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2. ACTIVIDADES DE TRASFERENCIA

2.1. Resumen actividades de transferencia PROPUESTAS

·;·.:I;iillm·::..:·,.:
::UNE~IIRIQ$::

15 Agricultores y
y profesionales del

área

CienciasDuscutir las potencialidades y Fac.
aplicación de los Agropecuarias
biofertilizantes Forestales- UFRO

Presentación oral a
miembros Asoc.
Agricultura Orgánica
del Surores

Sept.
2002t

.F.U:,:::::AGmj~!~@:.:m::
.....:.:.:.;.;.;.:.:::;:;:.:;:;:::;:;::.:::.:::::.:.;.::;.:;::::::::::::::::::;::(:::;:;:;:::;::::::: ;:::::;:;:::;:.::;::;

:;:::::::::;:;:::::::::::::::::~:~:~:t::?f::~{:}~{ :::~::{t{::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::·:.;.: .

Oct 2002 Articulo a publicar en Difundir las potencialidades
Frontera Agrícola de los biofertilizantese

Indeterminado:
existe revista
interbibliotecario

Oct 2002 Reunión de trabajo Discusión de los resultados UFRO
con técnicos y del proyecto en lo pertinente a
profesionales del Agricultura orgánica
CET-Temuco

4 profesionales

2.1. Resumen actividades de trasferencia REALIZADAS

EEGRI .•'.•..•...•.•'.....:.:•.......'.:.•.:...::..).1.••....•..:....•.•..•·.••·..•·.T.••·..·.·..·.:.:I..•·.~.J-III:::'•...........;.;.;.;.;.;.;.;.;.;.;.:;

Nbre.2002 Charla a agricultores Difundir potencialidades de Auditorio
y profesionales los biofertilizantes Agroindustria

111!!illi.allilli
Inst. 27 Agricutores,

profesionales y
técnicos del rubro
a rícola.

Nbre 2002 Charla a estudiantes Presentación del traba·o Auditorio Inst. 17 estudiantes de
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resentado en Tailandia A roindustria
Artículo a publicar Difundir potencialidades de Escrito
en Frontera Agrícola biofertilizantes
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2.2. Detalle por actividad de transferencia REALIZADAS

Fecha: 19 Noviembre de 2002.

Lugar (Ciudad e Institución) Instituto de Agroindustria, Universidad de La Frontera-

Temuco _

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la información

entregadaLSe hizo una charla a agricultores y profesionales que laboran en las empresas de

fertilizantes y en labores de extensión, la cual tuvo una duración aproximada de 60 mino y

versó sobre los tipos de microorganismos utilizados en la formulación de biofertilizantes sean

éstos solos o en asociación con otros microorganismos. La información entregada incluyó los

principales microorganismos involucrados, las matrices o carriers utilizados habitualmente, con

especial énfasis en los tipos microencapsulados. Especial énfasis se colocó en los tipos de

agricultura donde se hace posible el uso de este tipo de fertilizantes.

Fecha_21 de Noviembre de 2002, _

Lugar (Ciudad e Institución) Instituto de Agroindustria, Universidad de La Frontera-

Temuco _

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la información

entregada).Charla dirigida a estudiantes de los últimos cursos de la Carrera de Agronomía, con

una duración de aproximadamente 50-60 mino en la cual también estuvieron presentes los

estudiantes del Programa de Doctorado en Ciencias de los Recursos Naturales. La charla

consistió en la exposición del trabajo presentado al 17 Congreso Internacional de ,la Ciencia

del Suelo, Bangkok, Tailandia, y los alcances recibidos al mismo. También se plantearon los

efectos de la adición de tipos de fertilizantes fosfatados al suelo sobre los propágulos de

hongos MA así como también el efecto sobre los parámetros micorrícicos en relación a la

calidad y cantidad de materia orgánica agregada al suelo.
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Fecha Diciembre 2002, _

Lugar (Ciudad e Institución) _Instituto de Agroindustria, Universidad de La Frontera,

Temuco, _

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la información

entregadaLEscrito en la Revista Frontera Agrícola "Potencialidades de los biofertilizantes"_(Se

adjunta escrito) _

Fecha, _

Lugar (Ciudad e Institución) _

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la información

entregada) _

2.2. Especificar el grado de éxito de las actividades propuestas, dando razones
de los problemas presentados y sugerencias para mejorar.

Noviembre y Diciembre son fechas que a los agricultores los tiene muy atareados en las
labores de campo, de allí que el grado de adhesión a esta actividad, no siendo mala, pudiera
haber sido mejor la asistencia, en otra ocasión.
En la semana anterior se hizo el lanzamiento de un libro de Cero Labranza, de Don Carlos
Crovetto, tema que generalmente atrae a muchos agricultores, técnicos y estudiantes. Aunque
se cursaron alrededor de 150 invitaciones, tan sólo llegaron a dicha actividad alrededor de 30.
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2.3. Listado de documentos o materiales mostrados en las actividades y
entregados a los asistentes (escrito y/o visual). (Se debe adjuntar una copia del
material)

Presentación ern Potencialidades de los Biofertilizantes

PowerPoint

Español 1
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Presentación en Fertilización nitrogenada en trigo y propágulos Español 1

Powerpoint de micorrizas arbuscularesV

Trabajo Escrito Potencialidades de los Biofertilizanteses Español 1

3. ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

Indicar los problemas administrativos que surgieron en la preparación y realización de
las actividades de difusión.

Fecha: 4 Diciembre 2002 _

Firma responsable de la ejecución: __;?;..L~~='=1='=G-L<.==cL<==f:~;Z;=·_~)~~~ _
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e-mail
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ARTICULO ENVIADO AL COMITÉ EDITOR DE LA
REVISTA TÉCNICA FRONTERA AGRÍCOLA



POTENCIALIDADES DE LOS BIOFERTILIZANTES

Fernando Bone B. Universidad de La Frontera.

Los biofertilizantes pueden ser definidos como "productos formulados a partir de
micoorganismos del suelo que tienen la capacidad de aumentar la concentración de
nutrientes solubles en la rizósfera, aumentando su captación por las raíces y, por tanto,
beneficiando el crecimiento y desarrollo vegetal".

A la luz de tal definición resaltan algunos conceptos que se hace necesario enfatizar
como es el caso de nutrientes, microorganismos del suelo y rizósfera. Así, mientras toda
planta necesita al menos de 17 elementos como nutrientes, en diferentes cantidades, los más
fundamentales son el Nitrógeno (N), Fósforo (P) y Azufre (S) siendo los dos primeros los
más universales y de allí que los biofertilizantes más comunes están asociados a estos dos
elementos. Adicionalmente, los microorganismos del suelo, del orden de cientos de miles a
cientos de millones por gramo de suelo, se encuentran en mayor cantidad asociados a las
raíces puesto que se nutren de las secreciones de éstas, ricas en carbono, sustancias tales
como ácidos orgánicos, proteínas y carbohidratos. A esta zona alrededor de las raíces donde
la actividad microbiana es alta se le conoce como rizósfera.

Existen numerosos microorganismos que pueden ser utilizados como
biofertilizantes, siendo los más comunes los del ciclo del N, P Y S, siendo añadidos al
suelo bajo diferentes formas, algunas de las cuales toman el nombre genérico de
inoculación, que consiste en la aplicación directa o en la semilla de millones de
microorganismos que son beneficiosos al cultivo. Algunos tipos de microorganismos se
observan en Tabla 1.

Tabla 1: Tipos de microorganismos más comunes utilizados en la formulación de
biofertilizantes

Microorganismos ciclo N Microorganismos ciclo P Microorganismos ciclo S

Fijadores de N
Rhizobium

Azotobacter
Azospirillum

Solubilizadores de P
Fosfohongos y fosfobacterias

Micorrizas VA y ECM

Oxidantes del S
Thiobacillus thioxidans

Reductores del S
Desulfovibrio desulfuricans

A continuación se abundará un tanto sobre cada uno de estos tipos para, posteriormente,
describir las formas como éstos son aplicados al suelo.

Fijadores de N
Desde muy antiguo se conoce que existe un tipo de microorganismos que posee la

capacidad de formar nódulos en las raíces de las leguminosas los cuales son conocidos
como bacterias de la especie 1 Rhizobium, las cuales pueden viven simbióticamente en las



raíces de sus hospederos pudiendo fijar cantidades importantes de N atmosférico (50-300
kg N/ha). Las primeras fábricas de inoculantes se establecieron en Alemania a comienzos
del siglo pasado, siendo las primeras en utilizar turba como material inerte.

Otros bacterias f~adores de N típicas de suelos tropicales y subtropicales son
especies de género Azotobacter y Azospirillum, las cuales son capaces de colonizar raíces
de cereales y gramíneas produciendo un incremento en rendimientos del orden de 10-30%.
Todas estas bacterias fijadoras de N tienen un alto costo energético por lo que necesitan de
altas concentraciones de P siendo muy dependientes de este nutriente toda vez que se
calcula que, teóricamente, se necesitan al menos 28 moles de ATP para fijar un mol de N
atmosférico (Neves et al., 1992). De allí que siempre las leguminosas son altamente
dependientes del P de los suelos.

Solubilizadores y mineralizadores de Fósforo

Dependiendo si son bacterias u hongos se les ha dado por llamar fosfobacterias y
fosfohongos, respectivamente. Cuando la solubilización se produce a partir de fosfatos
inorgánicos, por ej. fosfatos de Ca, de Feo de Al e incluso tipos de apatitas, el proceso se
le conoce como solubilización de fosfato. Por el contrario, cuando la solubilización es a
partir de fosfatos orgánicos del tipo inositolfosfatos de Ca, Fe, Al, el proceso se llama
mineralización. Existen en el suelo, desde donde se pueden aislar y multiplicar en medios
de cultivos artificiales, una serie de especies de bacterias, hongos y actinomicetes que son
capaces de solubilizar o mineralizar fosfatos insolubles del tipo que habitualmente se
encuentran en los suelos. Entre las bacterias se menciona exitosamente la actividad de
varias especies como Bacillus, Thiobacillus, Pseudomaonas, etc, siendo Bacillus
megaterium var phosphaticum uno de los más efectivos (Muit Sai y Rossetto, 1992). Por
otra parte, en suelos ácidos parecieran ser los hongos más efectivos que las bacterias,
dentro de los cuales se mencionan especies fiíngicas del tipo Penicillium, Aspergillus,
Mucor, Rhizopus, etc.(Whitelaw, 2000; Richardson, 2001).

En suelos del Sur de Chile se ha encontrado una amplia gama de solubilizadores de
fosfatos, sean éstas bacterias u hongos destacando el suelo asomo donde se encontró que
su población microbiana, tanto hongos como bacterias, representaban más del 50% con
capacidad de solubilizar fosfato de calcio (Borie et al., 1983). En el mismo estudio, estos
autores encontraron que de las especies con capacidad solubilizadora destacaba Aspergillus,
concluyendo que si bien dicha población está cumpliendo un rol en ese medio en cuanto a
la solubilización de fosfatos, dicho rol se puede exacerbar sea mediante entregar al suelo las
condiones para que esa microfiora se incremente o mediante la inoculación de las mismas
cepas, aumentando el potencial microbiano de ese suelo (Borie et al., 1983). Dado que los
suelos volcánicos del sur del país poseen una gran cantidad de P bajo formas insolubles,
producto de la acumulación por las sucesivas fertilizaciones, del estudio anterior se
desprende que la inoculación al suelo de hongos del tipo Aspergillus podría movilizar
significativas cantidades de P que pudieran ser aprovechadas por la planta.

Muy interesantes y pioneros han sido los experimentos de Kucey et al (1988) con el
fodfohongo Penicillium bilajii sobre roca fosfórica en suelos donde la inoculación con
dicho fosfohongo, al solubilizar la roca, prácticamente produjo un efecto similar de un



Oxidantes y reductores de Azufre

Ihiobacillus thioxidans es capaz de utilizar azufre como fuente energética para su
crecimiento y metabolismo, liberando ácido sulfUrico como producto de la reacción. Dicho
ácido fuerte es capaz de solubilizar formas insolubles de fosfato. Esto ocurre
fundamentalmente en suelos tropicales o subtropicales siendo escaso el efecto en suelos
templados debido a la limitada población de tales bacterias. Lo anterior ha sido motivo
para la preparación de un biofertilizante, denominado comercialmente BIOSUPER, que
combina azufre en polvo, Ihiobacillus y fosfato de roca; así mientras Ihiobacillus utiliza el
azufre y produce ácido sulfUrico, éste solubiliza a su vez al fosfato de roca, siendo por tanto
un fertilizante de entrega lenta.

De otra parte, Desulfovibrio desulfuricans, bacteria que produce ácido sulfhídrico
(H2S) en condiciones de anaerobiosis, puede ser capaz de desplazar al fosfato ligado a Fe
formando Fe2S, muy insoluble, dejando fosfato soluble para el cultivo. Lo anterior ocurre
en ocasiones en condiciones de anaerobiosis, en el cultivo de arroz bajo condiciones de
anegamiento.

Matrices utilizadas como biofertilizantes

Existen materiales que pueden ser utilizados como soportes o carriers en la
producción de inoculantes que pueden ser utilizados como biofertilizantes. Tal es el caso de
la turba utilizada para preparar inoculantes de Rhizobium. Otros soportes utilizados
habitualmente consisten en vermiculita o perlita; arcillas expandidas natural o
artificialmente, donde en sus poros se adhieren esporas o hifas de hongos; subproductos
forestales, como aserrín o corteza de árboles, productos que por su alta relación C/N tienen
la desventaja de inmovilizar N aplicado como fertilizante; compost; etc. Sin embargo, lo
más actual y novedoso consiste en la formación de cápsulas gelatinosas de alginato de
calcio, donde el microorganismo queda atrapado al interior de una cápsula, al hacer incidir
gotas de cloruro de calcio sobre una solución de alginato de sodio que tiene suspendido el
micoorganismo a encapsular. Al juntar ambas soluciones se genera una esfera, de diferente
tamaño dependiendo del tamaño de la gota de cloruro de calcio que contiene en su interior
al microorganismo. Dichas esferas, fáciles de transportar y almacenar, una vez que se
adicionan al suelo, son descompuestas en el lapso de pocos días, quedando el
microorganismo en condiciones de colonizar la raíz o el suelo alrededor de ésta. Existen
todo tipo de esferas, macro o microesferas producidas por goteo o aspersión de la sal
cálcica sobre el alginato (Fig. 2).

Potencialidad en los diferentes tipos de agricultura

Tal como se mencionara anteriormente, los biofertilizantes asociados al ciclo del N
y P son los más utilizados, puesto que pueden reemplazar, en parte, la utilización de
fertilizantes que producen polución. Así, mientras el uso excesivo de fertilizantes
nitrogenados conlleva la pérdida de nitratos por lixiviación, contaminando aguas
superficiales y subterráneas, fosfato por su parte, es perdido por erosión causando
eutroficación de lagos y ojos de agua. Por otra parte, es sabido que las reservas de P en la
corteza terrestre no alcanza para más allá de 200 años al ritmo de utilización actual. De alli



que es importante el uso de microorganismos para ciclar tales nutrientes, sea desde la
atmósfera, en caso de la fijación biológica de N o aprovechar el ciclado del P fijado en los
suelos.

En este contexto, aunque Rhizobium se lo ha utilizado durante todo el Siglo XX,
vale decir casi 100 años de experiencia (Brockwell et al., 1995), la mayor parte del
inoculante producido a nivel mundial actualmente es de poca calidad (Olsen et al., 1995).
Los inoculantes más utilizados son los que conllevan el uso de varias cepas, siendo mucho
más efectivos que aquéllos en base a una sola cepa (Paau, 1989). La doble inoculación de
Rhizobium con otros microorganismos o también llamada coinoculación ha tenido amplia
aplicación, sean éstos hongos MA, hongos solubilizadores de P, etc (Barea et y Azcón,
1983; Thiagarajan et al., 1992).

Aunque la utilización de todos estos microorganismos tiene una amplia utilización
en la llamada agricultura sustentable es en los sistemas de agricultura orgánica donde puede
tener su máxima expresión. Así, dado que en este tipo de agricultura no se utilizan
fertilizantes químicos nitrogenados y se hace uso de leguminosas o compost en base a
leguminosas, la aplicación de biofertilizantes del tipo Rhizobium para este tipo de cultivos
o Azospirillum para cereales son estrategias de gran potencialidad. Del mismo modo,
aunque se puede utilizar fosfatos de roca, el uso de fosfohongos o fosfobacterias en
conjunción o no con hongos MA podrían ser de manifiesta utilidad en aquellas situaciones
donde se favorece la producción limpia de alimentos, vale decir, donde prevalecen más los
criterios de calidad que de cantidad. No obstante, la preparación de biofertilizantes en base
a microencapsulados de alginato es una tecnología que pareciera ser de mucha
potencialidad para cubrir amplios espectros de situaciones donde el uso de fertilizantes
químicos no son la prioridad.
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CONTENIDO DEL INFORME TÉCNICO

PROGRAMA DE FORMACiÓN PARA LA INNOVACiÓN AGRARIA

1. Antecedentes Generales de la Propuesta

Nombre: Fernando Borie B.

Código FP-V-2002-1-A-35

Entidad Responsable Postulante Individual: Universidad de la Frontera

Coordinador

Lugar de Formación (País, Región, Ciudad, Localidad): Bangkok, Tailandia

Tipo o modalidad de Formación: Participación en 17th International Congress of Soil Science

Fecha de realización: 14-21 Agosto de 2002

Participantes: presentación de acuerdo al siguiente cuadro:

Nombre Institución/Empresa Cargo/Actividad Tipo Productor (si
corresponde)

Fernando Borie B Univ. de La Frontera Profesor-
Investigador

Problema a Resolver: detallar brevemente el problema que se pretendía resolver con la
participación en la actividad de formación, a nivel local, regional y/o nacional.

Parte de la agricultura de la IX Región y por impulso de políticas del Gobierno Regional está
derivando en prácticas de agricultura orgánica, adaptada a pequeños agricultores que verían
mejoradas sus expectativas económicas de producción, toda vez que se está incrementando
la demanda de productos de este tipo (principalmente fruta y productos hortícolas) y lo es más
aún en las actuales circunstancias tras la firma del acuerdo comercial con la Unión Europea.
La producción de biofertilizantes apunta en la dirección correcta en términos de producción
primaria limpia, sin la aplicación de fertilizantes químicos tradicionales, los cuales están
impedidos de utilizarse en este tipo de agricultura, a excepción de los fosfatos de roca, los
que con la aplicación de biofertilizantes preparados a partir de microorganismos
solubilizadores de fosfato pueden aportar la cantidad de P necesario para el cultivo del
vegetal.
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Objetivos de la Propuesta

2. Antecedentes Generales

La actividad de formación desarrollada tenía como objetivo la captura de información
sobre la preparación y uso de biofertilizantes en sistemas agrícolas de producción
limpia o de agricultura sustentable. Se presentaron diferentes trabajos cuyo objetivo
era demostrar, bajo diferentes sistemas, el beneficio del uso de microorganismos sea
en el mejor aprovechamiento de nutrientes o en disminuir ciertos tipos de toxicidades.
A continuación se hará una breve descripción de los sistemas más recurrentes en este
Congreso.

a) Uso de bioferlilizantes en la adquisición de N atmosférico por plantas
arbóreas.
Un trabajo que resultó interesante fue la aplicación simultánea de inoculación de
Rhizobium y fertilizantes nitrogenados en Leucaena. Los resultados permitieron
concluir que:

~ Fertilizantes nitrogenados en dosis bajas combinadas con la inoculación con
Rhizobium incrementaron en más de un 60% la materia seca de hojas y
ramas, comparados con el control no inoculado.

~ La inoculación en presencia o ausencia de N fertilizante aumentó en un 66%
el peso seco de hojas.

~ La inoculación con Rhizobium trajo aparejado un incremento del K y P foliar y
cuando dicha inoculación se realizó en presencia de fertilizantes
nitrogenados también se observó un incremento en la concentración de
micronutrientes.

Otro trabajo que destacó también fue el mejoramiento de la eficiencia en la
captación de N atmosférico por parte de cepas de Rhizobium genéticamente
modificadas de modo e incrementar la captación de N con menor pérdida de
energía, que es un tipo de investigación realizada en muchos laboratorios
tendientes a lograr cepas más efectivas.

b) Ventajas de la aplicación de Azosperillum

La introducción de microorganismos promotores del crecimiento en la zona
rizosférica de plantas produce un aumento de la productividad vegetal
conjuntamente con una minimización de la carga de agroquímicos en los suelos. Se
observó el efecto beneficioso de la inoculación de Azospirillum brasilensi en el
crecimiento y nutrición de cebada y trigo conjuntamente con una disminución de
agentes contaminantes.
Sin embargo, el trabajo con esta bacteria que resultó muy interesante y novedoso

fue la aplicación de cepas de Azospirillum sólo o en conjunción con fertilizantes
nitrogenados sobre el crecimiento y nutrición del crisantemo (Chrysantemum
morifolium. ). Los resultados obtenidos señalan que la inoculación con Azospirillum
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sp incrementaron significativamente los parámetos de rendimiento ( 35 ton/ha) y
adquisición de nutrientes. Este estudio concluye que la inoculación de Azospirillum
en crisantemo puede sustituir hasta el 25% del N aplicado como fertilizante
reduciendo sus inputs y sus efectos deletéreos sobre el medio ambiente.

e) Uso de microorganismos del ciclo del fósforo

La mayor parte de los trabajos estuvieron dedicados a poner en evidencia la
capacidad de los hongos de las micorrizas de beneficiar a la planta hospedera tanto
en su crecimiento, nutrición, carácter detoxificador, frente a estreses bióticos como
abióticos etc. , siendo inoculados sólos o en combinación con fertilizantes
fosfatados. Se presentaron trabajos en endo y ectomicorrizas.. Desde el punto de
vista de nuestra realidad, un trabajo que resultó ser interesante fue en plantas
ornamentales destacando el efecto de la inoculación de hongos MA sobre todos los
parámetros de crecimiento y nutrición de plantas de crisantemo siendo de suma
importancia el acortamiento del tiempo de floración.

Interesantes trabajos se presentaron también relacionados con la interacción
conjunta de bacterias fijadoras de N , junto a bacterias solubilizadoras de P o
asociadas a micorrizas y thioabacillus.

En síntesis, la información lograda tras la asistencia y participación en este
Congreso permite extraer como resultado la necesidad de investigar con más
profundidad la aplicación de estos tipos de microorganismos en pos de lograr
beneficios sustantivos en cuanto a la disminución de fertilizantes y agroquímicos en
la producción sea de alimentos o plantas ornamentales, rubros ambos que son
pertinentes a nuestra Región.

3. Itinerario Realizado: presentación de acuerdo al siguiente cuadro:

Fecha Actividad Objetivo Lugar

17 Presentación del trabajo " Exponer los resultados de parte Queen Sirikit
Agosto Influence of nitrogen forms on de nuestra línea de investigación National
de qheat mineral acquisition and que dice relación con el efecto Convention Center-
2002 mycorrhizal propagules de los fertilizantes sobre los Bangkok, Thailandj

released propáoulos de honoos MA.
14-21 Participación en los diferentes Capturar información sobre el Queen Sirikit
Agosto symposia del Congreso uso de microorganismos en National
de Mundial de las Ciencias del reemplazo de algunos Convention Center,
2002 Suelo e intercambiar fertilizantes conjuntamente con Bangkok, Thailand.

información con científicos informarse sobre actividades
del área. relacionadas con agricultura

orgánica y microoroanismos
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Señalar las razones por las cuales algunas de las actividades programadas no se realizaron o
se modificaron.

4. Resultados Obtenidos

De los numerosos trabajos presentados en el Congreso que decían relación con
el uso de microorganismos como biofertilizantes propiamente tales ninguno estaba
relacionado con el uso de alginato de calcio como carrier para la fabricación de esferas
donde se lleva incluido el microorganismo, el que se va liberando paulatinamente en la
medida en que el alginato es descompuesto o degradado, tanto por los microbios de su
interior (el inóculo) como aquéllos propios de la rizósfera.

Hasta ahora, pareciera ser que la mayoría de los biofertilizantes comerciales
están formulados a base de turbas de modo de pelletizar semillas. Si bien éstas se han
y siguen utilizándose en la inoculación de Rhizobium y similares ya se ha alcanzado su
límite tecnológico para hacerlos más eficientes. Poseen serias dificultades cual es la
naturaleza de la turba y la poca disponibilidad de ésta en algunas regiones del mundo.
Durante la última década se han formulado una serie de preparados experimentales,
en base a polímeros y que han demostrado tener una serie de ventajas prácticas sobre
la turba.

Dichas formulaciones encapsulan las células vivas, protegen a los
microorganismos de los estreses ambientales liberándose gradualmente su contenido a
medida que son degradados en el suelo, pueden también ser almacenados a
temperatura ambiente por períodos prolongados, permiten ser cuantificados de mejor
manera al ser aplicados al suelo pudiendo confiarse en la repetibilidad de los
resultados y pueden ser mejor manipulados de acuerdo a las necesidades del
microorganismo que encierran y de acuerdo a la planta sobre la cual se van a aplicar.
Del mismo modo, se puede incluir en la matriz algunos nutrientes para una mejor
adaptación del microorganismo al entorno al cual va a beneficiar. Sin embargo, a pesar
de tales ventajas son más caros de utilizar y por tanto el cultivo sobre el cual se aplique
debe ser lo suficientemente rentable como para asegurar márgenes de utilidad que
estén acordes con su uso.

Alginate es el material polimérico más comúnmente utilizado en la encapsulación
de microorganismos para propósitos microbiológicos industriales aunque también se ha
utilizado otros polisacáridos provenientes de algas.

Un trabajo relevante es el recientemente publicado por Bashan et al en Biol. and
Fertility of Soils y el cual se anexa aquí. Sus resultados permiten concluir que la
preparación de estos biofertilizantes en base a alginatos y su aplicación a los suelos de
la Región que son deficitarios en P disponible puede ser realidad en el mediano y el
cual es un tema que se está profundizando en nuestro grupo de investigación.
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5. Aplicabilidad

Los conocimientos adquiridos en el marco del Congreso y el intercambio de
opiniones con algunos investigadores asistentes, en especial de países no
industrializados, permite suponer que es posible la aplicación de estas tecnologías en
algunas situaciones, tal como es el caso de la agricultura orgánica. Si se pusiera a
punto la metodología de preparación de esferas matriciales de alginato de calcio
permitiría la incorporación de otros ingredientes a tales matrices como los son
hormonas, biocidas de entrega lenta, etc.vale decir, este tecnología de preparación de
matrices abriría un abanico de posibilidades de aplicación insospechadas en el campo
de la producción agrícola y forestal, no tan sólo ligada a la agricultura de esta Región.).

6. Contactos Establecidos: presentación de acuerdo al siguiente cuadro:

Institución/Empresa Persona de Cargo/Actividad Fono/Fax Dirección E-mail
Contacto

Institut National de Phillipe Investigador Place Viala
la Recherche Hinsinger INRA 34060,
Scientifique. INRA, Departement Montpellier
France Science du Sol Cedex

1.France
CSIRO Plant Hens Investigador GPO Box
Industry Australia Maartens 1600,

Canberra
ACT 2601,
Australia

CSIRO Plant George TIM Investigador GPO 16000,
Industry, Australia Canberra

ACT 2601,
Australia

Institute of Kim Kil Yong Investigador Kwangju
Biotechnology, 500-757-
Chonnam National Korea
University

7. Detección de nuevas oportunidades y aspectos que quedan por abordar

Durante el Congreso se hicieron contactos científicos relacionados con la
problemática del P en suelos deficitarios pudiendo, en un futuro cercano, y en espera
de lograr un financiamiento adecuado, lograr un fluido intercambio científico.

8. Resultados adicionales

Los resultados de la interacción científica con los asistentes contactados: será
posible verla materializada más adelante, en convenios que aún no se visualiza su fuente de
financiamiento pero es sabido que los convenios con los países de la Comunidad Europea
empezarán a ser realidad en un futuro no tan lejano.
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9. Material Recopilado
Se adjunta fotocopia de 105 Libros de abstracts del Congreso

Tipo de Material N° Correlativo (si es Caracterización (título)
necesario)

Ej.:
Artículo
Foto
Foto
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10. Aspectos Administrativos

10.1. Organización previa a la actividad de formación

a. Conformación del grupo

__ muy dificultosa _X_ sin problemas

(Indicar los motivos en caso de dificultades)

b. Apoyo de la Entidad Responsable

__ algunas dificultades

_X_bueno

(Justificar)

__ regular malo

c. Información recibida durante la actividad de formación

__ amplia y detallada _X_ aceptable deficiente

d. Trámites de viaje (visa, pasajes, otros)

_X_bueno __ regular malo

e. Recomendaciones (señalar aquellas recomendaciones que puedan aportar a mejorar
los aspectos administrativos antes indicados)

10.2. Organización durante la actividad (indicar con cruces)

Item Bueno Regular Malo
Recepción en país o región de X
destino
Transporte aeropuerto/hotel y X
viceversa
Reserva en hoteles X
Cumplimiento del programa y X
horarios

En caso de existir un ítem Malo o Regular, señalar los problemas enfrentados durante el
desarrollo de la actividad de formación, la forma como fueron abordados y las sugerencias que
puedan aportar a mejorar los aspectos organizacionales de las actividades de formación a
futuro.
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11. Conclusiones Finales

Mi participación en el 17 Congreso de Ciencias del Suelo permitió acrecentar mi
acerbo científico relacionado cn la utilización de microorganismos en la movilización de
nutrientes desde el suelo, entregándome además una tremenda potencialidad en
términos de intercambio científico debido a los contactos que se tuvieron con
investigadores asistentes a dicho evento.

12. Conclusiones Individuales

Son las mismas que en el punto anterior.

Fecha:o~@-~ ~o2

Nombre y Firma coordinador de la ejecución: __..,~,L:='==Q...<..<.=c4=;;zi;z==::!:)",;-.--

AÑO 2002
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Abstract A method of inoculating wet and dry seeds
with plant growth-promoting bacteria (PGPB) using algi­
nate microbeads as a substrate and Azospirillum brasi­
Lense as the model PGPB was developed. The micro­
beads were produced by low pressure spraying of an al­
ginate solution mixed with liquid bacterial culture sus­
pended in a very rich medium through a small nozzle re­
sulting in small-diameter droplets. These droplets, when
sprayed into a slowly stirred solution of CaCI2• immedi­
ately hardened into rnicrobeads at diameters ranging be­
tween 100 and 200 11m. Although the process killed part
of the entrapped bacteria, the rernaining bacteria residing
in the microbeads were sufficient [> lO" colony-forrning
units (CFU) g-I inoculant] for seed inoculation. Further,
it was found that the bacterial population in the inoculant
could be enhanced by secondary rnultiplícation in the
sarne mediurn for an additional 16 h. It was found that
the microbeads could be used either wet or dry. Dry
inoculant was produced using dry air at 38°C, creating
a powdery substance loaded with > 109 CFU g-l beads.
Alternatively, dry rnicrobeads were produced using a
standard freeze-drying procedure. This dry preparation
was easily attached to dry seed surfaces with the addition
of lik alcohol-diluted lecilhin or with 0.5% synthelic
paper adhesive (Resistol). The bacteria were slo\\"ly
released frorn the microbeads in amounts ranging from
104 to 106 CFU g-I depending on the type (wet or dry.
wilh 01' wilhou! skim milk) ancl the time or incubation
(lhe longer the incubation periodo lhe smaller lhe alllount
üf bacteria released wilh lime) Thc \Vet and dry inocul-

This papa is in memor) 01' lhe Lile \lr A\'na Bashan and lhe !:lIl'
Mr l'zi B:hhan of "rael

y. Bashan (~~). L.A. LeY"a .1\1. B:k'ilio
En\'ironmcmal Microbiolog\,.
Thc Cenler fOl Biolu>:ieal Rcseareh "f lhe 1\'\)['\h\\'\',1 lelB l.
La Paz. P.O. Bo:x I ~~;. s.es .. ~.~iJll/l. \k:xieo
e-mail: bash:lJ1@'eibI1l1I'.m\
Fax: +5~-6 J ~- J ~5-J71()

J.-P. Her.,clJ1dC/
Laoor:llOrins A~roen/\ l11a,. TIaIIl~p:l/lIl". l\kxico Cil\. \1c'xiep

ants enhanced the development of wheat and tomato
seedlings growing in unfertile soil, and biodegraded
within 15 days in moist soil.

Keywords AIginate· Azospirillum . Bacterial inoculants .
Beneficial bacteria· Bacteria] immobilization

Introduction

To date, most marketed bacterial inoculants are peat-based
forrnulations used to coat seeds or pellets for sowing in
furrows (Bashan 1998; Kenny 1997; Smith 1992). They
usually produce satisfactory results primarily with rhizobia
(Burlon 1976; Thompson 1980), but the technologicallimil
of their developmenl has alrnost been reached. They have
several severe drawbacks because of the nature of peat,
and the unavailability of peat in many countries. During
lhe las! decade, several experimental formulatíons based
on polymers have been evalualed (Bashan 1998). These
polymers were demonSlrated as potential bacterial carriers
(lung el al. 1982) offering substanlial practical advamages
over peal (Amiet-Charpentier el al. 1998, 1999). These for­
mulalions encapsulale the living cells. protect the microor­
ganisms against many environlllental stresses and release
lhem to the soil gradually when soil microorganisllls de­
grade the polYlllers. Thcy can be stored dry at ambient
lelllperatures for prolongcd pcriods. orfer consistent batch
qualit)' and a bener-definccl environmenl for the bacteria.
ancl can be Illanirnilatcu e~l~il) ac~oruing to lhe needs 01'
specific bacteria or the crop. Th,>e inoculants can be
amcnued \\'ilh nUlrienLS 10 improve Ihe short-term sUf\'i \',iJ
01' lhe hacteria upon il1oC[iJation. especially with associ,l­
l¡ve planl gro\\'lh-prl1llloting bacteria (PGPB) (Bashan
1986a. 1998), Hü\\ever. lhey are rather expensive relatin:
lo peat-b~lsed inoculanLS amI require more biotechnicl1
handling by Ihe inoculanl induSlr) (Fages 1990. 19LJ2).
Thel\' i~ 110 L'llmIllCrci~i1 ~lgricullUral inoculam so 1'~lr lh:il
U~L'~ lhi, lL'chl1olo.!..!~. hUI l'l1\ ironmcl1tal appliCalil)l1~ l'\);'

the clc;:n-up uf hazardo,,:, lllaleri~t1s ... re entering the lll:lI'f.LI
(Cassicl~ el ,ti. 1996: Slor no :llld Cr:l\\'forcl 1992l.



Alginate is the most cornmon polymer material for the
encapsulation of microorganisms for various industrial
microbiological purposes (Chen and Huang 1988; Fenice
et al. 2000; Paul et al. 1993; Smidsrod and Skjak-Braek
1990; Walker and Connick 1983), although other algal
polysaccharides have been used (Hammill and Crawford
1997). The raw material, the kelp macroalga (Macrocystis
pyrifera), is a renewable marine resource of great abun­
dance in the Pacific Ocean (Lada et al. 1999); it is har­
vested regularIy and processed (Hernández-Carmona et
al. 1999) mainly for the foad industry. The most common
experimental formulation for bacterial inoculants is mac­
robeads with a diameter of 1-4 mm either for agricultural
or environmental use (Bashan 1986a, 1998; Gonzalez and
Bashan 2000). Nonetheless, their relatively large size is
disadvantageous for agricultural uses. To produce smaller
size beads, two possibilities exist: (1) to mechanicalIy
crush large beads or solid alginate sheets and then to
sieve the powder to the desired size, and (2) to produce
micro beads directly using an appropriate technology.

The aims of this study were to demonstrate: (1) the
technical feasibility of direct alginate microbead produc­
tion; (2) that these microbeads can be dried, thus con­
serving the majority of the bacterial population; (3) that
these microbeads can be attached to seed prior to sow­
ing; and (4) that these preparations can release the bacte­
ria and enhance plant grQwth. This study employed the
wild type bacteria, Azospirillul1l brasilense Cd, common­
Iy used for agricultural inoculation (Bashan and Holguin
1997) as a model microorganism and wheat and tomato
as model plants.

Materials and methods

Equipmenl for microbead produclion

The produclion of microbeads (encapsulated bacleria in an algi­
nale malrix) has been accomplished using a prolotype device de­
scribed earlier (Fig. 1: Carrillo and Bashan J997) afler incorporat­
ing minor modifications. These include using slainless sleel for ilS
conslruction to allow sterilizalion by autocla\·e. and posilioning
lhe elHire equipmellt al 45° illclinalion allowing production of a
stream of droplels illslead of \'enical OUlput of spray. It was built
of commonl\' used materials b\ lhe CIB Technical DireclOrale's
workshop. The basic desigll cán be modified or modularly ell­
larged 10 produce a larger amounl of microheads "'ilhoUl compro­
mising the basic fealllrcs. This prolotype producL'S microbeads
ranging in sizc from Ino to 200 pm.

A~wl,irill/llll hmsill'II.\(· CtI (ATCC ~97101 sen L'd 'h " 1lJ(l,kl b"L'­
lerium for thi, 'lu,h 'Illtl w", nilli\aleJ aecordill~ III Ihe' SI'llld:lrd
procedure ror lhis 'gClll" (13,,,11.111 el al. 19').'1. 13rie'll\. lhL' 1'rc·
inoculum lI'a, pre1':lrL'd Oll a Illllric[lI ag:tr tDif.-o. \lieh.J pl'IlL' ,ti

JO±::'°C for 48 h. Se\"t~r;i1 identiL':¡j dC"cloping L'olonic" \\\~re' lrans­
ferred inlO a liquid [Itll['ie'nl hnllh llleúium :II1Ú "crL' growll I',)r
12 h al 30±2'C ill a rolary ,h:lkL'1 ,ti I~() [·.p.m. ThL' 1ll<)L'ulum \\ :1'
han'e'sled byeelllrirug:tlioll (7.11(1I1'.!. IPmilll. \\:"hcd 111 ice' ill!,'"
l:bSilllll phusph:IIC bufkl' (1'1-1 -.11. 11.I)h 111,,11 ':lIld 'Ul'pkllle'UiL'd
\\'ilh O. J.5 I1lLlI '\:1('1 I I (lb,lun I 'J. 6'" r,l 'lhl:lin .1 h¡~hc'l" ,ic'l.l
Llf b:,cteria. a lr~pll'Il-\~'''1 e.\I"J.·I·~luLl"e' 1'1')"(;1 I1lc~liul1l' \\:h

uSe'ú (Prabhu cl al. 1()()()). Thl' Ille'diull1 Llllli'lill" " ~ lr~ pl"ll I '

(Difco), 5 g yeast extracl 1-1 (Sigma), and 5 g D-glucose 1- 1• This
basic medium was improved by supplementing it with the foHow­
ing salts: 4.8 g KOH 1-1; 1.2 g NaClI-I; 0.25 g MgS04 .7HzO 1-';
0.13 g KzHP04 1-1; 0.22 g CaCI 2 1-1; 0.17 g K2S04 1-1; 2.4 g
Na2S0~ 1- 1; 0.5 g NaHCO) 1- 1; 0.09 g Na2CO) 1-1; 0.07 g Fe(IJI)
EDTA 1- 1; lhe pH was adjusled to 7.0 after sterilization. The
N-free OAB medium (Bashan et al. 1993) supplemented with
8 mM fruclose and 0.5 .mM KNO) (Sadasivan and Neyra 1985)
was used as a reference medium. The growth conditions of bacte­
ria in aH media were similar and aH cultures were similarly
washed after growth.

Microbead formation

Ten millilitres of bacterial suspension obtained after cultivation in
improved TYG medium was mixed under aseplic conditions with
2% sodium alginate (CICIMAR, La Paz, Mexico) under low stir­
ring at ambient temperature for 1 h when all the ingredients were
thoroughly mixed. The bacterial concentration at this stage was
1010 colony-forming units (CFU) ml- I solution. Altematively,
skim milk Wilhout Ca (Difco; 0.75%) was added to the alginate­
bacterial suspension to produce beads that are more biodegradable
(Bashan 1986a). Each of these suspensions was then placed in an
Erlenmeyer f1ask or a beaker that was attached to the microbead­
producing de\'ice and the device was pressurized at J0-15 psi us­
ing a commercial air compressor. The bacterial suspension sucked
from the Erlenmeyer flask was then forced to pass through a 222­
¡.tm-diameter capillary exit, which created a fine spray of minia­
ture droplels. The mist was sprayed ¡nto a 25x40-cm stainless
steel f1ask rolaling at 40 r.p.m. and containing 0.1 M CaClz. Mi­
crobeads were formed instantly upon conlaó of the droplets wilh
the solidifying solution. The microbeads were allowed to cure in
the CaCI2 solution for 30 mino This procedure produced micro­
beads ranging in size from 100 to 200 ¡.tm. Al this stage, lhe bead
bacterial concentration was 2xlO ll CFU g-I microbeads on aver­
age (fresh concentration; for more details see the Result section).
After extracling the wet beads from the CaCI 2 solution, they were
rinsed in 500 mi saline solution (0.859i- (w/\' ) NaCI) 4 times under
aseptic condilions and transferred into fresh TYG medium. Bacte­
ria were mulliplied in this mixture for an additional 12 h al
30±2°C and I00 r.p.m. Then the microbeads were separated from
the suspension by filtralion using Whallllall 110. 4 filter paper, and
rinsed 3 times with 500 mi saline SolUlion. The population in fresh
beads after lhis secondary multiplicalion always reached a concen­
lration of al least Ixl 0 12 CFU g-I microbeads. Usually, wet prepa­
rations of microbeads al this slage were used for plant inoculation
immedialelv or afler overnighl storage at ·h 1°C. which did nol
afrect lhe nLUllhcr of bacteria~in lhe pr~paralioll.

Drying procedure,

Ten grams of Illicrobeads \Vas placed ill a Ihill layer on a fillcr
paper ill a PClri úi,h alld dried at 38±1 e f"r 48 h. Then lhe dry
Illicrobea,b \\('rc collceled and storcú ill hcrmctic'all\' sealed con­
lailler, "ilh ,iliea gel ulll!1 usage. ¡\ddilil'll:tlly. d[';' bcads \\'erc
prepar,'d 1" 'l'l[lliard IYLlphilizalioll (\'ini, ."1 .. :" \".1.

Dn l'l \\Cl I1lI.T,lhe'alb \lcre' mallu:tlh I1ll\ctl \lllh dn ,eccb of
wlíe:tl 'lIld l"II1,tlc' ..-\llcrnali\·e'h·. a I"<.~n' dilule 'OIUlILlIl,;f adhe,i\'c
(de',cribéd I:llL'lI "'b i1pplied 1;) lhe s~cú,. Thi, "llulioll crcaled a
sliek\ 'Urf'IL"L' bUl Jid Ilol allLlw Ihe ,ccd.' l,} ,Iic'k 1" Lllle i11l0Ihcr.
FLlur ,¡iL'k, 'Ulhl:IIlL'c, \le're' uSe'J: 1I1 k'L'ilhill I ",\idil"ie'd ,",Ill\'

:tei," dcri"L"¡ (:',)111 ,,1\ he':II1. <l. \ (; :lIld (l ..", di", "'L'tI ill elh'ln,;'
tllat \\ .t, l'\ ':I"'I'j .t1 ...'d ill·lI11L·di~I[l.'I~ h~ l'\PU:--UI": Id .!l1-lhiL'!ll tL'lllpcLI·

tlll\~ ::I1J dril.'I; .... ;!I-: :\11 t1lll1ca¡.:d Il:¡ir di\,,': l~';~ ::'; ,\~lrl:.\·1

(Lab";,:Il'l"i.h .-\~r';':Ii/Yllla,. Tlallle'pallll.l.\L-\iL·" ell\ J lbs-o"e'd
ill \\ aIL·r. , '1 ,-' 1I1hclic p~lpcr :Idh~',i, c ((l.!', . ,\ :", .:' el l' ( Rc,j,-



Fig. 1 Equipment for the pro­
duction of microbeads. The
original drawing is reproduced
from Carrillo and Bashan
(1997), by permission of the
publisher
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tol, Mexico) dissolved in water; and (4) undiluted mineral oil. All
these sticky substances were first mixed, separately, with the
seeds. Then the microbeads were mixed with the sticky seeds
manualIy. Microbeads adhering to seeds were counted under ste­
reoscopic microscope or by taking images of seeds by image ana­
Iyzer (lmage Pro Plus 4.1, Dell, USA, connected to an Olympus
BX41 microscope) and allowing automatic counting of micro­
beads by the software. Data are presented using the following in­
dices: 1=<SO microbeads seed-I; 2=SO-100 microbeads seed-I;
3=1OO-1S0 microbeads seed-I; 4=IS0-2oo microbeads seed- I.

Bead and root bacteria) counts and slow release
of bacteria from beads

The beads were dissolved in 0.2 M, pH 7.0 phosphale buffer for
)-2 h at 30°C in a rotary shaker al 100 r.p.m. which released the
bacteria entrapped in or covering the microbeads. The released
bacteria were counted using the conventional plate count method
on nutrient agar (Difco). The slow release of bacteria from the mi­
crobeads was accomplished as follolYs: O.S g \Vashed microbeads
containing immobilized bacteria was transferred into 10011 sterile
salin~ solution [0.85% (w/\') NaCl] and gently shakcn al 3O:!: I oC
for 16 h. Then, triplicale 0.1-011 samples of saline solution IVere
collected, and the nUlllber of released bacteria \Vas delermined by
the plate couol method on nutrient agar plates. The microbeads
IVere rinsed twice with sterile IVater and transfelTed iOlo fresh
saline solution, and the procedure \Vas repeated after 24 h. Al'ter­
\Vards. the microbeads IVere kept at 4±loC unua a lhin layer of
water. and the procedur~ IVas repeal~d after 5 days anU ag:lin after
10 days (Bashan 1986a). Afler lhe inoculal~d plan!s lI"erc' alloll"ed
lO grolV. they wer~ harv~sted and r001 colonizali<ln b\' .·1. lirasi­
I(,I/.~e strains IVas d~terlllineu as tkscribed before ,B:"han :lllU
Levanony 1989).

Transmission and scanning electron Illicroscop~

Over 25 01' each type of \Vel anu ur\ lllicrobeau. l:lkcn r:lllU,)1ll h
frolll lhe produclion line of lllicrobcau,. \Vere preparcu fnr ob'c'r­
\':lIion by 1\\·0 Iypes of e/eClrlln llliLT<"copy ll<ing IlJellh'U, de­
scribeu ~arlicr for scanning elcclron lllicn"cPj1\ r')[\11 ! PUc'illc
el al 1(99) "IIU f", [,allslllissioll eieclroll miél""':"P\ (fE\I)
(Lebsk~ el al. 2001).

Biodegradation of microbeads in desert soil

Four types of beads (alginate alone, alginate with 0.7S% skim
milk, and each with and without immobilized bacteria) were
placed in 5x5-cm very fine mesh (10-20 ¡.tm) nylon bags, with 40
Illicrobeads bag- I, and were buried S cm below the soil surface in
the natural soil described below for plant cultivation. The soil was
maintained at 30°C for 15 days and was kept slightly below water
saturation by adding distilled water as necessary. Every 3 days the
bags were pulled out from the soil and each of the beads was ex­
amined under a stereoscopic microscope. The following indices
were used lO score the biodegradation of beads: O=microbead not
degraded: 1=Iittle degradation with small holes and deformations
in the bead structure; 2=completely degraded and the microbead
was absent from the bago Data presented are from all the beads ex­
amined of each type.

Inoculation of wheat plants with microbead inoculant conlaining
A. brasilellse as PGPB

11 \Vas desirable to check the microbead carriers lInder the realistic
soil condilions prevailing in desert area agricllllure. At the sallle
time. it was desirable to avoid masking the effect of A. brasilellse
sp. inoculalion by too rich a desert soil where the PGPB is less
effecti\'e (Carrillo-Garcia et al. 2000). All experimenls described
in Ihis stud\ wa~ carried out in pots. POl experilllents IVere con­
ducled in al: 1 (\':v) mixlUre 01' 500-lllesh-sicved pOOl' dcsert soils
ohlained frolll barr~n areas where perennial planls usually do no!
>!rQ\\'. and ,ié'·CU rich desert soils found under lhe canopics uf old
~lesqllile Ira, in the same an::as suppurting ~xlloer:lI1l perenllial
~ro,uh ICllTillo-Garcia el al. 1999). The delailcd anah'sis ofeach
;oil \las plll'li<heu earli~r (Basl1an el al. 200(): Carrilín-G;m.:ia el
al. 2(00). The soil l11ixlur~ contained Ihe follm\ i1l2: ~.750 nH! Ca
kg I dn' <o,,: NO Illg Na kg- I dry soil: 750 mg \1';: kg- I ury~soil:
2.~(J0 Ill~ \. k~ I dr\' soil: 1.000 n1!.! tOlal P k!! 1 Ur\' ,oil: lOO m!!
orthoplll;spl1al~ kg-" ury soil: 500 I';-g K kg-' Jr~ so;1: lL74 mg C~I
k!!-I dn· soil: 0.77 1112 Zn k2- 1 elr\' soil: 3.85 lll~ Fe k!!-I dn· soil:
55 1112 ~111 k>,:'1 un s(~il: 12.000 n{g total di"'ol<~d Sl>/i'u,. ,,~ I un
,<)il: ~0Ildl1c·li'il\.-2.400 uS Cln- I: 35.3 210tal e k!!-I: IX.h ~ iIHH:­
g;¡llic (' kg '<Ilion ex~hallgé capacil;. 20.6 I11I~q I(JI) g ',,,il 1:
pH (l.il'. \\·l1e:11 r Triri"llll: ues¡i,'ulI/ C\·. Bateqllls 1'-<)7). alltl 1"111:110
1/•.',·OII<T,¡C(l1l nrllieflllllll \lill. C\·. APT-12/: '\''''-''\.. ,\k\ic',,,
,eeds \\·<'re l'n:l1ed \\'ilh microb~ad-encapslllaled b:¡cleri:l ,:\ fol­
1,)\\ '. The gnllqh sllostralc \\'as placed in wllnd. \l hl'<:. ,':la,lll.:
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Fig. 2 a Development of A. brasilense Cd in vacious growth media.
b The number of encapsulated bacteria in microbeads using the
same media as part of the bead structure. e The level of bacteria in
vacious microbead after an additional growth period inside the bead
supported by the same media. Bars denoted by a different letter dif­
fer significantly at Pg).05 according to one-way ANOVA. Error
bars represent SE. TYG Trypton-yeast extract-glucose rnedium,
GAB N-free rnedium supplemented with fructose and N03-, NB nu­
trient broth, CFU colony-forming unit

lOO-mI pots of 5.5 cm diameter and 4.5 cm effective soil height.
The substrate was saturated with distilled water before sowing.
The pots were irnrnediately sown with inoculated seeds. The level
of inoculation was 200 microbeads seed- I on average, correspond­
ing to 2x105 CFU seed- I. Pots containing wheat were ineubated in
a growth ehamber at 22±2°C, for 14 h under illumination of
200 IlmOI m-2 S-I (Conviron TC 16; Control!ed Environments,
Winnipeg). To prevent the eol!apse of wheat leaves during longer
experiments, eaeh pot was equipped with a 30-em-high meehani­
cal support made of gal vanized I-mm wire and three plastie rings
of 5.5 cm diameter spaeed vertieal!y every 10 cm. Tomato planls
were inoculaled similarly lo wheat bUl were ineubaled al 30±2°C.
No fertilization was applied, as lhe planls did nol show any defi­
eieney during lhe course of the experiment. Dislilled water was
added only when needed lO keep the pots moist without exeeeding
lhe water holding capaeity. Plant heighl was evaluated during the
growlh and lhe dry weight of rootsand leaves was measured at the
end of the experiments. usually 21-30 days after germination.

Dry weight delermination

Dr)' weighl was measured by plaeing lhe shoots and roots, sepa­
rately. into small. pre-weighed brown paper bags for large rool
syslems or pre-weighed aluminium foil pouehes for small rool
syslellls and drying lhem in a forced-draughl oven al 75±2°C for
16 !J.

Experimental design and slalislicai analysis

Six experiments for wheal and lhree for lomalo \\'ere carried out.
Four of the wheat experilllents and lhe lhree (OIll:l1O experimenls
were sel up in a randolllized design in idcntical manner: len repli­
cales each. containing eighl ,ecdlings POI-1 (i.e. a lolal of SO
plams per lreatment). The experimenlal design 01' lhe olIJer t\W)
whcat experimcnts \Vas a r:tllJúmi¿eJ bluch Jesign (fivt' blod:s.
four lrealmenls. four pOIS per lrcalment. len plants per pOI). Trcal-

menls included: plants inoculated with live A. brasilense in micro­
beads, heal-kll!ed A. brasilense in mierobeads, microbeads alone
and non-inoculated planls. Results of all experiments for each
plant species were combined for statistical analysis. For the labo­
ratory experiments, experirnents for the selection of the best rnedi­
um were done in triplicate where one Erlenmeyer flask served as a
replicale. Adhesion of rnicrobeads to seeds was done in triplicate
where ten seeds served as a replicate. For the biodegradation of
microbeads in soil, ten replicates per treatment were used. One pOI
containing three bags of fine nylon mesh, each bag containing 40
microbeads, served as a replicate. Over 100 photomicrographs of
microbeads were taken under electron microscopy in this study.
Al! these laboratory experiments were repeated 3 times and results
presented are the averages of al! experiments. Statistical analysis
was done by ANOVA or Student's t-test at P:S;0.05 and data were
analysed by Statistica software (Slatsoft, Tulsa, Okla.). Al! graphi­
cal data are shown with SEs.

Results

Mass production of cells for immobilization
and bacterial concentration in microbeads

Four different culture media were screened for their ca­
pacity to sustain high growth rates of A. brasilense and
their suitability for immobilization of the bacteria in mi­
crobeads. The media, organized in order of greater bacte­
rial growth were: TYG plus salts, TYG, OAB supple­
mented with fructose and N01. and nutrient broth. The
TYG mediuIll with salts of the- OAB medium was found
to be the superior medium, and lhe commonly used nu­
trien! broth yiclded the lowest bacterial population
(Fig. 2a). Arter imlTIobilization. the population in each
type ol' bead significantly declined (Fig. 2b). However.
the relative dil'l'erences in lhe populations supported by
each media persisted. Secondary multiplication increased
the populations bUI the order stated above remained
unchanged (Fig. 2c). Drying of the beads. both by
Iyophy!ization· and by lo\\' hcaL yielded dry micro­
beaJ, loadec! witll si~nifical1t amounts of b:1Cteria:
3±O.Yx 109 CFU g I~ heal-dried microbeads <1nd
2.4+0.5x) 09 CFU g-I freeze-dried microbeads. SEM and
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Fig. 3a-f Scanning electron microscopy of microbeads. a Micro­
beads after fonnation and curing with or without bacteria appear
similar at this magnification: b a microbead without bacteria;
e a close up of the surface 01' a microbead withoUl bacteria:
d microcolonies of A. brasilellSe Cd on the surface 01' wel micro­
bead; e microcolonies 01' A. brasilellse Cd on the surface 01' a
dry (lyophilized) microbead; f a transmission e!c-:lron micros­
cop)' of A. brasilellse Cd inside a wet microbead. Al Alginate,
Az A. brasilellse Cd. S surface of lhe microbead

TEM revealed that the surfaces of the beads, as well as
their interiors, were populated with bacteria (Fig. 3)

Slow release of bacteria from dry and wet microbeads

Wet and dry microbeads containing bacteria were lesled
for their ability to release the entrapped bacteria. Tablc 1
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Fig•.4. a Attachrnent of dry
mictobeads to the' surface of
Seeds using four adhesive
agentS:' Bars dénoted by a
differént letier differ signifi­
cantly at P$O.05 according to
one-way ANOVA. Error bars
represent SE. b Attachment
of heat-dried microbead with
lecithin to wheat seeds. dyed
by 1% methylene blue for
better visualization of micro­
beads. e Attachment of a
Iyophilized dry bead with
lecithin to wheat seed (W).
Arrows indicate microbeads.
1 <50 Microbeads seed-1,

250-100 microbeads seed-1,

3 100-150 microbeads seed-l,
4 150-200 microbeads seed-1
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Table 1 Slow release of A. brasilense Cd from wet and dry microbeads. CFU Colony-forming units

Microbead concentration (CFU g-l)

Elapsed time lOmin 24h 144h 240h
after production

\vetofthe beads Wet Dry Wet Dry Dry Wet Dry

Type

AIginate 9.2±O.3xIOSa 25±12c 2.2±O.3xIQS 3.7±O.6xIQ3 2. 1±O.6x IQS 2.3±0.4xIQS 7.2±O.2xlQ4 6.3±O.1 X lOS

AIginate plus 7.8±O.3xI07b 17±6d 1.7±O.4xl()6 4.62±O.5x1Q4 9.1±O.7x1QS 5.2±O.2xIQS 4.2±0.9xIQS 2.7±O.6xIOS

skim milk

a Initial concentration of bacteria in wet alginate bead was 2xlO II

b Initial concentration of bacteria in wet alginate plus skim milk
bead was 2.2xlO ll

shows that immediately after formation, wet beads were
able to release 105 CFU g-I microbeads and 107 CFU g-I
microbeads with and without skim milk, respectively;
levels that remained for the next 24 h. To avoid starva­
tion of the bacteria, the sampling was stopped after 24 h
and the beads were stored at 4±1 oC for additional 5- and
IO-day periods. The beads continued to release bacteria
when heated to 30°C after those periods. The numbers of
released bacteria were comparable to the initíal rneasure­
ment after S days and were a ]jttle lower after 10 days. A
similar trend was observed with beads containing skim
milk. However, the released numbcr of bacteria was
higher after each period of sampling (Table 1). Dry
microbeads did not release significant numbers of bacte­
ria upon formation, and even after 24 h the number
released was lower than for wet beads. However, after

e Initial concentration of bacteria in dry alginate bead was 3x l 09

d Initial concentration of bacteria in dry alginate plus skim milk
bead was 3.9x1Q9

longer periods of storage and after being transferred to
wet conditions, they released the bacteria equally as well
as wet microbeads (Table 1).

Attaching microbeads to seeds using adhesives

Four types of adhesiyes were used 10 attach the micro­
.beads to wheat seeds. since onl)' zera 10 five dry micro­
beads clung to each seed without adhesive. \Vet micro­
beads, in contrast, sruck well at over 100 microbeads
seed- i without adhesive. Of the four adhesives. 0.5% and
1% lecithin and O.So/c Resistol were tlle best and equal in
adhesiveness (Fig. 4a). Image anal)'sis of the surface in­
dicales random distribution of lhe microbeads. either wel
01' dry, over the surface of lhe seeds (Fig. 4b).
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Biodegradation of microbeads in soil
..... ~:~ ~. .'.,' ~ ~ !~~:.' .

Biodegradation of microbeads in soil was followed foc
15 days 'and was influenced by the presence of A. brasi­
Jense and skim millc in the bead construction. The ob­
served level of biodegradation of beads containing bacte­
ria or skim millc afier 15 days (Fig. 5) was much greater
than foc beads containing no skim milk and no bacteria
(Fig.5).

2 -y---------------,
-o- Microbeads
-o- Microbeads with A. brasi/ense
--6- Microbeads with skin milk
-o- Microbeads with skin milk

with A. brasilense
x­
Q)
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c:
2
ro
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3 6 9 12 15

Incubation in soil (days)

Fig. 5 Biodegradation of various types of bead in poor soil with
time. Data points at the same time denoted by a difierent letter dif­
fer significantly at 1'50.05 according to one-way ANüVA. Error
bars represent SE. O microbead not degraded. I liule degradation
with small holes and deformations in the bead structure. 2 com­
pletely degraded and the microbead was absent from the bag

Inoculation ofwheat and tomato plants
with microbead inOeulants containing A. brasilense

Nine independent inoculation experiments were condtict~
ed in a growth chamber environment to evaluate the effi­
ciency of the rtlÍcrobead inoculant (six with wheat and
three .with tomato). Microbeads by themselves did not
exhibit any improvement of plant growth when com­
pared to non-inoculated controls or to heat-killed bacte­
ria controls (data not shown). Sirnilarly, inoculation with
unloaded microbeads or with those loaded with live or
heat-killed bacteria did not affect the germination of
wheat and tomato seeds, which was at the cornmercially
acceptable market level of >85% (data not shown). How­
ever, inoculation of both wheat and tomato plants with
A. brasilense encapsulated in the alginate microbeads de­
scribed in this study, in both wet and dry formulations,
significantly increased plant height (Fig. 6a, b). Similar
results were obtained with wheat plants. The dry weight
of both shoots (Fig. 7a-c) and roots (Fig. 7c, d) of both
tomato and wheat plants increased. The average concen­
tration of A. brasilense Cd in the roots at the end of the
experiments was l.lx105 CFU g-I dry root.

Discussion

The main advantages of alginate preparations are their
non-toxic nature, degradation in the soil, their slow re­
lease of microorganisms into the soil (Bashan 1998; van
Elsas and Heijnen 1990) and almost unlimited shelf life
(Bashan and Gonzalez 1999). The preparation of macro­
alginate beads 1-3 mm in diameter containing bacteria is
fairly easy and is a multi-step procedure (Bashan 1986a;
Digat 1991). Several alginate-based preparations were
evaluated for agricultural purposes including the encap­
sulation of biocontrol agents against soil-borne patho-
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gens (DeLucca et al. 1990; Fravel et al. 1985; Lewis and
Papavizas 1985; Russo et al. 1996) and phosphate-solu­
bilizing bacteria (Vassilev et al. 1997). This technology
was also employed to encapsulate the PGPBs A. brasi­
lense and PseudoJ11onas jluorescens (Bashan 1986a) that
were successfully used to inoculate wheat plants under
field conditions (Bashan et al. 1987). Encapsulated ge­
netically engineered P jluorescens, released later into
soil microcosms, showed significantly increased survival
rates over non-encapsulated cells after 3 months (Trevors
et al. 1992; van Elsas et al. 1992).

The use of macro-alginate bé'uds has three major dis­
advantages:

l. 02 diffusion into the bead is limited. making abou!
80% of the bead volume uninhabitable for aerobic
PGPB (Su n et al. 1989).

2. The bacteria mus! move thíOugh the soil from the
bead towards the plants (Bashan and Holguin 1994).

Using conventional agricultural practices, the beads
containing the bacteria might fall up to severa! centi­
metres from the seeds when beads are loosely mixed
with seeds and sown together. The bacteria released
from the beads would then have to migrate through
the soil, facing competition from the native microflo­
ra. Sometimes. the absence of a continuous film of
water would temporarily block their movemenl.
These distances might be proven prohibitively large
for many PBPGs, even those with proven soil motility
like A. brasilense (Bashan and Holguin 1994). Roo!
colonization might then not occur and no beneficial
effect would be observed on the plants.

3. There is need for an additional. specialized treatment
during sowing (Bashan 1998).

To overcome these problerns, the microbead concept wa.
conceived. lf the beads were small but capable of encap­
sulating sufficient bacteria. it wou1d be possibJe to pro-



,duce ~ powder-like formulation that could be used in
seed coating.,'·· '~, .'.,'.'.,'. .
·::·:MicrobCads made of várious compou.nds are produced
by the phaÍmaceutical industry (Broadhead et al. 1992;
Matulovic et al. 1986; Wan et al. 1992), and can be pro­
duced in various diameters. Wet formulated beads of
2-50 fJIl1 in diameter were previously proposed for the
degradation of pentachlorophenol by Flavobacterium sp.
(Stormo and Crawford 1992). Prom an agricultural
standpoint, these ultra-small beads have two main disad­
vantages, namely insufficient bacterial capacity and their
wet preparation. Theoretically, a 50-¡.un bead cannot con­
tain more than 104 CPU bead-I of Azospirillum-like bac­
teria. It is well established that for successful inoculation
with A. brasilense, for example, 1()6 CPU seed-I are
required (Bashan 1986b). Even higher populations are
required of sorne biocontrol agents. Beads of 200 ¡.un di­
ameter may theoretically hold >1()6 CPU bead- I , so even
one bead of this diameter will be sufficient to inoculate
the seed if there is insufficient attachment to accommo­
date the desirable larger number of rnicrobeads. Wet
beads are impractical for agricultural use since very few
farroers have the technical capacity to make appropriate
seed coatings under field conditions, but future develop­
ments may make possible the use of these wet prepara­
tions like fertilizer in a drip irrigation system.

In the industry, a large concem about the activity of
the entrapped bacteria in macrobeads is the restriction of
02 diffusion into the bead (Chang and Mo 1988; Sun et
al. 1989). Active aerobic cells may be found to a depth
of only 50-200 J..Im into the bead, so about 80% of the
volume of a 2-mm bead may contain inactive or even
dead cells (Chen and Humphrey 1988). Although micro­
aerophylic bacteria such as A. brasilense or Azospiril­
lum-related microorganisms that have no difficulty with
low 02 tensions are easily encapsulated, aerobic PGPBs
will be stressed in a macrobead formulation. In the case
of the microbead formulation proposed here, this is not a
problem since the diameter is smaller than the critical
depth. A minor disadvantage of microbead production,
however, is that the entrapping procedure kills a large
number of the bacteria because of cross-linking of the al­
ginate-calcium complex with the bacterial cell wall. This
phenomenon was observed earlier with A. brasilense
(Bashan 1986a) and with Burkhuldaria cepacia in an
alginate-c1ay matrix (Fravel et al. 1985). However, it is
easy to avoid this problem by secondary incubation of
the microbeads in a new growth medium. The surviving
bacteria will multiply and restore the concentration
to that in the original growth medium. Furthermore.
another advantage of the microbeads is the possibilit)' to
produce them dr)'. In the dr)' agricultural preparation the
bacteria are inactive but alive, as is preferable since their
activities are needed only after seed germination and the
decomposition of the beads.

In conclusion. a simple method is being propo~ed in
this stud)' LO produce microbeads useful for ¡he applica­
tion of PGPB LO agricultural plcnts. Field applicalion of
this novel application is still pending.
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Cuadro N° 1

Programado Real

Aporte fIA Aporte CONTRAPARTE T. tel ~

ITEM Programado Gasto Programado Gasto Programado Gasto Saldo Variaci6n

Fecha Programa Fecha Programa F~cha Programa F~cha Programa F~cha Programa F~cha Programa

Pasajes Aéreos Internacionales l.~óU.UOU I.Z60.ooo - l.~ÓU.UOO 100,007.

Pasajes Aéreos Nacionales 64.000 64.000 64.000 64.000 - 0,007.
Tasas de Embarque - - - 0,007.
Seguro de Viaje 56.000 56.000 06.000 06.000 - 0,007.
Pasajes Terrestres Intemacionales - - - U,007.
Pasajes Terrestres Nacionales - - - 0,00%
Alojamiento 343.000 315.000 343.000 315.000 28.000 8.16%
Viático Alimentación y Movilización 196.000 196.000 196.000 196.000 - 0,007.
Matricula o Costo de la Actividad de

Formación 294.000 294.000 294.000 294.000 - 0,00':1.
Materiales de Trabajos y Libros 37.000 43.000 37.000 43.000 (6.000 -16,227.
Material de Difusion - - - 0,007.
Gastos Emisión Garantla - - - 0,007.

TOTALES ~ 990.000 968.000 1.260.000 - 2.250.000 968.000 1.282.000 56,98':1.

44,OO1It 56,00%

Aportes Gastos Rendidos Gastos Aceptado
FIA FIA 968.000 ==> 100,00 % FIA 425.920 ==> 44,00 %
CONTRAPARTE CONTRAPARTE ==> 0,00 "- CONTRAPARTE 542.080 ==> 56,00 %

Total ., 1Total -+1 968.0001 Total -+1 968.000 I
Situación Fondos Comprometidos
Costo Total Actividad de Formación
Compra Pasajes Seguros y Tasas
Aporte Efectivo a la Contraparte
Total Entregado a la Contraparte
Total Gastos Efectivos

$ 968.000
$0
$0
$0

$ 968.000

Aporte Entregado al Participante ~O

Gasto Máximo FIA Aceptado ($ 425.920)
Saldo a Favor del FIA ($ 425.920

Devolución de parte del Participante $0

S 014 O f.f ". I
($ 425.920)

44,00% Porcentaje Programado según Contrato

Programa de Formación



CUADRO N°2

DETALLE DE GASTOS APORTES FIA

!tc '" D'fa'" Fecho ,.. .... TIpo .MoImf." $
c.,all" MoMck ... 0dIeII0I

&cttwtJeN c..NtD

Pasajes aéreos nacionales Tco.-Stgo.-Tco. Ago.-02 Rendido 64.000

Seguro de viaje Rendido 56.000

Alojamiento Hotel Rembrandt 21-Ago. 62746 U$ 420 750 315.000

Viático Alimentación y Movilización 196.000

Matrícula de costo Matricula 7.Ago.02 472 U$ 420 700 294.000

Libros Fund. Of Soil Eco!. U$ 60.83 710 43.000

Huerto Orgánico

____'_O_T_A_t.-.o$ f ----IL...-__........ ..a..-_........_9_6_8._00.....,jOI

Detalle de Gastos FIA



CUADRO N°3

DETALLE DE GASTOS APORTES CONTRAPARTE

Xt ... Date". ,.. ),l. ... T" .....,
(:of..... .... • 00..-

~ CGIabtD

Pasajes aéreos internacionales 5tgo.-Bangkok-5tgo. Ago.-02 1.260.000

1 T_o!_A_L_, : 1 ........__.....L.__-.a. .....I_l_.26_0._00.....l0I

Detalle Gastos CONTRAPARTE
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R?mbrandt Hotel, Bangkok, 21/08/02 12:52:23 CHULEEKORN
O~N A/C RM@USD75++/RATE 42.10 BAHT
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~
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I agree that my liability is not waived and agree to be held personally liable in the event that
the indicated person, company or association fails to pay for any part or the full amount of these charges.
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RECIBO SIMPLE

Yo, Fernando Sorie Sorie _ RUT

N°4.826.143-4 , recibí de FUNDACiÓN-----

INNOVACiÓN AGRARIA (FIA)

PARA LA

Entidad

Responsable de la propuesta Código FP-V-2002-1-A-35 ,la suma

de $ 196.000- por concepto de viáticos (alimentación y

traslados menores) entre las siguientes fechas: 14-21 de Agosto de 2002_

Firma receptor:__......"ic::=·v=.1=,c=v=lL-=dfi2::::;z6~-"2~ _

RUT: 4.826143-4 _

VOS YTimbre Entidad Responsable: _

Fecha: 4 de Diciembre de 2002, _
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17 th World Congress ofSoil Science
14-21 August 2002, Bangkok, Thailand

00472NO _

ADDRESS UN_NE_RS_I_D_A_D_D_E_LA_F_R_O_N_T_ER_A_,_P._O_.B_O_X_54_-_D _

UNNERSIDAD DE LA FRONTERA, P.O.BOX 54-D
ORGANIZATION _

REG. NO. 10986------

DATE __0_7f_08_/2_0_02 _

COUNTRY CHILE

RECEIVED BY -....:.,J?fi=,,¡L--:."'==='---------:

DATE J4 A~ . O.L

POSTALCODE

SOlL AND FERTILlZER SOCIETY OF THAILAND
Department ofSoils, Faculty of Agriculture

Kasetsart University, Bangkok 10903, Thailand

TEMUCOCITY

RECEIVED FROM Mr. FERNANDO BORIE

NO DESCRIPTION QUANTITY UNIT PRICE TOTAL

1 IU88Member 1 420.00 420.00

2 Non-Member

3 y 01.1I'I.2 Scientist

4 AccOl1lDanvinJt Porson (s)

5 GalaDinner

420.00



BOOKS Currency:
Qty ISBN Author/Title Taken Please List Conf.

From Send Price Price
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VATat% Total , I I/. -:¡ ¿)

ELECTRONIC PRODUCTS ON - UNE I FLOPPY DISK Currency:
Qty ISBN Author/Title Taken Please List

From Send Price
Stand

Technical Details VATat% Total I
D on-Iine
D Floppy disk ".. Platform:

".. Version
D MS-Windows
D Teacher

D Macintosh
D Student single
D Student set

D Package (combined paper and electronic version)

ELECTRONIC PRODUCTS CD-ROM I CD-I Currency:
Qty ISBN Author/Title Taken Please List

From Send Price. Stand

~ ---

Technical Details VATat% Total I
D CO-ROM
D CO-i

".. Platform:

"" Version

D MS-Windows
D PAL D NTSC

JOURNALS Currency:
ISSN Start Journal Title Please List

Month Send Price

Prepaid orders are despatched post free VATat% Total I
Payment Total:

O Credit Card

O American Express

Currency 1(. ItI d O I( ~/­
Amount ,¡ .,.

----

Customers In the European Vlllon should add the appropr/Qte VAT rate
applieable in their eountry to the priee

O Please invoice and add postage and handling

Cash O Cheque

O Visa O Mastercard/Eurocard

Valid Until [TI
Month

[TI
Year

I I I I I I I I I I I I I I I I I
Credit card slip attached (if applicable)

Name -----------------

Dept.---------------

Post/Zip Code-----------­

E-Mail No. -----------".---
v l r1

Order Taken By-LDLf...L1--f{L;'....<L'---";"';,...-'.,:;.:.V.ll<Il2'.:.......!!!!----l,i.d),?L'lJ"-".......""'--_

Customer's Signature

Organisation ------------ _

Address ------- _

Country --------- _

Te!. No. --------------- _

Date 'lo

For orders and enquiries piease conlact Ihe addresses on Ihe reverse side 01 Ihis lorm Cuslomer
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EL CULTIVO..-

BIOLOGICO
de hortalizas y frutales

cómo acabar con los parásitos y las enfermedades
del huerto, mantener la fertilidad de la tierra,
obtener productos superiores desde el punto
de vista nutricional respetando la naturaleza,

sin emplear sustancias tóxicas o contaminantes
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ISBN 84-315-2103-1

9 788431521035

,....
N,....
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-~s de las hortalizas de raíz, de bulbo,
lor, de tallo, de fruto y de semilla

1

* Las normas generales para la programación del huerto y
del vergel. La forma natural de regar

El cultivo biológico
de hortalizas y frutales

* Los fertilizantes naturales, el compost, el abono en verde

* La defensa biológica de los cultivos y el control de las ma­
las hierbas. Los fitosanitarios naturales

* Las necesidades
de tubérculo, de

§_.....

* En las fichas d §~ .~rtaliza encontrará fácilmente las
características m'especie: el calendario de siembra,
trasplante y reCOleCCIUII, las técnicas aplicables, la tempe­
ratura óptima de cultivo y muchos consejos. En total se in­
cluyen más de SO especies, hortalizas y frutales

* Tablas, dibujos e ilustraciones didácticas le ayudarán a apren­
der la forma de obtener los mejores productos biológicos

Fausta Mainardi Fazio, licenciada en ciencias agrarias en la Universidad de
Milán, se dedica desde hace años a la divulgación científica en el ámbito de las
nuevas técnicas de cultivo y a la experimentación.
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