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RESUMEN: Se realizé una investigacion en la Empresa Pecuaria El Tablon (Cumanayagua, provincia
Cienfuegos, Cuba), con el objetivo de evaluar el efecto que ejerce la aplicacion de diferentes
dosis de MicoFert agricola sobre la produccion de materia seca (MS) y el contenido de
fosforo foliar en Leucaena leucocephala cv. Peru. El disefio fue de bloques al azar, con seis
tratamientos y tres réplicas. Los tratamientos estuvieron constituidos por cuatro dosis de
MicoFert (250, 500, 750 y 1 000 g/m™), una variante a razoén de 25 kg de N ha’!, y el control.
El experimento tuvo una duraciéon de dos afios; se realizaron cuatro cortes por aflo, con una
frecuencia de 90 dias, a una altura de 25 cm sobre el suelo. La aplicacion de MicoFert agricola
increment6 el rendimiento de MS entre 13 y 40 %, de forma proporcional a las dosis aplicadas,
respecto al control. El rendimiento mas alto de MS (18,44 t ha™) se obtuvo con la aplicacion
de nitrégeno, y difiri6 significativamente del resto de los tratamientos. Fue evidente el efecto
que ejercio la inoculacion con el biofertilizante en el contenido de fosforo foliar, el cual mostrd
diferencias significativas entre las variantes con MicoFert y el control. La colonizaciéon de
raicillas por los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) fue proporcional al incremento de
las dosis de biofertilizante, con valores de 34, 38, 44 y 49 %, respectivamente. La fertilizacion
con nitrégeno y el control presentaron 28 y 26 % de colonizacioén micorrizica, lo que indicé la
presencia de HMA nativos.
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ABSTRACT: A study was conducted at the Livestock Production Enterprise El Tablon (Cumanayagua,
Cienfuegos province, Cuba), in order to evaluate the effect exerted by the application of different
doses of agricultural MicoFert on the dry matter (DM) production and the leaf phosphorus content
in Leucaena leucocephala cv. Peru. The design was randomized blocks, with six treatments and
three replications. The treatments were constituted by four doses of MicoFert (250, 500, 750 and
1 000 g m™), a variant at a rate of 25 kg of N ha!, and the control. The experiment lasted two
years; four cuttings per year were made, with a frequency of 90 days, at a height of 25 cm over
the soil. The application of agricultural MicoFert increased the DM yield between 13 and 40 %,
proportionally to the applied doses, with regards to the control. The highest DM yield (18,44 t ha™)
was obtained with the application of nitrogen, and significantly differed from the other treatments.
The effect exerted by the inoculation with the biofertilizer on the leaf phosphorus content was
evident, showing significant differences among the variants with MicoFert and the control.
The colonization of rootlets by the arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) was proportional to
the increase of the biofertilizer doses, with values of 34, 38, 44 and 49 %, respectively. The
fertilization with nitrogen and the control showed 28 and 26 % of mycorrhizal colonization,
which indicated the presence of native AMF.
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INTRODUCCION

La agricultura intensiva se caracteriza por el
empleo de altas dosis de fertilizantes, principal-
mente nitrégeno y fosforo (Verbruggen y Kiers,
2010). El manejo agricola ocasiona varios proble-
mas ambientales, entre los que predomina la ex-
cesiva fertilizacion quimica, que contamina los
cuerpos de agua y causa su eutroficacion (Cuenca
et al., 2007). Igualmente, la labranza puede modi-
ficar las propiedades fisicas, quimicas y biologicas
del suelo (Beauregard et al., 2010), asi como hacer
que decrezca la diversidad micorrizica a nivel de
familia (Jansa et al., 2002).

Segun Jeffries y Barea (2001), la agricultura
sostenible es un sistema integrado por practicas de
produccién vegetal y animal que a largo plazo debe:
satisfacer las necesidades humanas de fibra y ali-
mentos, mejorar la calidad ambiental y la base de
recursos naturales de los que depende la economia
agricola, hacer un uso eficiente de los recursos no
renovables, sostener la viabilidad econdémica de las
actividades agricolas, y contribuir a que aumente la
calidad de vida de los agricultores y de la sociedad
como un todo.

Entre los manejos conservacionistas se encuen-
tra el uso de biofertilizantes, en los que se incluyen
los hongos micorrizdégenos arbusculares (HMA);
estos forman asociaciones simbidticas mutualistas
con la mayoria de los cultivos de interés agrico-
la, y ofrecen una amplia perspectiva de uso en los
diferentes sistemas agropecuarios (Castillo, 2012).

El MicoFert (marca registrada en la Oficina Cu-
bana de Propiedad Industrial —-OCPI- y en el Insti-
tuto Nacional de Defensa de la Competencia y de la
Proteccion de la Propiedad Intelectual —Indecopi—,
Pert) es un biofertilizante producido por el Instituto
de Ecologia y Sistematica —[ES— (Ministerio de Cien-
cia, Tecnologia y Medio Ambiente de Cuba), mediante
una ecotecnologia desarrollada desde 1993 (Ferrer et
al., 2004; Ley-Rivas et al., 2009). Esta constituido por
una mezcla de diferentes cepas de HMA, procedentes
de la coleccion cubana de hongos micorrizéogenos —
CCHMA- (Herrera-Peraza et al., 2011), los cuales se
asocian a las raicillas de las plantas e incrementan sig-
nificativamente la superficie de absorcion de la raiz.

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar,
el efecto que ejercio la aplicacion de diferentes do-
sis de MicoFert agricola en la produccion de MS y
el contenido de fosforo foliar en L. leucocephala cv.
Pert, forraje proteico que pudiera incrementar los
indicadores productivos (Garcia et al., 2008; Ruiz
et al., 2008).
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion, que tuvo una duracion de dos
afos, se realizé en un suelo Pardo Grisaceo (Her-
nandez et al., 1999), el cual presenta las siguientes
caracteristicas agroquimicas: pH (KCI): 4,19; P,O.:
1,94; K,O: 9,86 mg 100 g! de suelo; y materia or-
géanica: 1,34 %. Se empled un disefio de bloques
al azar, con tres réplicas y parcelas de 16 m?; las
cuales se sembraron con L. leucocephala cv. Pert
destinada a forraje, ya que esta planta posee exce-
lente adaptacion a las condiciones edafoclimaticas
del territorio y ocupa mas del 70 % en las areas fo-
rrajeras.

Los tratamientos evaluados fueron:
. MicoFert agricola: 250 g m!
. MicoFert agricola: 500 g m"!
. MicoFert agricola: 750 g m!
. MicoFert agricola: 1 000 g m™
. Nitrégeno: 25 kg ha'afio™!
. Control

El MicoFert se coloco en el fondo del surco, du-
rante la siembra. El nitrogeno (urea al 46 % como fuen-
te de fertilizante) se aplico por primera vez cuando las
plantas tenian 25 dias de emergidas y a inicios del se-
gundo afo, en dosis de 25 kg ha'afo!. La leucaena se
sembro a una profundidad de 2-3 cm, a una distancia
entre surcos de 0,70 y 0,05 m entre plantas, con lo que
se garantizo una densidad de 28 571 plantas ha'. El
numero de plantas por parcela fue de 457; de ellas, 257
correspondian al area evaluable. Antes de la siembra,
las semillas se remojaron en agua corriente durante
doce horas; al concluir esta, se aplicé riego para ga-
rantizar la humedad del suelo.

El corte de establecimiento se efectud a los
6,5 meses, cuando las plantas alcanzaron una altu-
ra promedio de 143 cm. Se realizaron ocho cortes
(cuatro por aflo), con una frecuencia de 90 dias; al
periodo poco lluvioso correspondieron los cortes
1, 4, 5y &; y al lluvioso, los cortes 2, 3, 6 y 7. En
cada uno se midio la masa verde, en un area de 9 m?
(después de eliminado el efecto de borde); se toma-
ron muestras con un marco de 1 m?(29 plantas), en
las cuales se determiné la materia seca (MS) y el
contenido de fosforo por digestion con H,SO, + Se,
mediante el método del molibdo-vanadato (Rios et
al., 1982). El corte de establecimiento no fue consi-
derado dentro de los analisis.

Al finalizar los cortes, se analizaron las varia-
bles micorrizicas en muestras de raicillas. De las
plantas comprendidas en 1 m?de area evaluable se
tomaron los sistemas radicales y el suelo rizosféri-
co asociado (profundidad de 0-10 cm), los cuales
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fueron secados al aire y almacenados en bolsas
plasticas hasta su procesamiento en el laboratorio.
Las raicillas menores de 2 mm de didmetro se la-
varon, se cortaron (1 cm de longitud) y se tifieron
con azul tripan, segun el método de Phillips y Ha-
yman (1970). El porcentaje de colonizacién mico-
rrizica arbuscular se cuantificod de acuerdo con la
metodologia de Giovannetti y Mosse (1980), que
consistié en distribuir al azar, aproximadamente,
1,5 g de raices tefiidas en una placa Petri de 8§ cm de
diametro; en el fondo de esta se dibujo un reticulo
con cuadros de 0,5 pulgadas (1,27 cm), y se conta-
ron 100 intersecciones de raices con las lineas de
este reticulo. La placa fue recorrida tres veces para
cada muestra, mediante desplazamientos en lineas
rectas paralelas. La presencia de micorrizacion en
cada interseccion representd la colonizaciéon mico-
rrizica de la raiz.

La dependencia micorrizica (DM) se calculo
mediante la siguiente formula propuesta por Siquei-
ra'y Franco (1988):

DM = masa seca micorrizada

masa seca de la planta no micorrizada

Los resultados se analizaron mediante un
ANOVA simple y las medias se compararon segun
la prueba de rangos multiples de Duncan (1955).

x 100

RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento de MS fue superior en los tra-
tamientos inoculados con MicoFert agricola (ta-
bla 1) y se increment6 entre 13 y 40 %, de forma
proporcional al aumento de las dosis. El mayor
contenido de MS se obtuvo con la aplicaciéon de
nitrogeno, y difiri6 significativamente del resto de
los tratamientos.

Sieverding y Barea (1991) sefialaron que los
suelos naturales pueden tener tanto bajas como altas
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concentraciones de propagulos de hongos micorri-
zbgenos (KImL1-50mL"), por lo que los introduci-
dos mediante inoculacion tienen que competir con
los nativos. Dichos autores refirieron, ademas, que
cuando el indculo se coloca debajo de la semilla
puede aumentar su capacidad de competencia. El
método de inoculacién empleado en la presente in-
vestigacion coincidi6 en parte con lo planteado por
ellos, ya que el MicoFert agricola se aplico en el
momento de la siembra, en el fondo del surco y de-
bajo de las semillas. Los resultados indicaron que la
inoculacion del MicoFert fue efectiva, por lo que se
validé su forma de produccion y aplicacion.

La inoculaciéon con hongos formadores de la
micorriza es mas factible cuando la cantidad de
propagulos de HMA en los suelos agricolas es baja,
y donde haya existido previamente un cultivo no
micotrofo y/o las poblaciones autoctonas no sean lo
suficientemente agresivas al colonizar las plantas
para promover el crecimiento vegetal. Ojeda et al.
(1994) encontraron, en condiciones similares a las del
presente estudio, la presencia de HMA en pastizales
de gramineas establecidos por mas de cinco afios
(Megathyrsus maximus, Brachiaria decumbens
y Cynodon nlemfuensis); pero con un numero
relativamente bajo de esporas en 100 g de suelo
(383, 195 y 321, respectivamente), lo que pudiera
corroborar la respuesta satisfactoria del rendimiento
a la inoculacion del MicoFert agricola.

Asimismo varios factores abidticos, como el
manejo agrondmico, la erosion del suelo y el uso
de plaguicidas, intervienen significativamente en la
permanencia y colonizacién de la comunidad mi-
corrizica del suelo. Entre las variables con mayor
impacto se encuentran: el nivel de fertilidad fosfo-
rica y nitrogenada del suelo, el contenido de mate-
ria organica, la acidez y la época del afio (Chaus,

Tabla 1. Rendimiento de MS de L. leucocephala. cv. Pert.

. MS (t ha™)
Tratamiento Incremento (%)
PPLI PLI1 Total
Control 3,05 7,45° 10,51F -
250 gm! 3,25¢ 8,02¢ 11,88¢ 13
500 g m™ 3,844 8,964 12,80¢ 22
750 g m’! 4,47 9,68° 14,16° 35
1000 g m™ 4,66° 10,07° 14,75° 40
Nitrogeno, 25 kg ha'afio™! 6,282 12,16* 18,442 -
EE (1) 0,019%* 0,014** 0,016**

PPLI: periodo poco lluvioso, PLI: periodo lluvioso

a, b, c, d, e, f: valores con superindices no comunes difieren a p < 0,05; p < 0,01**
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2007), las cuales no sufrieron modificaciones; solo
vario la precipitacion, y su efecto en el rendimiento
fue evidente al comparar los dos periodos del afio.

La respuesta a la inoculacion estuvo bien defi-
nida, no solo entre las diferentes dosis, sino también
en el control y en el tratamiento con fertilizacion
mineral. En este sentido, es importante la respuesta
favorable del rendimiento en las variantes inocula-
das, lo que indica que el MicoFert pudo perdurar en
el tiempo. Ello coincide con lo sefialado por Smith
y Read (2008), quienes encontraron un efecto tardio
de las inoculaciones con HMA en diferentes espe-
cies de leguminosas y gramineas, en condiciones
naturales.

Ademas, se conoce que el papel natural de los
HMA puede ser minimizado por la practica de
una agricultura intensiva (Curaqueo et al., 2011;
Miras-Avalos et al., 2011), debido a que las comu-
nidades microbianas en los sistemas agricolas con-
vencionales son modificadas por la aradura de los
campos y la aplicacién de altas dosis de fertilizan-
tes inorganicos, herbicidas y plaguicidas.

La dependencia micorrizica estuvo directa-
mente relacionada con el rendimiento de biomasa
seca (fig. 1). De forma general, la leucaena mostréd
dependencia a la inoculacién con HMA, lo que se
incremento proporcionalmente al aumento de la do-
sis de biofertilizante.

Existen plantas altamente «micorrizico-de-
pendientes», en las cuales la micorriza se podria
considerar como una alternativa al uso de los fer-
tilizantes. En este sentido, Sheng ef al. (2008), Ab-
baspour (2010), Smith ez al. (2010) y Doubkova et al.
(2013) demostraron que la inoculacion artificial con
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HMA en especies de interés agricola incrementa la
nutricion y el crecimiento de la planta, y permite
superar situaciones de estrés bidtico y abiotico. Ade-
mas, constataron que 1 cm de raiz sin HMA explora
1-2 cm? de suelo, mientras que al inocular HMA este
volumen aumenta entre 5 y 200 veces; normalmente,
el volumen de suelo infestado es de 12-15 cm’, y ex-
cepcionalmente se ha llegado a 200 cm?®.

Siqueira y Franco (1988), al evaluar el efecto de la
inoculacion con HMA en gramineas en condiciones
de campo y en leguminosas anuales en el momento
de la siembra, hallaron dependencia a la micorriza-
cion en el centeno (36-167 %), el millo (30-60 %),
la soya (21-50 %), el frijol caupi (20-50 %), el frijol
comun (10-39 %) y el trébol forrajero (20-150 %). El
incremento del rendimiento (5-45 %) en el presente
estudio, respecto al control absoluto, se ubica dentro
del rango citado por estos autores; quienes sefialaron
ademads que la aplicacion de HMA en leguminosas fo-
rrajeras fue factible cuando estas se utilizaron interca-
ladas con gramineas o en bancos de proteina.

Los mencionados autores también se refirieron
a que con la aplicacion de 200 g m™ (4 t ha') en
un suelo con bajo contenido de fosforo se logrd un
rapido establecimiento de las plantas, una mayor
produccién de biomasa y una efectividad del ino-
culante en el tiempo (efecto residual) de 6-9 meses,
lo cual permiti6 realizar tres cortes por afio. Estos
resultados coinciden con los de la presente investi-
gacion, aunque en este caso el efecto residual fue
mayor, se realizaron nueve cortes (incluido el de
establecimiento) y se detect6 la presencia de HMA.

En los cultivos anuales, los beneficios de la
simbiosis se expresan a los 20-30 dias, después de

150 25 500

730 1 000

Dosis (g m™)

a, b, ¢, d: valores con superindices no comunes difieren a p < 0,05,
Figura 1. Dependencia micorrizica de L. leucocephala cv. Peril.
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la biofertilizacidon; mientras que en los cultivos pe-
rennes, hasta después de los tres meses. En el Pa-
cifico Sur (estados de Chiapas, Guerrero y Oaxaca) se
establecieron nueve sitios de validacion en terrenos de
productores, sembrados con frijol (Phaseolus vulgaris),
y se obtuvieron rendimientos de 910 kg/ha en el testigo
y 1335 kg ha' al aplicar Glomus intraradices (Agui-
rre-Medina, 2009).

Los biofertilizantes micorrizogenos que se
comercializan en la actualidad tienen diferentes
formas de presentacion (liquida o sélida); comun-
mente contienen suelo como base y presentan una
consistencia de polvo molido fino, que se puede
incorporar facilmente a las semillas o aplicar al
material vegetal antes de la siembra, como las es-
tacas enraizadas o los estolones de algunas plantas
forrajeras tropicales. La creciente demanda de estos
biopreparados se debe a los costos de los fertilizan-
tes de origen inorgénico (quimicos) y a la necesidad
de producir alimentos con un menor efecto residual
negativo para los suelos (Aguirre-Cadena, 2011).
Con la utilizacion del MicoFert agricola se pueden
obtener resultados satisfactorios.

En la presente investigacion, la colonizacion de
raicillas aument6 de forma proporcional respecto al
incremento de las dosis de biofertilizante (fig. 2).
Asimismo, ocurrié colonizaciéon por HMA en el
tratamiento con nitrogeno y en el control, aunque
con valores mas bajos, lo que supone la presencia
de micorrizas nativas. Por otra parte, resulta sig-
nificativo que después de dos afios de aplicado el
MicoFert se encontrara una alta colonizacion de rai-
cillas; ello sugiere que los HMA contenidos en este
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se establecieron en el suelo y fueron efectivos para
la planta hospedera, a pesar del tiempo transcurri-
do. Sin embargo, en Cuba no existen referencias de
la aplicacion dosificada del Micofert agricola en
areas de produccion de leguminosas forrajeras.
Gonzalez et al. (2012), cuando evaluaron la co-
lonizacion por HMA en raices de leguminosas cul-
tivadas en condiciones de campo, encontraron que
esta se incrementaba rdpidamente con el transcurso
del tiempo (34 y 56 % a los 30 dias posteriores a la
siembra y hasta 14 meses después, respectivamen-
te). Estos autores observaron cambios significativos
en el rendimiento de biomasa seca, debido funda-
mentalmente a causas que perturbaban el suelo.

En un bosque siempreverde mesdfilo de la Sie-
rra del Rosario, Herrera-Peraza et al. (2004) infor-
maron porcentajes de colonizacion entre 10 y 100
en hierbas, arbustos y arboles, valores similares a
los obtenidos en la presente investigacion.

Por su parte, el contenido de fosforo foliar re-
sulté significativamente superior en las plantas
inoculadas con el biofertilizante en relacion con el
control (fig. 3). Este efecto favorable de la inocula-
cion se puede considerar como un indicador de la
eficiencia del MicoFert.

Sieverding y Barea (1991) evaluaron el efecto
de la inoculacion de L. leucocephala cv. Campina
Grande con Glomus etunicatum (actualmente Cla-
roideoglomus etunicatum (W. N. Becker y Gerd.)
C. Walker y A. Schiissler), Acaulospora muricata,
Gigaspora margarita (W. N. Becker y I. R. Hall) y
Scutellospora heterogama (actualmente Dentiscutata
heterogama (T. H. Nicolson y Gerd.) Sieverd., F. A.

Control 250

500

750 1000 Nitrégeno

Tratamientos
a, b, ¢, d, e: valores con superindices no comunes difieren a p < 0,05,
Figura 2. Efecto de la inoculacion con HMA en la colonizacion de las raicillas
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Tratamientos
a, b, ¢, d: valores con superindices no comunes difieren a p < 0,05,
Figura 3. Influencia de la inoculacion con MicoFert agricola en el contenido de fosforo foliar.

Souza y Oehl), y sefialaron que todos los indicadores
(MS, contenido de fosforo y nitrogeno en planta) au-
mentaron. Estos autores correlacionaron la respuesta
a la inoculacion con el bajo contenido de fosforo en el
suelo, lo que coincide con lo hallado en el presente es-
tudio, ya que el suelo utilizado tenia 1,94 mg de PO
(valor bajo, segun los indicadores agroquimicos).

Al incrementar la dosis del inéculo de HMA
se produjo una mejor captacion de fosforo por la
planta, con lo que se obtuvieron beneficios en la
absorcion de este elemento, de baja movilidad en
el suelo. En tal sentido, se ha informado acerca de
la capacidad que poseen las plantas micorrizadas
de captar nutrimentos (nitrégeno, calcio y boro) del
suelo, a través de la red de hifas y raicillas (Talbot y
Treseder, 2010; Whiteside et al., 2012).

Se concluye que la aplicacion de MicoFert
agricola en areas de forraje de L. leucocephala cv. Pert
incremento el rendimiento de MS, con una dependencia
micorrizica entre 13 y 40 %, de forma proporcional al
aumento de las dosis. Ademas, fue evidente el efecto
favorable que ejercid la inoculacion en el contenido de
fosforo foliar. El tratamiento con nitrégeno y el control
mostraron colonizaciéon micorrizica, lo que indico la
presencia de HMA nativos.
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