litro de agua destilada
estéril: 6,3 gdeurea, 16 gde APy 5 g de KClL, y la cantidad de roca fosférica
aplicada fue de 0,152 g maceta™. Parainocular, se aplicaron manualmente
5 mL de cada indculo o caldo YEM estéril a la rizésfera. Después de 30
dias a 18-38 °C, a una humedad del ~55% y con un régimen 16/8 dia-
noche, se realizd la medicion del contenido relativo de clorofila (crc) con
el medidor de clorofila SPAD-502 (Konica Minolta, Japdn) en el estadio
principal 15 (quinta hoja desplegada) (Munger et al., 1998). Asimismo,
se analizaron las mediciones de intercambio de gases: fotosintesis neta
(Pn) y tasa de transpiracion (E), entre las 9 a.m. y las 11 a.m., con el
analizador de gases infrarrojo LI-6400 XT (Licor, EE. UU.). Los pardmetros
de evaluacion se establecieron en 400 pmol s para la velocidad de flujo,
con una concentracién de 400 pmol de CO, y una densidad de flujo foténico
de 1.200 ymol de fotones de luz por m? s, Los datos se tomaron una vez
se alcanzé el estado estable de la Pn (Chastain et al,, 2016). Luego de 30
dias, se midio la longitud de la raiz y la parte aérea. El material vegetal se
seco al horno por separado, a 60 °C, durante 48 horas, para medir su peso
seco. Ademas, se estimo el contenido de fésforo en la parte aérea en el
Lissalab de AGROSAVIA con el método Bray Il

Para los analisis estadisticos, se usd el software spss Statistics de IBM
(versién 22.0.0), y los datos fueron sometidos a un anélisis de varianza
(Anova). Las significaciones estadisticas de las comparaciones por pares
se obtuvieron con la prueba de rango multiple de Duncan (p<0,05), y
las asociaciones entre variables se examinaron mediante un analisis de
correlacidén simple.

Los resultados mostraron que la inoculacion de B02 y SP20 mejord
significativamente (p < 0,05) el crecimiento del algodén (Figura 10.7).
Igualmente, se observaron incrementos del 36,21 y el 19% en biomasa
seca de la parte aérea con pAP, B02+RF y SP20 +RF respecto al control (no
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inoculado con aplicacién de roca fosférica). En cuanto
a la longitud de la parte aérea, aumentos del 13 y el
7% fueron medidos cuando se aplicé bAp y B02 +RF en
comparacion con el control. Por otro lado, las plantas del
tratamiento control exhibieron una biomasa radicular de
1,86 g planta™. En contraste, el baP, BO2 +RF y SP20 +RF
produjeron una biomasa radicular de 3,36, 3,25y 3,14
g planta”, lo que representa incrementos del 81, el 75
y el 69 %, respectivamente; ademas, interesantemente,

se encontré mayor influencia positiva bacteriana en la
longitud radicular. La aplicacién de B02 +RF y SP20 +RF
promovid la longitud radicular en un 34 y un 26 %, con
valores de 24,73 y 23,31 cm planta™, respectivamente,
mientras que la aplicacién del pap la promovié en un
en 24% (23,02 cm planta™') en relacién con el control
(18,44 cm planta™'). Los otros tratamientos bioldgicos
no difirieron significativamente del control no inoculado
con roca fosférica.

Influencia de la inoculacién de las cepas SP20, N8, N9, G56, G58 y B02 con roca

fosférica en el crecimiento del algodén.

Biomasa seca de la parte aérea
(g planta“)

Longitud de la parte aérea
(cm planta-')
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B02+RF
SP20+RF
N8+RF
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B02+RF

Nota: Las medias y los errores estindar son el resultado de tres réplicas por tratamiento, y los resultados son representativos de
dos experimentos independientes. Las diferentes letras indican diferencias significativas basadas en la prueba de Duncan.
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Respecto a las variables relacionadas con la nutricién
del P, se observé un efecto benéfico cuando se
aplicaron los inoculantes a base de las cepas B02,
SP20 y N8 (Figura 10.8). Por ejemplo, respecto al
control, el contenido de P aumenté enun 12y un 7%
con DAP y B02+RF. Asimismo, la tasa fotosintética
incrementd en un 14 y un 12% en los tratamientos de
SP20+RF y DAP. En cuanto a la clorofila, se observé
en promedio un aumento del 8% con B02+RF, DAP

y SP20+RF. Por dultimo, N8+RF, DAP y SP20+RF
mejoraron la transpiracion en un 12,8 y un 6%.
Un andlisis correlacional de todo el experimento
mostré una relacién positiva entre los pardmetros de
crecimiento (0,76 < r < 0,93) y también entre la tasa
fotosintética y la tasa de transpiracién (r = 0,74). Por
lo tanto, nuestros datos indican que las cepas SP20 y
B02 influyeron positivamente en el algodén, por lo que
fueron seleccionadas para los siguientes ensayos.

® Figura 10.8. Evaluacién de bacterias solubilizadoras de f6sforo en invernadero.

Foto: Sistemas Agropecuarios Sostenibles

Sonfrecuentes los reportes coninformes microbioldgicos
sobre lainoculacidn de Rhizobium sp.como una estrategia
exitosa para mejorar el crecimiento de legumbres como
los frijoles comunes, las lentejas, los guisantes, los
garbanzosy la soya (Wang, 2019); sin embargo, el nimero
de publicaciones sobre la inoculacidn de Rhizobium sp.
en algodén disminuye considerablemente. Por ejemplo,
Hafeez et al. (2004) evidenciaron que la inoculacion
rizobiana mejora la emergencia de las plantulas, la
absorcién de nutrientes (K* y Ca*?) y el crecimiento del
algodon, pero, hasta donde nosotros sabemos, no hay

investigaciones que reporten si Unicamente el uso de
Rhizobium sp. influye benéficamente sobre el crecimiento
de las plantas, el contenido de P y los pardmetros
fisiolégicos en algoddn en suelos deficientes en P.

Al respecto, una condicion determinante en nuestro
trabajo fueron las condiciones del suelo, pues el suelo
usado tenia un bajo contenido de P (12,28 mg kg™).
Seguin Ramirez y Kloepper (2010), esta condicidon es
necesaria para observar que las plantas respondan
al incremento de P soluble generado por la accion
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microbiana. Otro parametro del suelo que muchas veces es olvidado en los
estudios de bacterias solubilizadoras de fosfato es el indice de sorcién de P,
el cual representa la capacidad de retencién de P en los suelos. Es importante
resaltar que en la investigacidn el suelo no fue esterilizado y procedia de
suelos donde se cultiva algoddn (Tolima, Colombia). El objetivo de utilizar
estas condiciones fue observar el efecto de promocién del crecimiento de
las plantas en condiciones idénticas a las aplicadas comercialmente, por lo
gue no podemos excluir la posibilidad de que las poblaciones microbianas
del suelo nativo puedan influir en el efecto promotor del crecimiento vegetal.

Identificacion molecular de cepas

Las dos cepas seleccionadas fueron identificadas molecularmente.
Para esto, se realizé un andlisis de secuencia del gen 16S rARN, como
se describié previamente en Rojas-Tapias et al. (2012). Las secuencias
parciales obtenidas se analizaron mediante el algoritmo de la herramienta
de busqueda de alineacidén local basica (Blast) y se compararon con las
secuencias registradas en la base de datos GenBank, del National Center
for Biotechnology Information (NcBI), y luego se depositaron en esta misma
base de datos.

Los resultados arrojaron que las cepas bacterianas SP20 y B02 mostraron
un 99% de similitud con el género Rhizobium. Los nimeros de acceso del
GenBank de SP20 y B02 fueron MH160395 y MH160394, respectivamente.

Evaluacion in vitro de los
mecanismos promotores del
crecimiento vegetal

De manera similar, las dos cepas seleccionadas se caracterizaron
bioquimicamente en condiciones in vitro, para determinar si exhibian
caracteristicas promotoras del crecimiento de las plantas. La evaluacion de
la capacidad de solubilizacién/mineralizacién de fosfato se llevé a cabo en
dos ensayos: 1) cuantificacion de P soluble con fosfato tricalcico y roca de
fosfato (0,5 %), en medio NBRIP liquido (Nautiyal, 1999), medido 5 y 12 dias
después de la inoculacidn con azul de molibdato, método colorimétrico (Fiske
& Subbarow, 1925), y 2) deteccion cualitativa de la produccion de fitasa en el
medio de seleccidn de fitasa (PsM) descrito por Kerovuo et al. (1998). También
se probaron otras caracteristicas que promueven el crecimiento de las
plantas. La produccién de compuestos indélicos se evalud con y sin adicion
de triptéfano, segun Glickmann y Dessaux (1995). Ademas, la produccién
de ACC-desaminasa se determiné observando la capacidad de crecimiento
bacteriana durante dos dias en un medio de sal minimo con Acc (3 mM)
como Unica fuente de N, segln el método de Habib. Finalmente, se detecté
la sintesis de siderdforos en medio agar cromo azurol S (Schwyn & Neilands,
1987). Cada ensayo se realizd con al menos dos repeticiones y tres réplicas.
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Los resultados mostraron que las cepas SP20 y B02
realizan varias actividades promotoras del crecimiento
vegetal (tabla 10.5). Estas cepas fueron activas en la
solubilizacién de P como fosfato tricalcico y roca fosférica
del Huila (producto Olafos-S) de baja solubilidad (9% de
P,0,). Con respecto a la mineralizacién de fésforo orgénico,
ninguna cepa es capaz de producir fitasas. En AlA, ambas
cepas exhiben esta actividad, y se observé que el triptéfano
mejora su produccién. Finalmente, en relacién con los
siderdforos, las cepas SP20 y B02 mostraron resultados
cualitativos positivos para su produccion.

Mecanismos de promocién del
crecimiento vegetal de las cepas SP20 y BO2

Fuente: Elaboracién propia

Solubilizacién:

*  Fosfato tricalcico (Ca-P) (mg de PO > mL"):
0,58 £ 0,05

Mineralizacién:

e TFitasas (+/-): -

Fitoestimulacién:

*  Compuestos inddlicos (pg de indol mL
por OD,, ")

»  Sin triptéfano: 56,45 + 4,74

»  Con triptéfano: 155,28 + 4,59
Produccién:

e Sideréforos (+/-): +

Solubilizacién:

*  Fosfato tricalcico (Ca-P) (mg de PO > mL"):
0,41+0,02

Mineralizacion:

e Fitasas (+/-): -

Fitoestimulacién:

*  Compuestos indélicos (pg de indol mL
por OD ")

»  Sin triptéfano: 37,51 + 4,16
»  Con triptéfano: 136,36 + 10,47

Producciéon:
e Sideroforos (+/-): +

Nota: Los datos se presentan como media * error estdndar.
Las medias y los errores estandar son el resultado de tres
repeticiones por andlisis bioquimico, y los resultados son
representativos de dos experimentos independientes. (+/-)
indica presencia/ausencia de la actividad.

Nuestra hipétesis es que la influencia directa de las cepas
SP20 y B02 estimula el alargamiento y el aumento en el
area de la raiz del algodon, lo que le permite una mayor
exploracion del suelo y una mayor absorcion de nutrientes
cuando el P es limitado; asi, su concentraciéon aumenta
mediante su solubilizacién y la produccién de sideréforos.
La sinergia de estas dos actividades pudo haber sido la
causante del incremento aproximado del 8 y el 7% en el
contenido de P y de la longitud de la raiz de las plantas
que fueron inoculadas con estas dos cepas, con respecto
al tratamiento con DAP. De este modo, las actividades
exhibidas por cada cepa bacteriana podrian estar asociadas
con el efecto de promocion del crecimiento vegetal sobre el
algodén (Romero-Perdomo et al., 2017; Santos-Torres et al.,
2021). Sin embargo, para probar la importancia bioldgica de
estas actividades metabdlicas, se requerira la creacion de
mutantes (Pardo-Diaz et al., 2021). La presente descripcion
de las habilidades de promocién del crecimiento vegetal
de las cepas SP20 y BO2 corrobora la idea de Garcia-Fraile
et al. (2012) de que las especies del género Rhizobium son
reconocidas como microorganismos solubilizadores de
fosfato, sintetizadores de AlA y productores de sideréforos.

Aunque los rizobios, entre muchas otras bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, son los organismos
mas estudiados debido en gran medida a su capacidad para
formar una simbiosis efectiva con plantas leguminosas para
transformar el nitrégeno atmosférico (N,) en N (amoniaco)
utilizable, los resultados presentados aqui muestran su
potencial biotecnoldgico con otros mecanismos metabélicos
centrados en cultivos no leguminosos.

Conclusiones

Las cepas Rhizobium sp. SP20 y Rhizobium sp. B02
mostraron la mayor eficiencia (p < 0,05) sobre la biomasa,
la longitud, el contenido de P y la tasa fotosintética del
algodon, asi como un potencial para reemplazar dosis de
aplicacion del fertilizante mineral con DAP. Ademas, estas
cepas fueron capaces de solubilizar fosfato tricdlcico y roca
fosforica, de sintetizar compuestos indélicos en presencia'y
ausencia de triptéfanoy de producir sideréforos, actividades
metabdlicas que podrian estar asociadas al crecimiento del
algodon en suelos con bajo contenido de P. Sin embargo,
es necesario realizar pruebas de campo para obtener
informacion sobre la respuesta de las plantas de algodén
en términos de rendimiento y calidad de la fibra con estas
cepas, buscando reducir el uso de fertilizantes con DAP.

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible
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