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  Resumen

  
    El
      empleo de rizobios en el cultivo del café es de gran importancia, ya 
      que promueve un crecimiento más vigoroso de las plantas, mejora la 
      eficiencia en la absorción de nutrientes como el fósforo, reduce la 
      dependencia de fertilizantes químicos y contribuye a una producción más 
      sostenible y económicamente viable. El estudio evaluó el efecto de tres 
      cepas de rizobios (Rpr2, Rpr16 y 8001) en el crecimiento y nutrición 
      mineral de posturas injertadas de Coffea arabica L. cv. Isla 5-15 sobre Coffea canephora cv. Robusta, con el objetivo de mejorar la sostenibilidad y eficiencia 
      en la producción cafetalera. Se realizó un experimento en dos fases: 
      semillero y vivero, utilizando un diseño completamente al azar y bloques
      al azar, respectivamente. Las semillas se inocularon con rizobios y se 
      evaluaron variables como porcentaje de germinación, emergencia, altura, 
      diámetro del tallo, biomasa y contenido de fósforo. Los resultados 
      mostraron que la inoculación con rizobios incrementó significativamente 
      la germinación (hasta 96%) y redujo el tiempo de inicio de germinación 
      (23-24 días). Las plántulas inoculadas presentaron mayor altura, 
      diámetro del tallo, número de hojas y longitud de raíces, destacándose 
      la cepa Rpr2 al 75% de fósforo. Además, se observó un aumento en la 
      biomasa fresca y seca, así como en los índices de calidad de las 
      plantas. La inoculación con rizobios demostró ser una alternativa 
      rentable, que reduce costos y dependencia de fertilizantes químicos. Se 
      concluye que la cepa Rpr2 al 75% de fósforo es la más efectiva para 
      mejorar el crecimiento y calidad de las posturas de café, promoviendo 
      una producción más sostenible.

    Palabras clave:  
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  Abstract

  
    The
      use of rhizobia in coffee cultivation is of great importance, as it 
      promotes more vigorous plant growth, improves the efficiency of nutrient
      uptake such as phosphorus, reduces dependence on chemical fertilizers, 
      and contributes to a more sustainable and economically viable 
      production. The study evaluated the effect of three strains of rhizobia 
      (Rpr2, Rpr16, and 8001) on the growth and mineral nutrition of grafted 
      seedlings of Coffea arabica L. cv. Isla 5-15 on Coffea canephora cv. Robusta, with the aim of improving sustainability and efficiency in
      coffee production. An experiment was carried out in two phases: seedbed
      and nursery, using a completely randomized design and randomized 
      blocks, respectively. The seeds were inoculated with rhizobia and 
      variables such as germination percentage, emergence, height, stem 
      diameter, biomass, and phosphorus content were evaluated. The results 
      showed that inoculation with rhizobia significantly increased 
      germination (up to 96%) and reduced the time to germination (23-24 
      days). The inoculated seedlings had greater height, stem diameter, 
      number of leaves and root length, with the Rpr2 strain at 75% phosphorus
      standing out. In addition, an increase in fresh and dry biomass was 
      observed, as well as in plant quality indices. Inoculation with rhizobia
      proved to be a cost-effective alternative, reducing costs and 
      dependence on chemical fertilizers. It is concluded that the Rpr2 strain
      at 75% phosphorus is the most effective in improving the growth and 
      quality of coffee seedlings, promoting more sustainable production.
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      Introducción

       ⌅
      El café (Coffea arabica L.) es uno de los productos más valiosos para la economía mundial, que 
        genera empleos para millones de personas y representa hasta el 80% de 
        los ingresos por exportación en algunos países (Díaz et al., 2016). Es un producto básico tropical importante, con un consumo global creciente (OIC, 2019), y desempeña un papel crucial en la 
        estructura económica, social y el desarrollo de los países productores. 
        En Cuba, el cultivo de café se concentra en regiones montañosas como el 
        Macizo Guamuhaya y Sierra Cristal, destacándose la especie C. arabica (López, 2016). Esta especie produce un café fino y aromático, mientras que C. canephora (robusta) ofrece un café rico en cafeína, más fuerte y ácido (Gotteland & De Pablo, 2007).

      La
        producción cafetalera cubana se desarrolla principalmente en la región 
        oriental, con Santiago de Cuba como principal productor, que aporta 
        4,500 toneladas de C. arabica (50% de la producción nacional) y 3,200 toneladas de robusta (30%) (Cantos et al., 2018). Para mejorar la productividad y resistencia a plagas, se emplea el método de injertación hipocotiledonar, utilizando C. canephora como patrón resistente a nematodos y C. arabica para garantizar calidad física y organoléptica (Reyes et al., 2016). Este método es económico y efectivo, según estudios recientes.

      La obtención de plántulas sanas y vigorosas es fundamental para plantaciones productivas (J. Sánchez & Cabrera, 2019). En Cuba, se producen anualmente entre 50 y 60 millones de plántulas de café (GEAM, 2012).
        Sin embargo, el uso intensivo de fertilizantes y materia orgánica en 
        los sustratos ha llevado a la búsqueda de alternativas biológicas para 
        reducir costos y mejorar la sostenibilidad (Díaz et al., 2016). El 
        fósforo (P) es un nutriente limitante debido a su alta reactividad en el
        suelo, lo que incrementa el uso de fertilizantes químicos y los costos 
        de producción (Martins et al., 2013; Reis et al., 2011).

      Los microorganismos del suelo
        desempeñan un papel esencial en la fertilidad y el reciclaje de 
        nutrientes en sistemas agroforestales de café. Géneros como Rhizobium, Azotobacter, Pseudomonas y Bacillus han sido informados por su capacidad para solubilizar fosfatos y promover el crecimiento vegetal (Muleta et al., 2013; Alcarraz et al., 2019).
        La inoculación con bacterias beneficiosas, como los rizobios, 
        representa una alternativa sostenible para mejorar el desarrollo del 
        café y otras especies no leguminosas (Cisneros et al., 2017; Pérez et al., 2019). Estudios han demostrado su efectividad en cultivos como Moringa oleifera, Theobroma cacao y Zea mays (Mazher et al., 2014; Suparno et al., 2015; Pérez et al., 2019).

      Este trabajo evaluó el efecto de tres aislados bacterianos de rizobios promotores de crecimiento vegetal en Coffea arabica cv. Isla 5-15 y Coffea canephora cv. Robusta en sus primeros estadios, en el Consejo Popular La Caoba, 
        municipio San Luis. El objetivo fue contribuir a una producción 
        cafetalera más sostenible y eficiente, reduciendo el impacto ambiental y
        los costos asociados al uso de fertilizantes químicos.

    
    
      Materiales y métodos

       ⌅
      La
        investigación se desarrolló en la campaña 2020-2021 en el municipio San
        Luis con una extensión territorial de 764.9 Km², que representa el 18,5
        % de área total de la provincia Santiago de Cuba. La zona se encuentra a
        una altitud de 550 metros sobre el nivel del mar, con una precipitación
        media anual que oscila entre 500 y 1000 mm. La temperatura promedio es 
        de 24°C, y la humedad relativa alcanza el 60%. El suelo presenta una 
        textura arcillo limosa y un pH de 6.7, con un drenaje natural eficiente.
        La topografía del terreno es ondulada, con pendientes que varían entre 
        el 15% y el 30%, clasificadas como moderadas a fuertes. Estas 
        condiciones climáticas y edáficas hacen del área un entorno con 
        características particulares para el desarrollo de café y otros 
        cultivos.

      Se emplearon semillas de Coffea arabica cultivar Isla 5-15 (Isla 5-15) y Coffea canephora cultivar Robusta (Robusta), que son de alto potencial productivo por debajo de los 300 msnm (Tabla 1).
        Se utilizaron tres cepas de rizobios provenientes del cepario del 
        Laboratorio de Microbiología del Departamento de Fisiología y Bioquímica
        Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA). Las cepas 
        provinieron de la rizosfera de plantas de arroz (Oriza sativa) y de nódulos de soya (Glycine max).

      Se
        emplearon inóculos de las cepas de rizobios. Para ello, se partió de 
        pre inóculos a partir de cepas conservadas en medio Levadura Manitol 
        (LM) sólido (Vincent, 1970) a 4 ºC, se inocularon erlenmeyers de
        100 mL con 10 mL del medio de cultivo líquido. Posteriormente se 
        incubaron en una zaranda termostalada a 150 rpm y 28 ºC, en oscuridad 
        durante 20 h. Se inocularon erlenmeyers de 500 mL con 100 mL de medio LM
        estéril, los que se incubaron en las mismas condiciones. Los 
        inoculantes presentaron una concentración celular de 1 x 1010 UFC·mL-1 determinada por el método de diluciones decimales seriadas (10-4-10-5).

      Se establecieron dos fases, el pregerminador (semillero) se constituyó como la fase 1 y el propagador (vivero) la fase 2.

      La
        unidad experimental fue de 400 semillas con cuatro repeticiones en cada
        especie en un diseño completamente al azar. Para comparar los promedios
        de los tratamientos se utilizó la prueba de Rangos Múltiples de Tukey 
        al 5% de significación.

      Tabla 1.  Descripción de los tratamientos para la fase 1 (semillero).

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
                
                  	Tratamientos
                  	Cepas
                  	Cultivar
                

              
              
                
                  	T1 Control absoluto
                  	
                  	
                

                
                  	T2 Rhizobium alamii
                  	Rpr2
                  	Isla 5-15
                

                
                  	T3 Rhizobium sp.
                  	Rpr2 Rpd16
                  	Isla 5-15
                

                
                  	T4 Bradyrhizobium elkanii
                  	ICA 8001
                  	Isla 5-15
                

                
                  	Tratamientos
                  	Cepas
                  	Cultivar
                

                
                  	T1 Control absoluto
                  	
                  	
                

                
                  	T2 Rhizobium alamii
                  	Rpr2
                  	Robusta
                

                
                  	T3 Rhizobium sp.
                  	Rpr2 Rpd16
                  	Robusta
                

                
                  	T4 Bradyrhizobium elkanii
                  	ICA 8001
                  	Robusta
                

              
            

          

        

      

      

      El experimento constó de 4 tratamientos, cada uno con 4 repeticiones, lo que sumó 16 unidades experimentales en total (Figura 1).
        Cada unidad ocupó un área de 1 m², resultando en un área neta del 
        experimento de 16 m². Para garantizar un crecimiento adecuado y 
        uniforme, la distancia entre semillas se estableció en 0,05 metros. Los 
        pregerminadores contenían 6 m³ de arena de río lavada y tamizada con una
        malla de 2 x 2 de 11,7 mm de abertura y 1,04 mm de diámetro. Esta arena
        fue caracterizada químicamente, mostrando contenidos de 75,17 de P₂O₅, 
        22,6 de K₂O, 6,75 de pH en agua, 0,38 de materia orgánica; 31,47, 13,61 y
        0,33 de calcio, magnesio y sodio, respectivamente. Se sembraron 0,4 kg 
        de semillas para el cultivar arábico y 0,44 kg para el cultivar robusta,
        lo que resultó en 1600 semillas por tratamiento con un 18% de humedad, 
        sin desinfectar.

      
        
          
          
            
               
            
            
        

      

      Figura 1.  Croquis del diseño experimental de implantación de semillero y vivero de café para la investigación.

      Las
        semillas se embebieron durante 1 hora en inoculantes bacterianos, a 
        razón de 1 mL por semilla, mientras que el tratamiento control consistió
        en semillas no inoculadas. Previamente, se realizó una selección de 
        semillas, descartando aquellas con defectos como grano caracol, grano 
        triángulo, grano monstruo, grano pequeño y semilla brocada o lastimada. 
        Para prevenir enfermedades, el sustrato se desinfectó con el fungicida 
        orgánico de amplio espectro Daconil® (clorotalonil) a una concentración 
        de 3,5 cc·L⁻¹ de agua, aplicado tres días antes de la siembra mediante 
        una bomba de mochila, con el fin de controlar la aparición de R. solani.

      Los
        canteros pregerminadores se colocaron bajo una tela sarán con un 
        sombreado del 50% para evitar la incidencia directa de los rayos 
        solares. Las semillas se sembraron a 1 cm de separación entre ellas y a 
        2,5 cm de profundidad, en surcos separados a 5 cm. Se estableció una 
        diferencia de 15 días en la siembra entre los cultivares, sembrando 
        primero el cultivar robusta. Después de la siembra, las camas se 
        cubrieron con hojas secas de Vetiver (Chrysopogon zizanioides) 
        para crear condiciones adecuadas de humedad y temperatura, además de 
        protegerlas de la acción directa del agua de riego o lluvia (Mag & Gad, 2016). Estas hojas se retiraron al momento de la emergencia.

      Se
        realizaron tres o cuatro riegos semanales con agua corriente, en 
        dependencia de las condiciones climáticas, con regaderas plásticas 
        manuales. La deshierba manual se llevó a cabo a los 17 y 32 días después
        de la siembra para eliminar malezas que competían por nutrientes. A los
        65 días después de la siembra, se procedió al injerto tipo hendidura o 
        hipocotiledonar, según las indicaciones de la Asociación Nacional de 
        Café (ANACAFE, 2017), cuando el patrón estaba en estado de “mariposa” y la yema en estado de “fosforito”.

      
        Variables evaluadas

         ⌅
        
          
            	Porcentaje
              de germinación (PG) (%): Se consideró como semilla germinada aquella 
              donde el hipocotilo emergía en forma de “bastoncito” a la superficie (Solomon et al., 2001).
              Se determinó a los 30, 40 y 50 días, mediante la fórmula: % G = (Número
              de semillas germinadas / Número de semillas sembradas) x 100 (Ede et al., 2015).

            	Número
              de semillas germinadas (NSG): Se cuantificaron durante 50 días, 
              contabilizando cada cinco días (25, 30, 35, 40, 45 y 50) (Coa et al., 2014).

            	Velocidad
              de germinación (VG): Se calculó mediante la fórmula: IVG = ∑ (Ni / Ti),
              donde Ni es el número de semillas germinadas y Ti el tiempo 
              transcurrido desde la siembra (Terry et al., 2014).

            	Días al inicio de la germinación (DIG): Se evaluaron desde la siembra hasta la emergencia de la primera plántula (Ortiz et al., 2018).

            	Porcentaje
              de Emergencia, PE (%): Se calculó a los 60 días de la siembra, contando
              las plántulas en estado fosforito y transformando el resultado en 
              porcentaje respecto a las 400 semillas sembradas por unidad experimental
              (Ortiz et al., 2018).

          

        

      
      
        Análisis estadístico

         ⌅
        Los
          datos se analizaron mediante estadígrafos descriptivos. Se aplicó la 
          prueba de Kolmogorov-Smirnoff para verificar la normalidad de la 
          distribución, seguida de un análisis de varianza y comparación de medias
          con la prueba de Tukey al 5% (Reyes, 2014).

      
      
        Análisis económico

         ⌅
        Según
          la metodología del análisis de presupuesto parcial, se calculó el 
          beneficio bruto por semilla en función del número de plántulas 
          trasplantables por tratamiento. Los costos variables por semilla 
          sembrada se restaron del beneficio bruto para obtener el beneficio neto (Evans, 2014). Los tratamientos se ordenaron de 
          manera decreciente según el beneficio neto, y se realizó un análisis de 
          dominancia y marginal para determinar la Tasa Interna de Retorno 
          Marginal (TIRM), identificando las mejores opciones económicas.

        En
          la Fase 2, correspondiente al propagador o vivero, se utilizó material 
          vegetal consistente en plántulas de café del cultivar Isla 5-15 
          injertadas sobre Robusta (Tabla 2),
          las cuales fueron obtenidas de la Fase 1 (semillero). Para el 
          desarrollo de esta fase, se implementó un diseño experimental de bloques
          al azar con 4 repeticiones o bloques. Con el fin de garantizar la 
          validez de los resultados, se verificó la normalidad de los datos 
          obtenidos en los diferentes experimentos mediante la prueba estadística 
          de Kolmogorov-Smirnov, mientras que la homogeneidad de la varianza se 
          evaluó mediante la prueba de Bartlett.

        Tabla 2.  Descripción de los tratamientos empleados en el propagador.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos
                    	Cepas
                  

                
                
                  
                    	T1 Control productivo
                    	100 % de PF
                  

                  
                    	T2 Rhizobium alamii Rpr2
                    	100 % de PF
                  

                  
                    	T3 Rhizobium alamii Rpr2
                    	75 % de PF
                  

                  
                    	T4 Rhizobium alamii Rpr2
                    	50 % de PF
                  

                  
                    	T5 Rhizobium alamii Rpr2
                    	25 % de PF
                  

                
              

            

          

        

        

        
          PF: portador fosfórico. Fuente Autores.

          

        

        El
          experimento se diseñó con un total de 5 tratamientos, cada uno con 4 
          repeticiones, lo que resultó en 20 unidades experimentales. Cada unidad 
          experimental cubrió un área total de aproximadamente 1.20 m², con 120 
          plantas, aunque el área neta por unidad fue de 0.54 m², correspondiente a
          54 plantas. El área total del experimento fue de 127.08 m². Cada unidad
          experimental consistió en 8 filas, con 15 plantas por fila, y se 
          establecieron pasillos de 0.60 m de ancho para facilitar el manejo. El 
          análisis del sustrato utilizado se realizó en el laboratorio de suelos 
          de la provincia de Granma, Cuba.

        En la CPA Camilo Cienfuegos se 
          llevó a cabo la etapa del propagador (vivero) en una zona de pendiente 
          moderada (12-25 %), caracterizada por un buen drenaje, lo que permitió 
          la instalación adecuada del almácigo. Se utilizó un tipo de vivero con 
          umbráculo, y se seleccionó un área cercana a la fase 1 de semillero para
          facilitar el trasplante inmediato hacia el mismo. Posteriormente, se 
          delimitaron las unidades experimentales y los caminos de acuerdo con el 
          diseño experimental aplicado.

        Para la reinoculación de las 
          plántulas injertadas, se sumergió su sistema radicular en un vaso que 
          contenía 1 mL del inóculo diluido en 9 mL de agua, alcanzando un volumen
          final de 10 mL. Este proceso se realizó durante treinta minutos a 
          temperatura ambiente y bajo condiciones de sombra (Cisneros et al., 2017).
          Para evitar la deshidratación, las plántulas injertadas se mantuvieron a
          raíz desnuda sobre bandejas con papel toalla kraft, el cual se 
          humedeció constantemente con un pulverizador.

        Se emplearon bolsas 
          de polietileno negro de 17 x 23 cm, con una capacidad de 1 kg-1 de 
          sustrato, en las cuales se colocó una planta injertada. El sustrato 
          consistió en una mezcla de suelo Ferralítico rojo (A. Hernández et al., 2015)
          y cachaza como materia orgánica, en una proporción de 2:1 (v:v), 
          complementada con fertilización fosfórica mediante superfosfato triple 
          (SFT), a razón de 10,9 kg m-3 de la mezcla. Los sustratos se 
          establecieron volumétricamente según los porcentajes de cada componente 
          dentro de los tratamientos en estudio, y cada sustrato se mezcló tres 
          veces al voltear el material con una pala de punta redondeada.

        Las
          plántulas trasplantadas a fundas de vivero, llenas con el sustrato 
          correspondiente, se ubicaron dentro de un umbráculo de techo construido 
          con pencas de guano. Este umbráculo tenía una altura mínima de 2,10 m y 
          estaba sostenido por una estructura de alambres lisos, manteniéndose así
          durante toda la fase de vivero.

        En cuanto al manejo agronómico en
          esta fase, se aplicó mensualmente urea al 1 % (1 kg de urea en 100 L de
          agua) de manera foliar, una vez que las posturas desarrollaron el 
          tercer par de hojas verdaderas. Los riegos se realizaron con frecuencia 
          para mantener el sustrato en capacidad de campo. El control de malezas 
          se llevó a cabo de forma manual para evitar daños a las plántulas de 
          cafeto. Dado que la incidencia de enfermedades no superó el 5 % en el 
          vivero, no fue necesario implementar un manejo específico para el 
          control de enfermedades.

        Durante el trasplante, las plántulas se 
          posicionaron correctamente para asegurar un buen anclaje, 
          introduciéndolas a mayor profundidad en el agujero realizado en el 
          sustrato. Luego, se elevó la planta hasta el nivel de la unión del tallo
          y la raíz, y se aporcó a los lados con un palo de madera o un cuchillo.

      
      
        Variables evaluadas

         ⌅
        Se
          evaluaron 10 posturas seleccionadas al azar por unidad experimental de 
          manera mensual hasta los 210 días (d). Las variables analizadas en estas
          posturas a los 90, 120, 150 y 210 días incluyeron:

        
          
            	Altura de planta (cm): se midió la longitud del tallo desde la base hasta el ápice.

            	Diámetro de tallo (mm): la medición se realizó a un centímetro por encima de la zona de injerto.

            	Número de hojas: se registró el aumento del órgano según la metodología descrita por Julca et al. (2018).

          

        

        A
          los 210 días, también se determinó el contenido de fósforo en el 
          vegetal y en el sustrato. Además, se evaluaron las siguientes variables:

        
          
            	Masa
              seca de planta (g): se separaron las partes aéreas y las raíces de cada
              planta, las cuales se colocaron en una estufa a 75 °C hasta alcanzar un
              peso constante.

            	Área foliar (cm²): se estimó utilizando el método propuesto por Soto (1980), basado en las dimensiones lineales de la hoja.

            	Relación parte aérea/raíz: se calculó mediante el cociente entre el peso seco aéreo y el peso seco radical (Jácome et al., 2019).

            	El
              índice de esbeltez (IE) se determinó en función del peso seco total, la
              altura de la planta y el diámetro del tallo, mediante la fórmula A/D (Julca et al., 2018).

            	El
              índice de calidad de Dickson (ICD) integró la masa seca total de la 
              planta, el IE y la relación parte seca aérea/parte seca radical, 
              mediante la fórmula MST/[(A/D) + (MSPA/MSR)] (Encalada, 2017).

          

        

        En
          estas fórmulas, D representa el diámetro del tallo (mm), A la altura de
          la planta (cm), MST el peso seco total (g), MSPA la masa seca de la 
          parte aérea (g) y MSR la masa seca de la raíz (g).

      
      
        Análisis estadísticos de los datos

         ⌅
        En
          la etapa de propagador, se empleó un diseño de bloques al azar (DBA). 
          Una vez realizadas las evaluaciones, se llevó a cabo un análisis de 
          varianza (ANOVA) y la comparación de medias mediante la prueba de Tukey 
          con un nivel de confianza del 95 %. Para este análisis, se utilizó el 
          software estadístico SPSS versión 19 para Windows.

      
      
        Análisis económico

         ⌅
        El
          análisis económico se realizó según la metodología del análisis de 
          presupuesto descrita en la etapa del pregerminador. Este proceso 
          permitió evaluar los costos y la viabilidad económica del estudio en 
          función de los resultados obtenidos.

      
    
    
      Resultados y discusión

       ⌅
      
        Porcentaje de germinación (PG)

         ⌅
        Al
          analizar el comportamiento de la germinación de las semillas de cafeto 
          Isla 5-15 y Robusta en los tres momentos de evaluación posteriores a la 
          siembra (Fase 1), se observó que la inoculación con las tres cepas de 
          rizobios ejerció un efecto positivo significativo en este proceso en 
          comparación con sus respectivos controles (Figura 2). En la especie C. canephora,
          a los 30 días, las cepas de rizobios Rpr2, Rpr16 y 8001 mostraron un 
          comportamiento similar, con porcentajes de germinación de 28,0 %, 33,33 %
          y 33,67 %, respectivamente, superando significativamente al control, 
          que registró solo un 6,33 %. A los 40 días, las cepas bacterianas 
          mantuvieron un comportamiento similar, alcanzando porcentajes de 93,33%,
          94,0 % y 91,33 %, mientras que el control obtuvo un 73,67 %. A los 50 
          días, el porcentaje de germinación (PG) de las semillas inoculadas con 
          Rpr2 fue de 96,0 %, con Rpd16 de 95,33 % y con la cepa 8001 de 94,33 %.

        Por otro lado, a los 30 días, el porcentaje de emergencia (PE) enC. arabicafue
          de 2,67 % en el control, siendo superado significativamente por las 
          semillas inoculadas con las cepas de rizobios en estudio, las cuales 
          mostraron un comportamiento similar. A los 40 y 50 días, los porcentajes
          de emergencia superaron el 82,0 % y 93,0 %, respectivamente (Figura 2).
          La inoculación con las cepas de rizobios permitió obtener los mejores 
          resultados, los cuales difirieron significativamente de los controles en
          ambos cultivares.

        
          
            
            
              
                 
              
              
          

        

        Figura 2.  Germinación en semillas de café en 
          función de la inoculación de rizobios. Medias con letras distintas son 
          estadísticamente diferentes (Tukey p < 0.05).

        Los 
          resultados obtenidos en este estudio confirman que las semillas de café 
          inoculadas con bacterias promotoras del crecimiento incrementan el 
          porcentaje de germinación. Este incremento superó el informado por Fernández (2015) en el cultivar de café Típica, donde las semillas inoculadas con cepas de Azotobacter y Pseudomonas alcanzaron valores máximos de 61,7 % y 55,0 %, respectivamente. De 
          manera similar, en este estudio, los tratamientos con bacterias 
          superaron al control sin inocular.

        Además, González et al. (2015) observaron que, en la obtención de plántulas de cafeto del cultivar “Caturra rojo” (Coffea arabica L.), la germinación fue más efectiva con 200 mL·L-1 de Bioenraiz®, logrando porcentajes de 79,4 % y 94,5 % a los 50 y 60 
          días después de la siembra, respectivamente. Estas plántulas también 
          presentaron mejores variables evaluadas en comparación con otros 
          tratamientos.

        Este efecto puede atribuirse a la capacidad de las cepas de rizobios para producir compuestos indólicos (I.Hernández & Nápoles, 2017, 2019),
          los cuales están involucrados en procesos como el alargamiento y la 
          división celular, así como en la diferenciación de tejidos, cambios que 
          acompañan a la germinación. Se sugiere que las auxinas ejercen una 
          acción positiva sobre estos procesos relacionados con el sistema 
          radical, lo que reduce la presión de la pared celular e induce la 
          síntesis de enzimas específicas. Esto aumenta la plasticidad de la pared
          celular y favorece la germinación (González et al., 2015).

        Los resultados obtenidos son similares a los informados por Coa et al. (2014) al utilizar la escarificación mecánica (lijado del pergamino) y la 
          inmersión en agua durante 24 y 48 horas a los 25 días. En las semillas 
          inoculadas con las tres cepas, el PG osciló entre 22,33 % y 24,67 %, sin
          embargo, Gebreselassie et al. (2010) encontraron que las semillas de C. arabica remojadas durante 12 horas solo tuvieron un 13,28 % de emergencia.

        La
          imbibición de las cepas bacterianas promotoras del crecimiento durante 
          una hora permitió alcanzar porcentajes entre 82,0 % y 85,0 %. Sin 
          embargo, Mohammed et al. (2013) alcanzaron un 76.47% de germinación a
          los 45 días con un remojo de 72 horas. Las semillas tratadas con 
          rizobios demostraron ser factibles para mejorar el PE en la mayoría de 
          las fechas de evaluación (30, 40 y 50 días) tanto en C. arabica como en C. canephora.

      
      
        Número de semillas germinadas

         ⌅
        En el conteo acumulativo en el estadio 00-05 de crecimiento del cafeto (Figura 3),
          se observan diferencias significativas en la cantidad de semillas 
          germinadas entre los tratamientos con presencia de cepas bacterianas y 
          aquellos sin ellas. Esta expansión fue mucho más precoz en los 
          tratamientos con cepas bacterianas, comenzando aproximadamente a partir 
          de los 35 días, en ambos cultivares. Por otro lado, los controles 
          mostraron una cantidad inferior de semillas germinadas en los seis 
          momentos de evaluación, y requirieron un mayor tiempo para alcanzar un 
          número similar de germinaciones en comparación con los tratamientos que 
          incluían cepas bacterianas.

        
          
            
            
              
                 
              
              
          

        

        Figura 3.  Distribución de la germinación del C. canephora cv. Robusta y C. arabica cv. Isla 5-15 con inoculación de rizobios. Las barras indican el intervalo de confianza (Tukey p < 0.05).

        Respecto
          a la precocidad de emergencia, los resultados confirman hallazgos 
          previos informados por varios autores. Se ha observado que una semilla 
          con endocarpio presente (pergamino) germina entre los 50 y 70 días (Ortiz et al., 2018).
          Sin embargo, con la inoculación de rizobacterias promotoras del 
          crecimiento (RPCV), se acelera tanto la germinación como la emergencia. 
          Esto se debe a una colonización eficiente por parte de los 
          microorganismos, que incluye su capacidad para sobrevivir después de la 
          inoculación y crecer en la espermosfera (región que rodea la semilla) en
          respuesta a los exudados producidos por la semilla (Noumavo et al., 2016).
          Además, los niveles endógenos de compuestos auxínicos juegan un papel 
          importante, ya que la respuesta a la aplicación exógena de estos 
          compuestos depende de factores como su disponibilidad intracelular en 
          forma libre o conjugada (González et al., 2015).

      
      
        Porcentaje de Emergencia (PE) %

         ⌅
        En
          cuanto al análisis del porcentaje de emergencia (PE), se evidencia que 
          la aplicación de cepas de rizobios favorece significativamente esta 
          variable, superando a los controles (Figura 4).
          Al comparar los cultivares Robusta e Isla 5-15 en presencia de estas 
          cepas, se observa que el café Robusta inoculado presentó un PE mayor en 
          un 10 %, 8 % y 8 % en comparación con el café arábico, que registró un 7
          %, 6 % y 6 % (p ≤ 0.05). Además, en el café Robusta, las cepas 
          estudiadas mostraron diferencias significativas en el PE, destacándose 
          la cepa Rpr2 con un 97,3 %, seguida por las cepas Rpr16 y 8001 con un 
          95,33 %. Los valores más bajos de PE se registraron en las semillas no 
          inoculadas.

        
          
            
            
              
                 
              
              
          

        

        Figura 4.  Emergencia en semillas de (Coffea arabica L.) y Coffea canephora en función de las inoculaciones con rizobios, en semillero evaluadas a 
          los 66 días después de la siembra. Las barras indican el intervalo de 
          confianza (Tukey p < 0.05).

        Por otro lado, en el café 
          Isla 5-15, las cepas estudiadas no mostraron diferencias significativas 
          entre sí, pero sí marcaron un efecto significativo en comparación con el
          control (Figura 4). Esto
          indica que, aunque no hubo variaciones notables entre las cepas, su 
          presencia tuvo un impacto positivo en el PE en relación con los 
          tratamientos sin inoculación.

        Valores similares a los obtenidos en
          este estudio, en cuanto al porcentaje de emergencia de semillas en 
          condiciones controladas y semicontroladas, se informaron en 
          investigaciones previas. La selección de rizobios por su efecto en la 
          germinación y desarrollo incipiente de Moringa oleífera Lam. en 
          condiciones controladas; la germinación y crecimiento de plántulas de 
          pimentón y lechuga inoculadas con rizobios; y la identificación 
          molecular de las cepas, así como el aislamiento y caracterización de 
          metilobacterias de la filosfera de la hoja de tomate y su efecto en el 
          crecimiento de las plantas (Senthilkumar & Krishnamoorthy, 2017; Bécquer et al., 2018; Blanco et al., 2018).

        Los
          valores del porcentaje total de semillas emergidas en los cultivares de
          cafeto estudiados superaron los obtenidos en el cultivar de cafeto 
          Típica, inoculado con cepas de Azotobacter y Pseudomonas (Fernández, 2015).
          Este autor informó un incremento de aproximadamente el 60.0 % en 
          condiciones experimentales similares, mientras que, en el presente 
          estudio, algunas cepas de rizobios incrementaron la germinación en más 
          del 70,0 %.

        Los resultados de emergencia obtenidos en este ensayo fueron similares a los encontrados por Blanco et al. (2018) en el cultivo de Capsicum annuum, superiores a los de Lactuca sativa e inferiores a los informados por Bécquer et al. (2018) en la evaluación de ocho aislados nativos de Bradyrhizobium sp. aplicados durante la siembra del cultivo de maíz. El menor valor de
          porcentaje de emergencia (PE) fue alcanzado por el cultivar arábico, lo
          que podría estar relacionado con la calidad de la semilla utilizada, la
          cual podría haber perdido viabilidad debido al contenido de humedad 
          durante su almacenamiento. Además, el efecto de la bacteria sobre la 
          variable en estudio puede variar entre especies o cultivares debido a 
          diferencias genéticas.

        Otro aspecto a considerar es que las 
          semillas de café contienen almidón, grasas, azúcares, sacarosa, taninos y
          cafeína, lo que podría contribuir a la efectividad de la colonización, 
          lo que potencia la interacción benéfica entre el cafeto y los rizobios. 
          Esto permite mecanismos que inducen una respuesta favorable, con un 
          aumento en la absorción de agua y la activación enzimática durante la 
          segunda y tercera etapas del proceso de germinación. Estos factores 
          pueden potenciar la relación entre el metabolismo y el mecanismo de 
          acción hormonal, implicado directamente en todas las fases de 
          desarrollo, especialmente en la fase inicial de germinación de las 
          semillas (Taiz et al., 2017).

        Sin embargo, Marquina et al. (2018) encontraron que, en la germinación total del pimentón, diferentes cepas
          de rizobios aisladas de nódulos de plantas leguminosas de diversas 
          zonas del estado Mérida, Venezuela, lograron que las semillas de 
          pimiento germinaran en un 99,3; 99,3; 99,6 y 99,6 %. Estas cepas habían 
          sido previamente caracterizadas como fijadoras de nitrógeno, 
          solubilizadoras de fosfatos y productoras de ácido indol acético. En 
          contraste, para la lechuga, las cepas no mostraron un efecto promotor de
          la germinación en ningún día del experimento, ya que no hubo 
          diferencias significativas entre estos tratamientos y el control no 
          inoculado.

        Investigaciones recientes, como las realizadas sobre las actividades probióticas de Rhizobium laguerreae en el crecimiento y la calidad de las espinacas, demuestran el efecto 
          selectivo del genotipo de las plantas, expresado en sus exudados 
          radicales, sobre la concentración y la diversidad estructural y 
          funcional de las comunidades microbianas en la rizosfera (Jiménez et al., 2018).
          Estos estudios sugieren que podría existir una mayor afinidad del 
          cultivar robusta con las cepas Rpr2, Rpr16 y 8001, lo que podría 
          explicar, en parte, las diferencias en el efecto de estas cepas en el PE
          de los cultivares de café estudiados. El efecto positivo de la 
          inoculación de rizobios en la emergencia de cafeto en ambos cultivares 
          podría deberse a un incremento en la actividad metabólica de las 
          semillas, lo que promovería el crecimiento del embrión, acelerando así 
          la emergencia (Barraza et al., 2016; Kanwar et al., 2014). Además, las auxinas de origen microbiano podrían tener un efecto positivo en la emergencia de las semillas.

        Las
          bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPB) ejercen un 
          efecto fitoestimulador como parte de los mecanismos que promueven el 
          crecimiento vegetal. La producción de fitohormonas, como el ácido 
          indolacético (AIA) y las giberelinas por estas bacterias, favorece la 
          germinación de las semillas (I. Hernández et al., 2015; Parray et al., 2016). El AIA es una de las hormonas más 
          importantes debido a sus efectos reguladores, ya que participa en la 
          división celular, la elongación y la diferenciación celular (Vega et al., 2016).
          La división y el alargamiento celular en el embrión provocan la rotura 
          de las cubiertas seminales, lo que generalmente ocurre por la emergencia
          de la radícula que sale fuera del pergamino (Coa et al., 2014).
          Investigaciones previas demostraron que algunas cepas utilizadas en 
          este estudio, como Rpr16 y Rpr2, producen compuestos indólicos del tipo 
          AIA (I. Hernández & Nápoles, 2019). La producción de estos compuestos podría haber influido en la germinación de las semillas de ambos cultivares de cafeto.

        La caracterización realizada por Hernández et al. (2015) a cuatro aislados de rizobios y la cepa B. elkanii ICA 8001, obtenidos de nódulos de soya, permitió identificar que cuatro
          de ellos produjeron AIA. Este atributo positivo, presente de manera 
          particular en estas bacterias, podría actuar en conjunto con el AIA 
          producido por las semillas, lo que estimula el porcentaje de semillas 
          germinadas. Aparentemente, las cantidades de AIA emitidas por las 
          diferentes cepas de esta bacteria tienen un efecto limitado en el 
          desarrollo del embrión en relación con el tiempo de aplicación, lo que 
          no necesariamente impide su efecto positivo en otras variables 
          fisiológicas de la planta (Bécquer et al., 2018).

      
      
        Velocidad de germinación (VG)

         ⌅
        Esta
          variable consolida la efectividad de los tratamientos que emplean cepas
          de rizobios, ya que permite obtener resultados más eficientes en la 
          aceleración de la germinación de las semillas (Figura 5).
          En la velocidad de emergencia (VE) a los 66 días después de la siembra,
          se observó un mayor rendimiento con la cepa Rpr2, tanto en C. arabica como en C. canephora (0.54 y 0.39 plántulas emergidas por día, respectivamente), lo que refleja el vigor de las semillas. Además, en la figura 5 se aprecian diferencias significativas entre la velocidad de 
          germinación de las semillas inoculadas con distintas cepas de rizobios y
          las no inoculadas para ambos cultivares.

        
          
            
            
              
                 
              
              
          

        

        Figura 5.  Velocidad de germinación en semillas de (Coffea arabica L.) y Coffea canephora en función de las inoculaciones con rizobios, en semillero evaluadas a 
          los 66 días después de la siembra. Las barras indican el intervalo de 
          confianza (Tukey p < 0.05).

        Estas diferencias se 
          expresan en la superioridad de los tratamientos T2, T3 y T14, que 
          utilizaron las cepas Rpr2, Rpd16 y 8001, respectivamente, para ambos 
          cultivares, en comparación con el control. El tratamiento control 
          alcanzó el menor número de días para observar el fenómeno de 
          germinación, mientras que los demás tratamientos mostraron diferencias 
          estadísticamente significativas respecto a este. Esto sugiere una 
          estrecha relación entre los valores porcentuales de germinación de las 
          semillas y el tiempo empleado para lograrlo, ya que los tratamientos 
          mencionados presentaron altos valores de germinación y un menor tiempo 
          para que ocurriera este fenómeno.

        Las sustancias hormonales 
          emitidas por las diferentes cepas de esta bacteria promotora del 
          crecimiento parecen tener un efecto limitado en el desarrollo del 
          embrión en relación con el tiempo de aplicación (Bécquer et al., 2018).
          En general, esta variable (VG) refuerza la efectividad de los 
          tratamientos que utilizan rizobios. Es evidente que los tratamientos 
          inoculados con las cepas de rizobios mencionadas influyeron 
          significativamente en dicha variable, posiblemente debido a una mayor 
          actividad de ácido giberélico, el cual puede romper la latencia de las 
          semillas (Mia et al., 2012).

        Aunque
          las semillas de café no presentan latencia, muestran retraso en su 
          crecimiento, germinación irregular y lenta tanto en condiciones de campo
          como de laboratorio. Los factores que dificultan la germinación pueden 
          estar relacionados con los bajos niveles de sustancias promotoras de la 
          germinación, como el ácido giberélico, en las semillas de café. Por otro
          lado, estas semillas contienen cantidades considerables de xantina y 
          cafeína, compuestos que pueden tener un efecto alelopático (M. H. Oliveira et al., 2016), lo que provoca una autoinhibición de la germinación.

        Los
          resultados indican que el mayor impacto de la inoculación con rizobios 
          en este indicador se observó en los tratamientos que incluyeron la cepa 
          Rpr2, la cual aumentó significativamente la velocidad de emergencia de 
          las plántulas. Este hallazgo resalta la importancia de seleccionar cepas
          específicas de rizobios para optimizar los procesos de germinación en 
          los cultivares de café.

      
      
        Días al inicio de la germinación (DIG)

         ⌅
        En C. arabica,
          los días a la germinación (DIG) mostraron una respuesta favorable en 
          las semillas inoculadas con las tres cepas de manera individual, 
          registrando valores de 24 días. En el caso de C. canephora, la cepa Rpr2 destacó con 23 días (Figura 6), lo que representó una reducción significativa en la fase de germinación en comparación con los 45 a 60 días informados por Coa et al. (2014).
          Cabe resaltar que todas las cepas superaron al control en ambos 
          cultivares, lo que sugiere un efecto positivo de la inoculación en la 
          aceleración del proceso de germinación.

        
          
            
            
              
                 
              
              
          

        

        Figura 6.  Días de inicio de germinación en semillas de Coffea arabica L. y Coffea canephora en función de las inoculaciones con rizobios, en semillero evaluadas a 
          los 66 días después de la siembra. Las barras indican el intervalo de 
          confianza (Tukey p < 0.05).

        Estos resultados son similares a los informados por Marquina et al. (2018) y Blanco et al. (2018), quienes observaron una aceleración en la germinación de Capsicum annuum al utilizar cepas rizobiales, reduciendo el tiempo en un día respecto 
          al control. Esta reducción en el tiempo de germinación podría traducirse
          en un menor período requerido para el establecimiento del semillero en 
          condiciones de invernadero. Esto implicaría una mayor eficiencia en la 
          producción a corto plazo, lo que podría otorgar una ventaja competitiva 
          en el mercado de producción de plántulas mediante el uso de estas 
          rizobacterias.

        Por otra parte, la síntesis de auxinas por parte de los rizobios ha sido ampliamente documentada (I. Hernández et al., 2015).
          El ácido indolacético (AIA) es una de las fitohormonas más importantes 
          debido a su papel regulador en procesos como la división celular, la 
          elongación y la diferenciación de las células. Estas características 
          permiten asociar el efecto estimulador de las cepas de rizobios sobre 
          los días de germinación de las semillas evaluadas con los niveles de AIA
          producidos por estas bacterias.

        Además, la absorción de agua por 
          la semilla desencadena una serie de cambios metabólicos, entre los que 
          se incluyen la respiración, la síntesis de proteínas y la movilización 
          de reservas. Simultáneamente, la división y el alargamiento celular en 
          el embrión provocan la rotura de las cubiertas seminales, proceso que 
          generalmente se manifiesta con la emergencia de la radícula fuera del 
          pergamino (Coa et al., 2014).
          Esta etapa de germinación suele observarse en los primeros 45 días, por
          lo que el aporte de fitohormonas, como el AIA, representa un beneficio 
          directo derivado de la actividad de estas bacterias.

         Mia & Shamsuddin (2010) destacaron que la síntesis de auxinas por los rizobios está ampliamente demostrada. Por su parte, Machado et al. (2013) señalaron que entre las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) con capacidad para producir AIA se encuentran Rhizobium leguminosarum y Bradyrhizobium sp.
          Otras fitohormonas, como las citocininas, también son producidas por 
          las PGPR y favorecen la división y diferenciación celular. Un ejemplo de
          esto es Rhizobium leguminosarum en lechuga, lo que sugiere que 
          en las cepas de rizobios más destacadas en este bioensayo podría existir
          una actividad significativa de estas fitohormonas.

      
      
        Análisis económico

         ⌅
        según la metodología del análisis de presupuesto parcial propuesta por Evans (2014), se consideró que una plántula de 
          café en fosforito genera un beneficio bruto de US$ 0,2. Por otro lado, 
          se calcularon los costos asociados a cada uno de los tratamientos 
          correspondientes a una plántula en fosforito. La diferencia entre el 
          beneficio bruto y los costos permitió determinar el beneficio neto de 
          cada tratamiento (Tabla 3).

        Tabla 3.  Beneficio bruto, costos y beneficio neto de los tratamientos en estudio para la fase de semillero.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	 
                    	Tratamientos
                    	Beneficio Bruto
                    	Costo x semillas
                    	Beneficio Neto
                  

                
                
                  
                    	 C. canephora 
                    	Control
                    	0.2
                    	0.0863
                    	0.1137
                  

                  
                    	Rpr2
                    	0.2
                    	0.0717
                    	0.1283
                  

                  
                    	Rpd16
                    	0.2
                    	0.0725
                    	0.1275
                  

                  
                    	8001
                    	0.2
                    	0.0724
                    	0.1276
                  

                  
                    	 C. arabica 
                    	Control
                    	0.2
                    	0.0737
                    	0.1263
                  

                  
                    	Rpr2
                    	0.2
                    	0.0622
                    	0.1378
                  

                  
                    	Rpd16
                    	0.2
                    	0.0652
                    	0.1348
                  

                  
                    	8001
                    	0.2
                    	0.0643
                    	0.1357
                  

                
              

            

          

        

        

        Al
          ordenar los beneficios netos de manera decreciente junto con sus 
          costos, se realizó un análisis de dominancia. Un tratamiento se 
          considera dominado cuando, a igual o menor beneficio neto, presenta un 
          costo variable mayor. Este análisis reveló que el único tratamiento 
          dominado fue el control (semillas sin inoculación), mientras que los 
          demás tratamientos representaron las mejores alternativas económicas (Tabla 4).

        Tabla 4.  Análisis de dominancia de los tratamientos en estudio, en semillero.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	 
                    	Tratamientos
                    	Beneficio Neto
                    	Costo x semillas
                    	Tratamientos Dominados
                  

                
                
                  
                    	 C. canephora 
                    	Rpr2
                    	0.1283
                    	0.0717
                    	✔
                  

                  
                    	8001
                    	0.1276
                    	0.0724
                    	✔
                  

                  
                    	Rpd16
                    	0.1275
                    	0.0725
                    	✔
                  

                  
                    	Control
                    	0.1137
                    	0.0863
                    	✔
                  

                  
                    	 C. arabica 
                    	Rpr2
                    	0.1378
                    	0.0622
                    	✔
                  

                  
                    	8001
                    	0.1357
                    	0.0643
                    	✔
                  

                  
                    	Rpd16
                    	0.1348
                    	0.0652
                    	✔
                  

                  
                    	Control
                    	0.1263
                    	0.0737
                    	✔
                  

                
              

            

          

        

        

        En
          términos generales, los resultados confirmaron la capacidad de los 
          rizobios para estimular la germinación de las semillas de café. Este 
          efecto podría ser aprovechado en los pregerminadores, que se utilizan 
          anualmente para preparar grandes superficies de cultivo en el país. El 
          cepario establecido en este estudio podría ser el punto de partida para 
          abordar el problema planteado.

      
      
        Análisis de los niveles de fertilidad de los sustratos y tejidos de las plántulas de café

         ⌅
        Las
          características químicas del sustrato empleado antes del experimento, 
          con un 100% de fósforo (P), mostraron un pH ácido (6.14), bajo contenido
          de materia orgánica (MO) y baja disponibilidad de P. Después del ensayo
          en el propagador, se observó un incremento en la MO, el pH y el fósforo
          en los tratamientos que incluyeron rizobios (desde el tratamiento 2 al 
          5), en comparación con el tratamiento que no contó con la cepa 
          bacteriana en el fertilizante mineral (T1), el cual sirvió como testigo 
          productivo (Tabla 5).

        Tabla 5.  Características químicas del sustrato usado en el vivero al final del experimento en la CPA “Camilo Cienfuegos”.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	Sustratos
                    	Niveles de P
                    	pH (KCl)
                    	P205 (mg/100 g)
                    	K20 (mg/100 g)
                    	MO (% )
                  

                
                
                  
                    	Control Productivo
                    	100% de PF
                    	6.93
                    	771.63
                    	242.42
                    	4.41
                  

                  
                    	Rpr2
                    	100% de PF
                    	7.08
                    	1149.32
                    	368.3
                    	6.3
                  

                  
                    	Rpr2
                    	75% de PF
                    	7.01
                    	1132.31
                    	342.04
                    	5.72
                  

                  
                    	Rpr2
                    	50% de PF
                    	7.14
                    	1281.65
                    	384.07
                    	5.92
                  

                  
                    	Rpr2
                    	25% de PF
                    	6.83
                    	520.09
                    	131.74
                    	6
                  

                
              

            

          

        

        

        
          MO: Materia orgánica (%), P: fósforo, P205 (mg 100 g): fósforo asimilable, K20 (mg 100 g): potasio asimilable.

          

        

        Es
          importante destacar que los tratamientos inoculados con la bacteria 
          Rpr2 presentaron mayores concentraciones de P (final) en comparación con
          el P (inicial), mostrando diferencias significativas al 75% del nivel 
          de fósforo respecto a los demás niveles y sus interacciones. En cuanto a
          los contenidos de fósforo en las raíces y hojas (P foliar), se observó 
          que los tratamientos con valores más altos fueron aquellos inoculados 
          con la cepa Rpr2 en combinación con 75% y 100% de P inorgánico. Por el 
          contrario, el testigo productivo y los demás tratamientos registraron 
          los valores más bajos (Tabla 6).

        Tabla 6.  Características químicas (P) de las 
          muestras de suelo: antes y después de los tratamientos. CPA “Camilo 
          Cienfuegos”, San Luis. 2020-2021.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	No.
                    	Tratamientos
                    	P final sustrato mg 100g
                    	P raíz (%)
                    	P foliar (%)
                  

                
                
                  
                    	T1
                    	Control Productivo
                    	80.41
                    	0.16
                    	0.19
                  

                  
                    	T2
                    	Rpr2-100%
                    	910.58
                    	0.20
                    	0.21
                  

                  
                    	T3
                    	Rpr2-75%
                    	1126.26
                    	0.20
                    	0.18
                  

                  
                    	T4
                    	Rpr2-50%
                    	991.25
                    	0.16
                    	0.17
                  

                  
                    	T5
                    	Rpr2-25%
                    	544.67
                    	0.17
                    	0.18
                  

                
              

            

          

        

        

        
          P: Fósforo.

          

        

        Los resultados presentados en la Tabla 6 son consistentes con los informados por Cisneros et al. (2017),
          quienes observaron una respuesta positiva en los almácigos de café al 
          adicionar bacterias solubilizadoras de fósforo (BSF) para suplir las 
          necesidades nutricionales durante el desarrollo y crecimiento de la 
          planta. Estos hallazgos no contradicen los obtenidos en estudios previos
          con aislamientos microbianos como Kocuria sp., B. subtilis, S. diversispora y P. ochrochloron, los cuales se adaptaron a la rizosfera de plántulas de café (Coffea arabica, variedad Castillo) y aumentaron la disponibilidad de fósforo en suelos Typic Melanudand mezclados con pulpa de café. Además, se evidenció una mayor absorción 
          de fósforo en el tejido vegetal, posiblemente debido a la mineralización
          de la pulpa en ausencia de roca fosfórica (Cisneros et al., 2017).

        La
          inoculación microbiana ha demostrado mejorar la adquisición de fósforo y
          estimular el desarrollo de las plantas. Por ejemplo, Midekssa et al. (2015) observaron incrementos en el crecimiento y en el contenido de nitrógeno (N) y fósforo (P) en plantas de lentejas (Lens culinaris)
          biofertilizadas con cepas bacterianas aisladas de su rizosfera, en 
          comparación con el control. Estos resultados respaldan la idea de que 
          las BSF pueden optimizar la nutrición vegetal y promover un crecimiento 
          más robusto en diversos cultivos.

        Numerosos estudios han destacado los beneficios de las BSF en cultivos de importancia económica. Estrada et al. (2013) inocularon plantas de arroz (Oryza sativa L.) con bacterias diazotróficas como Herbaspirillum seropedicae, Burkholderia vietnamiensis, Gluconacetobacter diazotrophicus y Azotobacter chroococcum,
          logrando un aumento del 47 % en la eficiencia de absorción de fósforo 
          en comparación con plantas fertilizadas convencionalmente. De manera 
          similar, Sánchez et al. (2012) informaron incrementos en el rendimiento de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) inoculadas con Pseudomonas putida PSO14 y Enterobacter sp. TVL-2, con mejoras que oscilaron entre el 17 % y el 49 % respecto al testigo químico.

        (Leaungvutiviroj et al., 2010) observaron efectos positivos en el crecimiento de plantas de maíz (Zea mays L.) y col común (Brassica oleracea L.) al aplicar una cepa de Burkholderia unamae en combinación con Bacillus subtilis, Azotobacter tropicalis y una cepa productora de auxinas (KJB9). Los incrementos en el peso 
          seco variaron entre 4,14 y 8,76 g por planta en maíz, y entre 11,1 y 
          40,8 g por planta en col común. Además, Oliveira et al. (2009) demostraron que las bacterias, Bacillus sp. B17 y Burkholderia sp. B5, asociadas a maíz, solubilizan fósforo en medios con 
          fertilizantes tradicionales, movilizando entre el 58.5 % y el 67 % del 
          fósforo total. Caballero et al. (2007) también informaron que cepas diazotróficas de Burkholderia, aisladas de la rizosfera y el rizoplano de tomate, poseen la capacidad de solubilizar fósforo mineral en ensayos in vitro. Estos estudios confirman que los géneros microbianos más frecuentemente involucrados en la solubilización de fosfatos son Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Enterobacter y Azospirillum.

        Las
          rizobacterias solubilizadoras de fosfatos emplean diversas vías para 
          liberar fósforo a partir de compuestos inorgánicos u orgánicos. Entre 
          estas vías se destaca la actividad de enzimas como fosfatasas no 
          específicas, fitasas, fosfonatasas y C-P liasas, las cuales facilitan la
          solubilización de fósforo a partir de compuestos orgánicos en el suelo (Lugtenberg & Kamilova, 2009; Molina et al., 2015).
          Otro mecanismo ampliamente estudiado es la liberación de ácidos 
          orgánicos, como el ácido glucónico o 2-cetoglucónico, que quelan el 
          fósforo biodisponible en el suelo mediante sus radicales hidroxilo y 
          carboxilo (Ahemad & Kibret, 2014; Molina et al., 2015; Oteino et al., 2015).

        Las
          rizobacterias solubilizadoras de fosfatos representan una alternativa 
          prometedora para mejorar la eficiencia de los fertilizantes fosfatados 
          químicos y aumentar la productividad agrícola. Estas bacterias 
          proporcionan formas disponibles de fósforo a las plantas, lo que 
          refuerza la importancia de trabajar con cepas autóctonas adaptadas a los
          ecosistemas en estudio (Khan et al., 2009).
          Además, se ha observado que el contenido de fósforo en las hojas de los
          almácigos de café, excepto en el testigo, se mantiene en niveles 
          adecuados, lo que sugiere que las cepas de rizobios empleadas suplen 
          eficientemente las necesidades nutricionales de las plántulas (Sadeghian, 2008).

        El
          fósforo es un nutriente clave que limita la producción agrícola debido a
          su alta reactividad con la materia orgánica, los coloides del suelo y 
          los cationes presentes en la solución del suelo (Martins et al., 2013).
          En cultivos como el café, el fósforo es crucial durante las primeras 
          fases de desarrollo, ya que promueve un sistema radicular más robusto (Cisneros et al., 2017).
          Los tratamientos nutricionales basados en fósforo han demostrado 
          mejoras significativas en la calidad de cultivos como pepinillo (Dutra et al., 2014), soja (Queiroz et al., 2020), maracuyá amarillo (Silva et al., 2017), plantas adultas de café (Santinato et al., 2014) y semillas de café arábica (Rosado, 2019).

        El fósforo desempeña un papel
          fundamental en el metabolismo vegetal, ya que forma parte de compuestos
          esenciales como los fósforo-azúcares, que participan en la 
          fotosíntesis, la respiración y otros procesos metabólicos (Resende et al., 2011; Taiz et al., 2017). Además, este elemento es crucial en
          el metabolismo energético, al estar presente en moléculas como ADP, 
          ATP, AMP y pirofosfato (Salisbury & Ross, 1992). Su amplia presencia en las plantas refleja su importancia y su disponibilidad a través del suelo, las hojas o las semillas.

        El
          potencial de las bacterias solubilizadoras de fósforo como alternativa a
          la fertilización tradicional ha sido ampliamente documentado. Estrada et al. (2013) demostraron que su aplicación como 
          inoculantes en semillas o suelo puede mejorar la disponibilidad de 
          fósforo para los cultivos, siempre que existan fuentes de fósforo 
          inorgánico (Pi) y orgánico (Po) en el suelo. Este enfoque representa una
          estrategia sostenible para optimizar la nutrición vegetal y reducir la 
          dependencia de fertilizantes químicos.

      
      
        Efecto de la bacteria seleccionada en el crecimiento y desarrollo de plántulas de café

         ⌅
        En
          cuanto a la altura de las plantas, se observó un aumento constante a lo
          largo del tiempo. Los tratamientos más destacados fueron aquellos 
          inoculados con la cepa Rpr2 a niveles del 75 % y 100 % de fósforo (p 
          < 0.05) (Tabla 7). Al 
          comparar los injertos inoculados con Rpr2 al 75 % de fósforo con el 
          control productivo, se encontró que los primeros fueron un 28 % más 
          altos que los no inoculados (p < 0.05). Por otro lado, la menor 
          altura se registró en el tratamiento con 25 % de fósforo, donde las 
          plantas fueron un 13 % más bajas que aquellas con 75 % de fósforo.

        La
          altura de las plántulas de café en la fase de vivero fue 
          significativamente influenciada por las cepas de rizobios en los cinco 
          momentos de evaluación. Las cepas empleadas favorecieron la 
          disponibilidad de fósforo, lo que estimuló el desarrollo de las plantas.
          En contraste, el testigo absoluto mostró las plantas más pequeñas y 
          menos desarrolladas, lo que resalta la importancia de la inoculación con
          rizobacterias para optimizar el crecimiento en etapas tempranas.

        Tabla 7.  Altura de planta en cada momento de evaluación del ensayo con Coffea arabica injertada sobre Coffea canephora y rizobios.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos

                      Niveles de P
                    	Altura de Planta (cm) 
                  

                  
                    	 
                    	1ra
                    	2da
                    	3ra
                    	4ta
                    	5ta
                  

                
                
                  
                    	100 %
                    	Control Productivo
                    	5.97 c
                    	7.15 c
                    	8.62 c
                    	9.30 c
                    	13.24 c
                  

                  
                    	100 %
                    	Rpr2
                    	8.02 a
                    	9.06 b
                    	13.14 a
                    	13.15 a
                    	16.38 a
                  

                  
                    	75 %
                    	Rpr2
                    	7.82 a
                    	9.97 a
                    	12.13 a
                    	14.57 a
                    	17.03 a
                  

                  
                    	50 %
                    	Rpr2
                    	7.82 a
                    	8.62 b
                    	10.42 b
                    	12.38 a
                    	15.03 b
                  

                  
                    	25 %
                    	Rpr2
                    	6.69 b
                    	7.99 c
                    	10.39 b
                    	11.93 b
                    	14.93 b
                  

                  
                    	
                    	EE
                    	0.27
                    	0.40
                    	0.54
                    	0.63
                    	0.7
                  

                
              

            

          

        

        

        
          P:
            fósforo, EE: error estándar. Medias con letras iguales no difieren 
            significativamente para el test Tukey a p<0,05. Fuente: Resultados de
            la investigación.

          

        

        El efecto observado podría estar 
          relacionado con el papel favorable de las auxinas, las cuales, en 
          concentraciones adecuadas y de forma activa, dependen de su síntesis, 
          aplicación, transporte, degradación y compartimentación. Estos procesos 
          influyen directamente en la formación de pelos radicales y en el número y
          elongación de raíces laterales, lo que facilita la absorción de agua y 
          nutrientes por la planta. Además, promueven un mayor intercambio con el 
          medio ambiente de la rizosfera (Rahman et al., 2002).

        Se
          plantea que las auxinas ejercen una acción positiva sobre los procesos 
          relacionados con el sistema radical, lo que reduce la presión de la 
          pared celular e induce la síntesis de enzimas específicas. Esto conlleva
          a un aumento en la plasticidad de la pared celular, lo que favorece el 
          crecimiento y desarrollo de las raíces.

        Este comportamiento se 
          asocia con la respuesta a la bioestimulación, la cual ha sido informada 
          en otros cultivares de cafeto al utilizar microorganismos rizosféricos o
          productos derivados de estos en la obtención de posturas. Por ejemplo, 
          se ha documentado el uso de Azotobacter en clones de Coffea canephora, donde se obtuvieron resultados favorables en la fase de vivero (Bustamante et al., 2010). De manera similar, al emplear el bioestimulante Azotobacter chroococcum en posturas de Coffea arabica L., se observó un mejor comportamiento cuando la aplicación se realizó 
          en el momento del trasplante y en la aparición del primer par de hojas.

        Asimismo, al utilizar un biopreparado de origen bacteriano a partir de Burkholderia cepacia durante las fases de crecimiento y desarrollo de plántulas de Coffea canephora P. cv. Robusta, se obtuvieron resultados favorables en la altura de la planta (González et al., 2011). De igual modo, se han informado respuestas positivas en cultivos como arroz (Oryza sativa) y maíz (Zea mays) al emplear bioproductos obtenidos a partir de otras especies de bacterias estimulantes del crecimiento vegetal (A. Hernández et al., 2010; Pedraza et al., 2010).

      
      
        Diámetro del Tallo (DT)

         ⌅
        Los
          resultados de la reinoculación de la cepa de rizobios seleccionada, 
          aplicada durante el trasplante, mostraron valores que no difirieron 
          significativamente del control en la variable DT durante los primeros 
          cinco meses para los cuatro niveles de fósforo estudiados. Sin embargo, 
          esta aplicación indujo un mayor diámetro del tallo en las plantas 
          injertadas en comparación con el control (Tabla 8).

        Tabla 8.  Diámetro de tallo en cada momento de evaluación en el experimento con Coffea arabica injertada sobre Coffea Canephora, 4 niveles de fósforo y rizobios.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos

                      Niveles de P
                    	Diámetro de tallo (mm) 
                  

                  
                    	 
                    	1ra
                    	2da
                    	3ra
                    	4ta
                    	5ta
                  

                
                
                  
                    	100 %
                    	Control Productivo
                    	1.52 a
                    	1.59 a
                    	1.76 a
                    	2.07 b
                    	2.28 b
                  

                  
                    	100 %
                    	Rpr2
                    	1.65 a
                    	1.67 a
                    	2.03 a
                    	2.35 a
                    	2.79 a
                  

                  
                    	75 %
                    	Rpr2
                    	1.54 a
                    	1.88 a
                    	2.07 a
                    	2.64 a
                    	3.09 a
                  

                  
                    	50 %
                    	Rpr2
                    	1.46 b
                    	1.7 a
                    	1.85 a
                    	2.29 b
                    	3.08 a
                  

                  
                    	25 %
                    	Rpr2
                    	1.31 b
                    	1.59 a
                    	1.80 a
                    	2.28 b
                    	2.43 b
                  

                  
                    	
                    	EE
                    	0.06
                    	0.07
                    	0.09
                    	0.11
                    	0.16
                  

                
              

            

          

        

        

        
          P:
            fósforo, E E: Error estándar. En la misma columna, letras diferentes 
            indican diferencia estadística (Tukey p< 0.05). Fuente: Resultados de
            la investigación

          

        

        Los resultados indican que las 
          inoculaciones de rizobios tuvieron un efecto significativo sobre el 
          desarrollo de las plántulas de cafeto tratadas, observándose diferencias
          significativas con respecto al control en la variable DT durante la 
          cuarta y quinta evaluación (180 y 210 días después del trasplante). Este
          hallazgo corrobora los resultados presentados por González et al. (2015) al evaluar el DT en el desarrollo de plántulas de Coffea arabica L. cv. “Caturra rojo” a los siete meses de cultivo con la aplicación de
          Bioenraiz®. No obstante, los valores de DT registrados en esta 
          investigación fueron superiores.

      
      
        Número de hojas

         ⌅
        Los
          resultados demuestran que las inoculaciones con la cepa de rizobios 
          tuvieron un efecto significativo sobre el desarrollo de las plántulas 
          injertadas de cafeto, observándose diferencias significativas con 
          respecto al control en la variable número de pares de hojas en todos los
          momentos evaluados (Tabla 9).

        El tratamiento con la cepa Rpr2 resultó efectivo en el incremento del número de hojas a los siete meses. En la figura 7 se observa el estado favorable de las plántulas procedentes de semillas
          y posturas tratadas con la cepa Rpr2, las cuales se caracterizaron por 
          presentar un vigor adecuado y hojas de coloración verde brillante.

        
          
            
            
              
                 
              
              
          

        

        Figura 7.  Número de hojas de las plántulas de Coffea arabica L.cv. “Isla 5-15” injertada sobre Coffea canephora cv “Robusta”, inoculada con la cepa Rpr2.Fuente: Autor.

        Tabla 9.  Número de hojas en cada momento de evaluación del desarrollo de injertos de cafeto.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos

                      Niveles de P
                    	Diámetro de tallo (mm) 
                  

                  
                    	 
                    	1ra
                    	2da
                    	3ra
                    	4ta
                    	5ta
                  

                
                
                  
                    	100 %
                    	Control Productivo
                    	2.4 b
                    	2.7 b
                    	3.6 b
                    	4.1 c
                    	4.3 c
                  

                  
                    	100 %
                    	Rpr2
                    	4.0 a
                    	4.4 a
                    	5.0 a
                    	5.33 a
                    	6.0 b
                  

                  
                    	75 %
                    	Rpr2
                    	4.3 a
                    	4.6 a
                    	5.5 a
                    	6.5 a
                    	7.0 a
                  

                  
                    	50 %
                    	Rpr2
                    	2.8 b
                    	3.4 b
                    	4.8 a
                    	5.33 a
                    	5.8 b
                  

                  
                    	25 %
                    	Rpr2
                    	2.7 b
                    	3.2 b
                    	4.3 a
                    	4.83 b
                    	5.2 b
                  

                  
                    	
                    	EE
                    	0.3
                    	0.38
                    	0.43
                    	0.51
                    	0.57
                  

                
              

            

          

        

        

        
          P: Fósforo, E E: Error estándar. En la misma columna, letras diferentes indican diferencia estadística (Tukey p < 0.05).

          

        

        Al emplear cepas bacterianas del género Rhizobium durante las fases de crecimiento y desarrollo de plántulas injertadas de C. arabica Isla 5-15 sobre C. canephora cv. Robusta para los cuatro niveles de fósforo, se obtuvieron resultados favorables en el número de pares de hojas (Tabla 9).
          Se observó que a los 210 días de la siembra, los tratamientos con 
          presencia de las cepas de rizobios fueron superiores al control, sin 
          diferencias estadísticas entre ellas, excepto la cepa Rpr2 al 75% de 
          fósforo, que favoreció significativamente la emisión de pares de hojas 
          en comparación con todos los tratamientos.

        Este último efecto podría explicarse por el principal atributo de la cepa Rpr2, que es positiva para oxidasa y gelatinasa (Pérez et al., 2019),
          una característica que la diferencia de las otras cepas. Aunque no 
          existe literatura abundante sobre el efecto de los rizobios en esta 
          variable en el café, Mazher et al. (2014) encontraron que la aplicación de varios biofertilizantes comerciales 
          basados en rizobios y otras bacterias estimuladoras del crecimiento 
          vegetal influyó favorablemente en el número de hojas por planta en Moringa, en comparación con el control no inoculado.

      
      
        Longitud de la raíz (LR)

         ⌅
        Al
          analizar la efectividad de la cepa rizobial en la variable de 
          crecimiento evaluada, se comprobó que las posturas presentaban un nivel 
          adecuado de crecimiento. Los valores superaron los beneficios en la 
          longitud de la raíz al compararlas con las posturas no inoculadas.

        Los
          resultados mostraron que las posturas reinoculadas con la cepa Rpr2 
          presentaron un crecimiento de la raíz de mayor tamaño, lo que resultó 
          significativo en relación con los demás tratamientos. Destacó que para 
          los niveles de 75 y 100% de fósforo, los valores superaron al 
          tratamiento control.

        De igual forma, en la figura 8 se observa que la cepa Rpr2 ejerció un efecto benéfico al superar al 
          control con un 16 y 14% de crecimiento radicular en los niveles de 75 y 
          100% de fósforo empleados en el sustrato.

        
          
            
            
              
                 
              
              
          

        

        Figura 8.  Longitud de la raíz de Coffea arabica L. injertada sobre Coffea canephora en función de las inoculaciones con rizobios, a los 210 días después de
          la siembra en cuatros niveles de fósforo (25, 50, 75 y 100%). Las 
          barras indican el intervalo de confianza (Tukey p < 0.05).

        Estos hallazgos se comparan con la investigación realizada por (Adriano et al., 2011), quienes informaron incrementos en la longitud de la raíz entre el 14,7 % y el 18,2 % en plantas inoculadas con Azotobacter y Glomus,
          en comparación con las raíces de las plantas de café testigo. Por lo 
          tanto, se puede inferir que las rizobacterias empleadas mejoraron la 
          disponibilidad de fósforo, promovieron el crecimiento vegetal, ayudaron a
          la descomposición de materia orgánica y aceleraron el proceso de 
          compostaje.

        En el proceso de establecimiento de relaciones con 
          rizobacterias, las plantas invierten hasta el 20 % de las fuentes de 
          carbono obtenidas durante la fotosíntesis. Esto se traduce en una mejora
          en la arquitectura de la raíz, la absorción de nutrientes y la 
          estimulación del sistema inmune de la planta, llevados a cabo por las 
          PGPR. Un ejemplo destacado de estos beneficios se encuentra en la 
          bacteria Rhizobium (Stringlis et al., 2018).

        Las diferencias entre las 
          cepas podrían estar relacionadas con los mecanismos de atracción de la 
          bacteria hacia la rizosfera de su hospedero, los cuales están mediados 
          por una quimiotaxis específica hacia exudados vegetales particulares. 
          Además, una buena adhesión y colonización en la superficie de la raíz 
          son factores que pueden influir en la funcionalidad de la simbiosis 
          asociativa (Molina et al., 2015).

      
      
        Área foliar (AF)

         ⌅
        En
          esta investigación, también se evaluó el efecto de la rizobacteria en 
          el crecimiento y desarrollo de la planta, representado en las hojas. El 
          análisis de varianza de los datos del área foliar mostró diferencias 
          significativas entre algunos tratamientos.

        Los resultados indican 
          que los tratamientos inoculados con las rizobacterias Rpr2 presentaron 
          los valores más altos de área foliar, con un incremento del 48 % para el
          nivel de fósforo del 75 %. Por otro lado, el control productivo fue el 
          menos desarrollado, con valores significativamente menores para el 75 % 
          del nivel de fósforo, como se aprecia en las Figuras 9 y 10.

        
          
            
            
              
                 
              
              
          

        

        Figura 9.  Área foliar de Coffea arabica L. injertada sobre Coffea canephora en función de las inoculaciones con rizobios, a los 210 días después de
          la siembra en cuatro niveles de fósforo (25, 50, 75 y 100%). Las barras
          indican el intervalo de confianza (Tukey p < 0.05).

        Este
          parámetro es importante porque el área foliar de las posturas se 
          relaciona directamente con la superficie fotosintética útil de la 
          planta. En el caso del testigo, se observó que, a pesar de presentar un 
          buen número de hojas por planta, estas eran demasiado pequeñas en 
          comparación con las de los demás tratamientos, lo cual se reflejó en los
          resultados de área foliar.

        
          
            
            
              
                 
              
              
          

        

        Figura 10.  Plántulas de Coffea arabica L.cv. “Isla 5-15” injertada sobre Coffea canephora cv “Robusta”, a) inoculada con la cepa Rpr2 y b) control. Fuente: Resultados de la investigación.

         Cisneros et al. (2017), en su investigación sobre la influencia de microorganismos en la disponibilidad de fósforo en Coffea arabica variedad Castillo, encontraron que los aislamientos microbianos solubilizadores de fosfatos, como Kocuria sp., B. subtilis, S. diversispora y P. ochrochloron,
          presentaron diferencias significativas en la respuesta del área foliar 
          como variable de desarrollo, con un 58 % de diferencia respecto al 
          testigo absoluto.

        La promoción del crecimiento y desarrollo 
          vegetal está relacionada con la capacidad de cada microorganismo para 
          producir sustancias químicas, como fitohormonas (ácido indolacético, 
          citocianinas, giberelinas y etileno, entre otras) (Ibarra et al., 2014).
          Además, el mayor incremento en el número de hojas de las plantas 
          inoculadas se atribuye a un aumento en la capacidad de absorción de 
          nutrientes a través del sistema radical, inducido por los 
          microorganismos.

      
      
        Biomasa fresca (MF)

         ⌅
        En
          cuanto al contenido de masa fresca de los órganos de las posturas de 
          café, se observó un beneficio al tratarlas con la cepa de rizobio en 
          estudio durante la segunda fase de la investigación, obteniéndose 
          diferencias significativas entre los tratamientos. Los menores valores 
          se presentaron en el tratamiento control.

        La biomasa fresca de diferentes partes de la planta fue cuantificada (Tabla 10).
          La masa fresca de la raíz fue superior con la reinoculación de la cepa 
          Rpr2 al 75 % del nivel de fósforo en el sustrato, mostrando un 13 % más 
          de peso en comparación con las posturas sin reinocular (control).

        En
          cuanto a la masa fresca de la parte aérea, las plantas con mayor masa 
          fueron las que se sembraron con el nivel de 75 % de fósforo y tratadas 
          con la cepa Rpr2, superando en un 43 % al control. A los niveles de 
          fósforo del 25 y 50 %, se observó un efecto positivo de la cepa 
          bacteriana, aunque con valores menores, pero siempre superiores al 
          control en los distintos órganos evaluados.

        Tabla 10.  Masa fresca de los diferentes órganos de las plantas de café durante e l experimento con rizobios.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos

                      Niveles de P
                    	Masa fresca (g) 
                  

                  
                    	 
                    	MF-R
                    	MF-T
                    	MF-H
                    	MF-PA
                  

                
                
                  
                    	100%
                    	Control Productivo
                    	1.36 d
                    	0.15 d
                    	1.07 d
                    	1.79 e
                  

                  
                    	100%
                    	Rpr2
                    	2.30 b
                    	0.89 a
                    	2.78 b
                    	3.65 b
                  

                  
                    	75%
                    	Rpr2
                    	2.90 a
                    	0.81 a
                    	3.45 a
                    	4.35 a
                  

                  
                    	50%
                    	Rpr2
                    	1.77 c
                    	0.94 a
                    	2.68 b
                    	3.23 c
                  

                  
                    	25%
                    	Rpr2
                    	1.16 e
                    	0.74 b
                    	1.95 c
                    	3.11 c
                  

                  
                    	
                    	EE
                    	0.12
                    	0.06
                    	0.16
                    	0.18
                  

                
              

            

          

        

        

        
          P:
            Fósforo, E E: Error estándar. En la misma columna, letras diferentes 
            indican diferencia estadística (Tukey p < 0.05). Fuente: Resultados 
            de la investigación.

          

        

         Beltrame (2020) señalaron que la pérdida de peso en 
          las plantas se produce porque aquellas con un alto nivel de nutrientes 
          en sus tejidos desarrollan mecanismos que generan una reducción de la 
          masa, incluso afectando la actividad de las rizobacterias en las raíces.
          Este gasto energético no muestra un retorno significativo en el 
          crecimiento.

        Se sugiere que las inoculaciones con las cepas de 
          rizobios proporcionaron los mejores resultados en todos los parámetros 
          evaluados. Estos efectos podrían resultar de la producción de 
          exopolisacáridos y biopelículas, que influyen en el suministro de agua. 
          Una amplia variedad de rizobacterias poseen la capacidad de liberar 
          exopolisacáridos (EPS) y formar biopelículas en la raíz (A. F. Mohammed, 2018).

        Las
          comunidades de rizobacterias forman estructuras complejas de células 
          microbianas que se adhieren a la superficie de la raíz, rodeadas por una
          matriz polimérica extracelular (biopelículas) (Gupta et al., 2017). Estas biopelículas protegen 
          significativamente a las plantas del estrés externo, mejoran la 
          adherencia a las superficies, el estado de agregación del suelo de la 
          rizosfera y aumentan la disponibilidad de agua y nutrientes, lo que 
          favorece el crecimiento de la planta (Kasim et al., 2016; A. F. Mohammed, 2018).

        Además,
          los exopolisacáridos de las rizobacterias funcionan como moléculas 
          señal que activan la respuesta de defensa durante la infección por 
          patógenos. Algunos EPS se unen a cationes, como el Na+, lo que sugiere un papel en la mitigación del estrés por salinidad al reducir el contenido de Na+ disponible para las plantas (Gupta et al., 2017).

        Algunas PGPR, como Rhizobium leguminosarum, Azotobacter vinelandii, Bacillus drentensis, Enterobacter cloacae, Agrobacterium sp., Xanthomonas sp. y Rhizobium sp., liberan exopolisacáridos (Gouda et al., 2018). La aplicación de PGPR productoras 
          de EPS representa una medida prometedora para combatir el estrés por 
          sequía y salinidad, contribuyendo así a la seguridad alimentaria mundial
          (Naseem et al., 2018).

      
      
        Biomasa seca (MS) e índices de calidad

         ⌅
        La
          utilización de la cepa bacteriana identificada como rizobio (Rpr2) 
          repercutió favorablemente en el incremento de la biomasa seca (Tabla 11), en la relación entre los órganos y en los índices de esbeltez y calidad de las plantas (Tabla 12). Los valores obtenidos para estos indicadores superaron al control fertilizado.

        Tabla11. Masa.  seca de los diferentes órganos de las plantas de café durante el experimento con rizobios.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos

                      Niveles de P
                    	Masa seca (g) 
                  

                  
                    	 
                    	MF-R
                    	MF-T
                    	MF-H
                    	MF-PA
                  

                
                
                  
                    	100%
                    	Control Productivo
                    	0.14 e
                    	0.21 d
                    	0.12 d
                    	0.33 e
                  

                  
                    	100%
                    	Rpr2
                    	1.15 b
                    	0.70 a
                    	1.10 b
                    	1.8 b
                  

                  
                    	75%
                    	Rpr2
                    	1.53 a
                    	0.76 a
                    	1.50 a
                    	2.26 a
                  

                  
                    	50%
                    	Rpr2
                    	0.69 c
                    	0.55 b
                    	0.94 c
                    	1.49
                  

                  
                    	25%
                    	Rpr2
                    	0.64 d
                    	0.45 c
                    	0.44 c
                    	0.89 d
                  

                  
                    	
                    	EE
                    	0.06
                    	0.04
                    	0.07
                    	0.09
                  

                
              

            

          

        

        

        
          PS-R:
            Peso seco de la raíz, PS-T: Peso seco del tallo, PS-H: Peso seco de las
            hojas, PS-A: Peso seco de la parte aérea, EE: Error estándar. En la 
            misma columna, letras diferentes indican diferencia estadística (Tukey p
            < 0.05). Fuente: Resultados de la investigación.

          

        

        Al 
          analizar la materia seca, se observó que los valores más altos se 
          obtuvieron en el tratamiento con la cepa Rpr2, seguido del tratamiento 
          8001, con diferencias significativas entre ellos en los cuatro niveles 
          de fósforo y superando al control absoluto, donde se presentaron los 
          menores valores.

        Los mayores incrementos se obtuvieron en los 
          tratamientos donde se inoculó la cepa Rpr2 en interacción con el 75 % de
          fósforo en el sustrato, superiores incluso a los alcanzados por los 
          tratamientos al 25, 50, 100 % y control.

        Un comportamiento similar
          se observó al evaluar los índices de eficiencia para las plántulas de 
          cafeto con la inoculación de la cepa de rizobio en comparación con los 
          tratamientos sin aplicación (Tabla 12).
          Los incrementos alcanzaron valores de hasta 1.39 %. En este caso, los 
          tratamientos Rpr2 al nivel del 75 % superaron los alcanzados en los 
          tratamientos controles para sus respectivas proporciones de materia 
          orgánica en los sustratos, aunque la diferencia fue mínima.

        Tabla 12.  Índices estudiados durante el experimento con rizobios.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos

                      Niveles de P
                    	Índices (g) 
                  

                  
                    	 
                    	A/R
                    	IE
                    	ICD
                  

                
                
                  
                    	100%
                    	Control Productivo
                    	2.35 a
                    	2.33 e
                    	1.05 c
                  

                  
                    	100%
                    	Rpr2
                    	1.57 b
                    	5.44 b
                    	2.48 b
                  

                  
                    	75%
                    	Rpr2
                    	1.48 b
                    	4.53 c
                    	3.20 a
                  

                  
                    	50%
                    	Rpr2
                    	2.16 a
                    	3.43 a
                    	2.22 b
                  

                  
                    	25%
                    	Rpr2
                    	1.39 b
                    	3.36 d
                    	1.74 c
                  

                  
                    	
                    	EE
                    	0.23
                    	0.08
                    	0.13
                  

                
              

            

          

        

        

        
          A/R:
            Relación parte peso seco de la parte aérea y la raíz, IE: Índice de 
            esbeltez, ICD: Índice de Calidad de Dickson, P: Fósforo, EE: Error 
            estándar. En la misma columna, letras diferentes indican diferencia 
            estadística (Tukey p < 0.05). Fuente: Resultados de la investigación.

          

        

        La
          producción de materia seca permite evaluar el crecimiento de una 
          planta. La cantidad total de materia seca acumulada refleja directamente
          la producción fotosintética líquida, sumada a la absorción de 
          nutrientes minerales (Aguilar et al., 2016).
          Sin embargo, al evaluar la masa seca aérea, radicular y total de la 
          planta, no se observaron diferencias estadísticas entre las medias 
          obtenidas de las cepas en ninguno de los cuatro niveles de fósforo. En 
          general, las inoculaciones de las cepas bacterianas tienden a 
          incrementar la producción de masa seca en las plantas cuando el sustrato
          contiene entre el 75 % y el 100 % del nivel de fósforo.

        La 
          relación de biomasa raíz-parte aérea parece estar regulada por un 
          equilibrio entre la absorción de agua por las raíces y la fotosíntesis 
          en la parte aérea. Esto implica que los productos fotosintéticos no 
          utilizados para el crecimiento foliar se acumulan en las extremidades de
          las raíces, las cuales crecen en busca de agua (Encalada, 2017). Según estos autores, la raíz mantiene su velocidad de crecimiento, mientras que la parte aérea la reduce.

        El
          cociente de esbeltez se considera un índice de calidad de la planta que
          ayuda a identificar posibles ahijamientos, es decir, un crecimiento 
          excesivo en altura en comparación con el diámetro. Este parámetro ha 
          sido utilizado para evaluar la calidad de plántulas en diversos 
          cultivos. Según Parrales (2018), el cociente de esbeltez es uno de los factores más influyentes en la calidad de la planta de Pinus tropicalis durante su etapa inicial de desarrollo en vivero. Otros autores, como Vargas et al. (2016),
          también destacan la importancia de este índice en cultivos como el 
          café. Aunque no se ha empleado ampliamente para medir la calidad de 
          posturas de cafetos, su aplicación podría ser útil para evaluar la 
          calidad de las plántulas producidas.

        En este estudio, el índice de
          esbeltez mostró mayor esbeltez y vigor en las plántulas inoculadas con 
          la cepa Rpr2, especialmente en el nivel de 75 % de fósforo. Esto sugiere
          que este tratamiento podría mejorar la supervivencia tras el trasplante
          y favorecer un mejor desarrollo en campo. El índice de esbeltez aumentó
          gradualmente en comparación con el control, obteniéndose los mejores 
          resultados en el nivel de fósforo mencionado.

         Encalada (2017),
          en un estudio sobre aplicaciones de ácido salicílico y nutrición 
          mineral en plántulas de chile habanero, informaron que el cociente de 
          esbeltez varió entre 2,92 para el tratamiento T2 (AS) y 4,64 para el 
          tratamiento T4 (F+AS). Los tratamientos T3 y T4 mostraron mayor esbeltez
          y vigor en las plántulas. En este trabajo, la media de los datos de 
          este parámetro fue de 6,70, un valor significativamente superior al 
          informado por estos autores.

        Considerando estos indicadores de 
          manera integral, el índice de calidad de Dickson (ICD) fue el parámetro 
          utilizado para determinar el mejor tratamiento, ya que combina los 
          indicadores previamente analizados. En este sentido, el mejor ICD 
          correspondió a las posturas que crecieron con la presencia de la cepa 
          Rpr2. Por el contrario, el índice más bajo se observó en las posturas 
          sin rizobios (Tabla 12), aunque no se encontraron diferencias estadísticas significativas entre todos los tratamientos para esta variable. Muñoz et al. (2015) indicaron que los índices de calidad más altos representan un mayor 
          equilibrio entre los componentes de la planta, lo que se traduce en una 
          mejor calidad.

        Un índice de calidad de Dickson alto refleja una 
          adecuada relación entre la altura y el diámetro del tallo, así como una 
          buena proporción entre la parte aérea y la parte radical. Esto asegura 
          un comportamiento en campo con alto potencial de crecimiento radical y 
          una elevada capacidad de intercambio gaseoso. Encalada (2017) señalaron que una postura de cafeto con un índice superior a 0,20 en la
          escala de Dickson tendría las características mínimas para continuar su
          crecimiento en condiciones de campo sin complicaciones.

        Por lo 
          anterior, la inoculación de rizobios podría contribuir a la obtención de
          material de plantación de cafeto de óptima calidad de manera rentable. 
          Esta práctica reduce significativamente el uso de productos químicos, lo
          que favorece el ahorro de recursos, la mejora de los suelos y el 
          cuidado del medio ambiente. Por tanto, esta técnica representa una 
          alternativa factible para incluir en el manejo integrado del cultivo del
          cafeto.

        Destaca el inoculante Rpr2, que demostró ser más efectivo
          en todas las variables evaluadas. Este aislado se caracterizó por 
          adherirse estrechamente a las células epidérmicas de la raíz ( I. Hernández & Nápoles, 2017), lo que sugiere que mantuvo una relación más estrecha con la superficie radical del cafeto.

        Los
          resultados obtenidos indican que es posible obtener plántulas de cafeto
          con un vigor y calidad adecuados para resistir el trasplante a campo 
          después de la inoculación con rizobios. Este manejo del cultivo del café
          no solo es adecuado, sino que también tiene un gran valor desde el 
          punto de vista sustentable, debido a la reducción en el uso de insumos 
          químicos para estimular el desarrollo de las posturas.

      
      
        Análisis económico

         ⌅
        Según la metodología del análisis de presupuesto parcial según Evans (2014), se consideró que una planta de café a
          los tres meses genera un beneficio bruto de US$ 0,64. Por otro lado, se
          calcularon los costos de cada uno de los tratamientos correspondientes a
          una planta de siete meses en vivero. La diferencia entre el beneficio 
          bruto y los costos permitió determinar el beneficio neto de cada 
          tratamiento (Tabla 13).

        Tabla 13.  Beneficio bruto, costo y beneficio neto
          para los tratamientos en estudio de vivero. Finca La Carlota, Armenia, 
          Nanegalito, Pichincha, 2018.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos

                      Niveles de P
                    	 
                    	Beneficio Bruto
                    	Costo de planta sembrada
                    	Beneficio neto
                  

                
                
                  
                    	100%
                    	Control Productivo
                    	0.64
                    	0.8234
                    	-0.1834
                  

                  
                    	100%
                    	Rpr2
                    	0.64
                    	0.3135
                    	0.3265
                  

                  
                    	75%
                    	Rpr2
                    	0.64
                    	0.3109
                    	0.3291
                  

                  
                    	50%
                    	Rpr2
                    	0.64
                    	0.4511
                    	0.1889
                  

                  
                    	25%
                    	Rpr2
                    	0.64
                    	0.4929
                    	0.1471
                  

                
              

            

          

        

        

        Se
          realizó un análisis de dominancia ordenando el beneficio neto en forma 
          decreciente junto con sus costos correspondientes. En este análisis, un 
          tratamiento se considera dominado cuando, con un beneficio neto igual o 
          menor, presenta un costo variable más alto. Como resultado, se 
          identificaron varios tratamientos no dominados, lo que hizo necesario 
          llevar a cabo un análisis marginal. De este proceso, se determinó que la
          inoculación con la cepa Rpr2 al 75 % de fósforo constituye la mejor 
          alternativa económica (Tabla 14).

        Tabla 14.  Análisis de dominancia de los tratamientos en estudio, en vivero. Finca La Carlota, Armenia, Nanegalito, Pichincha, 2018.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos

                      Niveles de P
                    	 
                    	Beneficio Neto
                    	Costo de planta sembrada
                    	Tratamientos Dominados
                  

                
                
                  
                    	100%
                    	Control Productivo
                    	-0.1834
                    	0.8234
                    	
                  

                  
                    	100%
                    	Rpr2
                    	0.3265
                    	0.3135
                    	
                  

                  
                    	75%
                    	Rpr2
                    	0.3291
                    	0.3109
                    	✔
                  

                  
                    	50%
                    	Rpr2
                    	0.1889
                    	0.4511
                    	✔
                  

                  
                    	25%
                    	Rpr2
                    	0.1471
                    	0.4929
                    	✔
                  

                
              

            

          

        

        

        Los
          diferentes géneros bacterianos son componentes esenciales de los 
          suelos. Estas bacterias participan en diversas actividades bióticas que 
          contribuyen a la dinámica y sostenibilidad del ecosistema del suelo, 
          favoreciendo la producción de cultivos (Cray et al., 2016). Además, estimulan el crecimiento de
          las plantas al movilizar nutrientes en el suelo. Entre ellas, las 
          rizobacterias, que se encuentran en la zona radicular de las plantas, 
          destacan por su capacidad para transformar, movilizar y solubilizar 
          nutrientes (Velasco et al., 2020).
          Por lo tanto, las rizobacterias desempeñan un papel dominante en el 
          reciclaje de nutrientes del suelo, lo que las convierte en un factor 
          crucial para mantener su fertilidad (Odoh, 2017).
          Su aplicación en sistemas productivos representa una alternativa viable
          para reducir los costos de producción y minimizar el impacto ambiental 
          asociado con el uso de fertilizantes químicos (Coa et al., 2014).

        El
          encarecimiento de los fertilizantes químicos, la escasez de reservas 
          naturales de ciertos nutrientes y el alto consumo energético requerido 
          para su fabricación han impulsado la adopción de alternativas 
          biológicas. Estas no solo se presentan como una necesidad en la 
          producción agrícola actual, sino también como un componente fundamental 
          de la agricultura científica del futuro. Su implementación permite 
          mantener un equilibrio ecológico y ofrece una opción económicamente 
          factible (Barroso et al., 2015).

         Viñals et al. (2017) informaron que la aplicación de productos bioactivos genera un efecto 
          beneficioso en la nutrición de los cafetos durante su fase de vivero. 
          Este efecto se refleja en el crecimiento de las plántulas, observándose 
          los mejores resultados con el uso de FitoMas-E. Además, esta práctica 
          contribuye a un importante ahorro de recursos financieros y reduce la 
          cantidad de material orgánico necesario en los sustratos.

      
    
    
      Conclusiones

       ⌅
      
        
          	La
            inoculación con cepas de rizobios (Rpr2, Rpr16 y 8001) incrementa 
            significativamente los porcentajes de germinación y emergencia en Coffea canephora y Coffea arabica, superando los controles no inoculados en todas las etapas evaluadas (30, 40 y 50 días).

          	Las
            cepas de rizobios, especialmente Rpr2, reducen los días al inicio de la
            germinación (DIG) en ambos cultivares, mostrando una germinación más 
            temprana (23-24 días) en comparación con los controles (45-60 días).

          	Las
            plántulas inoculadas con rizobios presentan mayor altura, diámetro del 
            tallo, número de hojas y longitud de raíces, destacándose la cepa Rpr2 
            al 75 % de fósforo, que mostró los mejores resultados en biomasa fresca y
            seca.

          	Los índices de calidad, como el índice de esbeltez y el 
            índice de calidad de Dickson, son superiores en las plántulas inoculadas
            con rizobios, indicando un mejor equilibrio entre la parte aérea y 
            radical, lo que sugiere una mayor adaptabilidad al trasplante.

          	La
            inoculación con rizobios, especialmente Rpr2 al 75 % de fósforo, es la 
            alternativa más rentable, con mayores beneficios netos y menores costos 
            en comparación con los controles no inoculados, reduciendo la 
            dependencia de fertilizantes químicos.
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