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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto de la biofertilizacion simple y combinada de Azospirillum brasilense y Rhizoglomus
irregulare en el estado nutricional y el rendimiento de biomasa de Tithonia diversifolia (Hemsl.).

Materiales y Métodos: En un experimento de campo se estudiaron cuatro tratamientos, conformados por la inoculacion
simple y combinada de A. brasilense y R. irregulare mas un testigo sin inocular, en un disefio cuadrado latino. El
indculo con R. irregulare, con una concentracion de 30 esporas g, se aplicé mediante el uso de Canavalia ensiformis
(L.) DC como cultivo precedente y via para la reproduccion de los hongos micorrizicos en el suelo. A. brasilense, con
una concentracion de 10°UFC mL", se administr6 a razon de 20 L ha™!, 15 dias después de la plantacion. Se evaluaron
la frecuencia e intensidad de la colonizacion micorrizica, las concentraciones de NPK en la biomasa de la parte aérea
y los rendimientos de masa seca.

Resultados: R. irregulare aument6 la frecuencia e intensidad de la colonizacién micorrizica, asi como el nimero
de esporas en la rizosfera. No obstante, los mayores efectos se alcanzaron cuando se aplico de manera conjunta con
A. brasilense. Los biofertilizantes por separado incrementaron las concentraciones de nitrogeno en la biomasa aérea
y los rendimientos de masa seca, pero los mayores valores de estas variables, asi como la mayor eficiencia de la
biofertilizacion, se obtuvieron con la aplicacion conjunta de ambos. El efecto de la biofertilizacion se mantuvo durante
el afio en que se condujo el experimento.

Conclusiones: La inoculacion simple con A. brasilense y R. irregulare mejora la nutricion nitrogenada y los
rendimientos de biomasa de 7. diversifolia. Con la aplicacion conjunta de ambos biofertilizantes, se logra mayor
efectividad de la inoculacion micorrizica. Se consiguen, ademas, valores superiores en estos indicadores con respecto
a lo que se logra con cada uno por separado.
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Abstract

Objective: To evaluate the effect of simple and combined biofertilization of Azospirillum brasilense and Rhizoglomus
irregulare on the nutritional status and biomass yield of Tithonia diversifolia (Hemsl.).

Materials and Methods: In a field experiment four treatments were studied, made up by the simple and combined
inoculation of 4. brasilense and R. irregulare plus a non-inoculated control, in a Latin square design. The inoculant
with R. irregulare, with a concentration of 30 spores g, was applied through the use of Canavalia ensiformis (L.) DC as
preceding crop and a way for the reproduction of mycorrhizal fungi in the soil. A. brasilense, with a concentration of 10°
CFU mL", was administered at a rate of 20 L ha”, 15 days after planting. The frequency and intensity of the mycorhizal
colonization, the concentrations of NPK in the biomass of the aerial part and dry matter yields, were evaluated.

Results: R. irregulare increased the frequency and intensity of mycorrhizal colonization, as well as the number of
spores in the rhizosphere. Nevertheless, the highest effects were reached when it was applied jointly with A. brasilense.
The biofertilizers separately increased the nitrogen concentrations in the aerial biomass and the dry matter yields, but
the highest values of these variables, as well as the highest efficiency of biofertilization, were obtained with the joint
application of both. The effect of biofertilization remained during the year in which the experiment was conducted.

Conclusions: The simple inoculation with A4. brasilense and R. irregulare improves the nitrogen nutrition and biomass yields of
T. diversifolia. With the joint application of both biofertilizers, higher effectiveness of the mycorrhizal inoculation is achieved.
In addition, higher values are achieved in these indicators compared with the results reached with each one separately.
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Introduccion

Tithonia diversifolia (Hemsl.), conocida comun-
mente como botdn de oro, es una planta de la familia
Asteraceae. Originaria de América Central, se adap-
ta bien a regiones tropicales y se cultiva en diversos
paises como recurso forrajero, por su alta produccion
de biomasa, rapida recuperacion después del corte y
valor nutricional (Cerdas-Ramirez, 2018).

Esta especie extrae del suelo cantidades im-
portantes de nutrientes para la produccion de la
biomasa (Botero-Londono et al., 2019), de modo
que cuando se cultiva como forraje, necesita una
adecuada fertilizacién para mantener su produc-
tividad y conservar la fertilidad del medio edafico
(Lépez-Guzman et al., 2017; Santos et al., 2021).
Sin embargo, los altos precios de los fertilizantes
y la necesidad de fomentar una agricultura amiga-
ble con el medio ambiente, sugieren la busqueda de
estrategias de fertilizacion que garanticen una nu-
tricion adecuada de los cultivos, disminuyan el uso
de insumos externos y, a la vez, aseguren la protec-
cion de los recursos naturales (Finkel et al., 2017).

En los ultimos afios se ha prestado mucha
atencion al uso de los biofertilizantes, por su efecto
directo en la mejora de las propiedades biologicas
de los suelos, el aumento de los rendimientos de los
cultivos y la reduccion del uso de los fertilizantes
sintéticos (Agarwal et al., 2018).

Entre los microorganismos utilizados como
biofertilizantes se encuentra la bacteria asociativa
Azospirillum brasilense, capaz de fijar nitrégeno
atmosférico y mejorar la productividad y calidad
de los cultivos, ademas de otros beneficios como
la produccion de fitohormonas, la solubilizacion de
fosfatos y la proteccion de las plantas contra estreses
abidticos (Fukami et al., 2018; Oliveira et al., 2018).
También la biofertilizacion con hongos formadores
de micorrizas arbusculares, que aumentan el volu-
men de suelo, exploran las raices y facilitan la ab-
sorcion de los nutrientes y el agua, ha mostrado su
efectividad en diferentes cultivos (Chandrasekaran,
2020; Sim6-Gonzalez et al., 2020). Sin embargo,

pocos trabajos abordan el efecto de la utilizacion de
ambos biofertilizantes en la produccion de forraje
de T diversifolia.

A partir de estas premisas, el objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de la biofertilizacion,
simple y combinada de Azospirillum brasilense y
Rhizoglomus irregulare, en el estado nutricional y
el rendimiento de biomasa de 7. diversifolia.

Materiales y Métodos

Localizacion. El experimento se realizé en una
vaqueria de la Unidad Basica de Produccion Coop-
erativa (UBPC) Juan Oramas, ubicada en el muni-
cipio de Guanabacoa, provincia La Habana, a los
23°08” de latitud Norte y a los 82°11° de longitud
Oeste.

Suelo. El estudio se realiz6 en un suelo pardo
mullido carbonatado (Hernandez-Jiménez et al.,
2015), cuyas caracteristicas quimicas principales se
presentan en la tabla 1.

Para el analisis del suelo se utilizaron los si-
guientes métodos: pH en H,O (potenciometria,
relacion suelo-agua 1:2.5), contenido de materia or-
ganica (Walkley y Black), P asimilable (extraccion
con H,SO, 0.5 mol L' y determinacion colorimétri-
ca), bases intercambiables (extraccion con NH,Ac
1 mol L' pH 7, determinacion por complejometria
para Cay Mgy fotometria de llama para Nay K) y
capacidad de intercambio de bases (suma de bases
intercambiables), segun las técnicas analiticas es-
tablecidas en el laboratorio de suelos y plantas del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA),
descritas por Paneque et al. (2011).

Condiciones climaticas. El comportamiento
de las precipitaciones durante el periodo en que se
condujo el experimento (junio 2018-julio 2019) se
presenta en la figura 1.

Tratamiento y disefio experimental. Se eva-
luaron cuatro tratamientos (biofertilizacion con
A. brasilense, biofertilizacion con R. irregulare,
biofertilizacion con A. brasilense + R. irregulare
y un testigo sin inocular), distribuidos en un disefo
cuadrado latino para evitar posibles variaciones en

Tabla 1. Caracteristicas quimicas del suelo (profundidad 0-20 cm).

pH P Ca? Mg** Na' K CIB
MO %

H,0 mg kg! cmol kg!

7,6 4,49 125 51,3 5,5 0,22 0,91 57,93

O,)  (0,20) (18) 2,4) 0,9) (0,09) (0,12) (3,75)

MO: materia organica, CIB: capacidad de intercambio de bases, Valores entre paréntesis indican

intervalos de confianza (6¢=0,05)
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Figura 1. Comportamiento de las precipitaciones durante la ejecucion del experimenio.

Fuente: Datos tomados en el area experimental

la fertilidad del suelo y en las poblaciones residen-
tes de hongos micorrizicos arbusculares (HMA),
originadas por la distribucion espacial y el mane-
jo agrondmico que tuvieron las plantas cultivadas
anteriormente en el area donde se realizo el expe-
rimento, y que pudieran aumentar el error expe-
rimental. Cada tratamiento se distribuyd una sola
vez, en filas y columnas. Las parcelas constituyeron
la unidad experimental, con una superficie total de
24 m? y un area de célculo de 16 m?.

Procedimiento experimental. El suelo se pre-
paré mediante labores de roturacion (arado), grada,
cruce (arado) y grada, a intervalos aproximados de
25 dias entre cada labor. Posteriormente se surco, y
en mayo de 2018, todas las parcelas se sembraron
de Canavalia ensiformis (L.) DC, pero se inoculd
con R. irregulare en el momento de la siembra en
los dos tratamientos correspondientes a la biofer-
tilizaciéon con HMA, como via para reproducir en
el suelo cantidades suficientes de propagulos mico-
rrizicos de R. irregulare para la posterior inocula-
cion de T diversifolia (Rivera et al., 2020).

C. ensiformis se sembr6 a 50 cm entre surcos
y 20 cm entre plantas. En los tratamientos con

HMA, la inoculacioén se realizé por el método del
recubrimiento de las semillas. Para ello se prepa-
r6 una pasta fluida mediante la mezcla de inoculo
solido y agua, en proporciéon 1: 0.6 m v, donde se
sumergieron las semillas. Se secaron a la sombra e
inmediatamente se sembraron. El indculo contenia
30 esporas por gramo de la cepa INCAM-11, de la
especie de HMA R. irregulare (Sieverding et al.,
2014), procedente de la coleccion del INCA.

A su vez, C. ensiformis se cortd a los 60 dias
y su biomasa aérea se retird del campo para la ali-
mentacion de los animales. La tabla 2 muestra la
cantidad de esporas de HMA que quedaron en el
suelo en las parcelas correspondientes a cada trata-
miento, después del corte de C. ensiformisy al mo-
mento de la plantacion de T diversifolia.

Después del corte de C. ensiformis, se surcd y
se procedi6 a la plantacion de 7. diversifolia, que se
realiz6 con propagulos vegetativos de aproximada-
mente 30 cm de longitud, tomados de la parte su-
perior y media de los tallos de un campo cultivado
de esta especie, muy proximo al area experimental.
Los propagulos se plantaron a 1,0 m entre surcos y
0,5 m entre plantas.

Tabla 2. Cantidades de esporas que quedaron en el suelo después del corte de C. ensiformis.

Tratamiento Numero de esporas (50 g de suelo)
Testigo 87 (£ 10)
R. irregulare 422 (£ 15)
A. brasilense 93 (= 17)
R. irregulare + A. brasilense 431 £ 9)

Valores entre paréntesis indican intervalos de confianza (0=0,05)
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Al momento de la plantacion de T. diversifolia,
en cada parcela se tomaron muestras compuestas de
suelo, a una profundidad de 0-20 cm, a las que se
les determin6 pH en H,O y los contenidos de mate-
ria organica, P asimilable, bases intercambiables y
determinacion del Ca'y Mg, Nay K, y la capacidad
de intercambio de bases.

Para la biofertilizacion con A. brasilense se uti-
liz6 el producto comercial Nitrofix®, procedente del
Instituto Cubano de Investigaciones de los Deriva-
dos de la Cafia de Azucar (ICIDCA), que contenia
la cepa 8I, con una concentracion de 10° UFC mL".
Se prepard una mezcla de indculo liquido y agua en
relacion 1:10 v/ v. Mediante una mochila manual se
aplico al suelo, 20 L ha'! del producto comercial. Se
administré6 muy proximo a los surcos, a los quince
dias después de la brotacion de 7. diversifolia. El
experimento se condujo en condiciones de secano y
no se aplic¢ fertilizacion de fondo.

Mediciones. Se realizaron cuatro cortes. El pri-
mero a los 120 dias después de la plantacion (no-
viembre de 2018) y el resto, en febrero, mayo y julio
de 2019, a una altura de 30 cm de la superficie del
suelo. En cada corte se peso la biomasa fresca de la
parte aérea correspondiente al area de calculo de
las parcelas. Se tomaron muestras de 200 g, que se
llevaron a una estufa de circulacion de aire a 70 °C
durante 72 h, para calcular el porcentaje de materia
seca (MS) y estimar el rendimiento de MS. En el
segundo y cuarto corte, se determinaron las con-
centraciones (g kg’ de MS) de N, P, K en la biomasa
(Paneque ef al., 2011).

En el momento del segundo y cuarto corte, en-
marcados en el periodo lluvioso y poco lluvioso,
respectivamente, se tomaron tres sub-muestras de
raices y de suelo de la rizosfera de cada parcela, a
profundidad de 0-20 cm. Se uso para ello un cilin-
dro metalico de 5 cm de diametro y 20 cm de altura.
Los puntos de muestreo se distribuyeron equidis-
tantes y separados a 10 cm de los surcos.

Las submuestras se homogeneizaron para
formar una muestra compuesta por parcela y se
extrajo 1 g de raicillas para su tincion y clarifica-
cion (Rodriguez-Yon et al., 2015). Se evaluaron la
frecuencia de colonizacién micorrizica mediante
el método de los interceptos (Giovanetti y Mosse,
1980) y la densidad visual o intensidad de la colo-
nizacion, de acuerdo con Trouvelot ef al. (1986), asi
como el nimero de esporas en la rizosfera a partir
del tamizado y decantado por via humeda de dichas
estructuras y de su observacién en el microscopio
(Herrera et al., 1995).

Se determind el indice de eficiencia (IE) de la
biofertilizaciéon mediante la siguiente féormula:

IE: [Rendimiento acumulado de MS (t ha™') del
tratamiento biofertilizado — Rendimiento acumula-
do de MS (t ha') del tratamiento testigo / Rendi-
miento del acumulado de MS (t ha™') del tratamiento
testigo] x 100

Andlisis matematico. Los datos, una vez que
se comprobd la normalidad y homogeneidad de la
varianza, se procesaron mediante el analisis de va-
rianza y la prueba de Tukey (p <0,05). En las variables
correspondientes a las caracteristicas quimicas del sue-
lo y al niimero de esporas de HMA que quedaron en el
suelo después del corte de C. ensiformis (tablas 1y 2),
asi como en aquellas cuyos resultados se muestran en
las figuras, se utilizo el intervalo de confianza (0=0,05)
como estadigrafo de dispersion o como criterio para su
comparacion (Payton et al., 2000). En todos los casos se
utilizé el programa estadistico SPSS 25 (2017).

Resultados y Discusion

La inoculacién con R. irregulare incrementd
la frecuencia e intensidad de la colonizacion y el
nimero de esporas en la rizosfera (fig. 2), lo que
demostro la efectividad de esta cepa para coloni-
zar las raices de 7. diversifolia. No obstante, los
mayores valores se alcanzaron con la aplicacion
conjunta de ambos biofertilizantes. Este comporta-
miento se pudiera atribuir al aumento de los sitios
de colonizacion del HMA a partir del efecto posi-
tivo que ejercen las fitohormonas producidas por
A. brasilense en el incremento de la longitud y la
ramificacion de las raices y, consecuentemente, en
la formacion y la multiplicacion de las estructuras
micorrizicas (Raklami et al., 2019).

El efecto de R. irregulare se observo aun en el
cuarto corte (julio 2019). Es decir, 12 meses des-
pués de la plantacion de 7. diversifolia. Incluso, los
valores de frecuencia, intensidad de la colonizacion
micorrizica y nimero de esporas en la rizosfera en
este corte fueron mayores que los registrados en el
segundo (febrero 2019). Este comportamiento se
pudiera relacionar con las épocas en que se realiza-
ron los muestreos. Durante el periodo lluvioso ocu-
rre un rapido crecimiento de los cultivos, debido al
incremento de los volumenes de precipitacion, tem-
peratura y luminosidad. Ello implica la absorcion
de mayor cantidad de nutrientes para la formacion
de la biomasa y, consecuentemente, la formacion
de mayores cantidades de estructuras micorrizicas
para garantizar el acceso de las plantas a los recur-
sos del suelo (Bhardwaj y Chandra, 2018).
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Figura 2. Efecto de los tratamientos en la frecuencia e intensidad de la colonizacion micorrizica y en el mimero

de esporas en la rizosfera de T diversifolia.

Las barras verticales muestran el intervalo de confianza. Medias con intervalos de confianza que se solapan entre si no difieren

significativamente (a= 0,05).

El aumento de las variables fungicas en los
tratamientos inoculados con R. irregulare también
confirma lo planteado por Rivera ef al. (2020) acer-
ca de la efectividad del uso de C. ensiformis como
cultivo precedente y como via para la inoculacion
micorrizica del cultivo posterior, lo que implica una
reduccion importante de las cantidades de inocu-
lante a utilizar.

De acuerdo con el método de inoculacion utiliza-
do, en el que se usa una cantidad de inoculante equi-
valente al 10 % del peso de la semilla o propagulo, en
T. diversifolia implicaria la utilizacion de 100 kg ha!
de inoculante. Sin embargo, con la utilizacion de C.
ensiformis previamente inoculada, como via para la

inoculacion de 7. diversifolia a partir de los propagu-
los micorrizicos que deja este cultivo en el suelo, la
cantidad de inoculante se redujo a 6 kg ha'.

Latabla 3 muestra el efecto de la biofertilizacion
en las concentraciones de N, P y K en la biomasa
de la parte aérea, en el segundo y cuarto corte.
R. irregulare y A. brasilense incrementaron las
concentraciones de N con respecto al tratamiento
no inoculado, aunque no se constataron diferencias
significativas entre ambos tratamientos. Sin
embargo, los mayores efectos se obtuvieron con
la aplicacion conjunta de los biofertilizantes.
No se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos para las concentraciones de Py

Tabla 3. Efecto de los biofertilizantes en las concentraciones de N, P y K en la biomasa (g kg™).

Segundo corte

Cuarto corte

Tratamiento
N P K N P K

Testigo 26,7° 2,5 19,2 232¢ 2,0 17,5
R. irregulare 32,1b 2,2 20,3 289b 2,2 18,3
A. brasilense 31,7b 2.4 19,3 29.1b 2,2 17,7
R. irregulare + A. brasilense 36,8 a 2.3 20,4 354 a 2.1 18,8
EE + 0,501 0,213 0,416 0,419 0,107 0,311
Valor - P 0,002 0,347 0,256 0,001 0,301 0,415

Letras distintas en la misma columna difieren significativamente, segun prueba de Tukey (p < 0,05)
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K en la biomasa. Este comportamiento estuvo en
correspondencia con los altos contenidos de ambos
nutrientes en el suelo (Paneque y Calafia, 2001).
Los rendimientos de masa seca tuvieron un
comportamiento similar al observado en las con-
centraciones de nutrientes en la biomasa (tabla 4).
Es decir, con la aplicacion por separado de uno u
otro biofertilizante hubo aumento significativo en
este indicador, y ambos mostraron valores simila-
res. No obstante, el mayor efecto se obtuvo median-
te la coinoculacion con ambos microorganismos.
El efecto de los biofertilizantes en el incremento
de los rendimientos de 7. diversifolia parece estar re-
lacionado con su influencia en el aumento de las con-
centraciones de N en la biomasa. Se conoce que este
cultivo absorbe cantidades importantes de N (Santos
et al., 2021), y a juzgar por el contenido de materia
organica del suelo donde se desarroll6 el experimento,
que clasifica como mediano (Paneque y Calafia, 2001),
la disponibilidad de este elemento en el suelo pudo no
ser suficiente para satisfacer la demanda del cultivo.

De este modo, los biofertilizantes pudieron haber con-
tribuido a satisfacer estas necesidades y, consecuen-
temente, a la mejora de los rendimientos de biomasa.

Al analizar el indice de eficiencia de la biofer-
tilizacién, que muestra en incremento porcentual
los rendimientos de biomasa de cada tratamiento
inoculado con respecto al testigo sin inocular, no
hubo diferencias entre la aplicacion de uno y otro
biofertilizante por separado. Sin embargo, el mayor
valor se obtuvo con la aplicacion conjunta de ambos
(fig. 3).

Los HMA participan activamente en la transfe-
rencia del N y otros nutrientes del suelo a la planta
hospedera mediante la red de micelios que aumenta
la capacidad de absorcion de las raices de las plantas
(Yu et al., 2020). A. brasilense puede fijar cantida-
des importantes de N atmosférico y transferirlo a
la planta hospedera (Aguirre ef al., 2018). Ello se
traduce en un incremento del rendimiento, incluso,
en una reduccion de las necesidades de este nutrien-
te, via fertilizacion (Leite ef al., 2019). Pero el hecho

Tabla 4. Efecto de biofertilizantes en el rendimiento de biomasa de 7. diversifolia (t MS ha™).

Tratamiento Primer corte Segundo corte Tercer corte Cuarto corte
(Noviembre, 2018) (Febrero, 2019) (Mayo, 2019)  (Julio, 2019)

Control 3,7 3,5¢ 3,3¢ 5,9¢

R. irregulare 4,4° 4,2° 4,00 6,6°

A. brasilense 4,4° 4,30 4,0° 6,7°

R. irregulare + A. brasilense 5,12 5,0° 4,6* 7,5%

ES+ 0,181 0,162 0,153 0,204

Valor -P 0,002 0,001 0,002 0,001

Letras distintas en la misma columna difieren significativamente, segtin prueba de Tukey (p < 0,05).

40

30

20

10 2

Indice de eficiencia, %

R. irregulare

A. brasilense

R. irregulare + A, brasilense

Fig. 3. indice de eficiencia de la biofertilizacién. Medias con intervalos de confianza
que se solapan entre si no difieren significativamente (a= 0.05).
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de que los mayores efectos se hayan obtenido con
la aplicacion conjunta de ambos biofertilizantes, de-
muestra que sus beneficios se complementan, lo que
da como resultado una respuesta agronoémica supe-
rior que con la aplicacion de uno u otro por separado.

Siddaram et al. (2017) y Kamali y Mehraban
(2020), al evaluar los efectos de la coinoculacioén
con A. brasilense y HMA observaron una interac-
cion tripartita entre ambos microorganismos y la
planta hospedera, cuyas relaciones sinérgicas die-
ron como resultado incremento en las concentracio-
nes de nutrientes y en el crecimiento de las plantas,
significativamente mayores que los alcanzados con
la aplicacion de cada microorganismo por separado.

Otro aspecto interesante fue la permanencia del
efecto de los biofertilizantes en el sistema suelo-planta,
que se observo atn a los doce meses de la plantacion de
T diversifolia. Ello hace pensar que los beneficios de
la biofertilizacion se pudieran extender mas alla de ese
periodo, y sugiere realizar estudios al respecto.

Se concluye que la inoculacion simple con A. bra-
silense y R. irregulare mejora la nutricion nitrogenada
y los rendimientos de biomasa de Tithonia diversifolia.
Con la aplicacion conjunta de ambos biofertilizantes,
se logra mayor efectividad de la inoculacion micorrizi-
ca y valores de estos indicadores superiores a los que
se alcanzan con cada uno por separado. Se sugiere pro-
fundizar en los estudios sobre la coinoculacion con 4.
brasilensey R. irregulare y su contribucion a la reduc-
cion del uso de fertilizantes.
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