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    The effect of the integrated management of the fertilization with biofertilizer, organic manure and nitrogen fertilizer on Tithonia diversifolia forage production was evaluated. A total of nine treatments (application of 0, 70 and 100 kg N ha-1; 0, 70 and 100 kg N ha-1 plus the coinoculation with Azospirillum brasilense and Rhizoglomus irregulare, and 0, 70 and 100 kg N ha-1 combine with the coinoculation with both biofertilizer plus the application of 25 t ha-1 cattle manure) were studied in a random block design with four repetitions. The inoculum with R. irregulare was applied using the Canavalia ensiformis as precedent crop and way for the reproduction of mycorrhizal 
      propagules in the soil for Tithonia inoculation, and the inoculum with A. brasilense, at 15 d after Tithonia planting, at a rate of 20 L ha-1.The
      manure increased (p<0.01) the contents of OM, assimilable P and k 
      interchangeable of the soil. Their application, combine with the 
      coinoculation with both biofertilizer, caused the higher levels of 
      mycorrhizal colonization, concentrations and extractions of N, P and K 
      in the aerial biomass and yields higher (p<0.01) to those reached 
      with the nitrogen fertilization, alone or with the biofertilizer (24 t 
      DM ha-1). It is concluded that the integrated management of 
      the fertilization by the application of cattle manure and the 
      coinoculation with A. brasilense and R. irregulare is effective to increase the yield of Tithonia forage, reduce the use of nitrogen fertilizer and improve the soil fertility.
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      Introduction

       ⌅
      The interest of using the Tithonia diversifolia as forage resource has been increase in the last years, which respond 
        to their high biomass production, fast recuperation after cut and high 
        nutritional value that exceeds to those from other tropical forages 
        species (Ramírez 2018 and Villegas et al. 2020).
        However, due to their capacity to extract important amount of 
        nutrients, when it is submitted to frequent cuts for forage production, Tithonia diversifolia needs an adequate fertilization to maintain their productivity and keep the soil fertility (Botero Londoño et al. 2019).

      The
        high prices of mineral fertilizers and the need to promote a friendly 
        livestock with the environment suggest the search of fertilization 
        strategies that guarantee the adequate nutrition of forages crops, 
        decrease the use of external inputs and, in turn, guarantee the 
        protection of natural resources. The cattle manure is the organic waste 
        most abundant in the livestock agroecosystems, and their use for the 
        fertilization of these crops constitutes an economic and ecologically 
        viable alternative because it contributes to the recycle of the 
        extracted nutrients with the intake biomass by the cattle, as well as to
        the reduction of mineral fertilizer demand and to the improvement of 
        the soil fertility (Jiang et al. 2021). 

      Recently,
        it has been also paying attention to the inclusion of biofertilizer in 
        the fertilization systems of forage plants due to its direct effect on 
        the improvement of the biological properties of soils, on the 
        productivity increase and on the biomass nutritive value, as well as on 
        the reduction of the use of synthetic fertilizer (Guimarães et al. 2022). Among the microorganisms used as biofertilizer is the associative bacterium Azospirillum brasilense,
        able to fix atmospheric nitrogen and improve the productivity and 
        quality of harvests, in addition to provide other benefits such as the 
        phytohormones production, phosphates solubilization and the plants 
        protection against abiotics stresses (Leite et al. 2019). 

      Likewise,
        the biofertilization with arbuscular mycorrhizal forming fungus (AMF), 
        whose structures increase the soil volume that the roots explore and 
        makes easy the nutrients and water absorption, among other benefits, has
        showed their effectiveness in different agricultural crops (Chandrasekaran 2020).
        In fact, in the Tithonia roots it has been proved the presence of a big
        group of AMF species and their contribution to the absorption of non 
        available ways of phosphorous in the soil (Scrase et al. 2019).

      Although it’s known the benefits of the organic fertilization (Reis et al. 2018) and the favorable effect of the double inoculation with A. brasilense and AMF on the increase of Tithonia productivity and nutritive value (Méndez et al. 2022),
        the studies aimed to design fertilization strategies based on the 
        integrated management of organic manure, mineral fertilizer and both 
        microorganisms are limited, despite their possible advantages to improve
        yields, reduce the external inputs and to keep the soil fertility. 

      When
        considering these premises, this study was performed to evaluated the 
        effects of the integrated management of fertilization, based on 
        biofertilizer, cattle manure and nitrogen fertilizer, on soil fertility 
        indicators and T. diversifolia forage production. 

    
    
      Materials and Methods

       ⌅
      
        Experimental conditions

         ⌅
        The
          experiment was performed in the typical dairy 23 from Unidad Básica de 
          Producción Cooperativa (UBPC) "Juan Oramas", located in Guanabacoa 
          municipality.

        La Habana province, Cuba, at 23o08’ north latitude and 23o08’ west longitude, on a calcic cambisol soil, according to the Base Referencial Mundial del Recurso Suelo (IUSS 2015). Their main chemical characteristics are showed in table 1. 

        Table 1.  Chemical characteristics of the soil of experiments (deep: 0-20 cm) 

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	pH H2O
                    	OM, %
                    	P, 
                    	Ca2+
                    	Mg2+
                    	Na,+
                    	K+
                    	CIB
                  

                  
                    	mg kg-1
                    	cmolc kg-1
                  

                
                
                  
                    	7.7
                    	4.50
                    	70
                    	49.5
                    	4.8
                    	0.25
                    	0.57
                    	54.9
                  

                  
                    	(7.5-7.8)
                    	(4.25-4.76)
                    	(65-76)
                    	(47.3-51.7)
                    	(4.1-5.2)
                    	(0.22-0.28)
                    	(0.51-0.63)
                    	(53.7-56.4)
                  

                
              

            

          

        

        

        
          
            OM: organic matter, CIB: basis exchange capacity, Values in parenthesis show confidence intervals of means (α=0.05)

          

          

        

        The
          soil of the experimental area has high contents of assimilable P, pH 
          alkaline, average content of OM, high basis exchange capacity (BEC) and 
          higher contents of interchangeable K (Paneque and Calaña 2001).

        During
          the experimental period (May 2019- June 2020) the total rainfall was 
          1705 mm, 83% occur during the months corresponding to the rainy season 
          (May- October, 2019 and May - June, 2020), as is show in figure 1. 

        
          
            
               
            
          

        

        Figure 1.  Distribution of the rainfalls during the execution period of the experiment (data taking in the experimental area)

      
      
        Treatments and experimental design

         ⌅
        A total of nine treatments were evaluated, constituted by the applications of 0. 70 and 100 kg N ha-1; 0, 70 and 100 kg N ha-1 plus the coinoculation with Azospirillum brasilense and Rhizoglomus irregulare, and 0, 70 and 100 kg N ha-1 plus the coinoculation with A. Brasilense and R. irregular and the application of 25 t ha-1 of cattle manure in a random block design with four replications. The 
          plots constitute the experimental unit and had total surface of 24 m2 and calculation area of 16 m2. 

      
      
        Inoculants used

         ⌅
        For the biofertilization with AMF, inoculant that has the INCAM-11 strain from the R. irregulare species was used (Sieverding et al. 2014).
          The inoculants came from the Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas 
          (INCA) and it was previously multiply in a clayey substrate sterilized 
          in autoclave at 120 °C for an hour during three days, with the use of Urochloa decumbens cv. Basilisk as host plant. It has 50 spores per gram of solid 
          inoculant, as well as many fragments of rootlet of the host plant. For 
          the biofertilization with A. brasilense, the commercial product Nitrofix®,
          from Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Caña de
          Azúcar (ICIDCA) was used, which has the strain 8I, with concentrations 
          of 109 UFC mL-1.

      
      
        Soil preparation, sowing, inoculants application and fertilization

         ⌅
        The
          soil was prepared by labors of plowing (plow), harrow, cross (plow) and
          harrow, at approximate intervals of 25 d between each one. The cattle 
          manure was applied on the plots surface and it was incorporated to the 
          soil with the second plowing work. This came from the stabling areas of 
          the dairy and has a time of three deposition months in the dunghill. 
          Their chemical characteristics and humidity content at the moment of 
          their application are showed in table 2. 

        Table 2.  Chemical characteristics (dry base) and humidity content of the cattle manure as organic fertilizer in the experiment

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	OM, %
                    	N, %
                    	C/N ratio
                    	P, %
                    	K, %
                    	Ca, %
                    	Mg, %
                    	pH
                    	Humidity, %
                  

                
                
                  
                    	61.7
                    	2.25
                    	16.6
                    	0.65
                    	1.83
                    	2.92
                    	0.71
                    	7.2
                    	52.7
                  

                  
                    	(61.2-62.2)
                    	(2.22-2.28)
                    	(14.7-18.5)
                    	(0.63-0.67)
                    	(1.80-1.86)
                    	(2.87-2.97)
                    	0.69-0.73)
                    	(7.0-7.4)
                    	(52.1-53.3)
                  

                
              

            

          

        

        

        
          
            Average
              of ten samples taking at the moment of manure application. Values in 
              parenthesis show confidence intervals of means (α=0.05)

          

          

        

        In May, 2019, all the treatments were sowing with canavalia (Canavalia ensiformis) as way to reproduce in the soil in those that led the inoculation with R. irregulare,
          sufficient amount of mycorrhizal propagules for the subsequent 
          inoculation of Tithonia. The method of mycorrhizal inoculants 
          application was fallowed for this crop, used by Méndez et al. (2022).

        The canavalia was sowing at distances of 50 cm between rows and 25 cm between plants, with density of 100 kg ha-1 of seeds. In the treatments to inoculate with R. irregulare,
          the seeds were cover with an amount of mycorrhizal inoculants 
          equivalent to 10 % of their mass. For the cover, the seeds were 
          submerging in a fluid paste, prepared through the mixture of the solid 
          mycorrhizal inoculants and water, in 1:0.6 m/v proportion. Later, they 
          were dried in shade and were sowing. 

        The canavalia was cut at 60 d after sowing and their aerial biomass was removed of the field for the animals feeding. Table 3 show the number of spores of AMF that were in the soil after the canavalia cut and at the moment of Tithonia planting. 

        Table 3.  Number of spores of AMF that were in the soil in each treatment after the canavalia cut

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	No
                    	N, kg ha-1
                    	Cattle manure, t ha-1
                    	Biofertilization
                    	Number of spores/50g
                  

                
                
                  
                    	1
                    	0
                    	0
                    	NB
                    	133 (118-148)
                  

                  
                    	2
                    	70
                    	0
                    	NB
                    	145 (128-162)
                  

                  
                    	3
                    	100
                    	0
                    	NB
                    	138 (125-151)
                  

                  
                    	4
                    	0
                    	0
                    	B
                    	520 (501-539)
                  

                  
                    	5
                    	70
                    	0
                    	B
                    	492 (459-525)
                  

                  
                    	6
                    	100
                    	0
                    	B
                    	518 (483-553)
                  

                  
                    	7
                    	0
                    	25
                    	B
                    	526 (494-558)
                  

                  
                    	8
                    	0
                    	25
                    	B
                    	499 (472-523)
                  

                  
                    	9
                    	70
                    	25
                    	B
                    	519 (486-552)
                  

                
              

            

          

        

        

        
          
            NB: not biofertilized, B: biofertilized with Azospirillum brasilense and Rhizoglumus irregulare.

            Values in parenthesis show confidence intervals (α=0.05)

          

          

        

        After
          the canavalia cut, it was plow through again and the tithonia was 
          planted using vegetative propagules of approximately 30 cm in length. 
          They were taking from the superior and medium part of the stems of a 
          cultivated field with this species, very close to the experimental area.
          The propagules were planting at 1.0 m between furrows and 0.5 m between
          plants, for a density of 20000 propagules ha-1. 

        The inoculation with A. brasilense was performed at 15d after the tithonia sprouting. For this a mixture 
          of liquid inoculum and water (1:10 v/v) was prepared and applied to the 
          soil very close to the furrows with a manual knapsack sprayer at a rate 
          of 20 L ha-1 of commercial product.

        The nitrogen 
          fertilizer was used according to the doses described in the treatments, 
          fractioned in two moments: 50 % at 30 d after planting and the rest, 
          after the third cut, both coincide with rainy seasons. For the 
          application, there were made small furrows with a hoe of 10 cm deep, at 
          10 cm of the plants rows and were covered after fertilizer application. 
          As carrier of the nitrogen fertilizer the urea was used. There were not 
          applied potassium and phosphoric fertilizer because it was considered 
          that the high contents of both nutrients in the soil (table 1) were sufficient for the crop. The experiment was conducted under dryland farming. 

      
      
        Samplings and evaluations

         ⌅
        A
          total of four cuts were made. The first one at 120 d after plantation 
          (November, 2019), and the rest in February, May and July, 2020 at a 
          height of 30 cm of soil surface. In each cut the fresh mass of the 
          aerial part corresponding to the calculation area of plots was weighed. 
          From each treatment a total of three subsamples of the fresh mass of the
          aerial part were taking and they were homogenized to form a sample of 
          200 g. The subsamples were taking to an air circulation oven at 70 ºC 
          during 72 h to determine the dry matter (DM) percentage and to estimate 
          the DM yield. In the second and third cut, the concentrations (g kg-1 of DM) of N, P and K in the biomass of the aerial part were determined,
          according to the manual of analytical techniques for the analysis of 
          soil, leaf, organic manure and chemical fertilizers (Paneque et al. 2011). 

        The
          extraction of N, P and K in the biomass of the aerial part was 
          calculated. For that the average values of the concentrations of these 
          nutrients in the moment of the second and fourth cut and the accumulated
          yield of the aerial biomass (sum of the four cuts) were taking. The 
          fallowing formula was used: 

        Extraction of N, P and K (kg ha-1) = [accumulated yield of DM, kg ha-1 x concentration of the element in the DM of the aerial part, g kg-1] / 1000 

        In
          the moment of the second and fourth cut, in the rainy and dry season, 
          respectively, from each plot a total of three subsamples of roots and 
          soil of the rhizosphere were taking, at a deep of 0‒20 cm using a 
          metallic cylinder of 5 cm diameter and 20 cm height. The sampling points
          were equidistant and separate distributed at 10cm from the rows. The 
          subsamples were homogenized to form a sample compound by plot, and 1 g 
          of rootlets was extracted for their dying and clarification (Rodríguez et al. 2015). The frequency of mycorrhizal colonization was evaluated by the intercept method (Giovanetti and Mosse 1980), the visual intensity or colonization intensity, in accordance with Trouvelot et al. (1986) and the number of spores in the rhizosphere from the sieve and decanted
          by humid way of these structures and their observation in microscope (Herrera et al. 1995).

        In
          the area where the experiment was performed, previous to the canavalia 
          sowing, a total of 10 samples of soil were taking with a drill by the 
          zigzag method, at 0-20 cm deep for their chemical characterization. 
          After the second cut, a total of three subsamples of soil at a deep of 
          0-20 cm were taking to form a compound sample and determine their 
          contents of OM, P assimilable and K interchangeable (Paneque et al. 2011).

      
      
        Statistical analysis

         ⌅
        The
          data, once the normality and homogeneity of variances were proved, they
          were processed by the analysis of variance and Tukey test (P<0.05). 
          In the variables corresponding to the initial chemical characterization 
          of the soil and to the AMF spores counting

        (number of spores/50g) 
          that leave in the soil after the canavalia cut, the confidence interval 
          (α=0.05) was used as dispersion statistics (Payton et al. 2000). In all cases the statistical program SPSS 25 (2017) was used.

      
    
    
      Results and Discussion

       ⌅
      There
        was a significant effect of the addition of cattle manure on the 
        contents of OM, P assimilable and K interchangeable of the soil (table 4),
        which was in correspondence with the amounts of this elements provide 
        by the organic fertilizer. According to their composition, with each ton
        of manure (in humid base) there were incorporated to the soil 290 kg of
        OM, 3 kg of P and 9 kg of K, and this has effect, on the increase of 
        their contents in the soil. The manure did not have effects on the pH, 
        probably due to the alkaline reaction of the soil and to the neutral pH 
        of the manure. 

      Table 4.  Effect of the nitrogen 
        fertilization, biofertilization and the application of cattle manure on 
        the contents of OM, pH, P assimilable and K interchangeable of the soil.

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
              
              
                
                  	Treatments 
                  	OM, %
                  	pH, H2O
                  	P, mg kg-1
                  	K, cmolc kg-1
                

                
                  	N, kg ha-1 year 
                  	Cattle manure, t ha-1
                  	Biofertilization
                

              
              
                
                  	0
                  	0
                  	NB
                  	4.40b
                  	7.5
                  	62b
                  	0.57b
                

                
                  	70
                  	0
                  	NB
                  	4.50b
                  	7.7
                  	65b
                  	0.62b
                

                
                  	100
                  	0
                  	NB
                  	4.36b
                  	7.5
                  	61b
                  	0.52b
                

                
                  	0
                  	0
                  	B
                  	4.62b
                  	7.6
                  	70b
                  	0.58b
                

                
                  	70
                  	0
                  	B
                  	4.35b
                  	7.4
                  	63b
                  	0.61b
                

                
                  	100
                  	0
                  	B
                  	4.39b
                  	7.6
                  	67b
                  	0.53b
                

                
                  	0
                  	25
                  	B
                  	5.46a
                  	7.7
                  	116a
                  	1.28a
                

                
                  	70
                  	25
                  	B
                  	5.54a
                  	7.8
                  	121a
                  	1.31a
                

                
                  	100
                  	25
                  	B
                  	5.49a
                  	7.6
                  	118a
                  	1.26a
                

                
                  	SE± 
                  	0.21
                  	0.2
                  	6
                  	0.15
                

                
                  	P 
                  	0.0001
                  	0.332
                  	0.0001
                  	0.0002
                

              
            

          

        

      

      

      
        
          NB: non biofertilized. B: biofertilized with Azospirillum brasilense + Rhizoglomus irregulare. Averages with common letters in the same row did not significantly differ, according to Tukey (P<0.05) test

        

        

      

      Although
        the benefits of the applications of cattle manure in the soil fertility
        are known, their inclusion in the fertilization systems of forages 
        crops continues being an acceptable strategy by the many environmental 
        services that generates in the cattle agroecosystems by their 
        contribution to the recycle of nutrients which are extracted from the 
        soil with the biomass intake by the animals, as well as by their direct 
        impact in the reduction of the pollutant effect that their incorrect use
        cause (Sileshi et al. 2019). 

       Table 5 show the 
        effect of treatments on the fungi variables in the moment of the second 
        and fourth cut. In the second one, the join application of both 
        biofertilizers, alone or with N, increased the frequency and intensity 
        of the colonization, as well as the number of spores in the rhizosphere 
        with relation to the non biofertlizers treatments. However, these 
        variables reached the highest values with the application of the 
        biofertilizers combine with the cattle manure, except where the higher 
        dose of N was added. 

      Table 5.  Effect of the nitrogen 
        fertilization, biofertilization and the application of cattle manure on 
        the fungi structures of Tithonia in the moment of the second and fourth 
        cut

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
                
                  	Treatments 
                  	Second cut, February 2019 
                  	Fourth cut, July 2020 
                

                
                  	N, kg ha-1 year
                  	Cattle manure, t ha-1
                  	Bio- fertilization
                  	Colonization frequency, %
                  	Colonization intensity, %
                  	Spores/ 50 g
                  	Colonization frequency, %
                  	Colonization intensity , %
                  	Spores/ 50 g
                

              
              
                
                  	0
                  	0
                  	NB
                  	23.9c
                  	3.15c
                  	87c
                  	33.7d
                  	3.27d
                  	125d
                

                
                  	70
                  	0
                  	NB
                  	22.8c
                  	2.89c
                  	92c
                  	34.3d
                  	2.93d
                  	132d
                

                
                  	100
                  	0
                  	NB
                  	21.3c
                  	3.19c
                  	89c
                  	33.9d
                  	3.19d
                  	129d
                

                
                  	0
                  	0
                  	B
                  	34.7b
                  	4.63b
                  	223b
                  	41.4c
                  	4.53c
                  	313c
                

                
                  	70
                  	0
                  	B
                  	33.9b
                  	4.61b
                  	225b
                  	52.7b
                  	5.55b
                  	473b
                

                
                  	100
                  	0
                  	B
                  	33.5b
                  	4.57b
                  	237b
                  	51.9b
                  	5.38b
                  	451b
                

                
                  	0
                  	25
                  	B
                  	38.3a
                  	5.91a
                  	393a
                  	64.2a
                  	6.75a
                  	613a
                

                
                  	70
                  	25
                  	B
                  	39.5a
                  	6.22a
                  	418a
                  	63.8a
                  	6.97a
                  	587a
                

                
                  	100
                  	25
                  	B
                  	34.9b
                  	4.59b
                  	242b
                  	40.5c
                  	4.39c
                  	309c
                

                
                  	SE± 
                  	1.6
                  	0.28
                  	23.5
                  	1.8
                  	0.26
                  	32
                

                
                  	P 
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                

              
            

          

        

      

      

      
        
          NB: non biofertilized. B: biofertilized with Azospirillum brasilense + Rhizoglomus irregulare. Averages with common letters in the same row did not significantly differ, according to Tukey (P<0.05) test

        

        

      

      In
        the moment of the fourth cut, different to the second, among the 
        biofertlized treatments without the addition of manure, the frequency 
        and intensity of the colonization and the number of spores in the 
        rhizosphere were significantly higher with the application of 70 and 100
        kg ha-1 per year of N, than with the dose of 0 kg ha-1 of N. Therefore, the highest values of these variables were also 
        reached in the treatments where the biofertilization and the addition of
        cattle manure was combined, alone or with nitrogen fertilization, 
        except where the higher dose of N was applied. 

      It has to 
        highlight that, during this cycle, the plants growth in the rainy season
        and, therefore, the nitrogen fertilizer was applied, which did not 
        happen during the second cut, whose plats growth in the dry season and 
        it was not possible the application of N. These could explain the direct
        effect of the nitrogen fertilization, combine with the application of 
        the biofertilizers on the increase of the fungi structures. 

      It 
        has been showed that the availability of nutrients in the soil control 
        the growth of intra and extraradical hyphae of the AMF. In this way, 
        when the plants are inoculated with effective AMF strains, the fungi 
        structures can increase in presence of moderate amounts of nutrients and
        reduce with the application of dose that exceed the needs of the 
        inoculated crops, since the delivery of recourses from the soil to the 
        host plant through the AMF loss importance (Liu et al. 2019).
        This could explain the increase of the frequency, intensity of 
        colonization and the number of spores in the rhizosphere that was 
        observed in both cuts with the application of biofertilizers and manure,
        as well as their decrease in the treatment where the biofertilizers and
        organic fertilizer were combined with the highest dose of nitrogen. 

      The
        results also prove the effectiveness of the use of canavalia as 
        proceeding crop and way for the production of mycorrhizal propagules in 
        the soil for the inoculation of successor crops (Rivera et al. 2020, Simó et al. 2020 and Méndez et al. 2022) and the effectiveness of the inoculation with R. irregulare and A brasilense in the increase of mycorrhizal structures of tithonia (Méndez et al. 2022).

      In
        the moment of the second as in the fourth cut there was significant 
        effect of the treatments in the concentrations of N on the biomass of 
        the aerial part (table 6).
        In the second one, among the non inoculated treatments there were not 
        differences between them and showed the lowest values in relation to the
        rest. With the biofertilized were reached higher concentrations of N, 
        but the highest values were obtained when they were combined with the 
        application of manure and the doses of 0 and 70 kg ha-1 of N.

      Table 6.  Effect of the nitrogen 
        fertilization, biofertilization and cattle manure on the concentrations 
        of N, P and K in the biomass of Tithonia aerial part

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
                
                  	Treatments 
                  	Second cut, February 2019 
                  	Fourth cut, July 2020 
                

                
                  	N, kg ha-1
                  	Cattle manure, t ha-1
                  	Biofertilization
                

                
                  	N
                  	P
                  	K
                  	N
                  	P
                  	K
                

                
                  	g kg-1
                

              
              
                
                  	0
                  	0
                  	NB
                  	23.1c
                  	2.6
                  	21.5
                  	22.1e
                  	2.1
                  	17.9
                

                
                  	70
                  	0
                  	NB
                  	22.8c
                  	2.4
                  	22.1
                  	24.5d
                  	2.3
                  	18.3
                

                
                  	100
                  	0
                  	NB
                  	23.5c
                  	2.6
                  	21.7
                  	26.9c
                  	2.1
                  	17.5
                

                
                  	0
                  	0
                  	B
                  	27.8b
                  	2.5
                  	22.3
                  	26.7c
                  	2.0
                  	18.1
                

                
                  	70
                  	0
                  	B
                  	28.2b
                  	2.4
                  	22.8
                  	30.3b
                  	2.3
                  	16.9
                

                
                  	100
                  	0
                  	B
                  	29.3b
                  	2.6
                  	21.9
                  	29.5b
                  	2.1
                  	18.1
                

                
                  	0
                  	25
                  	B
                  	31.2a
                  	2.4
                  	22.7
                  	33.3a
                  	2.3
                  	17.9
                

                
                  	70
                  	25
                  	B
                  	31.3a
                  	2.5
                  	22.3
                  	32.9a
                  	2.0
                  	16.3
                

                
                  	100
                  	25
                  	B
                  	27.5b
                  	2.6
                  	21.8
                  	30.1b
                  	2.3
                  	18.7
                

                
                  	SE± 
                  	0.4
                  	0.2
                  	0.3
                  	0.4
                  	0.2
                  	0.3
                

                
                  	P 
                  	0.0001
                  	0.335
                  	0.418
                  	0.0001
                  	0.382
                  	0.402
                

              
            

          

        

      

      

      
        
          NB: non biofertilized. B: biofertilized with Azospirillum brasilense + Rhizoglomus irregulare. Averages with common letters in the same row did not significantly differ, according to Tukey (P<0.05) test

        

        

      

      In
        the moment of the fourth cut, different to the previous, between the 
        non biofertilized treatments there was increase of the N concentrations 
        in the biomass of the aerial part with the increase of the nutrient 
        dose, as direct consequence of the nitrogen fertilization applied during
        this cycle. However, with the biofertilization and the applications of 
        70 and 100 kg ha-1 of N highest values were reached. 
        Therefore, the higher concentrations of N were obtained with the 
        application of manure and the biofertilizers, except where the highest 
        dose of this nutrient was applied.

      The treatments did not have 
        effects on the concentrations of P and K of the aerial biomass, which 
        proved that the high contents of both elements in the soil at beginning 
        of the experiment were sufficient for the crop. In fact, this criterion 
        was taking into account for not introduce phosphoric and potassium 
        fertilizers in the fertilization plan. 

      The effect of the nitrogen
        fertilization on the increase of the N concentrations in the biomass of
        the aerial part of Tithonia has being mentioned by Botero Londoño et al. (2019) and Astúa et al. (2020);
        whose attribute it to the high demand of this nutrient, which cannot 
        generally be cover from their contents in the soil, when it is expect to
        reach a high forage production. 

      However, the results of this study showed that with the biofertilization with R. irregulare and A. brasilense and the cattle manure, without additional applications of N, the plants
        are better supplied of this element than with the application of the 
        nitrogen fertilizer. In fact, the addition of 100 kg ha-1 of 
        N, combined with the biofertilizers and the addition of manure, dressed 
        the N concentrations. This could be consequence of the decrease of the 
        effectiveness of biofertilization, as it was showed when evaluating the 
        effect of treatments on the fungi variables. That is, to the positive 
        effect of the biofertilizers on the nitrogen nutrition, was added the 
        improvement of their effectiveness by the addition of manure and the N 
        contribution of the organic fertilizer. This guarantee that the plants 
        were better supplied with this nutrient than with applied doses of 
        nitrogen fertilizer. 

      The treatments had a significant effect on the forage production (table 7).
        In the cuts made on November, 2019 and July, 2020, whose plants growth 
        in the rainy season and received the direct effects of the nitrogen 
        fertilization, among the treatment that only received N it was recorded 
        increase of the DM yields with the increase of the doses, until reaching
        the highest values with the annual application of 100 kg ha-1 of N during the year (50 kg ha-1 in one and other cut). 

      Table 7.  Effect of the nitrogen fertilization, biofertilization and cattle manure on the yield (t ha-1 DM) of Tithonia forage per cut and the accumulated during the year

      
        
          
            
              
              
              
              
              
                
                  	Treatments 
                  	t DM/ha 
                

                
                  	N, kg ha-1 year
                  	Cattle manure, t ha-1
                  	Biofertilization
                  	First cut, November 2019
                  	Second cut, February 2020
                  	Third cut, May 2020
                  	Fourth cut, July 2020
                  	Accumulated, Nov 2019-July 2020
                

              
              
                
                  	0
                  	0
                  	NB
                  	3.89e
                  	3.25c
                  	2.97c
                  	4.13e
                  	14.24e
                

                
                  	70
                  	0
                  	NB
                  	4.64d
                  	3.33c
                  	3.11c
                  	4.83d
                  	15.91d
                

                
                  	100
                  	0
                  	NB
                  	5.38c
                  	3.41c
                  	3.07c
                  	5.67c
                  	17.53c
                

                
                  	0
                  	0
                  	B
                  	4.55d
                  	4.15b
                  	3.93b
                  	4.92d
                  	17.61c
                

                
                  	70
                  	0
                  	B
                  	6.52b
                  	4.31b
                  	3.89b
                  	6.45b
                  	21.22b
                

                
                  	100
                  	0
                  	B
                  	6.41b
                  	4.23b
                  	3.78b
                  	6.51b
                  	20.93b
                

                
                  	0
                  	25
                  	B
                  	7.13a
                  	4.89a
                  	4.51a
                  	7.63a
                  	23.83a
                

                
                  	70
                  	25
                  	B
                  	7.21a
                  	4.83a
                  	4.63a
                  	7.23a
                  	23.90a
                

                
                  	100
                  	25
                  	B
                  	6.37b
                  	4.1b
                  	3.46b
                  	6.31b
                  	20.24b
                

                
                  	SE± 
                  	0.202
                  	0.181
                  	0.194
                  	0.221
                  	0.415
                

                
                  	P 
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0000
                

              
            

          

        

      

      

      
        
          NB: non biofertilized. B: biofertilized with Azospirillum brasilense + Rhizoglomus irregulare. Averages with common letters in the same row did not significantly differ, according to Tukey (P<0.05) test

        

        

      

      In both cuts, in the treatments which were biofertilized with A. brasilense and R. irregular without the addition of manure, was only necessary to apply 70 kg ha-1 of N per year to reach biomass yields, even higher to those obtained 
        with the higher dose of N without biofertilizers. Therefore, in the rest
        of cuts, the yields reached with the jointly application of 
        biofertlizers were higher with respect to the treatments that only 
        receive N. But when the biofertilizers were jointly applied with the 
        manure, the N applications were not only unnecessary, so they reached 
        yields higher to those recorded with the biofertlizers, alone or with 
        the nitrogen fertilization.

      A more clear perception of the effect 
        of treatments on the biomass production was observed in the accumulated 
        yield, where it can state that when it was only applied nitrogen 
        fertilization, the highest response was obtained with 100 kg ha-1 of N. While, with the biofertilization, without the N addition, the 
        biomass production reached values similar to those that were obtained 
        with the higher dose of this nutrient. However, in presence of 
        biofertilizers, the highest yields were reached with the applications of
        70 and 100 ha-1 of N. When combining the biofertilizers with
        manure were obtained the maximum forage yields without need to apply N,
        it was observed decrease with the addition of 100 kg ha-1 of this nutrient. 

      The
        effect of fertilization on the forage production of Tithonia has being 
        mentioned by several researchers. All coincide when explain that the 
        highest yields were reached with a supply of high doses of nutrients (Ramírez 2018 and Dos Santos et al. 2021). Regarding the biofertilization, different authors has recorded increase in the forage production. Hakim et al. (2014) reported them with the combine application of solubilized bacteria of phosphorous and Azospirillum.Murillo et al. (2020) reported with the inoculation of AMF strains Claroideoglomus etunicatun and Scutellospora calospora.

      It
        was interest that with the combine application of biofertilizers and 
        cattle manure has been reached the highest forage yields, without 
        applying nitrogen fertilizer. Several aspects seem to explain this 
        performance. The first one can be related with the increase of the 
        biofertilization effectiveness in presence of cattle manure. It has 
        being showed that the biological fixation of nitrogen through the simple
        inoculation with A. brasilense can contribute up to 54 kg de N ha-1 year-1 (Hungria et al. 2016 and Aguirre et al. 2020).
        Also, the biological fixation of N as the effectiveness of the 
        inoculation with AMF, can be potentiate through the contribution of C 
        and other nutrients and the increase of the microbial activity in the 
        soil, that cause the addition of organic fertilizers (Ren et al. 2021). In fact, Aguirre et al. (2020) find in perl sorghum increase of the mycorrhizal colonization and 
        decrease of 50 % of the cattle manure dose, when their application was 
        combine with the inoculation with A. brasilense and G. mosseae.

      It
        is also to highlight the positive effect that the AMF exert in 
        cooperation with other microorganisms of the soil, in terms to the OM 
        mineralization and consequently, the absorption of N and other nutrients
        derived from this process (Jiang et al. 2021).
        If it is added the contribution of the manure nutrients and their 
        possible effects on the improvement of the physical properties of the 
        soil (Sisouvanh et al. 2021)
        it can ensure the high effect of the join addition of the organic 
        fertilizer and the biofertilizers on the Tithonia yields with respect to
        the biofertilization, as well as the in the reduction of applying 
        complementary doses of nitrogen fertilizer, at least during the first 
        year of their cultivation. The decrease of yields obtained with the 
        application of 100 kg ha-1 of N in presence of the 
        biofertilizers and manure and the reduction of the fungi variables 
        observed in this treatments reaffirms the decrease of the 
        biofertilization activity face a N dose that, in this case, was 
        excessive for the Tithonia biofertlized and fertilized with manure 
        during the period in which the experiment was carried out. 

      When 
        evaluating the effect of the treatments on the extractions of the 
        primary macronutrients (N, P and K) with biomass of the aerial part 
        during the period in which the experiment was performed (table 8),
        it was observed increase of the three elements with the increase of the
        nitrogen fertilization without biofertilizers and manure. In the 
        biofertilized treatments, the extractions were higher, above all when 
        they were combined with the doses of 70 and 100 kg ha-1 of N.
        But the highest values were obtained with the combine application of 
        bifertilizers and manure, except when N at a rate of 100 kg ha-1was added. 

      Table 8.  Effects of the nitrogen 
        fertilization, biofertilization and the application of cattle manure on 
        the extractions of N, P and K with the biomass of Tithonia aerial part

      
        
          
            
              
              
              
              
                
                  	Treatments 
                

                
                  	N, kg ha-1
                  	Cattle manure, t ha-1
                  	Biofertilization
                  	N, kg ha-1
                  	P, kg ha-1
                  	K, kg ha-1
                

              
              
                
                  	0
                  	0
                  	NB
                  	321.8f
                  	32.8d
                  	280.5e
                

                
                  	70
                  	0
                  	NB
                  	376.3e
                  	36.6c
                  	321.4d
                

                
                  	100
                  	0
                  	NB
                  	441.8d
                  	40.3b
                  	343.7c
                

                
                  	0
                  	0
                  	B
                  	479.6c
                  	38.7c
                  	355.5c
                

                
                  	70
                  	0
                  	B
                  	619.0b
                  	48.8b
                  	420.7b
                

                
                  	100
                  	0
                  	B
                  	615.3b
                  	47.4b
                  	418.6b
                

                
                  	0
                  	25
                  	B
                  	768.5a
                  	54.8a
                  	483.7a
                

                
                  	70
                  	25
                  	B
                  	767.9a
                  	 52.6a
                  	 471.3a
                

                
                  	100
                  	25
                  	B
                  	579.1b
                  	50.0ab
                  	 421.8b
                

                
                  	 SE± 
                  	6.9
                  	1.2
                  	5.7
                

                
                  	P 
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                

              
            

          

        

      

      

      
        
          NB: non biofertilized. B: biofertilized with Azospirillum brasilense + Rhizoglomus irregulare. Averages with common letters in the same row did not significantly differ, according to Tukey (P<0.05) test

        

        

      

      Quantitatively, the extractions fallow the order N>K>P and coincide with those find by Botero Londoño et al. (2019) and Astúa et al. (2020). The first authors also find extraction levels up to 800, 140 and 462 kg ha-1 of N, P and K with plantation densities of 1 m2 per plant and applications of 25, 12 and 11 kg per plant of N, P2O5 and K2O.

      Although
        the exportation levels of nutrients with the Tithonia biomass depends 
        on the soil fertility, fertilizers application, plantation distance and 
        varieties, among other factors. The obtained results by the mentioned 
        authors and also those from this study reaffirm that the crop is highly 
        nutrients extractor from the soil. In addition, despite their rusticity 
        and few edaphic requirements, the fertilization is vital, not only to 
        make higher and to support the forage yields in the time, so to maintain
        the soil fertility. This involve, especially when it is submitted to 
        frequently cuts for forage production, the need of monitoring the 
        nutrients dynamic in the soil and the exportations of these ones with 
        the biomass and yields, with the purpose of making the appropriate 
        corrections to maintain the yields and to avoid the soil exhaustion. 

    
    
      Conclusions

       ⌅
      The integrated management of the fertilization base on cattle manure and the coinoculation with A. brasilense and R. irregular is effective to increase the yield of Tithonia forage, reduce the use nitrogen fertilizer and to improve the soil fertility.
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    Se
      evaluó el efecto del manejo integrado de la fertilización con 
      biofertilizantes, abono orgánico y fertilizante nitrogenado en la 
      producción de forraje de Tithonia diversifolia. Se estudiaron nueve tratamientos (aplicaciones de 0, 70 y 100 kg N ha-1; 0, 70 y 100 kg N ha-1 más la coinoculación con Azospirillum brasilense y Rhizoglomus irregulare, y 0, 70 y 100 kg N ha-1 combinadas con la coinoculación con ambos biofertilizantes más la aplicación de 25 t ha-1 de estiércol vacuno) en un diseño de bloques al azar con cuatro réplicas. El inóculo con R. irregulare se aplicó mediante el uso de Canavalia ensiformis como cultivo precedente y vía para la reproducción de propágulos 
      micorrízicos en el suelo para la inoculación de Tithonia, y el inóculo 
      con A. brasilense, a los 15 d después de la plantación de Tithonia, a razón de 20 L ha-1.
      El estiércol aumentó (p<0.01) los contenidos de MO, P asimilable y K
      intercambiable del suelo. Su aplicación, combinada con la coinoculación
      con ambos biofertilizantes, produjo los mayores valores de colonización
      micorrízica, concentraciones y extracciones de N, P y K en la biomasa 
      aérea y rendimientos superiores (p<0.01) a los alcanzados con la 
      fertilización nitrogenada, sola o acompañada de los biofertilizantes (24
      t MS ha-1). Se concluye que un manejo integrado de la fertilización mediante la aplicación de estiércol vacuno y la coinoculación con A. brasilense y R. irregulare resulta efectivo para incrementar el rendimiento de forraje de 
      Tithonia, reducir el uso de fertilizante nitrogenado y mejorar la 
      fertilidad del suelo.
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      Introducción

       ⌅
      El interés en la utilización de Tithonia diversifolia como recurso forrajero ha aumentado en los últimos años, lo que 
        responde a su alta producción de biomasa, rápida recuperación después 
        del corte y elevado valor nutricional que supera al de otras especies 
        forrajeras tropicales (Ramírez 2018 y Villegas et al. 2020).
        Sin embargo, por su capacidad para extraer cantidades importantes de 
        nutrientes, cuando se somete a cortes frecuentes para la producción de 
        forraje, Tithonia diversifolia precisa de una adecuada fertilización para mantener su productividad y conservar la fertilidad del suelo (Botero Londoño et al. 2019).

      Los
        altos precios de los fertilizantes minerales y la necesidad de fomentar
        una ganadería amigable con el medio ambiente sugieren la búsqueda de 
        estrategias de fertilización que garanticen la nutrición adecuada de los
        cultivos forrajeros, disminuyan el uso de insumos externos y, a 
        la vez, aseguren la protección de los recursos naturales. El estiércol 
        vacuno es el residuo orgánico más abundante en los agroecosistemas 
        ganaderos, y su uso para la fertilización de estos cultivos constituye 
        una alternativa económica y ecológicamente viable porque contribuye al 
        reciclaje de parte de los nutrientes extraídos con la biomasa consumida 
        por parte del ganado, así como a la reducción de la demanda de 
        fertilizantes minerales y a la mejora de la fertilidad del suelo (Jiang et al. 2021).

      Últimamente,
        también se ha prestado mucha atención a la inclusión de los 
        biofertilizantes en los sistemas de fertilización de las plantas 
        forrajeras por su efecto directo en la mejora de las propiedades 
        biológicas de los suelos, en el aumento de la productividad y en el 
        valor nutritivo de la biomasa, así como en la reducción del uso de los 
        fertilizantes sintéticos (Guimarães et al. 2022). Entre los microorganismos utilizados como biofertilizantes se encuentra la bacteria asociativa Azospirillum brasilense, capaz de fijar nitrógeno atmosférico y mejorar la productividad y 
        calidad de las cosechas, además de aportar otros beneficios como la 
        producción de fitohormonas, la solubilización de fosfatos y la 
        protección de las plantas contra estreses abióticos (Leite et al. 2019). 

      Asimismo,
        la biofertilización con hongos formadores de micorrizas arbusculares 
        (HMA), cuyas estructuras aumentan el volumen de suelo que exploran las 
        raíces y facilitan la absorción de los nutrientes y el agua, entre otros
        beneficios, ha mostrado su efectividad en diferentes cultivos agrícolas
        (Chandrasekaran 2020).
        De hecho, en las raíces de Tithonia se ha comprobado la presencia de un
        vasto grupo de especies de HMA y su contribución a la absorción de 
        formas no disponibles de fósforo en el suelo (Scrase et al. 2019).

      Aunque se conocen los beneficios de la fertilización orgánica (Reis et al. 2018) y el efecto favorable de la doble inoculación con A. brasilense y HMA en el aumento de la productividad y el valor nutritivo de Tithonia (Méndez et al. 2022),
        los estudios dirigidos al diseño de estrategias de fertilización 
        basadas en el manejo integrado de abonos orgánicos, fertilizantes 
        minerales y ambos microorganismos son escasos, a pesar de sus posibles 
        ventajas para mejorar los rendimientos, reducir los insumos externos y 
        conservar la fertilidad del suelo.

      Al considerar estas premisas, 
        se realizó este estudio para evaluar los efectos del manejo integrado de
        la fertilización, basada en biofertilizantes, estiércol vacuno y 
        fertilizante nitrogenado, en indicadores de la fertilidad del suelo y la
        producción de forraje de T. diversifolia.

    
    
      Materiales y Métodos

       ⌅
      
        Condiciones experimentales

         ⌅
        El
          experimento se realizó en la vaquería típica 23 de la Unidad Básica de 
          Producción Cooperativa (UBPC) "Juan Oramas", ubicada en el municipio de 
          Guanabacoa, provincia La Habana, Cuba, a los 23o08’ de 
          latitud norte y a los 82º11’ de longitud oeste, sobre un suelo cambisol 
          cálcico, según la Base Referencial Mundial del Recurso Suelo (IUSS 2015). Sus principales características químicas se muestran en la tabla 1. 

        Tabla 1.  Características químicas del suelo de los experimentos (profundidad: 0-20 cm) 

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	pH H2O
                    	MO, %
                    	P, 
                    	Ca2+
                    	Mg2+
                    	Na,+
                    	K+
                    	CIB
                  

                  
                    	mg kg-1
                    	cmolc kg-1
                  

                
                
                  
                    	7.7
                    	4.50
                    	70
                    	49.5
                    	4.8
                    	0.25 
                    	0.57
                    	54.9
                  

                  
                    	(7.5-7.8)
                    	(4.25-4.76)
                    	(65-76)
                    	(47.3-51.7)
                    	(4.1-5.2)
                    	(0.22-0.28) 
                    	(0.51-0.63)
                    	(53.7-56.4)
                  

                
              

            

          

        

        

        
          
            MO:
              materia orgánica. CIB: capacidad de intercambio de bases. Valores entre
              paréntesis indican intervalos de confianza de las medias (α=0.05).

          

          

        

        El
          suelo del sitio experimental posee altos contenidos de P asimilable, pH
          alcalino, contenido medio de MO, alta capacidad de intercambio de bases
          (CIB) y altos contenidos de K intercambiable (Paneque y Calaña 2001). 

        Durante
          el período experimental (mayo 2019-junio 2020), la precipitación total 
          fue de 1705 mm, 83 % ocurrió durante los meses correspondientes a las 
          épocas de lluvia (mayo-octubre de 2019 y mayo-junio de 2020), según se 
          muestra en la figura 1.

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 1.  Distribución de las precipitaciones durante el período de ejecución del experimento (datos tomados en el área experimental)

      
      
        Tratamientos y diseño experimental

         ⌅
        Se evaluaron nueve tratamientos, conformados por las aplicaciones de 0, 70 y 100 kg N ha-1; 0, 70 y 100 kg N ha-1 más la coinoculación con Azospirillum brasilense y Rhizoglomus irregulare, y 0, 70 y 100 kg N ha-1 más la coinoculación con A. Brasilense y R. irregulare y la aplicación de 25 tha-1 de estiércol vacuno en un diseño de bloques al azar con cuatro 
          réplicas. Las parcelas constituyeron la unidad experimental y tenían 
          superficie total de 24 m2 y área de cálculo de 16 m2. 

      
      
        Inoculantes utilizados

         ⌅
        Para la biofertilización con HMA se utilizó un inoculante que contenía la cepa INCAM-11 de la especie R. irregulare (Sieverding et al. 2014).
          El inoculante procedía del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas 
          (INCA) y se multiplicó previamente en un sustrato arcilloso esterilizado
          en autoclave a 120 °C por una hora durante tres días, con el uso de Urochloa decumbens vc. Basilisk como planta hospedera. Contenía 50 esporas por gramo de 
          inoculante sólido, así como abundantes fragmentos de raicillas de la 
          planta hospedera. Para la biofertilización con A. brasilense, se utilizó el producto comercial Nitrofix®,
          procedente del Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de 
          la Caña de Azúcar (ICIDCA), que contenía la cepa 8I, con concentración 
          de 109 UFC mL-1.

      
      
        Preparación del suelo, siembra, aplicación de los inoculantes y fertilización

         ⌅
        El
          suelo se preparó mediante labores de roturación (arado), grada, cruce 
          (arado) y grada, a intervalos aproximados de 25 d entre cada una. El 
          estiércol vacuno se aplicó sobre la superficie de las parcelas y se 
          incorporó al suelo con la segunda labor de aradura. Este procedía de las
          áreas estabuladas de la vaquería y tenía un tiempo de tres meses de 
          deposición en el estercolero. Sus características químicas y contenido 
          de humedad al momento de su aplicación se presentan en la tabla 2. 

        Tabla 2.  Características químicas (base seca) y contenido de humedad del estiércol vacuno como abono orgánico en el experimento

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	MO, %
                    	N, %
                    	Relación C/N
                    	P, %
                    	K, %
                    	Ca, %
                    	Mg, %
                    	pH
                    	Humedad, %
                  

                
                
                  
                    	61.7
                    	2.25
                    	16.6
                    	0.65
                    	1.83
                    	2.92
                    	0.71
                    	7.2
                    	52.7
                  

                  
                    	(61.2-62.2)
                    	(2.22-2.28)
                    	(14.7-18.5)
                    	(0.63-0.67)
                    	(1.80-1.86)
                    	(2.87-2.97)
                    	0.69-0.73)
                    	(7.0-7.4)
                    	(52.1-53.3)
                  

                
              

            

          

        

        

        
          
            Promedio
              de diez muestras tomadas en el momento de la aplicación del estiércol. 
              Valores entre paréntesis muestran el intervalo de confianza de las 
              medias (α = 0.05)

          

          

        

        En mayo de 2019 todos los tratamientos se sembraron de canavalia (Canavalia ensiformis) como vía para reproducir en el suelo en aquellos que conllevaron la inoculación con R. irregulare,
          cantidades suficientes de propágulos micorrízicos para la posterior 
          inoculación de la Tithonia. Se siguió el método de aplicación de 
          inoculantes micorrízicos para este cultivo, utilizado por Méndez et al. (2022).

        La canavalia se sembró a distancias de 50 cm entre surcos y 25 cm entre plantas, con densidad de 100 kg ha-1 de semillas. En los tratamientos a inocular con R. irregulare,
          las semillas se recubrieron con una cantidad de inoculante micorrízico 
          equivalente al 10 % de su masa. Para el recubrimiento, las semillas se 
          sumergieron en una pasta fluida, elaborada mediante la mezcla del 
          inoculante micorrízico sólido y agua, en proporción 1:0.6 m/v. 
          Posteriormente, se secaron a la sombra y se sembraron. 

        La 
          canavalia se cortó a los 60 d después de la siembra y su biomasa aérea 
          se retiró del campo para la alimentación de los animales. La tabla 3 muestra la cantidad de esporas de HMA que quedaron en el suelo después 
          del corte de la canavalia y al momento de la plantación de Tithonia.

        Tabla 3.  Cantidades de esporas de HMA que quedaron en el suelo en cada tratamiento después del corte de la canavalia.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	No
                    	N, kg ha-1
                    	Estiércol vacuno, t ha-1
                    	Biofertilización
                    	Número de esporas/50g
                  

                
                
                  
                    	1
                    	0
                    	0
                    	NB
                    	133 (118-148)
                  

                  
                    	2
                    	70
                    	0
                    	NB
                    	145 (128-162)
                  

                  
                    	3
                    	100
                    	0
                    	NB
                    	138 (125-151)
                  

                  
                    	4
                    	0
                    	0
                    	B
                    	520 (501-539)
                  

                  
                    	5
                    	70
                    	0
                    	B
                    	492 (459-525)
                  

                  
                    	6
                    	100
                    	0
                    	B
                    	518 (483-553)
                  

                  
                    	7
                    	0
                    	25
                    	B
                    	526 (494-558)
                  

                  
                    	8
                    	0
                    	25
                    	B
                    	499 (472-523)
                  

                  
                    	9
                    	70
                    	25
                    	B
                    	519 (486-552)
                  

                
              

            

          

        

        

        
          
            NB: no biofertilizado. B: biofertilizado con Azospirillum brasilense y Rhizoglumus irregulare. Valores entre paréntesis indican intervalos de confianza (α=0.05)

          

          

        

        Después
          del corte de la canavalia, se surcó nuevamente y se procedió a la 
          plantación de la Tithonia mediante el uso de propágulos vegetativos de 
          aproximadamente 30 cm de longitud. Se tomaron de la parte superior y 
          media de los tallos de un campo cultivado de esta especie, muy próximo 
          al área experimental. Los propágulos se plantaron a 1.0 m entre surcos y
          0.5 m entre plantas, para una densidad de 20000 propágulos ha-1.

        La inoculación con A. brasilense se realizó a los 15 d después de la brotación de la Tithonia. Para ello
          se preparó una mezcla de inóculo líquido y agua (1:10 v/v) y se aplicó 
          al suelo muy próximo a los surcos mediante una mochila manual, a razón 
          de 20 L ha-1 del producto comercial. 

        El fertilizante 
          nitrogenado se usó según las dosis descritas en los tratamientos, 
          fraccionado en dos momentos: 50 % a los 30 d después de la plantación y 
          el resto, después del tercer corte, ambos coincidieron con períodos 
          lluviosos. Para la aplicación, se abrieron con una azada pequeños surcos
          de 10 cm de profundidad, a 10 cm de las hileras de las plantas y se 
          taparon después de colocado el fertilizante. Como portador del 
          fertilizante nitrogenado se utilizó la urea. No se aplicó fertilizante 
          fosfórico ni potásico porque se consideró que los altos contenidos de 
          ambos nutrientes en el suelo (tabla 1) eran suficientes para el cultivo. El experimento se condujo en condiciones de secano. 

      
      
        Muestreos y evaluaciones

         ⌅
        Se
          realizaron cuatro cortes. El primero a los 120 d después de la 
          plantación (noviembre de 2019), y el resto en febrero, mayo y julio de 
          2020 a altura de 30 cm de la superficie del suelo. En cada corte se pesó
          la masa fresca de la parte aérea correspondiente al área de cálculo de 
          las parcelas. De cada tratamiento se tomaron tres submuestras de la masa
          fresca de la parte aérea y se homogeneizaron para formar una muestra 
          compuesta de 200 g. Las submuestras se llevaron a una estufa de 
          circulación de aire a 70 ºC durante 72 h para determinar el porcentaje 
          de masa seca (MS) y estimar el rendimiento de MS. En el segundo y cuarto
          corte, se determinaron las concentraciones (g kg-1 de MS) de
          N, P y K en la biomasa de la parte aérea, según el manual de técnicas 
          analíticas para análisis de suelo, foliar, abonos orgánicos y 
          fertilizantes químicos (Paneque et al. 2011). 

        Se
          calculó la extracción de N, P y K en la biomasa de la parte aérea. Para
          ello se tomaron los valores promedio de las concentraciones de estos 
          nutrientes en el momento del segundo y cuarto corte y el rendimiento 
          acumulado de la biomasa aérea (suma de los cuatro cortes). Se utilizó la
          fórmula siguiente:

        Extracción de N, P y K (kg ha-1) = [rendimiento acumulado de MS, kg ha-1 x concentración del elemento en la MS de la parte aérea, g kg-1] / 1000 

        En
          el momento de segundo y cuarto corte, enmarcados en el período lluvioso
          y poco lluvioso, respectivamente, se tomaron de cada parcela tres 
          submuestras de raíces y de suelo de la rizosfera, a profundidad de 0‒20 
          cm mediante la utilización de un cilindro metálico de 5 cm de diámetro y
          20 cm de altura. Los puntos de muestreo se distribuyeron equidistantes 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 tinción y clarificación (Rodríguez et al. 2015). Se evaluó la frecuencia de colonización micorrízica mediante el método de los interceptos (Giovanetti y Mosse 1980), la densidad visual o intensidad de la colonización, de acuerdo con Trouvelot et al. (1986) y el número de esporas en la rizosfera a partir del tamizado y 
          decantado por vía húmeda de dichas estructuras y su observación en 
          microscopio (Herrera et al. 1995).

        En
          el área donde se ejecutó el experimento, previo a la siembra de la 
          canavalia, se tomaron con una barrena 10 muestras de suelo por el método
          del zigzag, a profundidad de 0-20 cm para su caracterización química. 
          Después del segundo corte, se tomaron tres submuestras de suelo por 
          parcela a profundidad de 0-20 cm para formar una muestra compuesta y 
          determinar sus contenidos de MO, P asimilable y K intercambiable (Paneque et al. 2011).

      
      
        Análisis estadístico

         ⌅
        Los
          datos, una vez comprobados la normalidad y homogeneidad de varianzas, 
          se procesaron mediante el análisis de varianza y la prueba de Tukey 
          (P<0.05). En las variables correspondientes a la caracterización 
          química inicial del suelo, y al conteo de esporas HMA (número de 
          esporas/50 g) que quedaron en el suelo después del corte de la 
          canavalia, se utilizó el intervalo de confianza (α=0.05) como 
          estadígrafo de dispersión (Payton et al. 2000). En todos los casos se utilizó el programa estadístico SPSS 25 (2017).

      
    
    
      Resultados y Discusión

       ⌅
      Se
        encontró efecto significativo de la adición del estiércol vacuno en los
        contenidos de MO, P asimilable y K intercambiable del suelo (tabla 4),
        lo que estuvo en correspondencia con las cantidades de estos elementos 
        aportados por el abono orgánico. De acuerdo con su composición, con cada
        tonelada de estiércol (en base húmeda) se incorporaron al suelo 
        aproximadamente 290 kg de MO, 3 kg de P y 9 kg de K, y ello repercutió, 
        sin dudas, en el incremento de sus contenidos en el suelo. El estiércol 
        no tuvo efectos en el pH, debido probablemente a la reacción alcalina 
        del suelo y al pH neutral del abono.

      Tabla 4.  Efecto de la fertilización 
        nitrogenada, la biofertilización y la aplicación de estiércol vacuno en 
        los contenidos de MO, pH, P asimilable y K intercambiable del suelo

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
              
              
                
                  	Tratamientos 
                  	MO, %
                  	pH, H2O
                  	P, mg kg-1
                  	K, cmolc kg-1
                

                
                  	N, kg ha-1 año 
                  	Estiércol vacuno, t ha-1
                  	Biofertilización
                

              
              
                
                  	0
                  	0
                  	NB
                  	4.40b
                  	7.5
                  	62b
                  	0.57b
                

                
                  	70
                  	0
                  	NB
                  	4.50b
                  	7.7
                  	65b
                  	0.62b
                

                
                  	100
                  	0
                  	NB
                  	4.36b
                  	7.5
                  	61b
                  	0.52b
                

                
                  	0
                  	0
                  	B
                  	4.62b
                  	7.6
                  	70b
                  	0.58b
                

                
                  	70
                  	0
                  	B
                  	4.35b
                  	7.4
                  	63b
                  	0.61b
                

                
                  	100
                  	0
                  	B
                  	4.39b
                  	7.6
                  	67b
                  	0.53b
                

                
                  	0
                  	25
                  	B
                  	5.46a
                  	7.7
                  	116a
                  	1.28a
                

                
                  	70
                  	25
                  	B
                  	5.54a
                  	7.8
                  	121a
                  	1.31a
                

                
                  	100
                  	25
                  	B
                  	5.49a
                  	7.6
                  	118a
                  	1.26a
                

                
                  	ES±
                  	0.216
                  	0.193
                  	6.211
                  	0.1531
                

                
                  	P 
                  	0.0001
                  	0.332
                  	0.0001
                  	0.0002
                

              
            

          

        

      

      

      
        
          NB: no biofertilizado. B: biofertilizado con Azospirillum brasilense + Rhizoglomus irregulare. Promedios con letras comunes en la misma columna no difieren significativamente, según prueba de Tukey (P<0.05)

        

        

      

      Aunque
        se conocen los beneficios de las aplicaciones del estiércol vacuno en 
        la fertilidad del suelo, su inclusión en los sistemas de fertilización 
        de los cultivos forrajeros continúa hoy siendo una estrategia acertada 
        por los numerosos servicios ambientales que genera en los 
        agroecosistemas ganaderos por su contribución al reciclaje de los 
        nutrientes que se extraen del suelo con la biomasa que consumen los 
        animales, así como por su impacto directo en la reducción del efecto 
        contaminante que origina su disposición incorrecta (Sileshi et al. 2019).

      En la tabla 5 se presenta el efecto de los tratamientos en las variables fúngicas en 
        el momento del segundo y cuarto cortes. En el segundo, la aplicación 
        conjunta de ambos biofertilizantes, sola o acompañada de N, incrementó 
        la frecuencia e intensidad de la colonización, así como el número de 
        esporas en la rizosfera en relación con los tratamientos no 
        biofertilizados. Sin embargo, estas variables alcanzaron los valores más
        altos con la aplicación de los biofertilizantes combinados con el 
        estiércol vacuno, excepto donde se adicionó la mayor dosis de N.

      Tabla 5.  Efecto de la fertilización 
        nitrogenada, la biofertilización y la aplicación de estiércol vacuno en 
        las estructuras fúngicas de titonia en el momento del segundo y cuarto 
        corte

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
                
                  	Tratamientos 
                  	Segundo corte, febrero 2019 
                  	Cuarto corte, julio 2020 
                

                
                  	N, kgha-1 año
                  	Estiércol vacuno, t ha-1
                  	Bio- fertilización
                  	Frecuencia colonización, %
                  	Intensidad colonización, %
                  	Esporas/50 g
                  	Frecuencia colonización, %
                  	Intensidad colonización, %
                  	Esporas/ 50 g
                

              
              
                
                  	0
                  	0
                  	NB
                  	23.9c
                  	3.15c
                  	87c
                  	33.7d
                  	3.27d
                  	125d
                

                
                  	70
                  	0
                  	NB
                  	22.8c
                  	2.89c
                  	92c
                  	34.3d
                  	2.93d
                  	132d
                

                
                  	100
                  	0
                  	NB
                  	21.3c
                  	3.19c
                  	89c
                  	33.9d
                  	3.19d
                  	129d
                

                
                  	0
                  	0
                  	B
                  	34.7b
                  	4.63b
                  	223b
                  	41.4c
                  	4.53c
                  	313c
                

                
                  	70
                  	0
                  	B
                  	33.9b
                  	4.61b
                  	225b
                  	52.7b
                  	5.55b
                  	473b
                

                
                  	100
                  	0
                  	B
                  	33.5b
                  	4.57b
                  	237b
                  	51.9b
                  	5.38b
                  	451b
                

                
                  	0
                  	25
                  	B
                  	38.3a
                  	5.91a
                  	393a
                  	64.2a
                  	6.75a
                  	613a
                

                
                  	70
                  	25
                  	B
                  	39.5a
                  	6.22a
                  	418a
                  	63.8a
                  	6.97a
                  	587a
                

                
                  	100
                  	25
                  	B
                  	34.9b
                  	4.59b
                  	242b
                  	40.5c
                  	4.39c
                  	309c
                

                
                  	ES± 
                  	1.625
                  	0.280
                  	23.51
                  	1.812
                  	0.261
                  	32.55
                

                
                  	P 
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                

              
            

          

        

      

      

      
        
          NB: no biofertilizado. B: biofertilizado con Azospirillum brasilense + Rhizoglomus irregulare. Promedios con letras comunes en la misma columna no difieren significativamente, según prueba de Tukey (P<0.05)

        

        

      

      En
        el momento del cuarto corte, a diferencia del segundo, entre los 
        tratamientos biofertilizados sin la adición de estiércol, la frecuencia e
        intensidad de la colonización y el número de esporas en la rizosfera, 
        fueron significativamente mayores con las aplicaciones de 70 y 100 kg ha-1 por año de N, que con la dosis de 0 kg ha-1 de N. No obstante, los mayores valores de estas variables se alcanzaron
        también en los tratamientos donde se combinó la biofertilización y la 
        adición de estiércol vacuno, solas o acompañadas de la fertilización 
        nitrogenada, excepto donde se aplicó la mayor dosis de N.

      Hay que 
        señalar que, durante este ciclo, las plantas crecieron en el período 
        lluvioso y, por tanto, se aplicó fertilizante nitrogenado, lo que no 
        ocurrió durante el segundo corte, cuyas plantas crecieron en el período 
        poco lluvioso y no fue posible la aplicación de N. Ello pudiera explicar
        el efecto directo que tuvo la fertilización nitrogenada, combinada con 
        la aplicación de los biofertilizantes en el incremento de las 
        estructuras fúngicas.

      Se ha demostrado que la disponibilidad de 
        nutrientes en el suelo controla el crecimiento de las hifas intra y 
        extrarradicales de los HMA. De este modo, cuando las plantas se inoculan
        con cepas HMA efectivas, las estructuras fúngicas pueden aumentar en 
        presencia de cantidades moderadas de nutrientes y se reducen con la 
        aplicación de dosis que superan las necesidades de los cultivos 
        inoculados, ya que la entrega de recursos del suelo a la planta 
        hospedera a través de los HMA pierde importancia (Liu et al. 2020).
        Esto pudiera explicar el aumento de la frecuencia e intensidad de la 
        colonización y el número de esporas en la rizosfera que se observó en 
        ambos cortes con la aplicación de los biofertilizantes y el estiércol, 
        así como su disminución en el tratamiento donde se combinaron los 
        biofertilizantes y el abono orgánico con la dosis más alta de nitrógeno. 

      Los resultados también corroboran la efectividad del uso de la 
        canavalia como cultivo precedente y vía para la producción de propágulos
        micorrízicos en el suelo para la inoculación de cultivos sucesores (Rivera et al. 2020, Simó et al. 2020 y Méndez et al. 2022) y la efectividad de la coinoculación con R. irregulare y A brasilense en el aumento de las estructuras micorrízicas de titonia (Méndez et al. 2022). 

      En
        el momento del segundo como en el cuarto corte se encontró efecto 
        significativo de los tratamientos en las concentraciones de N en la 
        biomasa de la parte aérea (tabla 6).
        En el segundo, entre los tratamientos no inoculados no se observaron 
        diferencias entre sí y mostraron los valores más bajos en relación con 
        el resto. Con los biofertilizantes se alcanzaron mayores concentraciones
        de N, pero los valores más altos se obtuvieron cuando se combinaron con
        la aplicación de estiércol y las dosis de 0 y 70 kg ha-1 de N.

      Tabla 6.  Efecto de la fertilización 
        nitrogenada, la biofertilización y el estiércol vacuno en las 
        concentraciones de N, P y K en la biomasa de la parte aérea de Tithonia

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
                
                  	Tratamientos 
                  	Segundo corte, febrero 2019 
                  	Cuarto corte, julio 2020 
                

                
                  	N, kg ha-1
                  	Estiércol vacuno, t ha-1
                  	Biofertilización
                

                
                  	N
                  	P
                  	K
                  	N
                  	P
                  	K
                

                
                  	g kg-1
                

              
              
                
                  	0
                  	0
                  	NB
                  	23.1c
                  	2.6
                  	21.5
                  	22.1e
                  	2.1
                  	17.9
                

                
                  	70
                  	0
                  	NB
                  	22.8c
                  	2.4
                  	22.1
                  	24.5d
                  	2.3
                  	18.3
                

                
                  	100
                  	0
                  	NB
                  	23.5c
                  	2.6
                  	21.7
                  	26.9c
                  	2.1
                  	17.5
                

                
                  	0
                  	0
                  	B
                  	27.8b
                  	2.5
                  	22.3
                  	26.7c
                  	2.0
                  	18.1
                

                
                  	70
                  	0
                  	B
                  	28.2b
                  	2.4
                  	22.8
                  	30.3b
                  	2.3
                  	16.9
                

                
                  	100
                  	0
                  	B
                  	29.3b
                  	2.6
                  	21.9
                  	29.5b
                  	2.1
                  	18.1
                

                
                  	0
                  	25
                  	B
                  	31.2a
                  	2.4
                  	22.7
                  	33.3a
                  	2.3
                  	17.9
                

                
                  	70
                  	25
                  	B
                  	31.3a
                  	2.5
                  	22.3
                  	32.9a
                  	2.0
                  	16.3
                

                
                  	100
                  	25
                  	B
                  	27.5b
                  	2.6
                  	21.8
                  	30.1b
                  	2.3
                  	18.7
                

                
                  	ES± 
                  	0.411
                  	0.221
                  	0.302
                  	0.418
                  	0.218
                  	0.315
                

                
                  	P 
                  	0.0001
                  	0.335
                  	0.418
                  	0.0001
                  	0.382
                  	0.402
                

              
            

          

        

      

      

      
        
          NB: no biofertilizado. B: biofertilizado con Azospirillum brasilense + Rhizoglomus irregulare. Promedios con letras comunes en la misma columna no difieren significativamente, según prueba de Tukey (P<0.05).

        

        

      

      En
        momento del cuarto corte, a diferencia del anterior, entre los 
        tratamientos no biofertilizados hubo aumento creciente de las 
        concentraciones de N en la biomasa de la parte aérea con el incremento 
        de las dosis del nutriente, como consecuencia directa de la 
        fertilización nitrogenada aplicada durante ese ciclo. Sin embargo, con 
        la biofertilización acompañada de las aplicaciones de 70 y 100 kg ha-1 de N se alcanzaron valores más altos. No obstante, las mayores 
        concentraciones de N se obtuvieron con la aplicación del estiércol y los
        biofertilizantes, excepto donde se aplicó la dosis más alta de este 
        nutriente.

      Los tratamientos no tuvieron efectos en las 
        concentraciones de P y K de la biomasa aérea, lo que corroboró que los 
        altos contenidos de ambos elementos en el suelo al inicio del 
        experimento fueron suficientes para el cultivo. De hecho, este criterio 
        se tuvo en cuenta para no introducir fertilizantes fosfórico ni potásico
        en los esquemas de fertilización.

      El efecto de la fertilización 
        nitrogenada en el aumento de las concentraciones de N en la biomasa de 
        la parte aérea de Tithonia ha sido abordado por Botero Londoño et al. (2019) y Astúa et al. (2020),
        quienes lo atribuyen a la alta demanda de este nutriente, que 
        generalmente no puede ser cubierta a partir de sus contenidos en el 
        suelo, cuando se pretende alcanzar una alta producción de forraje. 

      No obstante, los resultados de este trabajo evidenciaron que con la biofertilización conjunta con R. irregulare y A. brasilense más el estiércol vacuno, sin aplicaciones adicionales de N, las plantas
        quedan mejor abastecidas de este elemento que con la aplicación del 
        fertilizante nitrogenado. De hecho, la adición de 100 kg ha-1 de N, combinada con los biofertilizantes y la adición de estiércol, 
        disminuyó las concentraciones de N. Esto pudo ser consecuencia de la 
        disminución de la efectividad de la biofertilización, tal como se 
        demostró al evaluar el efecto de los tratamientos en las variables 
        fúngicas. Es decir, al efecto positivo de los biofertilizantes en la 
        nutrición nitrogenada, se sumó la mejora de su efectividad por la 
        adición de estiércol y el aporte de N del abono orgánico. Ello garantizó
        que las plantas quedaran mejor abastecidas con este nutriente que con 
        las dosis aplicadas de fertilizante nitrogenado.

      Los tratamientos tuvieron un efecto significativo en la producción de forraje (tabla 7).
        En los cortes realizados en noviembre de 2019 y julio de 2020, cuyas 
        plantas crecieron en el período lluvioso y recibieron los efectos 
        directos de la fertilización nitrogenada, entre los tratamientos que 
        sólo recibieron N se registró aumento creciente de los rendimientos de 
        MS con el incremento de las dosis, hasta alcanzar los mayores valores 
        con la aplicación anual de 100 kg ha-1 de N durante el año (50 kg ha-1 en uno y otro corte). 

      Tabla 7.  Efecto de la fertilización nitrogenada, la biofertilización y el estiércol vacuno en el rendimiento (t ha-1 MS) de forraje de Tithonia por corte y el acumulado durante el año

      
        
          
            
              
              
              
              
              
                
                  	Tratamientos 
                  	t MS/ha 
                

                
                  	N, kg ha-1 año
                  	Estiércol vacuno, t ha-1
                  	Biofertilización
                  	Primer corte, noviembre 2019
                  	Segundo corte, febrero 2020
                  	Tercer corte, mayo 2020
                  	Cuarto corte, julio 2020
                  	Acumulado, noviembre 2019-julio 2020
                

              
              
                
                  	0
                  	0
                  	NB
                  	3.89e
                  	3.25c
                  	2.97c
                  	4.13e
                  	14.24e
                

                
                  	70
                  	0
                  	NB
                  	4.64d
                  	3.33c
                  	3.11c
                  	4.83d
                  	15.91d
                

                
                  	100
                  	0
                  	NB
                  	5.38c
                  	3.41c
                  	3.07c
                  	5.67c
                  	17.53c
                

                
                  	0
                  	0
                  	B
                  	4.55d
                  	4.15b
                  	3.93b
                  	4.92d
                  	17.61c
                

                
                  	70
                  	0
                  	B
                  	6.52b
                  	4.31b
                  	3.89b
                  	6.45b
                  	21.22b
                

                
                  	100
                  	0
                  	B
                  	6.41b
                  	4.23b
                  	3.78b
                  	6.51b
                  	20.93b
                

                
                  	0
                  	25
                  	B
                  	7.13a
                  	4.89a
                  	4.51a
                  	7.63a
                  	23.83a
                

                
                  	70
                  	25
                  	B
                  	7.21a
                  	4.83a
                  	4.63a
                  	7.23a
                  	23.90a
                

                
                  	100
                  	25
                  	B
                  	6.37b
                  	4.10b
                  	3.46b
                  	6.31b
                  	20.24b
                

                
                  	ES± 
                  	0.202
                  	0.181
                  	0.194
                  	0.221
                  	0.415
                

                
                  	P 
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0001
                  	0.0000
                

              
            

          

        

      

      

      
        
          NB: no biofertilizado. B: biofertilizado con Azospirillum brasilense + Rhizoglomus irregulare. Promedios con letras comunes en la misma columna no difieren significativamente, según prueba de Tukey (P<0.05)

        

        

      

      En ambos cortes, en los tratamientos que fueron biofertilizados con A. brasilense y R. irregulare sin la adición de estiércol, sólo fue necesario aplicar 70 kg ha-1 de N por año para alcanzar rendimientos de biomasa, incluso superiores a
        los obtenidos con la dosis mayor de N sin biofertilizantes. No 
        obstante, en el resto de los cortes, los rendimientos alcanzados con la 
        aplicación conjunta de los biofertilizantes fueron mayores con respecto a
        los tratamientos que sólo recibieron N. Pero cuando los 
        biofertilizantes se aplicaron conjuntamente con el estiércol, las 
        aplicaciones de N no solo resultaron innecesarias, sino que alcanzaron 
        rendimientos superiores a los registrados con los biofertilizantes, 
        solos o acompañados de la fertilización nitrogenada.

      Una 
        percepción más clara del efecto de los tratamientos en la producción de 
        biomasa se observó en el rendimiento acumulado, donde se pudo constatar 
        que cuando se aplicó solamente fertilizante nitrogenado, la mayor 
        respuesta se obtuvo con 100 kg ha-1 de N. En tanto, con la 
        biofertilización, sin la adición de N, la producción de biomasa alcanzó 
        valores similares a los que se obtuvieron con la dosis mayor de este 
        nutriente. Sin embargo, en presencia de los biofertilizantes, los 
        mayores rendimientos se alcanzaron con las aplicaciones de 70 y 100 ha-1 de N. Al combinar los biofertilizantes con el estiércol se obtuvieron 
        los máximos rendimientos de forraje sin necesidad de aplicar N, más bien
        se observó disminución con la adición de 100 kg ha-1 de este nutriente. 

      El
        efecto de la fertilización en la producción de forraje de Tithonia ha 
        sido abordado por varios investigadores. Todos coinciden al plantear que
        los mayores rendimientos se alcanzan con un suministro de dosis altas 
        de nutrientes (Ramírez 2018 y Dos Santos et al. 2021). En relación con la biofertilización, distintos autores han registrado incrementos en la producción de forraje. Hakim et al. (2014) los informaron con la aplicación combinada de bacterias solubilizadoras de fósforo y Azospirillum.Murillo et al. (2020) dan cuenta de ello con la inoculación de las cepas de HMA Claroideoglomus etunicatun y Scutellospora calospora. 

      Resultó
        interesante que con la aplicación combinada de los biofertilizantes y 
        el estiércol vacuno se haya alcanzado los mayores rendimientos de 
        forraje, sin necesidad de aplicar fertilizante nitrogenado. Varios 
        aspectos parecen explicar este comportamiento. El primero puede estar 
        relacionado con el aumento de la efectividad de la biofertilización en 
        presencia del estiércol vacuno. Se ha demostrado que la fijación 
        biológica del nitrógeno a través de la inoculación simple con A. brasilense puede aportar hasta 54 kg de N ha-1 año-1 (Hungria et al. 2016 y Aguirre et al. 2020).
        Además, la fijación biológica de N como la efectividad de la 
        inoculación con HMA, se pueden potenciar a través del aporte de C y 
        otros nutrientes y del incremento de la actividad microbiana en el 
        suelo, que provocan las adiciones de abonos orgánicos (Ren et al. 2021). De hecho, Aguirre et al. (2020) encontraron en millo perla aumento de la colonización micorrízica y 
        disminución del 50 % de la dosis de estiércol vacuno, cuando su 
        aplicación se combinó con la inoculación con A. brasilense y G. mosseae.

      También
        se debe señalar el efecto positivo que ejercen los HMA en cooperación 
        con otros microorganismos del suelo, en cuanto a la mineralización de la
        MO y consecuentemente, la absorción del N y otros nutrientes derivados 
        de este proceso (Jiang et al. 2021).
        Si a ello se suma el aporte de nutrientes del estiércol y sus posibles 
        efectos en la mejora de las propiedades físicas del suelo (Sisouvanh et al. 2021),
        se puede comprender el mayor efecto de la adición conjunta del abono 
        orgánico y los biofertilizantes en los rendimientos de Tithonia con 
        respecto a la biofertilización sola, así como en la reducción de la 
        necesidad de aplicar dosis complementarias de fertilizante nitrogenado, 
        al menos durante el primer año de su cultivo. La disminución de los 
        rendimientos obtenida con la aplicación de 100 kg ha-1 de N 
        en presencia de los biofertilizantes y el estiércol y la reducción de 
        las variables fúngicas observada en este tratamiento reafirman la 
        disminución de la actividad de la biofertilización ante una dosis de N 
        que, en este caso, resultó excesiva para la titonia biofertilizada y 
        abonada con estiércol durante el período en que se realizó el 
        experimento.

      Al evaluar el efecto de los tratamientos en las 
        extracciones de los macronutrientes primarios (N, P y K) con la biomasa 
        de la parte aérea durante el período en que se ejecutó el experimento (tabla 8),
        se observó aumento creciente de los tres elementos con el incremento de
        la fertilización nitrogenada sin biofertilizantes ni estiércol. En los 
        tratamientos biofertilizados, las extracciones fueron mayores, sobre 
        todo cuando se combinaron con las dosis de 70 y 100 kg ha-1 de N. Pero los valores más altos se obtuvieron con la aplicación 
        combinada de los biofertilizantes y el estiércol, excepto cuando se 
        adicionó N a razón de 100 kg ha-1. 

      Tabla 8.  Efectos de la fertilización 
        nitrogenada, la biofertilización y la aplicación de estiércol vacuno en 
        las extracciones de N, P y K con la biomasa de la parte aérea de 
        Tithonia 

      
        
          
            
              
              
              
              
                
                  	Tratamientos 
                

                
                  	N, kg ha-1
                  	Estiércol vacuno, t ha-1
                  	Biofertilización
                  	N, kg ha-1
                  	P, kg ha-1
                  	K, kg ha-1
                

              
              
                
                  	0
                  	0
                  	NB
                  	321.8f
                  	32.8d
                  	280.5e
                

                
                  	70
                  	0
                  	NB
                  	376.3e
                  	36.6c
                  	321.4d
                

                
                  	100
                  	0
                  	NB
                  	441.8d
                  	40.3b
                  	343.7c
                

                
                  	0
                  	0
                  	B
                  	479.6c
                  	38.7c
                  	355.5c
                

                
                  	70
                  	0
                  	B
                  	619.0b
                  	48.8b
                  	420.7b
                

                
                  	100
                  	0
                  	B
                  	615.3b
                  	47.4b
                  	418.6b
                

                
                  	0
                  	25
                  	B
                  	768.5a
                  	54.8a
                  	483.7a
                

                
                  	70
                  	25
                  	B
                  	767.9a
                  	 52.6a
                  	 471.3a
                

                
                  	100
                  	25
                  	B
                  	579.1b
                  	50.0ab
                  	 421.8b
                

                
                  	 ES± 
                  	6.925 
                  	1.233
                  	5.720
                

                
                  	P 
                  	0.0001 
                  	0.0001
                  	0.0001
                

              
            

          

        

      

      

      
        
          NB: no biofertilizado. B: biofertilizado con Azospirillum brasilense + Rhizoglomus irregulare. Promedios con letras comunes en la misma columna no difieren significativamente, según prueba de Tukey (0.05)

        

        

      

      Cuantitativamente, las extracciones siguieron el orden N>K>P y concuerdan con lo encontrado por Botero Londoño et al. (2019) y Astúa et al. (2020). Los primeros autores también encontraron niveles de extracción de hasta 800, 140 y 462 kg ha-1 de N, P y K con densidades de plantación de 1 m2 por planta y aplicaciones de 25, 12 y 11 kg por planta de N, P2O5 y K2O.

      Si
        bien los niveles de exportación de nutrientes con la biomasa de 
        Tithonia dependen de la fertilidad del suelo, la aplicación de 
        fertilizantes, la distancia de plantación y las variedades, entre otros 
        factores. Los resultados obtenidos por los autores citados y también los
        de este trabajo reafirman que el cultivo es altamente extractor de 
        nutrientes del suelo. Además, a pesar de su rusticidad y pocos 
        requerimientos edáficos, la fertilización resulta vital, no sólo para 
        elevar y sostener los rendimientos de forraje en el tiempo, sino para 
        mantener la fertilidad del suelo. Ello implica, sobre todo cuando se 
        somete a cortes frecuentes para la producción de forraje, la necesidad 
        de monitorear la dinámica de los nutrientes en el suelo y las 
        exportaciones de estos con la biomasa y los rendimientos, con el 
        propósito de hacer las correcciones pertinentes para mantener los 
        rendimientos y evitar el agotamiento del suelo. 

    
    
      Conclusiones

       ⌅
      El manejo integrado de la fertilización basado en estiércol vacuno y la coinoculación con A. brasilense y R. irregulare resulta efectiva para incrementar el rendimiento de forraje de titonia,
        reducir el uso de fertilizante nitrogenado y mejorar la fertilidad del 
        suelo.
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