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Resumen

En la presente tesis se analizd: 1) El efecto de la fertilizacion nitrogenada y fosforada sola y
en combinacion sobre la contribucion de los microorganismos rizosféricos nativos en el
crecimiento y nutricion del maiz; 2) ¢(Cémo los grupos de suelos y genotipos de maiz
pueden influir la simbiosis micorricica?; 3) La regulacion de estrés hidrico por hongos
micorricicos arbusculares (HMA) nativos en diferentes genotipos de maiz; y 4) ¢Cémo los
HMA de un Vertisol pueden contribuir a mejorar la produccion y calidad de la semilla

maices nativos e hibridos?

Se llevaron a cabo cuatro experimentos en laboratorio (Capitulos 2 al 4) y un experimento
en condiciones de campo en un Vertisol (Capitulo 4). Para los experimentos en laboratorio
se utilizd un in6culo de microorganismos rizosféricos propagado en invernadero utilizando
plantas de maiz. El inéculo se realiz a partir de suelo rizosférico de plantas de maiz
cultivadas en un Vertisol, Andosol y Luvisol de las localidades de Guadalupe Paso Blanco,
Irapuato (Gto), San Pedro Ixtayoc, Texcoco (Edo Mex) y Napizaro, Erongaricuaro (Mich)
respectivamente. En el experimento en campo, las poblaciones nativas de HMA fueron
inhibidas a través de la aplicacién de Benomyl®, que es un fungicida no especifico, pero es

el més utilizado en estudios de HMA.

Se destaca que tanto la fertilizacién nitrogenada como la fosforada modifican la funcion de
los microorganismos nativos en términos de su efecto en la nutricion y el crecimiento del
maiz. Los HMA nativos de un Andosol, un Vertisol y un Luvisol pueden reducir la
deficiencia de fosforo, pero no la de nitrogeno. Ademas, la fertilizacion con ambos,
nitroégeno y fosforo, estimulo una reduccion del crecimiento de las plantas de maiz atribuida

a un parasitismo entre el maiz y los HMA.

Los HMA nativos tuvieron un efecto contrastante en la estimulacion de mecanismos de
respuesta fisiologica a la sequia entre dos maices nativos y un hibrido. Los HMA
inoculados en un genotipo hibrido redujeron la sintesis de prolina y antioxidantes a niveles
similares a las plantas bien regadas. En contraste, en los maices nativos, la sintesis de
prolina y antioxidantes su mayor cuando fueron inoculados con HMA que las plantas

control.



En el experimento en campo, en un Vertisol, el aporte de los HMA nativos en el desarrollo,
produccion y calidad del grano de maiz depende de la etapa del crecimiento, de la
fertilizacion mineral y del genotipo. Ademas, los resultados observados mostraron que la
simbiosis micorricica puede ir en un continuo de interacciones bidticas del mutualismo al

parasitismo dependiendo de la variable respuesta analizada.

Se concluy6 que los microorganismos rizosféricos nativos estimulan el crecimiento de
diferentes genotipos de maiz bajo condiciones limitantes de fosforo pero no de nitrdégeno.
Ademaés, los HMA estimularon un mayor crecimiento del maiz en un Andosol. Asi mismo,
la colonizacion de HMA nativos redujo el estrés hidrico Gnicamente en el genotipo hibrido.
Finalmente, bajo condiciones de campo, los HMA nativos de un Vertisol estimularon una
mayor produccion de fibras y carbohidratos en los genotipos de maiz hibridos y nativos

respectivamente.



Abstract

We analyzed: 1) The effect of nitrogen and phosphorus fertilization single and combined on
the contribution of native rhizospheric microorganisms; 2) How soil group and maize
genotypes can modify the mycorrhizal symbiosis?; 3) The regulation of water stress by
native Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) in different maize genotypes; and 4) How the
AMF from a Vertisol can contribute to the production and quality of native and hybrid

maize seed.

Four laboratory experiments were carried out (chapters 2 to 4) and one experiment under
field conditions in a Vertisol was carried (chapter 4). The inoculum for laboratory
experiments consisted of rhizospheric microorganisms propagated in greenhouse using
maize plants. The inoculum was made from rhizospheric soil of maize plants grownth in a
Vertisol, Andosol and Luvisol from the towns of Guadalupe Paso Blanco, Irapuato (Gto),
San Pedro Ixtayoc, Texcoco (Edo Mex) and Napizaro, Erongaricuaro (Mich) respectively.
In the field experiment, the native populations of AMF were managed through the
application of benomyl, which is a non-specific fungicide, but it is the most used in studies
of AMF.

From this work it is possible to emphasize that both nitrogen and phosphorus fertilization
can modify the function of native microorganisms on the nutrition and growth of maize.
Native AMF can reduce phosphorus deficiency, but not of nitrogen. In addition,
fertilization with both nitrogen and phosphorus promoted growth depressions of maize by
microorganisms. It was observed that the native AMF populations reduced the phosphorus

deficiency in the soil (Andosol) with the phosphorus fertilization.

The native AMF had a contrasting effect in the stimulation of mechanisms of physiological
response to drought. The AMF inoculated in a hybrid genotype maize reduced the
symptoms of water stress to levels similar to well-watered plants. In contrast, in two native
maize, the mycorrhizal symbiosis stimulated a greater presence of water stress with respect

to plants without inoculum.



In the field experiment, the contribution of the native AMF in the development, production
and quality of the maize depends on the stage of growth, mineral fertilization and genotype.
In addition, the effects of the mycorrhizal symbiosis behave like antagonist, mutualist or

neutralist depending of the response variable analyzed.

We conclude that native rhizospheric microorganisms stimulate the growth of different
maize genotypes under soil limiting phosphorus conditions but not of nitrogen. In addition,
the native AMF stimulated greater maize growth in Andosol. Likewise, native AMF
colonization reduced water stress only in the hybrid genotype. Finally, under field
conditions, the Vertisol native AMF stimulated higher seed fiber and carbohydrate

production in the hybrid and native corn genotypes respectively.



Capitulo 1. Introduccion general




Introduccion general

En la actualidad, existen dos grandes paradigmas en la produccién de alimentos: la
convencional y la alternativa (Samano-Renteria, 2013). La agricultura convencional nacié a
partir de la Revolucidon Verde como estrategia global para proveer alimentos a la creciente
poblacion mundial. La Revolucion Verde consta de cinco tecnologias: el desarrollo de
cultivos hibridos para incrementar el rendimiento de los cultivos, el uso de fertilizantes
minerales, el desarrollo de obras hidraulicas para la implementacion de distritos de riego, el
uso de maquinaria y pesticidas para el control de plagas, enfermedades y malezas
(Gliessman et al., 2007). Este modelo de agricultura aun cuando satisfizo las demandas de
la produccion de alimentos, ha traido consigo grandes problemas ambientales como la
emision de gases de efecto invernadero, la degradacion de los suelos, la reduccién de la
biodiversidad, la contaminacion de cuerpos acuiferos y el cambio de uso de suelo (Pingali,
2012). Ante este escenario, la agricultura alternativa ofrece multiples expresiones de
produccion de alimentos desde una perspectiva méas sustentable. Algunos de los modelos
productivos que incluye son la agricultura organica, la permacultura y la agricultura
biolégica. La agricultura alternativa intenta integrar elementos sociales, ambientales y
productivos con el fin de incrementar la sustentabilidad de los agroecosistemas (Altieri
etal., 2015).

Una de las herramientas tecnolégicas para reducir el uso de insumos agricolas es el uso de
los microorganismos benéficos del suelo, los cuales tienen multiples funciones en los
agroecosistemas como el control de plagas y la aminoracion de diferentes tipos de estrés
bidtico y abiotico. Estas funciones pueden ser aprovechadas en la agricultura para reducir el
uso de insumos e incrementar la sustentabilidad de los agroecosistemas (Larsen et al.,
2015). Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son un grupo de microorganismos
biotrofos obligados que se establecen dentro de las raices de las plantas y pueden realizar
maultiples funciones como la facilitacién de nutrimentos y la proteccion contra estrés hidrico
(Smith y Smith, 2011).

La humedad y la disponibilidad de nutrimentos para las plantas son dos de los elementos

mas limitantes para la produccion de alimentos (Gliessman et al., 2007). La disponibilidad



de agua es la mayor limitante para la produccion de agricola y, bajo el contexto del cambio
climético, la agricultura de temporal se vuelve mas vulnerable ante los cambios del régimen
de lluvias (Vorosmarty et al., 2000). Bajo condiciones de estrés hidrico, los HMA confieren
regulacién osmotica a las raices y a las hojas a través de la acumulacion de prolina,
acuaporinas, trehalosa, con el fin de proteger los tejidos y el sistema fotosintético (Aroca
etal., 2012; Ruiz-Lozano, 2003).

Por otro lado, la fertilizacion (mineral u orgéanica) ha incrementado el rendimiento de los
cultivos a través de la suplementacion de nutrimentos disponibles. Pero también, el mal
manejo de los fertilizantes tiene impactos negativos en los ecosistemas como la
eutrofizacién de los cuerpos de agua, la contaminacion derivada de la fabricacién o
extraccion de minerales y cambios en las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de los
suelos (Tilman et al., 2002). Especificamente, la produccion de fertilizantes nitrogenados
demanda una alta energia para su sintesis a partir del nitrogeno atmosférico (Tallaksen
et al., 2015). La produccién de fertilizantes fosforados esté limitada a los yacimientos de
roca fosforica de algunas partes del mundo (Liu et al., 2008). Estas condiciones colocan a la
agricultura, en especial a la campesina, en una situacién vulnerable debido a que la
disponibilidad y el acceso a los fertilizantes depende de factores politicos, ambientales o
econdmicos mas alla de la capacidad intrinseca de los agroecosistemas para mantener el
ciclaje de sus nutrimentos (Shiva, 2016). La simbiosis micorricica podria ser un mecanismo
biolégico mediante el cual se podria incrementar la sustentabilidad de los agroecosistemas a
través de la reduccién de fertilizantes y la proteccion contra estrés bidtico o abiotico

(sequia) (Gianinazzi et al., 2010).

Por su alta afinidad con microorganismos rizosféricos, y por su importancia cultural,
econdmica y alimenticia, el maiz representa un buen modelo de estudio tedrico para el
analisis de las interacciones micorricicas en un contexto de sistemas agricolas. Ademas, el
maiz tiene alta afinidad con diferentes grupos microbianos que contribuyen en su nutricion
y en la reduccién de diferentes tipos de estrés, por lo tanto, es importante conocer como los
elementos bidticos, abidticos y las practicas agricolas pueden influir sobre las interacciones

micorricicas.



La rizosfera

La forma méas comin para definir la rizosfera, es como la zona que esta influenciada por las
raices y los componentes provenientes de ellas, asi como la interaccion con el ambiente
(Lynch y de Leij, 2012). Este concepto permite considerar elementos ambientales como las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, su humedad e incluso, las practicas
de manejo agricola (Figura 1) (Morgan etal., 2005). Uno de los principales servicios
ecosistémicos que realizan los microorganismos rizosféricos es el reciclaje de nutrimentos a
través de procesos como la mineralizacion de materia organica, la solubilizacién de
minerales, la fijacion de nitr6geno y la meteorizacion biologica del material parental
(Drinkwater y Snapp, 2007). Una forma de conservar el nitrogeno y el fosforo en el suelo
es mantenerlos inmovilizados en la biomasa microbiana. Para esto, los HMA pueden
absorber amonio y ortofosfatos del suelo y almacenarlos en la biomasa intra y extraradical

0 bien transportarlo a las plantas (Cavagnaro et la al., 2015).



Suelo

El suelo es un cuerpo natural en la superficie de la tierra compuesto por materiales
minerales, materia organica, agua y aire. El suelo es el resultado evolutivo de procesos
pedogenéticos (origen y tipo de minerales, propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas) que
permite sustentar los ecosistemas terrestres y agricolas (Osman, 2013). La base referencial
mundial del recurso suelo reconocié en 2014, a 32 grupos de suelos clasificados con base
en su desarrollo o tiempo de formacion y sus propiedades fisicas y quimicas. Todos los
suelos estan formados por horizontes o capas que se diferencian del material parental y que
son el resultado de adiciones, pérdidas, migraciones y transformaciones de materia organica
e inorgénica (IUSS Working Group WRB, 2014).

Desde el punto de vista de los servicios ecosistémicos, los suelos tienen funciones que
permiten la transformacion y el reciclaje de materiales y nutrimentos, la purificacion
natural agua y aire, puede ser un archivo historico, banco de recursos, proporciona anclaje a
las plantas, alberga gran diversidad bioldgica y puede sustentar la produccion alimentos
(Bautista et al., 2016; Gallegos-Tavera etal., 2016; Lehmann y Stahr, 2008). El suelo
alberga y soporta gran diversidad bioldgica. En este sentido, la macro, micro y mesofauna
del suelo influye en algunas de propiedades edaficas como la porosidad, la capacidad de

enraizamiento, el pH, la mineralizacion de materia orgénica, y la fertilidad (Osman, 2013).

Los microorganismos son un componente fundamental del suelo y sus funciones
(Drinkwater y Snapp, 2007). En general, las bacterias y los hongos son los
microorganismos encargados de realizar la despolimerizacion y mineralizacion de la
materia organica, procesos fundamentales para mantener la fertilidad del suelo. Los hongos
tienen mayor afinidad para degradar compuestos organicos como ligninas y hemicelulosas,
mientras que las bacterias se correlacionan con la mineralizacién de celulosa, hemicelulosa
y compuestos proteinicos (Romani et al., 2006). Sin embargo, es importante considerar que
la capacidad de degradacion de la materia organica no sélo depende de la diversidad
funcional de los microorganismos del suelo, sino de la interaccion de estos con la calidad y

cantidad de la materia organica y el ambiente (Hattenschwiler et al., 2005).



Hongos micorricicos arbusculares

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA), son simbiontes obligados que requieren
establecer asociacién micorricica con las raices de las plantas para completar su ciclo de
vida. El concepto de “micorriza” etimoldgicamente se forma del griego “Mykos” (hongo) y
del latin “Rhiza” (raiz) (Smith y Read, 2008). En la presente tesis se entiende como

simbiosis micorricica, a la interaccion entre los HMA y las plantas de maiz.

Las asociaciones micorricicas 0 micorrizas se establecen con alrededor del 80% de las
familias de las plantas terrestres. Los HMA se distribuyen en la mayoria de los ecosistemas
y colonizan un gran nimero de especies de gimnospermas, angiospermas y pteridofitas
(Smith y Smith, 2011). Los HMA pertenecen al phylum Glomeromycota, con 14 familias y
29 generos de los cuales Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Sclerocystis y

Scutellospora son los mas estudiados (Oehl et al., 2011).

En las asociaciones micorricicas, las plantas ofrecen a los hongos un nicho y carbono
derivado de la fotosintesis. Por su parte, los hongos transportan minerales del suelo a su
hospedero principalmente fosforo, aunque también se ha reportado que pueden transportar
nitrégeno, potasio, azufre, manganeso, zinc, hierro, boro, calcio, magnesio y aluminio.
Ademas, los HMA también tienen la capacidad de reducir diversos tipos de estrés biotico y
abidtico de las plantas(Clark y Zeto, 2000; Jeffries et al., 2003).

El transporte de nutrimentos del suelo a las plantas se realiza a través del micelio externo,
que funciona como una extension de las raices para incrementar la superficie de contacto
con el suelo. Se ha demostrado que existe una correlacion entre el volumen de micelio
micorricico y la cantidad de fosforo isotdpico transportado (Sawers etal., 2017). La
actividad funcional de los HMA esta fuertemente regulada por la capacidad de las plantas
para proveer fotosintatos a los hongos y por la capacidad de los HMA de sintetizar enzimas
de alta afinidad con el fosforo (Yang et al., 2018). La capacidad de las hifas extraradicales
para absorber fosforo depende de las H'ATP-asas localizadas en las membranas y
trasportadores de alta afinidad del citoplasma de las hifas (Ferrol et al., 2002). Una vez que
el fésforo se encuentra en el citoplasma se transforma en polifosfatos que pueden ser

almacenados en vacuolas maéviles (Munkvold et al., 2004). Finalmente, el intercambio de
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fosforo de los HMA a las plantas se realiza mediante transporte activo de ATP-asas
localizadas en los arblsculos y en el apoplasto. Por su parte, las plantas transfieren a los
hongos hexosas (glucosas) de forma pasiva a través del contacto membrana-membrana
(Ferrol et al., 2002).

En la presente tesis, se entiende por interacciones micorricicas como a la interaccion
bidtica entre los HMA nativos y las raices de plantas de maiz susceptibles a ser
colonizadas. Una vez establecida la asociacion, los hongos deben desarrollar estructuras
funcionales (micelio, arbusculos, vesiculas y esporas) y el hospedero no debe sufrir dafios
en sus organos. Este concepto difiere parcialmente del tradicional, en el cual se considera
que la simbiosis micorricica es mutualista (Smith y Read, 2008). Existen evidencias bajo
condiciones controladas, en sistemas naturales y agroecosistemas que sugieren que la
simbiosis micorricica puede establecerse en un continuo de interacciones desde el
mutualismo al parasitismo (Johnson et al., 2015; Kogel et al., 2006). Sin embargo, ain no
son claros los elementos del ambiente (propiedades del suelo, clima, etc.) o las practicas de
manejo agricola (fertilizacion, irrigacion, uso de agroquimicos, etc.) que pueden modificar

o influir en la simbiosis micorricica.

Préacticas de manejo agricola que modifican la simbiosis micorricica

Las précticas de manejo agricola pueden definirse como aquellas actividades antropicas
encaminadas a generar las condiciones y cuidados necesarios para el crecimiento y
produccién de los cultivos. En este sentido, algunas de las practicas agricolas que mas
impactan en las poblaciones nativas de HMA son el arado, la fertilizacion mineral u
organica, el uso de pesticidas, la seleccion del genotipo de maiz e incluso la irrigacion
(Larsen et al., 2014). La presente tesis se enfoca entender como la simbiosis micorricica
arbuscular, puede ser influida por la fertilizacién mineral, la irrigacion y el genotipo de
maiz, debido a que la disponibilidad de agua, nutrimentos y variabilidad de planta son las

principales limitantes para la produccion de alimentos.
Irrigacion
En la agricultura existe una compleja gama de tecnologias que van desde las tradicionales

donde la principal fuente de energia es la mano de obra familiar, hasta las més tecnificadas
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en las que se genera artificialmente el ambiente dptimo para el desarrollo de las plantas
(Altieri et al., 2015).

La productividad de cualquier agroecosistema estd limitada por el acceso al agua. En
general, los paises en vias del desarrollo tienen una escasa infraestructura de irrigacion, por
lo que la mayoria de la agricultura es de temporal. En el caso de especies como el maiz, las
plantas pueden desarrollar diferentes mecanismos para hacer frente al estrés hidrico como
el cierre de estomas, la sintesis de moléculas de osmoproteccion (carbohidratos,
aminoéacidos, proteinas, etc.), los cambios en el desarrollo y la arquitectura de las raices y la
asociacion con HMA (Aroca et al., 2012; Auge et al., 2014). Se ha observado que durante
periodos de estrés hidrico, las plantas de maiz inoculadas con HMA mejoraron la
concentracion de clorofila a y b, la tasa fotosintética neta y por ende tuvieron una mayor
acumulacién de biomasa durante periodos de estrés hidrico (Barzana et al., 2015). Las
asociaciones micorricicas durante periodos de estrés hidrico estimulan la acumulacion de
trealoza, acuapurinas, prolina y antioxidantes solubles en las raices, que fungen de forma
indirecta como reguladores osmoticos (Ruiz-Lozano etal., 2012). No obstante, estos
mecanismos de respuesta a la sequia inducidos por los HMA también podrian estar
asociados con la susceptibilidad del genotipo de maiz al estrés hidrico (Quiroga et al.,
2017).

Genotipo de maiz

La seleccién del genotipo de maiz es una de las préacticas agricolas que debe tener una
atencion especial, dado que el establecimiento y funcién de la simbiosis micorricica
arbuscular puede depender de la interaccion entre los HMA, sus hospederos y el ambiente
(Johnson y Graham, 2013). Ademas de la influencia del genotipo de maiz, es posible que el
efecto de los HMA sobre sus hospederos varie incluso al comparar entre cepas de la misma

especie, consorcios o poblaciones nativas (Ortas y Akpinar, 2011).

Actualmente no es muy clara la relacion entre la domesticacion y/o mejoramiento del maiz
y su dependencia a la simbiosis micorricica. Por ejemplo, bajo condiciones de fertilizacion
media (65 mg kg ), la dependencia de un maiz hibrido comercial a la asociacién
micorricica fue significativamente menor que la dependencia de cinco genotipos de maiz

nativo de la region de los Tuxtlas. Sin embargo, cuando la fertilizacion fue baja (5 mg
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kg™, tres de los cinco maices nativos evaluados y el genotipo hibrido, mostraron una
mayor afinidad a la simbiosis micorricica para adquirir fésforo (Sangabriel-Conde et al.,
2014). En otro trabajo, reportaron efectos contrastantes en el crecimiento de cuatro
genotipos de maiz hibrido con respecto a su colonizacion micorricica, a la longitud del
micelio, la biomasa y el contenido de fésforo de las plantas inoculadas con Rhizophagus

irregularis (HMA) y crecidos en un gradiente de fertilizacion fosforada (Chu et al., 2013).
Fertilizacion mineral

La fertilidad del suelo es uno de los elementos del ambiente con mayor influencia sobre la
simbiosis micorricica. En un suelo con baja fertilidad, las plantas son mas dependientes de
la simbiosis micorricica para obtener los nutrimentos limitantes para su desarrollo; mientras
que cuando la disponibilidad de nutrimentos es alta (por aplicacion de fertilizantes) hay
una reduccion del crecimiento en términos de biomasa de los HMA, debido a que las
plantas asignan mas carbono al crecimiento vegetal que al mantenimiento de la simbiosis
(Treseder y Allen, 2002).

La fertilizacion fosforada puede modificar la contribucién de cepas y poblaciones nativas
de HMA en la nutricidn del maiz (Gavito y Varela, 1995). En este sentido, cuando no hay
limitacidn de nutrimentos, algunas especies de la familia Gigasporaceae (HMA) se reducen
drasticamente por efecto de la fertilizacion. En contraste, cuando el fosforo del suelo es
limitante se incrementa la densidad de esporas de las poblaciones de HMA nativos. Lo
anterior sugiere que los HMA nativos podrian adaptarse a las practicas de fertilizacion en

los sistemas agricolas.

Existen multiples reportes que muestran que la fertilizacion mineral u organica modifica la
composicion de las poblaciones nativas de HMA y otros microorganismos rizosféricos
(Thomson et al., 1992; Aguilar et al., 2017; Ma et al., 2018). Por ejemplo, un experimento
con diferentes regimenes de fertilizacion mineral y organica (estiércol) mostré que ambos
tipos de fertilizacion se correlacionan con la composicién de la comunidad de HMA nativos
de la rizosfera de maiz. Se encontré que los compuestos del estiércol como 2-etilnaftaleno y
2,6,10-trimetiltetradecano tuvieron una correlacién negativa con la abundancia relativa de
Glomus, mientras que el 3-metilbifenilo mostr6 una correlacion positiva con Rhizophagus.

Ademés, se reportd que el indice de cobertura de abundancia (ACE-index) tuvo
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significativamente mayor diversidad cuando se aplico estiércol de manera individual en

comparacion con la fertilizacion mineral (Zhu et al., 2016).

Por otro lado, el crecimiento de cinco genotipos de maiz co-inoculados con bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (Azospirillum lipoferum, A. amazonense y Burkholderia
sp.) y HMA (Glomus clarum) fue similar entre plantas micorrizadas, pero estas tuvieron al
menos el doble de crecimiento que las control. Ademas la interaccion entre ambos grupos
microbianos estimulé un mayor ndmero de unidades formadores de colonias de las
bacterias (Miyauchi etal., 2008). Lo anterior cobra relevancia al considerar que,
condiciones de campo, las interacciones micorricicas estan influenciadas tanto por
elementos bioticos (vegetacion, macro, micro y meso fauna, etc.) y abidticos (suelo y sus
propiedades, clima, etc.) del ambiente, como por las précticas de manejo agricolas. Con

base en todo lo anterior se construyo6 el modelo de estudio de este trabajo (Figura 1).

Elementos biodticos

Practicas agricolas

Bacterias

Cultivares de maiz

Fertilizacion Hongos

Irrigacion

Macro y meso
fauna

nativos

P Suelo

pH Fertilidad, estructuray Clima
funcién suelo

Elementos abidticos

Figura 1 Modelo de estudio de esta tesis doctoral. Se muestran los tres componentes de la
rizosfera de maiz (planta-suelo-microorganismo), los elementos bioticos, abioticos y las
practicas de manejo que pueden influir sobre la simbiosis micorricica arbuscular y que son
analizados durante los capitulos experimentales de presente investigacion.
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Hipotesis

El efecto de las poblaciones nativas de hongos micorricicos arbusculares (HMA) en la
estimulacion el crecimiento, la productividad, la calidad de la semilla y el amortiguamiento
del estrés hidrico del maiz dependeran de: 1) Genotipo de maiz; las variedades locales
tendran dependeran menos de la simbiosis micorricica para adquirir fésforo y reducir el
estrés hidrico que los genotipos hibridos. 2) Fertilizacion mineral sin fosforo, estimulara
una mayor contribucion de los HMA nativos en el crecimiento, productividad y calidad de
la semilla de diferentes genotipos de maiz. 3) ElI grupo de suelo; los HMA nativos
estimularan un mayor crecimiento del maiz en los suelos con menor concentracion de

fésforo.

Objetivo general

Analizar cdmo las précticas agricolas (cultivar de maiz, fertilizacion mineral e irrigacion) y
las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, influyen en la contribucién de los
HMA nativos en la mitigacion estrés hidrico, adquisicion de nutrimentos , desarrollo,

produccién y calidad de la semilla del maiz

Objetivos especificos

1) Examinar como la deficiencia de nitrégeno o fésforo puede modificar la interaccion
entre los HMA nativos y las plantas de maiz.

2) Evaluar como las interacciones micorricicas pueden variar en funcién del genotipo
de maiz bajo condiciones de deficiencia de nutrimentos y estrés hidrico.

3) Analizar el efecto de las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de diferentes
suelos en la interaccion micorricica del maiz.

4) Evaluar la contribucion de los HMA nativos de un Vertisol en el crecimiento,
rendimiento y calidad de la semilla de tres diferentes genotipos de maiz, bajo

condiciones de campo.
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Estructura de la tesis

Para responder a los objetivos planteados, la tesis se estructura en un capitulo de
introduccién general, cuatro capitulos experimentales (Capitulos 2 al 5) y un capitulo de

discusién y conclusiones generales.

Capitulo 2. Maize plant growth response to whole rhizosphere microbial communities in

different mineral N and P fertilization scenarios.

Este capitulo fue publicado en la revista Rhizosphere, y tuvo como objetivo de examinar la
contribucion de tres comunidades de microorganismos rizosféricos nativos (Andosol,
Vertisol y Luvisol) en términos del crecimiento y nutricion de maiz en condiciones
limitantes de nitrégeno y fosforo. Se realizé un experimento en macetas en invernadero con
fertilizacion mineral completa (N y P), sin N, sin P y sin fertilizacion. Se encontr6 que las
comunidades microbianas de la rizosfera de maiz promovieron el crecimiento de las plantas
fertilizadas con N (limitacion de P), mientras que se registraron respuestas negativas al
crecimiento del maiz cuando la fertilizacion solo incluyé P (limitacion de N) y de Ny P
(sin limitacién de nutrimentos). Se concluyd que la respuesta de la planta de maiz a
comunidades microbianas de la rizosfera en términos de crecimiento y nutricion esta

fuertemente asociada con el equilibrio de la fertilizacion con Ny P.

Capitulo 3. Interacciones antagonistas, neutralistas y mutualistas entre HMA nativos y el
maiz son modificadas por la fertilizacion fosforada pero no por adaptacion a su suelo de

origen

En este capitulo se evalué como las interacciones micorricicas pueden ser modificadas por
las propiedades del suelo y por el genotipo de maiz. Se incluyeron dos experimentos
factoriales con tres factores cada uno: exp 1) F1 tipos de suelos (Guanajuato, Michoacan y
Estado de México), F2 HMA (Irapuato, Napizaro y Texococo), F3 Fertilizacion (con y sin
fosforo); exp 2) F1 tipos de suelos (Guanajuato, Michoacan y Estado de México), F2
Genotipo de maiz (Puma, Mushito y Chalquefio), F3 HMA (suelo desinfectado y no

desinfectado). Se encontro que la limitacion de fésforo promovio interacciones de neutrales
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a mutualistas, mientras que la aplicacion de fertilizacion fosforada estimulé las
interacciones neutrales o antagonicas. Ademas, no se observaron indicios que sugieran una
adaptacion de los HMA a su suelo de origen ni al genotipo de maiz. Se concluy6 que la
simbiosis micorricica puede reducir el uso de fertilizantes fosforados para el crecimiento

del maiz.

Capitulo 4. Field populations of arbuscular mycorrhizal fungi regulate water stress

response in maize.

Para determinar si las poblaciones nativas de HMA pueden reducir el estrés hidrico de tres
genotipos de maiz, en este capitulo se realiz6 un experimento con tres factores: F1:
Genotipo de maiz (Hibrido sensible, Nativo de Napizaro, Nativo de Texcoco); F2: HMA
nativos (con y sin indculo); F3: Estrés hidrico (65 y 85 % de capacidad de campo). Se
encontré que los HMA tienen la capacidad reducir el dafio oxidativo estimado a partir de
perdxidos y dafio oxidativo a lipidos en follaje y raices. Ademas, los HMA indujeron
metabolitos de proteccion como azucares y prolina en el genotipo hibrido. Sin embargo, la
simbiosis micorricica estimuld, en los genotipos nativos de HMA una mayor concentracion
de indicadores de estrés hidrico. Se concluy6 que los HMA nativos tienen la capacidad de

reducir el estrés hidrico cuando fueron inoculados solo en el genotipo hibrido.

Capitulo 5. Importancia de los HMA nativos de un Vertisol en la produccion y calidad del
grano de tres genotipos de maiz

Con objetivo de evaluar la contribucion de los HMA nativos en el crecimiento, rendimiento
y la calidad de la semilla de tres genotipos de maiz, se establecié un experimento en
condiciones de campo. El experimento fue establecido en condiciones de temporal (junio-
noviembre) en una parcela agricola en un suelo clasificado como Vertisol y para controlar
las poblaciones nativas de HMA se aplicé el fungicida Benomyl. Se evaluaron tres etapas
del crecimiento del maiz (6, floracion y senescencia). La calidad de la semilla del maiz se
evalué en términos de grasas, proteinas, fibras y carbohidratos. El porcentaje de
colonizacion micorricica fue reducida por efecto del Benomyl para las etapas V6 y
floracién de crecimiento. El efecto de la aplicacién de Benomyl y la fertilizacion mineral en
el crecimiento de las plantas varié con respecto a la etapa de desarrollo y al genotipo de

maiz. La aplicacion de Benomyl en los tratamientos fertilizados con NK promovi6 y
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redujo el crecimiento de los maices Antilope y H440, respectivamente. La aplicacion de
benomyl en ausencia de fertilizacion disminuyd el peso de las semillas en los tres genotipos
de maiz. La aplicacién de benomyl redujo el contenido de grasas del genotipo H440 en
ausencia de fertilizacion, de igual manera, todos los genotipos de maiz redujeron el
contenido de proteinas en la semilla cuando no se fertiliz6. ElI benomyl incremento y
redujo la concentracion de fibra en la semilla del genotipo Ancho y en ambos genotipos
hibridos, respectivamente. La semilla del genotipo Ancho acumulé una mayor cantidad de
carbohidratos que la semilla de ambos genotipos hibridos. Se concluyd que los HMA
nativos de un Vertisol pueden mejorar el rendimiento y calidad del grano de sus

hospederos, pero su efecto depende del genotipo de maiz y de la variable estudiada.
Capitulo 6. Discusion y conclusiones generales

En este capitulo se presentan una discusién integral de los resultados més relevantes de la
investigacion, asi como las conclusiones generales de la investigacion. A partir de la
integracién de los resultados mas importantes de los capitulos de la tesis, se presenta

también una pequefia prospectiva a futuro.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: With the objective to examine maize plant response to whole rhizosphere microbial communities in terms of
Agroecology growth and nutrition, we performed a greenhouse pot experiment with full mineral fertilization except for N and
Maize P, which were applied in a fully factorial set-up (Without, with N, with P and with N +P). Rhizosphere microbial
Mineral fertilization communities were measured in terms of mycorrhiza formation and biomarker fatty acids. Whole rhizosphere
Rhizosphere . . . microbial communities promoted plant growth with single N fertilization (P limitation), whereas negative plant
Plant growth promoting microorganisms . e e . - e
growth responses were observed without fertilization (N and P limitation), single P fertilization (N limitation)
and dual N and P fertilization (no nutrient limitation). Whole rhizosphere microbial communities increased and
decreased shoot N content without and with N fertilization, respectively. On the other hand whole rhizosphere
microbial communities increased shoot P content both with and without P fertilization, though more without P.
The observed plant growth and shoot nutrient response to whole rhizosphere microbial communities seems to be
linked to the root association with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and abundance of rhizosphere micro-
organisms. In conclusion, our results show that maize plant response to whole rhizosphere microbial commu-

nities in terms of growth and nutrition is strongly associated with N and P fertilization balance.

1. Introduction

Plant roots naturally associate with plant growth promoting mi-
croorganisms, such as AMF and rhizobacteria (Philippot et al., 2013).
Conservation and management of these rhizosphere microorganisms
has been suggested key to increase crop N and P use efficiency
(Drinkwater and Snapp, 2007; Richardson et al., 2009).

Among plant growth promoting microorganisms AMF are important
for crop nutrition connecting the root with the soil phase via the for-
mation of an extensive mycelial network providing valuable mineral
nutrients especially the less mobile ones like P (Smith and Smith, 2011).
Regarding N nutrition rhizobacteria are of special importance since
they can acquire N from the atmosphere (Gutiérrez-Zamora and
Martinez-Romero, 2001).

Most studies on plant growth promoting microorganisms focus on
single species (Dobbelaere et al., 2002; Harman et al., 2004; Leggett
et al., 2015; Sarabia et al., 2018) or consortia with microorganisms
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from different functional groups (Vazquez et al., 2000; Berta et al.,
2013; Larsen et al., 2017), whereas information on plant growth re-
sponse to whole rhizosphere microbial communities is limited, which is
a major constraint for successful integration of these plant beneficial
microorganisms in agroecosystems.

Maize is worldwide a basic crop for human consumption and animal
fodder, which depends on high input of mineral fertilizers (Ranum
et al., 2014). The maize root microbiome has received increasing in-
terest to unravel its potential to improve maize growth and nutrition
(Peiffer et al., 2013; Walters et al., 2018), but information on how
agricultural practice affect the contribution of rhizosphere micro-
organisms on maize growth and nutrition is limited.

Agricultural practices such as crop rotation, tillage, pest manage-
ment and fertilization are all essential components for crop production,
which should be considered when conserving and managing native
populations of plant growth promoting microorganisms in agroecosys-
tems (Larsen et al., 2014). Especially application of mineral P fertilizers
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Table 1
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P values from analysis of variance of the main factors inoculum, N and P fertilization and their interactions for the variables shoot and root dry weight, shoot
nutrients, response to rhizosphere microorganisms and AMF root colonization (n = 4).

Dry weight Shoot nutrients

Response to rhizosphere microorganisms Root colonization

Shoot Root N P Total P

Total N

Plant growth Shoot P Shoot N AMF

Inoculum (I) 0.517
P

N

IxP

I XN

P XN
IXPXN

0.8116 0.8971

0.1809 0.4048
0.5261

0.0784

0.3646 0.6832 0.2967

0.586

0.1556

0.1022

0.1861 0.3084 0.3364

* p < 0.05;
* p <0.01;
p < 0.001.
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Fig. 1. Shoot (a) and root (b) dry weight and plant growth response to rhizo-
sphere microorganisms (c) of eight-week-old maize plants without microbial
inoculation or inoculation with whole rhizosphere microbial communities ob-
tained from Michoacédn, Guanajuato and Estado de México in combination with
different mineral fertilization scenarios all with basic fertilization differing only
in application of N and P: Without, with P, with N and with N and P). Values
represent treatment means with standard error bars (n = 4). Treatments with
different letters are significantly different according to post hoc ANOVA Tukey
test (p < 0.05).
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can have negative effects on the functioning of mycorrhizal associations
(Bhadalung et al., 2005; Treseder and Allen, 2002) and may result in
plant growth suppression, when the cost of maintaining the mycorrhizal
symbiosis in terms of host photosynthates exceeds the benefits from
improved AMF hyphal P uptake (Johnson and Graham, 2013).

Here we examined the contribution of three field populations of
whole rhizosphere microbial communities on plant growth and N and P
nutrition of maize plants subjected to four contrasting mineral fertili-
zation settings all with full mineral fertilization other than N and P: 1)
Control without N and P, 2) with N, 3) with P and 4) with N and P. We
tested the hypothesis that plant growth and nutrient promotion by
whole rhizosphere microbial communities will occur mainly under N or
P limiting conditions.

2. Materials and methods
2.1. Experimental design

The experiment had a randomized three-factorial design: 1) Whole
communities of rhizosphere microorganisms (Without and with in-
oculum from Michoacdn, Guanajuato and Estado de México), 2)
Nitrogen fertilization (Without and with) and 3) Phosphorus fertiliza-
tion (Without and with). Each of the 16 treatments had 4 replicates
resulting in a total of 64 experimental units.

2.2. Biological materials

Sampling of maize field rhizosphere soil was performed in
November 2013 in the senescence plant growth phase in fields with
rainfed maize in Michoacan, Guanajuato and Estado de Mexico of
conventional small holders. Geographic references and soil character-
istics of the three fields are presented in Supplementary Table 1. In each
field, an X sampling design was employed with the four extreme points
and the center as the sampling points resulting in five samples. From
each of the five sampling points complete 30 X 30 X 30 cm blocks of
soil were excavated with the plant stem as the centre and transferred to
laboratory facilities for subsequent sample processing and analyses.
Stones, large debris and macro fauna were removed from the soil,
which thereafter was homogeneously mixed. A composite sample was
made by mixing rhizosphere soil from all five blocks from each site.

Soil used for propagation of inoculum of rhizosphere microorgan-
isms and in the main experiment was collected from the experimental
field station of the Chapingo Autonomous University, Campus Morelia,
Michoacan, Mexico (19 °41’9.43”N, 101 °14718.34”W). Soil texture was
clayish (53.2% clay, 27.3% silt and 19.5% sand) and contained 2.7%
organic matter, 23.2mgkg” inorganic nitrogen, 5.8 mgkg™ available



D.A. Ldpez-Carmona et al.

< 50-

. 3 Without a)
g’ 3 Michoacan
£ 40 mm Guanajuato
5 EE Edo Mex
E 301 £ a
= ab
§ be bc
e 204 cde od bc
8
de d
Z 101 s e e © & e
8 mlll |
o
» 0
Control N P NP
Fertilization
F.’q 6- i b)
o 3 Without
g) [ Michoacan a
= Bl Guanajuato a a
§ 4 H Edo Mex
= by
g b b C bcdde
S [ e cd bed
(%] de
g 29 de de
o
o
k]
1]
£
7]
Control N P NP

Fertilization

Total shoot N concentration

Rhizosphere 9 (2019) 38-46

3 Without <
= Michoacan
3004 B Guanajuato 2 a
- E Edo Mex
- b b
> 2001
2 bed
-~ cde de
1004 ef
foff fofof
0 [T e
Control P
Fertilization
c 601 ) a d)
8 1 Without T
5 == Michoacan .
i
t B Guanajuato
8 _ 401 mm Edo Mex bc
C -
8 o cd
e'_, g de
] 20 de det % ger
< ef of
2 ef of
© ef £
S f
5]
-
Control N NP
Fertilization

Fig. 2. Shoot N (a) and P (b) concentration and total shoot N (c) and P (d) content of eight-week-old maize plants without microbial inoculation or inoculation with
whole rhizosphere microbial communities obtained from Michoacén, Guanajuato and Estado de México in combination with different mineral fertilization scenarios
all with basic fertilization differing only in application of N and P: Without, with P, with N and with N and P). Values represent treatment means with standard error
bars (n = 4). Treatments with different letters are significantly different according to post hoc ANOVA Tukey test (p < 0.05).

phosphorus (Olsen P) and pH (H,0O) was 7.3. Soil was mixed with
quartz sand (1:1, w:w) and disinfected in an autoclave (1 h, 120 °C).

Inoculum with communities of whole rhizosphere microorganisms
was propagated using maize (Zea mays L, DK2041) as trap plants grown
under greenhouse conditions. Maize seeds were sown in 3 L pots with
3 kg sterile soil:sand substrate (1:1, w/w) inoculated with maize field
rhizosphere soil (10%) and without inoculation for the control treat-
ment. Prior sowing all basic fertilizers except P were applied in the
following amount (mg kg’l): K,S0O,4 (105), CaCl, (105), CuSO45H,0
(294), ZHSO47H20 (756), MHSO4H20 (147), COSO47H20 (055),
MgSO47H,0 (63), and Na,MoO57H,0 (0.25). P fertilization was
omitted in order to promote formation of the maize mycorrhiza asso-
cation. N was applied as NH4;NO; corresponding to 50 mgN every
second week starting two weeks after sowing and ending one week
before harvesting resulting in a total of 200 mg N applied. Greenhouse
temperature was approximately 15°C at night and 25-30°C during
daytime. Plants were watered by weight on a daily basis to maintain
70% of the water holding capacity. Fifteen weeks after sowing when
maize plants had reached the flowering stage plants and soil were left to
dry for two weeks in the greenhouse. Roots were extracted from the dry
soil, cut into 5-10 mm pieces and mixed carefully into the soil. This mix
of substrate with root segments was used as inoculum of whole rhizo-
sphere microbial communities. The AMF species in the inoculum were
identified with spore morphology (Alvarado-Herrejon et al., 2018)
(Supplementary Table 2).

2.3. Experimental set-up and conditions

Hybrid maize (DEKALB, 2042) was grown from seed in 1.5 | pots
with 1.4 kg sterile soil:sand mix (1:1, w-w) similar to that used for trap
cultures of field populations of whole rhizosphere microbial commu-
nities. Prior to sowing, mineral fertilizers were mixed into the soil-sand
mix similar to the fertilization applied to the trap plants presented
above according to the respective treatments with and without N and P.
In treatments with P KH,PO, was mixed into the soil prior sowing
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corresponding to 100 mgP. N was added as NH4,NO; each week with
30 mg N per week starting two weeks after sowing until one week be-
fore harvest with a total of 180 mg N applied. Inoculum of rhizosphere
microorganisms (10% of total pot soil-sand content) were mixed into
the soil-sand mix prior sowing in accordance to their respective treat-
ments. Plants were grown under greenhouse conditions for 8 weeks.
Watering was performed on a daily basis to maintain 80% of the water
holding capacity by weight. Greenhouse temperature was approxi-
mately 15 °C at night and 25-30 °C during daytime.

2.4. Harvest and analysis

Plants were harvested 8 weeks after sowing. From each pot the root
system was removed and the soil without roots was stored at -20°C until
further processing. Roots were detached from shoots and washed and
separately oven-dried at 80 °C for 48 h, and weighed.

All dried shoot tissue from each plant were ground and sieved with
a mesh No 40 (0.425 mm) before acid digestion and subsequent N and P
analyses. Initially, a mixed digester (1 g CuSOy4; 10 g K»SO,) was added
to 0.25 g of shoot dry weight in a 75 mL glass tube. Then 3 mL of H,0,
(30% v/v) was added to carry out the oxidation reaction and finally,
7 mL of sulfuric acid (H,SO,) was added and left to react for 24 hours.
Samples were then placed in a digester block to gradually increase the
temperature (50 °C every 20 minutes) to 375 °C for 3 hours. The com-
pletely digested mixture was filtered (filter Whatman No 1, 125 mm)
and measured by colorimetrical reading at 660 nm in the autoanalyzer
Braun+ Luebbe III. N was measured with the semi-Kjeldahl method
according to Bremner (1996) and P was measured according to Murphy
and Riley (1962).

Prior drying, fresh roots was cut in 5-10 mm segments and mixed in
water from which a two gram subsample was obtained for measure-
ment of AMF root colonization. Root subsamples were cleared and
stained according to Phillips and Hayman (1970) and examined for
AMF root colonization using the line-intercept method as described by
Giovannetti and Mosse (1980).
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means with standard error bars (a, n = 8; b, n = 8; ¢, n = 16). Treatments with
different letters are significantly different according to post hoc ANOVA Tukey
test (p < 0.05).

Ten gram of soil samples were freeze dried and powdered in a
mortar, of which one-gram subsamples were used for extraction of
whole cell fatty acids according to the method of Sasser (1990). To
enable quantification of the extracted fatty acids, a known amount of an
internal standard, nonadecanoate fatty acid methyl ester 19:0 was
added to each sample. Analyses of fatty acid methyl esters were per-
formed using the software package Sherlock Version 6.0 (MIDI Inc.).
Hydroxylic (10:0 30H, 12:0 20H, 12:0 30H, 16:0 20H, 16:0 30H, 18:0
20H) and cyclic (17:0 cyclo) fatty acids were used as biomarkers for
Gram negative (-) bacteria, fatty acids with branched chains localized
on positions iso and anteiso (i14:0, i15:0, al5:0, i16:0, i17:0, al7:0)
were used as Gram positive (+) bacteria biomarkers and the methy-
lated fatty acid 17:0 10methyl was used a biomarker for Actinobacteria
(Ratledge and Wilkinson, 1988). The fatty acid 16:1w5 and 18:2w6,9
were used as biomarkers for AMF (Olsson, 1999) and fungi (Frostegard
and Baath, 1996), respectively. Fatty acid analysis was performed with
the Agilent gas chromatograph7890B.
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2.5. Statistical analysis

Three way analyses of variance (ANOVA) were performed with the
software StatGraphics Centurion XVII and graphs were produced with
GraphPad Prism 5. Prior ANOVA variance homogeneity was verified
with the Bartlett test. Comparisons between treatment means were
performed with post hoc Tukey tests for significant factors and their
interactions. Means of AMF root colonization were arcsine transformed
prior ANOVA. Power analysis of the obtained statistical results was
performed using the software Minitab (Supplementary Table 3).

3. Results
3.1. Shoot and root dry weight

Significant “Inoculum X P X N” interactions were obtained for
shoot and root dry weight (Table 1). Combined N and P fertilization
markedly increased shoot and root dry weight compared to that
without fertilization and with single application of N or P (Fig. 1a,b).
Inoculation with the whole rhizosphere microbial communities had no
significant effects on shoot and root weight without fertilization and
with single application of N or P (Fig. 1a,b). In combination with N and
P fertilization the microbial inoculum Michoacén and Estado de Mexico
caused marked shoot and root growth suppression, whereas no effect of
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P values from analysis of variance of the main factors inoculum, N and P fertilization and their interactions for the variables abundance of microbial biomarker fatty

acids expressed per unit dry soil or root (n = 4).

Microorganisms Inoculum (I) P N IxP IxN PxN IXPxN
nmole g dry soil

Gram- bacteria 0.3296 0.3789 0.0925 0.7896 0.952 0.1565
Gram+ bacteria 0.9972 0.901 0.8413 0.2809 0.7748 0.7237 0.8648
Actinobacteria 0.1914 ' 0.1129 0.6194 0.9724 0.4743
AMF 0.7086 0.8375 0.6185 0.7209 0.3917
Fungi 0.123 0.3865 0.4803 0.0714 0.7292 0.7456 0.1304
nmole g~ dry root

Gram- bacteria 0.6587 0.2346 0.0933 0.7203 0.5995 0.1289
Gram+ bacteria 0.2909 0.2763 0.1332 0.5109 0.6524
Actinobacteria 0.1345 0.6118 0.3728 0.2529 0.8056 0.4853 0.6486
AMF 0.0575 0.9861 0.1141 0.2514 0.874
Fungi 0.703 0.1579 0.2579 0.6487 0.8033 0.9043 0.177
* p < 0.05;

** p < 0.01;

**% p < 0.001.

Guanajuato was observed (Fig. 1a,b).

In terms of total plant growth response to inoculation with whole
rhizosphere microbial communities a significant “N x P” interaction
was obtained (Table 1). Plant growth promotion was observed with
single N fertilization, whereas plant growth suppression was observed
without fertilization and with single P fertilization and combined N and
P fertilization (Fig. 1c).

3.2. N and P shoot content

Significant “Inoculum x P X N” interactions were obtained for N
and P shoot content both in terms of concentration and total amount
(Table 1). N fertilization increased shoot N concentration, which
however was reduced by inoculation with whole rhizosphere microbial
community from Michoacén (Fig. 2a). Inoculation with whole rhizo-
sphere microbial communities increased total shoot N content, but only
in combination with single N fertilization (Fig. 2b). Plants fertilized
with both N and P had the highest total shoot N content. However,
inoculation with the whole rhizosphere microbial communities Mi-
choacan and Guanajuato reduced the total shoot N content (Fig. 2b).

Shoot P concentration was highest with single P fertilization
(Fig. 2¢). Inoculation with the whole rhizosphere microbial community
Guanajuato increased shoot P concentration without fertilization and
with single N and P fertilization (Fig. 2c). The two other whole rhizo-
sphere microbial communities Michoacédn and Estado de Mexico in-
creased shoot P concentration with single P fertilization (Fig. 2c¢). On
the other hand, no effects of inoculation with the whole rhizosphere
microbial communities were observed with combined N and P fertili-
zation (Fig. 2c). Plants fertilized with both N and P had the highest total
shoot P content, which however was reduced by inoculation with the
whole rhizosphere microbial communities Michoacan and Estado de
Mexico (Fig. 2d). In plants with single N fertilization, inoculation with
the whole rhizosphere microbial communities Michoacan and Guana-
juato increased total shoot P content (Fig. 2d).

A significant “Inoculum x N” interaction was observed for maize
shoot N response to inoculation with whole rhizosphere microbial
communities (Table 1), which for all communities were positive and
negative, without and with N fertilization, respectively (Fig. 3a).

For maize shoot P response to inoculation with whole rhizosphere
microbial communities significant “Inoculum x P” and “N x P” in-
teractions were observed (Table 1). Positive shoot P response was ob-
served for all three whole rhizosphere microbial communities both with
and without P fertilization, but with stronger response without P fer-
tilization (Fig. 3b). On the other hand combined N and P fertilization
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resulted in a slight negative shoot P response to inoculation with whole
rhizosphere microbial communities (Fig. 3c).

3.3. AMEF root colonization

Significant “Inoculum X N” and “Inoculum X P” interactions were
observed for AMF root colonization (Table 1). N fertilization increased
AMF root colonization from the Guanajuato whole rhizosphere micro-
bial community, but had no effect on the two other communities
(Fig. 4a). P fertilization reduced AMF root colonization from the Estado
de Mexico whole rhizosphere microbial community, but had no effect
on the two other communities (Fig. 4b).

3.4. Abundance of rhizosphere microorganisms

A significant “Inoculum X P” interaction was observed for the
abundance of Gram- bacteria (Table 2), however after the post-hoc
ANOVA factor treatment means comparison no significant differences
were observed. For the abundance of AMF a single Inoculum factor
effect and an “Inoculum X P” interaction was observed (Table 2). In
general the abundance of AMF was higher in treatments with inocula-
tion of rhizosphere microorganisms (Fig. 5a). For Actinobacteria sig-
nificant single factor effects of “Inoculum” and “N” were observed
(Table 1), with higher abundance in inoculum from Michoacin
(Fig. 5b) and in treatments with N fertilization (Fig. 5c).

For root specific abundance of rhizosphere microorganisms a sig-
nificant effect of Inoculum was observed for the variable AMF (Table 2),
where treatments with inoculation with rhizosphere microbial com-
munities had higher values than the non-inoculated control (Fig. 6d).
Significant single factor effects of “N” were observed for the root spe-
cific abundance of biomarker fatty acids Gram+ bacteria, Gram- bac-
teria and AMF (Table 2), which in all cases were reduced by N fertili-
zation (Fig. 6a,c,e). Also a significant single factor “P” effect was
observed for the root specific abundance of Gram+ bacteria (Table 1),
where P fertilization reduced this variable (Fig. 6b).

3.5. Correlation analysis

From the correlation analysis linking plant and microbial para-
meters significant positive correlations were observed for AMF root
colonization with shoot N concentration, total shoot N content and
plant growth response to whole rhizosphere microbial communities
(Table 3). Regarding abundance of rhizosphere microorganisms sig-
nificant positive correlations were observed for Actinobacteria with



D.A. Ldpez-Carmona et al.

129 = -p 5 a)
3 mm +P
'S 104
© __ ab
é‘ S 84 ab
8 9 abc
[
%’ ;’ 64 bc
g g bc
9o e 41
5 £
% 24 ¢ c
0
Control Gto Mich Edo Mex
Inoculum of rhizosphere microbial community
" 0.41 a b)
k=]
S
©
2 = 031
)
o
x O 4
,g P 0.2 ab ab
5t T
8
° — 0.1 b
£ e el
E 00 T T T T
Control Gto Mich Edo Mex
Inoculum of rhizosphere microbial community
- c
@ 03 a )
2 o
©
2=
E =
& B 02-
- ol
g
o 0.14
1
]
=
=
2 0.0 T T
Wihtout With

Nitrogen
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abundance of the AMF (nmole g'1 soil) (a) and single factor effects of
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eight-week-old maize plants. Values represent treatment means with standard
error bars (a,n = 8; b, n = 16; ¢, n = 32). Treatments with different letters are
significantly different according to post hoc ANOVA Tukey test (p < 0.05).

shoot N concentration and shoot N response to whole rhizosphere mi-
crobial communities (Table 3).

Multiple correlations were observed between root specific abun-
dance of rhizosphere microorganisms and plant parameters (Table 3).
For shoot dry weight only negative correlation was observed with
specific abundance of Gram+ bacteria, whereas for root dry weight
root specific abundance of all microbial groups except Actinobacteria
correlated negatively (Table 3). Abundance of root specific Actino-
bacteria correlated positively with shoot N concentration and shoot N
response to rhizosphere microorganisms, but correlated negatively with
plant growth response to rhizosphere microorganisms (Table 3).
Abundance of root specific abundance of Gram+ bacteria correlated
negatively with total shoot P and N (Table 3). For shoot P response to
rhizosphere microorganisms positive correlations were observed with
all root specific abundance of all groups of microorganisms except
Actinobacteria (Table 3).
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3.6. Statistical power analysis

In general the power analysis for all three factors of the ANOVA
revealed high statistical power (> 80%) for all plant variables, whereas
lower statistical power was obtained for the abundance of rhizosphere
microorganisms (Supplementary material Table 3). In most cases sig-
nificant effects coincided with high statistical power.

4. Discussion

Here we show that mineral N and P fertilization strongly affect the
contribution of whole rhizosphere microbial communities to maize
growth and nutrition. Our hypothesis that maize plant growth promo-
tion and nutrition by whole rhizosphere microbial communities is
higher under N and P nutrient limitations was only partially confirmed.
Instead our results show that maize plant growth and nutrient response
to whole rhizosphere microbial communities depends on the balance
between N and P fertilization and that N limitation result in plant
growth suppression.

The observed effects of whole rhizosphere microbial communities
on maize plant growth seem to be ascribed mainly to AMF and
Actinobacteria as indicated from the positive and negative correlation
with maize plant growth response, respectively. Plant growth promo-
tion was obtained only in P limited soil without N limitation, which is a
common response of maize to inoculation with single species (Sawers
et al., 2017) and field populations (Sarabia et al., 2017; Zitlalpopoca-
Hernandez et al., 2017) of AMF. On the contrary rhizosphere micro-
organisms caused plant growth suppression when maize plants were
grown under N limited conditions. Similar results were reported by
Johnson et al. (2015) showing that AMF field populations can ame-
liorate P limitation, but not N limitation in the grass Andropogon ger-
ardii. Indeed it is well established that AMF can promote P nutrition of
their host and to a limited extend also N nutrition (Smith and Smith,
2011).

Two out of the three rhizosphere microbial communities caused
strong plant growth suppression in maize when grown in soil without
nutrient limitations, which is most likely the result of a parasitic maize-
AMF association, where the cost of hosting the AMF in terms of pho-
tosynthates was higher than the benefit in terms of P acquisition.
Similar results were reported by Sarabia et al. (2017) showing that a
field population of AMF caused strong plant growth suppression in
maize grown in soil with mineral P fertilization. Plant growth depres-
sion is a common mycorrhizal phenotype mainly caused by low light
intensity and high P fertilization (Johnson and Graham, 2013). How-
ever, from the observed negative correlation between abundance of
Actinobacteria and plant growth response to whole rhizosphere mi-
crobial communities, it is important to further address the role of Ac-
tinobacteria in plant growth suppressions, which may not only be a
question of carbon drain.

Our results showing that the percentage of AMF root colonization
correlated positively with both shoot N concentration and total shoot N
content, underlines the importance of AMF in plant and soil N dy-
namics, which however is an area of AMF research with a substantial
knowledge gap (Larsen et al., 2015).

Mineral phosphorus fertilization is known to decrease root coloni-
zation of field populations of AMF (Sarabia et al., 2017; Toljander et al.,
2008; Johnson et al., 2006; Thomson et al., 1992), which in the present
study was only observed for the rhizosphere microbial community from
Estado de Mexico. On the contrary AMF root colonization with the
rhizosphere microbial community from Guanajuato was increased by N
fertilization. Similar findings were reported by Aguilar et al. (2017)
showing that NPK fertilization increased AMF root colonization of na-
tive field populations of AMF. No clear response pattern of AMF root
colonization to mineral fertilization scenarios can be obtained from the
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Fig. 6. Factor treatment means of single factor effects of N on the root specific abundance (nmole g'1 root) of Gram + bacteria (a), Gram- bacteria (c¢) and AMF (e),
single factor effect of P on the root specific abundance of Gram- bacteria (b) and single factor effect of Inoculum on the root specific abundance of AMF (d) of eight-
week-old maize plants. Values represent treatment means with standard error bars (a,n = 32; b,n = 32;¢c,n = 32;d,n = 16; e, n = 32). Treatments with different
letters are significantly different according to post hoc ANOVA Tukey test (p < 0.05).

present study, but our results suggest a possible adaptation of field
populations of AMF to agricultural practice such as mineral fertilization
in the environment of their origin. Interestingly, the AMF in the rhi-
zosphere microbial community from Estado de Mexico and Guanajuato
have been exposed to high and low input of mineral fertilizer inputs,
respectively, which may have resulted in some level of environmental
adaptation of the native AMF. However, this needs to be further ad-
dressed with an experimental design exploring this question in parti-
cular.

This evident strong complexity of AMF response to mineral N and P
fertilization was further underlined with the observed limited effects on
AMF soil colonization as measured in terms of the abundance of the
AMF biomarker fatty acid 16:1w5. On the contrary, other studies have
reported reduction in AMF soil colonization both from native AMF
communities (Gryndler et al. 2006) and single species (Olsson et al.
1995).

Plant growth and nutrient promotion from root associated bacteria
including Azospirillum, Pseudomonas, Burkholderia and Bacillus, which
are common and abundant inhabitants of the rhizosphere microbiome,
have been well studied (Rosenblueth and Martinez-Romero, 2006;
Dobbelaere et al., 2003). In the present study, whole rhizosphere mi-
crobial communities could not ameliorate maize N deficiency in terms
of plant growth confirming the general consensus that N fixation from
non-symbiotic diazotrophic bacteria in agroecosystems is limited
(Hodge and Storer, 2014; Herridge et al., 2008).

Overall our results suggest a positive contribution of whole rhizo-
sphere microbial communities for maize shoot P independent of N
fertilization though higher without P fertilization. Indeed the plant P
uptake from the mycorrhiza pathway has been shown to be important
independent of mycorrhiza plant growth response and P soil avail-
ability (Smith et al., 2003). On the other hand, our results also suggest
that the abundance of Actinobacteria in the rhizosphere soil and as well
as root specific abundance associate with maize shoot N content and
shoot N response to whole rhizosphere microbial communities, which
indicate that Actinobacteria are involved in maize N nutrition.

The observed positive correlation between shoot P response and
root specific abundance of all groups of rhizosphere microorganisms
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except Actinobacteria, underlines the importance of rhizosphere mi-
croorganisms assisted plant P uptake, which is in accordance to
Richardson et al. (2011). On the other hand, in terms of root specific
abundance only Actinobacteria correlated positively with shoot N re-
sponse, which suggest that for maize N nutrition the rhizosphere as-
sisted N uptake is of less importance. Also it is important to note that
the root specific abundance of Actinobacteria correlated negatively
with plant growth response to whole rhizosphere microbial commu-
nities, which may have resulted in increased shoot N concentration.

On the other hand the contribution of whole rhizosphere microbial
communities for maize shoot N content was positive and negative
without and with N fertilization respectively, suggesting competition
between roots and rhizosphere microorganisms for N, when N is limited
for plant growth, which is in accordance with Kuzyakov and Xu (2013).

In general effects of N and P fertilization on the abundance of rhi-
zosphere microorganisms were limited when expressed per g soil, but
when expressed per gram root dry weight in terms of root specific
abundance N fertilization reduced the amount of Gram- and Gram +
bacteria as well as AMF, whereas P fertilization only reduced the
amount of Gram+ bacteria. These findings are in accordance with
(Carvalhais et al. 2011) showing that N and P fertilization alter the
composition and reduce the amount of root exudates and consequently
the abundance and community composition of microorganisms thriving
from these exudates.

Plant growth and nutrition promoting by rhizosphere micro-
organism, including AMF and rhizobacteria, offer several key ecosystem
services in agroecosystems in relation to plant and soil nutrient dy-
namics (Larsen et al., 2015), which should be conserved and managed
as a central component to improve nutrient use efficiency (Richardson
et al., 2009) and soil fertility management (Drinkwater and Snapp,
2007). Here we show that mineral N and P fertilization strongly as-
sociate with the contribution of whole rhizosphere microbial commu-
nities in maize growth and nutrition. However, response of rhizosphere
microorganism to other agricultural practices such as crop genotype,
crop rotation, tillage, crop protection measures and organic fertilization
should be further addressed to fully explore the benefits of rhizosphere
microorganisms in agroecosystems (Larsen et al., 2014).
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Mycorrhizal response in maize depends on soil group, mineral P fertilization, maize
genotype and field populations of arbuscular mycorrhizal fungi

Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) associate with roots of most crops including maize,
and improve host P nutrition. Conservation and management of AMF require information
on how they perform under different environmental settings such as soil group and host
genotype. In two greenhouse pot experiments we examined the maize plant growth
response to native field populations of AMF in three soil group including vertisol, luvisol
and andosol, with and without P fertilization, and different maize genotypes including land
races (Chalquefio and Mushito) and hybrids (DK2042 and Puma). In the first experiment,
Without mineral P fertilization, positive AMF growth responses in the hybrid DK2042
were observed in the three soil group; the higher response was detected in plants grown at
the andosol, when compared to vertisol, and to luvisol in which the lowest response was
observed. On the other hand, in combination with P fertilization, AMF field populations
caused growth depression in the three soils. In the second experiment, maize plant growth
response also depended on maize host genotype. In both Vertisol and Andosol all three
maize genotypes improved their plant growth after soil disinfection, whereas for the luvisol
the plant growth response to soil disinfection depended on maize genotype, where the
hybrid Puma and the landrace Chalquefio grew better in non-disinfected soil than
disinfected soil, but the opposite was observed for the landrace Mushito. In conclusion, our
results show that the maize plant growth response to native populations of AMF strongly

depends on soil group and maize genotype as well as mineral P fertilization.

Key words: Agroecology; soil types; maize, arbuscular mycorrhizal fungi
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Introduction

Roots of most crops, including maize, associate with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF),
which are major drivers of C, N and P biogeochemical cycling (Larsen et al., 2014) and
vital for plant nutrient acquisition in agroecosystems (Gianinazzi et al., 2010). Hence, when
developing biologically based strategies for improving crop nutrition these fungi should be

integrated as a key component (Drinkwater y Snapp, 2007).

Maize mycorrhizal associations with both single species (Ortas y Akpinar, 2011) and AMF
field populations (Lopez-Carmona et al., 2019) have been shown to promote plant growth,
though depending on maize genotype (Sawers et al., 2017), and agricultural practices such
as tillage (Rosner et al., 2018) and fertilization (Williams et al., 2017). On the other hand,
AMF may also cause plant growth suppression when the costs of hosting the fungal root
symbionts exceed the benefits in terms of improved P uptake as was the case in Sarabia et
al. (2017), where native field populations of AMF caused strong growth suppression in
combination with mineral P fertilization. Also in the early plant growth phases transitory
growth suppression may occur, which at later stages of the crop phenology, may result in
plant growth promotion. This complex parasitism-mutualism continuum has been reviewed

thoroughly by Johnson and Graham (2013).

Maize is a crop with high genetic variation and only in Mexico, where maize was first
domesticated, and today is recognized54 landraces have been well characterized, as well as
a high number of hybrids are available commercially. Different maize genotypes both land

races and hybrids have been adapted to specific environmental conditions such as altitude,
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climate and soil group (Sanchez et al., 2000) and also possible adaptation between native

AMF and maize genotypes has been suggested (An et al., 2010).

Ryan and Graham (2018) questioned the importance of managing AMF in agroecosystems
and called for more field-based evidence of the often claimed benefits of AMF. Along with
this, another important limitation is that most studies on AMF are based on single species
inoculum and one step to get closer to field conditions is to use AMF field populations in a
controlled experimental setting under greenhouse conditions. Along the same line, Yang et
al., (2018) multidimensional approach in order to improve our understanding of how
mycorrhizal associations perform in agroecosystems including climate, water and nutrient
availability and crop genotype, in different agricultural settings. However, it is important to
also consider how mycorrhizal associations perform in different soil group , which is an

overlooked component (Gonzéalez-Cafiizares et al., 2016).

Hence the objective of the present study was to investigate how maize mycorrhizas with
different combination of maize genotypes and field populations of AMF perform in
different soil group and how soil P status affect these maize-AMF soil interactions. Our
main hypothesis was that soil group determines the outcome of maize plant growth
response to native AMF. We also tested the hypothesis that native populations of AMF

perform better in their soil of origin than in a different soil group.

Materials and methods

Experimental design
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Two greenhouse pot experiments each with three factors were performed. Experiment 1
had 24 treatments and 120 experimental units including the factors: 1) Soil group (Vertisol,
Luvisol and Andosol), 2) AMF inoculum (Without, AMF-Vertisol, AMF-Luvisol and
AMF-Andosol) and 3) Mineral P fertilization (without and with). The second experiment
had 18 treatments and 108 experimental units including the factors: 1) Soil group (Vertisol,
Luvisol and Andosol), 2) Soil disinfection (sterilized and non-sterilized) and 3) Maize

genotype (PUMA (hybrid), Mushito and Chalqueno (landraces).

Soil

Surface soil (10-20 cm top soil layer) from maize fields were collected in the dry season
(may/2017) at three different geographic sites in central Mexico including Irapuato in the
state Guanajuato (20°44'52.05"N 101°23'29.66"W), Napizaro in the state Michoacan
(19°36'04.0"N 101°41'55.2"W) and Texcoco in the state Estado de Mexico (19°27'27.5"N
98°46'48.8"W). The soil was sieved (0-5 cm mesh) and stored dry in a plastic container
under ambient conditions for tow months. Analyses of physical and chemical soil
characteristics were performed by an external laboratory (INIFAP) and together with the
respective soil group (Table 1). The soil groups were classified based on soil maps of the
National Institute of Statistics and Geography (INEGI) of 2000 and world reference base

for soil resources 2014 based on analyses physical and chemical.

Maize

The maize hybrid DK2042 (DeKalb) was used in the experiment 1, whereas in the
experiment 2 the respective maize varieties grown in the region where the soil had been

collected were used. The hybrid Puma (Asgrow) was used in combination with soil from
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Irapuato and the landraces "Mushito” and "Chalquefio™ in combination with soils from

Napizaro and Texcoco, respectively.
AMF field populations

Field populations of AMF used in experiment 1 were propagated with maize as trap plant
for 14 weeks according to Alvarado-Herrejon et al., (2018). The soil used for AMF
propagation was collected from the experimental field station of the Chapingo Autonomous
University, Campus Morelia, Michoacan, Mexico (19°41'08.7"N 101°14'19.5"W). Soil
texture was clayish (53.2% clay, 27.3% silt and 19.5% sand) and contained 2.7% organic
matter, 23.2 mg kg™ inorganic nitrogen, 5.8 mg kg™ available phosphorus (Olsen P) and pH
(H20) was 7.3. Soil was mixed with quartz sand (1:1, w:w) and disinfected in an autoclave
(1 h, 120°C). The AMF species were identified from the three maize fields and also in the
AMF inoculum obtained after propagation with maize as trap plant (Table 2) according to

Alvarado-Herrejon et al., (2018).
Experimental conditions

In both experiments was used a mixture of soil: sand (w/w) contained in 1.5 liter pots with
1.4 kg sterile soil:sand mix (1:1, w:w). Plants were grown under greenhouse conditions for
10 weeks and watering was performed on a daily basis to maintain 80% of the water
holding capacity by weight. Inoculum of native field populations of AMF for the first
experiment was 10% of total pot soil-sand content mixed into the soil-sand mix prior
sowing in accordance to their respective treatments. Mineral fertilizers were mixed into the
soil-sand mix in accordance with the treatments with and without P in experiment 1 and

without P in experiment 2. Other nutrients were applied in both experiment 1 and 2 in the
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following amounts (mg): K;SO,4 (105), CaCl, (105), CuSO4¢5H,0 (2.94), ZnSO4+7H,0
(7.56), MnSQO4*H,0 (14.7), CoSO4+7H,0 (0.55), MgS0O,4+7H,0 (63), and Na,M0O,+7H,0
(0.25). Nitrogen was applied as NH4NO3 every week with 30 mg N when plants were three
weeks old and until one week before harvest (210 mg N in total). In experiment 1 P was
applied as KH,PO, (100 mg P) prior sowing in the treatments with P. In experiment 2

plants were kept without P fertilization.

Harvest and analysis

Plants were harvested 10 weeks after sowing. Roots were detached from shoots and washed
and separately oven-dried at 80°C for 48 h, and weighed. Mycorrhizal growth response
(MGR) was calculated as a simple response ratio as described in Johnson et al., (2010):
LN(AM/NM), where AM was the total dry weight of mycorrhizal plants of same
fertilization treatment, and NM was each total dry weight of each mycorrhizal plant of
same fertilization treatment with AMF. Afterwards, fresh roots were cut in 0.5 — 1 cm
segments and mixed in water from which a two grams sample was obtained for measuring
AMF root colonization. Root subsamples were cleared and stained according to Phillips
and Hayman (1970) and examined for AMF root colonization using the line-intercept

method as described by (Giovannetti y Mosse, 1980).

Statistical analysis

For both experiments three way analyses of variance (ANOVA) were performed with the
software StatGraphics Centurion XV.I1. and graphs were produced with GraphPad Prism 5.
Prior ANOVA variance homogeneity was verified with the Bartlett test. Comparisons

between treatment means were performed with post hoc LSD tests for significant factors
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and their interactions. Means of AMF root colonization were arcsine transformed prior

ANOVA.

Results

Experiment 1

Significant three way “Soil x AMF x P fertilization” interactions were observed for shoot
and root dry weight and AMF root colonization (Table 3). Overall P fertilization increased
shoot and root dry weight without AMF inoculum (Figure 1a, b). Without P fertilization
AMF inoculum increased both shoot and root dry weight in maize grown in Vertisol and
Andosol (Figure 1a,b), whereas in the Luvisol , only the AMF inoculum from the Vertisol
increased the shoot dry weight (Figure 1a). With P fertilization the AMF Luvisol inoculum
caused shoot growth suppression in all three soils (Figure 1a), whereas the AMF inoculum
from Vertisol and Andosol had no effect on shoot dry weight except for maize grown in
Andosol where the AMF Andosol inoculum also caused shoot growth suppression (Figure
1a). A similar response was observed for root dry weight, except that P fertilization also
resulted in decreased root dry weight in Luvisol with the AMF Vertisol inoculum and in

Andosol with the AMF Andosol inoculum (Figure 1b).

Significant two-way interactions were observed for the interactions “Soil X Fertilization”
and “AMF x Fertilization” for mycorrhiza growth response (Table 3). Overall positive and
negative mycorrhiza growth responses were observed without and with P fertilization,
respectively (Figure 2). Without P fertilization highest mycorrhiza growth response was
observed in the Andosol, intermediate in the Vertisol and lowest and the Luvisol (Figure

2a). With P fertilization the strongest mycorrhiza growth suppression was observed in the
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Andosol, whereas the mycorrhiza growth suppressions in Vertisol and Luvisol were
similarly lower than in the Andosol (Figure 2a). Without P fertilization the Vertisol,
Luvisol and Andosol AMF inoculum caused respectively the highest, intermediate and
lowest positive mycorrhiza growth response (Figure 2b). With P fertilization all AMF
inoculum caused negative mycorrhiza growth response, the AMF Luvisol inoculum the
strongest growth suppression and the two other AMF inoculum had similar and lower

effects than the AMF luvisol inoculum (Figure 2b).

Also a significant three way “Soil x AMF x P fertilization™ interaction was observed for
AMF root colonization (Table 3). P fertilization reduced AMF root colonization with the
AMF Vertisol inoculum in all three soils (Figure 4a). The AMF root colonization with the
AMF Luvisol inculum was unaffected by both P fertilization and soil group (Figure 4a).
For the AMF Andosol inoculum P fertilization reduced AMF root colonization of plants
grown in the Vertisol (Figure 4a). P fertilization had no effect on AMF root colonization of
plants grown in Luvisol and Andosol. For the AMF Andosol and Vertisol inoculum the
AMF root colonization was highest in Andosol, whereas for the Luvisol inoculum AMF
root colonization was similarly high irrespective of soil group and P fertilization (Figure

43).

Experiment 2

Significant “Soil group x Maize genotype xSoil disinfection” interactions were observed
for shoot and root dry weight (Table 3). Soil disinfection of the Luvisol reduced shoot dry
weight of the maize genotype Puma and Chalquefio, whereas in the genotype Mushito

disinfection of Luvisol increased shoot dry weight (Figure 3a). In the remaining soil group
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and maize genotype combinations soil disinfection increased shoot dry weight though not
always significantly (Figure 3a). Disinfection of the Luvisol markedly increased root dry
weight in all maize genotypes, whereas disinfection of the Andosol reduced the root dry
weight of all maize genotypes (Figure 3b). Disinfection of the Vertisol had no effect on root
dry weight in all maize genotypes (Figure 3b). Positive mycorrhiza growth response was
observed for the genotype Puma and Chalquefio in the Luvisol, whereas for all other
combinations of maize genotype and soil group negative mycorrhiza growth responses

were observed (Figure 3c).

A significant “Soil group x Maize genotype” interaction was observed for AMF root
colonization (Table 3). AMF root colonization was lower in maize grown in the Andosol
than in the two other soils irrespective of maize genotype (Figure 4b). In the Luvisol AMF
root colonization was higher in Puma and Mushito compared to Chalquefio, whereas in the
Vertisol the AMF root colonization was higher in Mushito and Chalquefio compared to that

of Puma (Figure 4b).

Discussion

The mycorrhizal growth response in maize resulted as highly depending on soil type, thus,
confirming our main hypothesis. However, the hypothesis concerning on the environmental
adaptation of native communities of AMF at field conditions was not confirmed since the

AMF performance overall, was similar in all soil group.

Soil provides the basis for crop production , this provision is determined mainly by nutrient
availability and dynamics in the respective soils (Drinkwater y Snapp, 2007). Information

about how soil chemical characteristics influence the abundance, community composition
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and function of AMF is manifold (Alvarado-Herrejon et al., 2018; Carballar-Hernandez
etal., 2017; Pankova etal., 2014), but information about how soil group affect AMF
performance is highly limited (Herrera-Peraza et al., 2011). Results from the present study
show that mycorrhiza growth response was highest in the Andosol , intermediate in the
Vertisol and lowest in the Luvisol , which seems to be linked to soil P level since the soil P
level was markedly lower in the Andosol (7.1 mg kg™ soil) and the Vertisol (9.4 mg kg™
soil) compared to high soil P level in the Luvisol (34.8 mg kg™ soil). However, more
detailed studies on the performance of AMF in different soils are needed to understand the
underlying mechanisms and hence better integration of AMF functionality in

agroecosystems.

Growth promotion in maize by AMF as observed in the present study is common both with
singles species of AMF (Munkvold et al., 2004; Ortas y Akpinar, 2011; Thomson et al.,
1992), field communities (Gavito y Miller, 1998; Klironomos, 2003) and though depending
on maize genotype (Sawers et al., 2017). According with us results, Lopez-Carmona et al.,
(2019) reported that native AMF can stimulate plant growth with P limitation but not with
N limitation, but fertilization with N and P may result in growth depression. It effects were
attributed to higher energetic costs, in terms of carbon, of keep the mycorrhizal symbiosis

than the benefits in N or P acquisition by AMF (Johnson y Graham, 2013).

The maize genotypes included in the present study responded different to the AMF
inoculation confirming the results described by Sawers et al., (2017). In the first experiment
without P fertilization the hybrid DK 2042 showed positive response to all AMF inocula in
all soil types, which is in accordance with other similar studies with this maize genotype
and field populations of AMF (Sarabia et al., 2017; Zitlalpopoca-Hernandez et al., 2017). In
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the second experiment, soil disinfection caused growth suppression in the hybrid PUMA,
but growth promotion in the remaining maize land races. Soil disinfection eliminated the
native AMF and other soil microbiota; however, seed-borne saprotrophic microorganisms
can be re-established in the rhizosphere as the root development occur (Gryndler et al.,
2006), Although AMF does not survive in seeds, they may proliferate due to the
germination of resting spores in soil (Ortas y Akpinar, 2011).Hence in this way soil
disinfection has been used to examine plant mycorrhizal dependency. The improved growth
in landraces after eliminating AMF, even in low P soil, suggests a high carbon cost to
establish the mycorrhizal symbiosis and that these genotypes are not depending on the
mycorrhizal P acquisition pathway in low P soil, probably because they have other

physiological or growth mechanisms to acquire P (Calderon-Vazquez et al., 2009).

Independent of soil group, the AMF inoculum from the Andosol stimulated the highest
plant growth promotion for the treatments of without P fertilization, which coincided with
the highest AMF root colonization. On the other hand, with P fertilization, the AMF
inoculum from the luvisol resulted in the strongest growth suppression of plants that
showed the highest AMF root colonization. These results confirm the mutualism-parasitism
continuum theory (Johnson y Graham, 2013) which indicates that the benefit of hosting
AMF in terms of plant growth, depends on the carbon costs invested for the symbiosis

relative to the P acquisition benefits.

Mineral P fertilization has been shown to reduce AMF root colonization of both single
species (Treseder y Allen, 2002) and AMF field communities (Svenningsen et al., 2018). In

the present study no clear response of AMF root colonization from mineral P fertilization
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was observed, since the P effects depended on all factors studied including soil group,

maize genotype and AMF inoculum.

Ecological adaptation of AMF to their environmental conditions has been suggested as the
main driver of the interactions between AMF and their host (Lambert et al., 1980; Johnson
et al., 2010; Pankova et al., 2014; Rda et al., 2016). Also, it is suggested that indigenous
AMF perform better in origin's soil that exotic soil (Ji et al., 2013). However, this was not
supported with the results from the present study, which may be related to experimental
conditions and context. Nevertheless most likely indigenous communities of AMF can
adapt to agricultural practices (An etal., 2010). The environmental factors that mainly
shape the AMF community in agroecosystems are related to nutrient availability (N and P
mainly), and mycorrhizal crop dependency (Yang etal., 2018), as well as agricultural
practices such as tillage, fertilization and pesticide application that may cause significant

changes in AMF communities (Chen et al., 2018).

In conclusion, results show that mycorrhizal growth response in maize due to native AMF
populations strongly depends on soil type and maize genotype as well as on mineral P
fertilization. Overall, soil P levels seem to be the main driver of the outcome of maize and
AMF interactions where low and high P levels can result in plant growth promotion or
suppression, though depending on soil type, maize genotype, and AMF community.
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Table 1 Physical and chemistry properties of Vertisol, Andosol and Luvisol used for maize growth
and AMF inoculum propagation

N P K  pH

State Soil OM (%) Sand/ Clay / Silt  Texture
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

Guanajuato Vertisol  1.51 148 935 772 7.04 347/ 459/19.2 clay
franc

Estado de México Andosol  2.82 134 7.08 140 591 61.8/10.9/27.2 sandy
clay

Michoacan Luvisol 215 12 348 102 508 39.8/26.9/33.2 I%';‘%

AMFinoculum ool 274 232 58 303 728 19.4/532/27.2 C&Y

propagatlon loam

Table 2 Species of AMF recovered from inoculum in terms of AMF spores,
which corresponds to rhizosphere soil from maize AMF tramp cultures
propagated with rhizosphere soil collected in maize fields in Guanajuato,
Michoacan and Estado de Mexico, México (Alvarado-Herrejon et al., 2018)

AMF species Vertisol Luvisol Andosol
Acaulospora spinosa X
Funneliformis mosse X
Gigaspora margarita X

Gigaspora decipiens X X
Gigaspora albida X

Gigaspora decipiens

Rhizophagus irregularis X X
Scutellospora calospora X X
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Table 3 P-values of analysis of variance estimated in the two experiments

Shoot  Root Mycorrhizal AMF
Factores dry dry  growth response colonization
Experiment one
A SO|I *kx *k* *k* *k*
B: AMF ***  0.6939 ** falaled
C:Fertilization falaied falaied falaied falaied
AB 0.1451 * 0.5516 falaie
AC **x - 0.0987 falaled *
BC **k* **k* *k* *k*
ABC ol ol 0.6844 *x
Experiment 2
B: Maize genotype oxx owx owk 0.3361
C: Soil disinfection 0.197 *oxck

AB
AC
BC
ABC

* %k %k

* %k %

* %k %k

* %k %k

* %k

% %k %
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Figure 1 Root (a) and shoot (b) growth of maize in three soils (Vertisol, Luvisol and
Andosol) with and without native AMF inoculum. All treatments had basic fertilization
differing only in phosphorus with (+P) and without (-P). Values represent treatment means
with standard error bars (n = 4). Treatments with different letters are significantly different
according to post hoc ANOVA test (LSD, p <0.05).
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Field populations of arbuscular mycorrhizal fungi regulate water stress

response in maize

Abstract

One of the principal effects of climate change is the modification of the rainfall regime and
the increase of more prolonged periods of drought. It is estimated that the loss of maize
yield can increase owing to drought. It has been proposed that AMF have the capacity to
reduce water stress conditions of different crop species, nevertheless, it is not well-known
which the maize genotype influences their mycorrhizal interactions under drought
conditions. To determine if the native populations of microorganisms can reduce the water
stress of three maize genotypes, an experiment was performed with three factors: F1: maize
genotypes (drought-sensitive hybrid and two landraces genotypes Mushito and Chalquefio);
F2: AMF inoculation (with and without inoculum); and F3: water stress (65 and 100% of
field capacity). The maize plants growth was for ten weeks in pots in greenhouse with
controlled temperature. The AMF inoculation reduced the oxidative damage estimated from
peroxides and oxidative damage to lipids in foliage and roots only in hybrid genotype, but
in both landraces higher oxidative damage. In addition, AMF induced metabolites of
protection such as glutathione (mmol g™) and proline (umol g™) in the hybrid genotypes on
water stress. With water stress, the mycorrhizal colonization was significantly higher in
Mushito but lower in hybrid, and without differences in Chalqueo. We conclude that the
native AMF have the ability to reduce water stress, but such beneficial effect depends on

maize genotype.
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Introduction

From the beginning of the 21st century, climate change has been the principal impact from
modern human activities, and it affects the distribution and availability of fresh water in the
world. The water available for agriculture has been reduced, while the population that
depends on agriculture has increased (Vorosmarty et al., 2000). In this sense, climate
change has put the food security of the population at risk through the changes in the water
available for agriculture either from irrigation or from temporary (Elliott et al., 2014,
Schmidhuber y Tubiello, 2007). In addition, many places of the world, maize is cultivated
only with available rainwater, consequently the plants frequently suffer water stress and
thus losses in the crop yield. It is estimated that because of climate change, the maize crop
could lose at least 10% of its yield at the global level, but at the local level it could cease
being a cultivable plant because of water limitation (Jones y Thornton, 2003; Murray-
Tortarolo et al., 2018).

Osmotic stress or water stress can be defined as an imbalance of water content in plants
tissues that can modify their optimal functions (Aroca et al., 2012). Water stress can be
induced by fluctuations in the relative humidity of the atmosphere or through the low
osmotic potential in soil (Morgan, 1984). Osmotic stress can activate response genes to
cause the synthesis of the molecules of protection, to modify physiological processes like
the stomatal closure and to induce changes in the plant growth (Urano et al., 2010). Water
stress in plants can cause oxidative damage in structural and metabolic components because
of the accumulation of free oxygen, superoxides, hydrogen peroxides and hydroxides
(Blokhina et al., 2003). The damage produced by the reactive oxygen species in plants
subjected to drought can be estimated as the content of 2-thiobarbituric acid (TBARS), and
hydrogen peroxide in both roots and foliage (Anjum et al., 2016).

It is well-known that the plants have the capacity to synthesize ions, antioxidants, proteins,
amino acids, sugars, polyols, polyamides and carotenoids, which confer protection to the
tissues, membranes and molecules against the effects of water stress (Bohnert y Jensen,
1996). Easily degraded sugars, such as sucrose or glucose, can offer available energy for
the synthesis of other more complex compounds like proline and antioxidants, which
require a lot of energy for their synthesis. The derivatives of photosynthesis can confer
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protection to plants when an event of osmotic stress may occur (Hare et al., 1998). Proline
is an amino acid commonly used as an indicator of the presence of water stress in plants,
thus acting as an osmotic regulator, among other functions (Ashraf y Foolad, 2007).
Antioxidant compounds play an important role in water stress alleviation. For instance,
glutathione a nonprotein tripeptide composed of three amino acids glutamate, cysteine and
glycine can act as an antioxidant that protect plants against the accumulation of reactive

oxygen species due to water stress (Mittler, 2002).

A biological mechanism of plants for avoiding the negative effects of abiotic stress is the
establishment of mycorrhizal symbiosis, which can be defined as the ecological interaction
between one or various species of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and the roots of the
plants. The AMF obtain from roots a niche and carbon source, while the plants are
rewarded by the nutrient facilitation from soil, water uptake, and the protection against
different types of biotic and abiotic stress (Smith y Smith, 2011). It has been proposed that
the effect of the AMF on their hosts can have a wide range of interactions that come from
mutualism to parasitism (Klironomos, 2003). In addition, the functional compatibility
between both symbionts, the environment and the genotype of the plants are the elements
that define the type of ecological interaction that AMF establish with their hosts (Johnson
et al., 2006, 2015). The AMF have the ability to stimulate physiological plant mechanisms
in response to osmotic stress through protection against oxidative damage, stimulation of
osmolytes synthesis, reduction of the osmotic power of the tissues, transportation of water
from the soil to the plants through their hyphae, regulation of the hydraulic properties of the
roots and the improvement of plant gas exchange (Ruiz-Lozano et al., 2012). It has been
reported that the AMF have the capacity to stimulate the synthesis of osmolytes, such as
proline, sugars, and antioxidants, to maintain the gas exchange in plants, and to promote the
activity of aquaporins in maize plants under water stress conditions (Armada et al., 2015;
Barzana et al., 2015; Quiroga et al., 2017).

Because of its economic, cultural and biological value, maize is the most important
cultivated plant around the world. Maize has multiple uses, among them the following
stand out: animal consumption as forage, human consumption in a direct way, or

transformed into flour or corn syrup as well as used for ethanol production (Ranum et al.,
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2014). The maize is a domesticated species that has a high genetic variation among its
native breeds. Only in México, one of the most accepted classifications of maize describes
59 different classified races based on biochemical markers and morphological attributes
(Sanchez et al., 2000). The native races of maize are the basis for the genetic material of the
modern varieties of maize and breeding. In addition, the native races of maize have been
diversified from populations that have received the genetic flow from improved genotypes
and are adapted to multiple local environmental conditions, such as the climate, the soil, the
altitude, and even farming management practices Thus, in the present work, we hypothesize
that the capacity of the native AMF for promoting physiological response mechanisms that

lessen water stress is independent of the maize genotype.

Materials and methods
Experimental design

A factorial design with three factors was established: (1) Maize genotype (two landraces
and one hybrid). (2) Community of native AMF and without native AMF (with only a
filtering of microorganisms from the native inoculum applied). (3) Irrigation (100 and 65%
of field capacity (CC)). In total, there were 12 treatments, six repetitions and 72

experimental units.
Biological materials

The sampling of rhizosphere soil of maize to propagate inoculum was performed in
November 2013 in the senescence plants growth stage in a field with rainfed in Napizaro,
Michoacan (19°41'9.43"N, 101°14'18.34"W). The rhizosphere soil was classified as :
Fragic Luvisol (Clayic, Cutanic, Profundic). A representative sample was taken of maize
rhizosphere soil through five subsamples (one in each corner of the plot (four) and one in
the center of the plot). From each of the five sampling points complete 30 x 30 x 30 cm
blocks of soil were excavated with the plant stem as the centre. The samples was marcked
and transferred to laboratory for processing and analyses. Each sample was sifted for

remove large organic matter and macro fauna, thereafter, all samples of maize rhizosphere
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was homogeneously mixed.

Soil used for propagating the microbial inoculum was collected from the experimental field
station of the Chapingo Autonomous University, Campus Morelia, Michoacan, Mexico (19
°41'9.43"N, 101 °14'18.34"W). Soil texture was clayish (53.2% clay, 27.3% silt and 19.5%
sand) and contained 2.7% organic matter, 23.2 mg kg-1 inorganic nitrogen, 5.8 mg kg-1
available phosphorus (Olsen P) and pH (H20) was 7.3. Soil was mixed with quartz sand
(1:1, w:w) and disinfected in an autoclave (1 h, 120 °C).

Inoculum with whole communities of rhizosphere microorganisms was propagated using
maize (Zea mays L, DK2041) as trap plants grown under greenhouse conditions. Maize
seeds were sown in 3 L pots with 3 kg sterile soil:sand substrate (1:1, w/w) inoculated with
maize field rhizosphere soil (10%) and without inoculation for the control treatment. Prior
sowing all basic fertilizers excepting P, were applied in the following (mg kg™): K,SO4
(105), CaCl; (105), CuSO, = 5H,0 (2.94), ZnSQO,4 = 7TH,O (7.56), MnSO,4 - H,O (14.7),
COSO, * 7TH20 (0.55), MgSO, = 7H,0 (63), and Na2MoO; - 7H,0 (0.25). P fertilization
was omitted in order to promote formation of the maize mycorrhiza assocation. N was
applied as NH4NO3 corresponding to 50 mg N every second week starting two weeks after
sowing and ending one week before harvesting resulting in a total of 200 mg N applied.
Greenhouse temperature was approximately 15 °C at night and 25-30 °C during daytime.
Plants were watered by weight on a daily basis to maintain 70% of the water holding
capacity. Fifteen weeks after sowing when maize plants had reached the flowering stage
plants and soil were left to dry for two weeks in the greenhouse. Roots were extracted from
the dry soil, cut into 5-10mm pieces and mixed carefully into the soil. This mix of substrate
with root segments was used as inoculum of whole rhizosphere microbial communities.
The AMF species in the inoculum were identified with spore morphology (Alvarado-

Herrejon et al., 2018) (Supplementary Table 1).

Two maize landraces were collected from San Pablo Ixayoc, Estado de México
(19°28'15.7"N 98°47'35.0"W) and the Napizaro community of Michoacan (19°36°04.0”’N
101°41°56.2°W) both located in Mexico. In addition, the drought-sensitive hybrid maize
FAO 500 (PR34B39) from the DuPont Pioneer seed company was used.
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Growth conditions of the plants

The plants grew in pots with 800 g of substrate. The substrate was a mixture of soil: sand in
a 1:1 (v/v) ratio. The soil was steam-disinfested at 90 °C for 1 h for three consecutive days,
while the sand was autoclaved twice for a period of 20 min at 120°C. Loamy soil was used
with a percentage of sand, silt and clay of 38.30, 47.05 and 14.64, respectively. This soil
had a percentage of organic matter = 0.83%, pH=8.5(1/2.5), total nitrogen, phosphorus and
potassium available of 93, 10 and 110 ppm, respectively.

The plants had a ten-week growth period in a controlled greenhouse of the Experimental
Station of Zaidin CSIC, Granada, Spain. For the first six weeks of growth the irrigation was
the same for all treatments. From the sixth to the ninth week, all the plants were irrigated in
the mornings according to the irrigation treatments (65 and 100 % of field capacity). The
plants grew under a day/night cycle of 16/8 h, 21/15 °C with 50% of relative humidity.
From the fourth week, all plants were fertilized (weekly 10 mL) with a dosage reduced to
50% of phosphorus from the Hewitt formula (Hewitt, 1966).

Measured variables
Photosynthetic efficiency (Fv /Fm) and stomatal conductance (Qx)

The photosynthetic efficiency (Fv /Fm) was measuring by instrument FluorPen FP100
(Photon Systems Instruments, Brno, Czech Republic) was used, which permits a non-
invasive estimation of the plant's photosynthetic through the fluorescence of chlorophyll a.
The FluorPen quantifies the quantum performance of the photosystem 1l as the relationship
between the real fluorescence performance in the state adapted to the light (Fv) and the
maximum performance of fluorescence in the state adapted to the light (Fm) (Oxborough y
Baker, 1997). To estimate the stomatal conductance, a porometer system (Porometer AP4,

Delta-T Devices Ltd., Cambridge, UK) was used based on the manufacturer instructions.

To estimate the stomatal conductance and photosynthetic efficiency, half of the largest and
healthiest leaf of each experimental unit was selected. Measurements were approximately

taken at 10 a.m. (CEST- Central European Summer Time) on days with clear skies.

62



Biomass production

Only the fresh biomass of the roots, foliage and total plant was quantified since the rest of
the vegetal material was used for estimating the physiological responses to water stress.
The weights were taken with an Ohaus balance. Both roots and foliage was conserved at -

20 ° Celsius until processing for the determination of physiological variables.
Oxidative damage in roots and foliage

To identify the oxidative damage in roots and foliage, the oxidative damage to the lipids
(MDA in pmol g™ DW) and the hydrogen peroxide content (H,0; in pmol g DW) were
estimated. To estimate the content of lipid peroxides, 0.5 g of foliage and roots frozen with
liquid nitrogen and 5 ml de trichloroacetic acid (TCA) at 5% were ground. The mixture was
centrifuged 12.290 g for 10 min. The chromogen was formed by mixing 0,5 ml supernatant
at 0,5% (w/v) (TBA) and by incubating the mixture at 95°C for 30 min (Minotti y Aust,
1987). After cooling at room temperature, the absorbance was measured at 532 nm. The
lipid peroxidation was estimated as the content of reactive substances to 2-thiobarbituric
(TBARS) acid and expressed as the equivalents of malondialdehyde (MDA) according to
Halliwell and Gutteridge (1985). The calibration curve was performed using MDA in the
interval of 0.1-100 umol. The blank for all the samples was prepared by replacing the

sample with half the extraction.

The hydrogen peroxide content in foliage and roots was estimated through the method
described by (Aroca et al., 2003). The following was pulverized in a mortar and mixed: 0.5
g of fresh weight of foliage and roots frozen with liquid nitrogen with 5 ml of TCA at 5%
(w/v), 0.01 g of activated carbon and polyvinylpolypyrrolidone at 1% (w/v) (PVPP). The
homogenate was centrifuged at 3070 g for 10 min. The supernatant was filtered through a
Millipore filter (0.22 mm). Furthermore, 1 ml of 100 mM of buffer solution of potassium
phosphate (pH 8.4) and 1 ml of colorimetric reagent at 100 ul of the supernatant were
added. The colorimetric reagent was made by mixing 1:1 (v / v) 0.6 mM of potassium
titanium oxylate and 0.6 mM 4-2 (2-Pyridylazo) resorcinol (disodium salt). The samples

were incubated at 45°C forl h and the absorbance was at 508 nm. The calibration curve was
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performed by using H,O, in the interval of 50-1000 pumol. The blank was made by
substituting the plant extract for 5% TCA.

Proline and glutathione content

The proline was extracted with a buffer solution of phosphate 100 mM (pH 7.8) from 0.5 ¢
of foliage and roots frozen in liquid nitrogen. The proline was ascertained by
spectrophotometric analysis at 520 nm using the ninhydrin reaction according to Bates et
al. (1973).

To estimate the glutathione content in the roots and foliage, the method described by Smith
(1985) was followed. A sample of 0.5 g homogenized and random from each treatment was
ground in a mortar cooled with liquid nitrogen. To the extract, a aliquot of 5 ml of
sulfosalicylic acid at 5% (p/v) was added, and the mix was filtered and centrifuged at
10.000 rpm for 10 min. The supernatant was removed and mixed with 1.5 ml of buffer
solution of K-phosphate 0.5 M (pH 7.5). The means of standard incubation was a mixture
of the following: 0.5 ml of buffer of sodium phosphate 0.1 M (pH 7.5) with 5 mM EDTA,
0.2 ml 6 mM 5, 5°-dithiobis - (2-nitrobenzoic acid), 0.1 mL NADPH 2 mM and 0,1 mL (1
unit) of glutathione reductase. The reaction started through the addition of 0.1 ml of
standard of glutathione or of extract. The absorbance measured at 412 nm and was

expressed in nmol glutathione g™.
Estimation of the percentage of mycorrhizal colonization

The percentage of mycorrhizal colonization in roots was estimated in 2 g of fresh roots
collected at random from each treatment. The roots were stained with the Phillips and
Hayman method (1970), and the colonization was estimated with the technique described
by Giovannetti and Mosse (1980).

Statistical analysis

For all the variables, the normality of the data was checked through a test of homogeneity
and variances of Bartlett. A three-way ANOVA analysis was performed for all the response

variables. Only for mycorrhizal colonization was a two-way. The differences between
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treatments were determined by a LSD test. Both the ANOVA and the LSD were analyzed
with a p<0.05. The analyses were performed with Statgraphics Centurion XV.II. and the
graphics were prepared with GraphPad Prism 5.

Results

The analysis of variance showed that the photosynthetic efficiency (Fv/Fm) varied
significantly as a result of the double interactions of the cultivar-irrigation and cultivar-
AMF factors. The stomatal conductance and the fresh weight of the foliage had significant
effects by the interaction of the three factors (cultivar-irrigation-AMF). Finally, the fresh
weight of the roots and the total dry weight varied significantly due to the interactions of
cultivar—AMF and irrigation-AMF (Table 1).

Stomal conductance and photosynthesis

All the treatments irrigated at 100% of CC had a higher stomatal conductance than those
treatments at 60 %. The native AMF only stimulated the stomatal conductance when
inoculated in the Napizaro maize genotype, under irrigation conditions of 65 % of CC. In
addition, this maize genotype also obtained the highest stomatal conductance when
irrigated with 100%. The Mushito and hybrid genotypes inoculated with native AMF
showered greater photosynthetic efficiency that Chalquefio, however, the Napizaro
genotype had higher photosynthetic efficiency than the hybrid maize genotype with or
without AMF (Figure 1a). For uninoculated plants, the hybrid genotype had significantly
less photosynthetic efficiency (Figure 1b).Under 100%, all maize genotypes had similar
photosynthetic efficiency. Moreover, the hybrid genotype was the most sensitive when
grown under limited irrigation; however, irrigation had no effect on the reflectance of the
Napizaro genotype (Figure 1c).

Plant growth responses

No plant growth pattern of the plant foliage was observed. However, the hybrid genotype
plants grew less than the remaining maize genotypes in both irrigation conditions. Mushito
and Chalquefio irrigated with 65 % CC showed similar biomass production, but the hybrid

showed a growth stimulation when inoculated with AMF. When the plants were irrigated at
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100 % CC, the accumulation of aerial biomass of the hybrid genotype and the Chalquefio
genotype was favored by the inoculation of AMF, while the Mushito genotype had reduced
growth (Figure a). The growth of the roots and the total plant biomass were similar in most
treatments, but AMF inoculation only promoted root biomass of the hybrid genotype
(Figure 2 b-c). Finally, all treatments showed increased foliage development compared to
that achieved for roots. Furthermore, regardless AMF inoculation, significant differences
were found between plants irrigated with 65% CC, though AMF plants had more foliage

than roots (Figure 2 c).
Physiology as response to water stress

The analysis of variance did not show a general pattern for the effect of the factors
(genotype, irrigation or AMF) on the physiological response of maize. The triple interaction
significantly influenced the peroxide content in shoots and roots. The triple interaction also
affected the glutathione contained in the roots, while in leaves it afftected the oxidative
damage to lipids and the proline content. The interaction AMF and maize genotype
modified the proline content and oxidative damage to the lipids in roots and leaves,
respectively (Table 2). The proline content in roots was also affected by the interaction
between the cultivar and irrigation factors. Finally, the oxidative damage to lipids in the
roots and the glutathione content in the foliage had a significant effect as a result of the
independent factor of Irrigation or AMF inoculation (Table 2).

Oxidative damage to MDA lipids

The MDA content in the foliage was statistically similar in all the treatments irrigated at
65% of the CC. We observed that in the treatments irrigated at 100% of the CC, only the
Texcoco maize registered a reduction of MDA in the foliage of the plants inoculum ted
with AMF (Figure 3a). The MDA content in the roots was significantly higher in the plants
irrigated at 100 % of the CC (Figure 3b), and the plants inoculum ted with AMF had
significantly less MDA than the plants without inoculum (Figure 3c).

Glutathione
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The glutathione content in the foliage was statistically when the treatments were irrigated at
100% of the CC (Figure 4a);however, the AMF promoted a greater concentration of
glutathione in the foliage of the plants without the inoculum (Figure 4b). The three
genotypes irrigated at 100% of the CC with and without native microorganisms statistically
had the same quantity of glutathione in the roots in the presence or absence of AMF (Figure
4c¢). When the watering was limited, the AMF promoted a reduced synthesis of glutathione
in the roots of the hybrid maize, while in the Napizaro maize they stimulated a greater
accumulation of those carbohydrates. The glutathione in the roots of the Texcoco maize
showed no significant differences before the inoculation AMF between both levels of

irrigation (Figure 4c)
Proline

The inoculation of native AMF had no effect on the proline content in the foliage of any
maize genotype under irrigation conditions of 100% of the CC. In general, the limitation of
watering stimulated increased proline content in the foliage of the three maize genotypes.
The hybrid maize reduced the synthesis of proline in the presence of AMF, while the
proline content in the plant's foliage of the Napizaro genotype was disadvantaged by the
presence of AMF. For their part, the presence or absence of AMF did not modify the
proline content of the foliage of the Texcoco maize (Figure 5a). When the irrigation was
limited, all genotypes had a higher proline content than when there was no watering
limitation, but the hybrid maize statistically had the greatest proline accumulation in
response to the watering limitation. The two native genotypes had similar proline contents.
Finally, the proline content in the roots of the three genotypes irrigated at 100% of the CC
was statistically similar (Figure 5b). Only the Napizaro genotype inoculum ted with native

AMF obtained a greater synthesis of proline (Figure 5c)
Peroxides

Plants irrigated with 100 % CC had a similar production of hydrogen peroxide (H»Oy) in
foliage. AMF reduced the content of hydrogen peroxide in the hybrid genotype under
limited irrigation; nevertheless, for Mushito and Chalquefio, the AMF inoculation increased

the leaves oxidation (Figure 6a). In roots, a similar response was observed, where the AMF
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inoculation lessened water stress in the hybrid genotype, while in the native of Napizaro the

content of hydrogen peroxide in the roots was increased (Figure 6 b).
Mycorrhizal colonization

The AMF colonization increased in plants of the Mushito genotype grown under watering
limitation; furthermore, this maize genotype showed the lowest colonization when plants
were irrigated at 100% CC. For Chalquefio and hybrid maize genotypes, the AMF
colonization did not vary between both irrigation treatments (Figure 7).

Discussion

The native AMF promoted physiological responses for lessening the effect of water deficit
in the roots and foliage of maize plants. Results also showed that this contribution of AMF
can vary between maize genotypes; in this sense, the hybrid genotype was more dependent
on the mycorrhizal association than those criollo genotypes. Thus, the tested hypothesis is
partially rejected since the physiological plant responses to water stress induced by AMF

depend on the maize genotypes.

Soil fertility and water availability are the two most limiting environmental elements for the
growth of cultivated and natural plants. The mycorrhizal symbiosis can be a strategy that
allows reducing abiotic stress in plants (Smith and Smith, 2011). The present work provides
more scientific evidence about the ability of native AMF for promoting plant physiological
responses, such as the synthesis of metabolites, for reducing the negative impacts of
drought in maize plants (Aroca et al., 2012). Nevertheless, it is recognized that the
mycorrhizal establishment, compatibility and ecological interactions of AMF with plants

are modified due to drought conditions (Johnson and Graham, 2013).

The present results partially concur with Armada et al. (2015) who reported that a
consortium of native AMF reduce physiological and molecular indicators of maize plants
under osmotic stress induced by drought as observed for the content of osmoprotectants in
the hybrid genotype, but in general, the AMF inoculation stimulated the accumulation of
osmotic stress indicators in the native maize genotypes. In this respect, some studies

indicate the presence of a functional compatibility between maize genotypes and AMF that
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determines the outcome of ecological interactions in both symbionts (Gavito and Varela,
1995; Klironomos, 2003; Johnson and Graham, 2013); thus, the mycorrhizal symbiosis is a
continuum from mutualism to parasitism (Klironomos, 2003). Therefore, the growth and
tolerance of water stress depends on the maize genotype, and moreover, on the
compatibility between AMF and plats host and environmental stimuli (Kogel et al., 2006;
Johnson and Graham, 2013).

It is important to consider that the microbial inoculum used in the present study, besides
including AMF, also comprised other rhizosphere microorganisms. It is well-known that
multiple plant-soil-microorganism interactions occur in the rhizosphere which modify the
plant-AMF symbiosis (Lynch and de Leij, 2012). In addition, it has been proposed that
AMF functionality depends on the presence of rhizobacteria (Frey-Klett et al., 2007).
Armada et al. (2015) reported that the co-inoculation of native AMF with Bacillus
thuringiensis had greater reduction of water stress symptoms when compared to the single
inoculation. Conversely, the yeast inoculation may improve the P-uptake facilitated by the
mycorrhizal mycelium in maice plants (Sarabia et al., 2017).

Other mechanism by reduce water stress in plants under is increase the root volume of the
maize plants in order to extend the area of nutrient and water absorption (Calderén-
Vazquez et al., 2009). Results showed that irrigation by itself did not stimulate the root
volume, but the absence of AMF in the hybrid maize caused significant reduction of the
root biomass. It is known that AMF stimulate changes in the root architecture under
drought conditions; it is then probable that even though the plants developed the same root
volume, the hybrid maize inoculum ted with AMF developed finer roots that permitted
them to increase the surface of absorption of water through apoplastic or symplastic
pathways (Aroca et al., 2012).

Photosynthetic efficiency and stomatal conductance are two physiological processes that
directly influence the growth and development of mycorrhizal plants under water stress
(Augé et al., 2014; Min et al., 2016). Only the genotype of Mushito showed an increase of
stomatal conductance under conditions of water stress. In addition, water deficit had
negative effects on the photosynthetic efficiency of the two native genotypes, but not bay
hybrid. This indicated that the effect of AMF was influenced by the mycorrhizal
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compatibility with maize genotype, by which the hybrid genotype showed high mycorrhizal
dependence for alleviating the osmotic stress, as discussed by Feddermann et al. (2010).

Studies have shown that maize plants synthesize metabolites such as sugars, antioxidants or
amino acids to reduce the effects of water stress. In addition, different AMF species may
also reduce the effect of drought in maize plants ( Ruiz-Lozano, 2003; Armada et al., 2015;
Bérzana et al., 2015; Quiroga et al., 2017). Results showed that the synthesis of hydrogen
peroxide, MDA, glutathione and proline as water stress indicators vary not only on the
AMF presence but between the osmolite studied and the analyzed foliage or roots. Thus,
physiological responses of the maize plants depended not only on regimes of water
limitation, but also on the double or triple interaction with the maize genotype and AMF

inoculation.

The oxidative damage provoked by drought may be estimated by measuring the MDA and
the hydrogen peroxide contents in plant tissues (Bienert et al., 2006; Anjum et al., 2016). In
addition, the oxidative damage is a physiological factor that limits the growth and
metabolic functions of plants; for example, it is known that the oxygen peroxides may
oxidize photosynthetic systems, denature proteins and damage cell walls (Blokhina et al.,
2003). Results showed that the MDA content in roots increased with limited irrigation, but
the AMF protected the roots specifically of the hybrid genotype. On the contrary, the two
native maize genotypes inoculated with AMF and grown under drought conditions revealed
the highest levels of oxidative damage. In contrast, it has been proposed that AMF has the
capacity to reduce oxidative damage in maize plant tissues (Armada et al., 2015; Quiroga et
al., 2017). This discrepancy could be attributed to the fact that sensitive maize genotypes
have greater dependence on AMF for regulating their physiological functions under water
stress, while the native genotypes (criollos) could follow different response mechanisms
like the synthesis of aquaporins that facilitate the solute and water transport in plant tissues
(Chaumont et al., 2001). In this regard, aquaporin genes are activated under water stress
conditions, but not all the genes are present in all races of maize and nor activated under
water stress (Armada et al., 2015; Barzana et al., 2015; Quiroga et al., 2017). This indicates

that different maize genotypes can follow strategies for the alleviation of drought stress.
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The environment and the plant genotype are elements that define the function of
mycorrhizal symbiosis (Johnson and Graham, 2013; Klironomos, 2003). Both native maize
genotypes showed increased proline and glutathione content in foliage and roots in the
presence of AMF under limited irrigation conditions, but the mycorrhizal symbiosis
reduced these contents for hybrid genotype under water stress. The former partially agrees
with Quiroga et al. (2017), who reported that a drought-sensitive genotype of maize
obtained greater benefits from mycorrhizal symbiosis than the tolerant variety. Similarly,
Armada et al. (2015) reported that native AMF reduced the proline and glutathione content,
and concluded that mycorrhizal maize plants suffered less water stress when grown in
association with native AMF. This suggests that hybrid genotypes are more dependent on
the AMF association than native genotypes as a functional strategy of osmotic adjustment

in the presence of drought.

It has been proposed that AMF can play an important role in the development of systems of
sustainable agricultural production (Gianinazzi etal., 2010; Gryndler etal., 2006). In
addition, the present results show the importance of understanding not only at the
microorganism-plant interaction level, but also at the community of rhizosphere
microorganisms-maize genotype level (Larsen et al., 2015). It is known that hybrid
genotypes sustain greater mycorrhizal colonization than native maize genotypes. Thus, the
maize genotype and its origin are two of the elements that have great relevance in terms of
mycorrhizal symbiosis establishment (An et al., 2010). Nevertheless, the mycorrhizal
colonization showed differences between genotype and irrigation factors. In this way, the
hybrid genotype had reduced AMF colonization as the stress alleviation increases; in
contrast, the genotype from Napizaro showed an opposite pattern. This allows us to
suppose that in addition to the influence of the maize genotype drought could be modifying
element of the mycorrhizal interactions, and it is probable that the symbiosis is done more

efficiently under stress conditions in hybrid genotypes.

It is important to consider that the agricultural soils contain native populations of AMF and
other microoganisms, which can establish interactions between each other and develop
individual emergent properties of each level of ecological organization (Johnson et al.,

2006). The AMF species can differ in their effect at the level enter as interespecific;
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furthermore, an AMF community with low taxonomic diversity does not imply that it has a
low functional diversity (Munkvold et al., 2004). The former permits us to assume that a
strategy that permits maintaining the performance of the crops under drought conditions is
the development of strains that establish crop yield under drought condition. It is the
development of strains that establish predominantly positive associations with maize to
confront adverse environmental conditions (Chu et al., 2013). The native genotypes could
be more vulnerable to drought conditions in the crop fields than the hybrid genotypes, in as

much as the AMF interactions tend to establish parasitic relationships (Klironomos, 2003).

In conclusion, the AMF reduced the physiological responses of the hybrid maize genotype
under drought conditions to keep similar response to well irrigated plants. Conversely,
AMF inoculation resulted in increased production of osmoprotectant compounds in the two

native maize genotypes.
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Table 1 ANOVA analysis for vegetable growth and photosynthesis variables of three maize races inoculum ted
p <0.05. Variables of

with native AMF and irrigated at 56 and 100% of CC estimated from n

photosynthesis were estimates before harvest

=6 *

Factor Shoot fresh  Rootfresh 1O e Phoiosyminetic Stomatal - iastion
A: Race * 0.2342 * * * 0.0914
B: Irrigation * * * * * 0.2693
C: AMF * 0.5031 * * * -
Interactions

AXB * 0.9987 0.6581 * 0.5872 *
AXxC * * 0.294 * 0.189 ==
BxC 0.6319 0.661 * 0.4015 0.1388 -
AxBxC * 0.3885 0.093 0.1748 * -

Table 2 ANOVA of physiological responses variables to irrigation limitation of three maize races inoculum ted
with native AMF and irrigated at 56 and 100% of CC estimated from n = 6. * p <0.05. Lipid peroxidation
expressed as MDA (malondialdehyde) and peroxides. Metabolites of response to drought stress proline and

glutathione
Shoot Root

MDA  Peroxides Glutathione Proline MDA  Peroxides Glutathione Proline
A Race * * * * * * * *
B: Irrigation 0.498 * * 0.7854 * 0.7482 0.0716 0.0981
C: AMF 0.1776 * 0.5754 * 0.6133 * * 0.0606
Interactions
AB 0.7855  0.1966 0.8511 0.0769 0.7065 * 0.4053 *
AC 0.5748 * 0.1359 0.2615 0.6032 * 0.9233 *
BC * * 0.2795 * 0.1243 * 0.0515 0.7321
ABC * * 0.4148 * 0.1955 * * 0.3312
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Figure 1. Effect of irrigation and inoculation of AMF on the stomatal conductance of three maize races (a); the
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77



20+

3 100% CC a)
@ Em 65% CC 3
_-'g) 15+
‘O b cd
s
= 104 - ed bcd b-ecde b-e
g ed
= ef f
g °
i e
)
0
. Hyb Mus Cha . Hyb Mus Cha .
Without AMF a AMF '
1 .
0 3 Wihtout AMF b)
= Em AMF
D 8-
E a
D 6
s 6-
= b
B
o 4
[
°
o 2-
4
0
Hybrid Mushito Chalequerio
S 2571 3 100% cC c)
~ Hl 65% CC a
£ 20-
[=) ab
(0]
= 454 ab
Al e
(0]
o
*= 104
C
@©
2 g
8
(@]
= g

Hybrid Mushito Chalequefio

Figure 2 Plant growth variables of two genotypes of native and hybrid maize inoculum ted with native AMF
and irrigated at 65 and 100% of the field capacity of the soil. a) shoot fresh weight b) root fresh weight c) total
plant fresh weight. All of them show the estimated mean from n = 6 and an LDS test with p <0.05.

78



6009 = 100% cC
mm 65% CC
£ 400- o0

cd
cd cd cd

£ 200

H,0O, shoot fresh weight
mol g

0-

Hyb Mus Chal Hyb Mus Chal

Without AMF : AVF

6009 = 100% cC
mm 65% CC

H,0, root fresh weight

Hyb Mus Chal Hyb Mus Chal

Without AMF AMF
. 313 without AMF c)
| Em AVF
% a a a
Q ab ab
2 = 2 bc bec b e
8 . c bc be
%D c
% 3
g =
K=
<
a
=
0-
Hyb Mus Cha Hyb Mus Cha
L ] L ]
LI |
100% CC 65% CC
- 8 d - 8
g’ a 8 a ®
S_6 L b 5§ 6 — b
= o
iz T :T =
£ g4 [ _84
g3 g3
&2 £ 2
g <
(=)
= ; 7 = 0
100 % CC 65 % CC Wihtout AMF  AMF
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Figure 4 Metabolites of drought stress response estimated as glutathione content (mmol g-1) in the shoot (a and
b) and roots (c); and proline in shoot (d) and roots (e, f) of three genotypes of maize (Hib = hybrid, Mus =
Mushito, Cha = Chalquefio) inoculum ted with native AMF and irrigated at 65 and 100% field capacity. All the
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estimated from n = 3 and analyzed with an LSD test with p <0.05.
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Importancia de los HMA nativos de un Vertisol en la produccién y calidad del grano
de tres genotipos de maiz

Resumen

La simbiosis micorricica arbuscular ha sido descrita como una asociacién mutualista entre
las raices de las plantas y los hongos micorricicos arbusculares (HMA). El efecto de la
simbiosis micorricica ha sido ampliamente estudiada bajo condiciones de invernadero, pero
no existen estudios de la relacion entre HMA nativos y el crecimiento y calidad de la
semilla de maiz bajo condiciones de campo. Se llevé a cabo un experimento en condiciones
de campo con tres factores: F1: tres genotipos de maiz: Ancho (nativo), H440 y Antilope
(hibridos); factor 2: Férmula de fertilizacién agrondmica: control, NK (100-00-40) y
NPK(100-60-40); y F3: HMA (con y sin aplicacién de Benomyl). El experimento fue
establecido en condiciones de temporal (junio-noviembre) en una parcela agricola con un
Vertisol y para controlar las poblaciones nativas de HMA se aplico el fungicida Benomyl.
Se estimaron pesos del follaje en tres etapas de crecimiento (V6, floracidn y senescencia) y
la calidad de la semilla del maiz en términos de grasas, proteinas, fibras y carbohidratos. El
porcentaje de colonizacion micorricica disminuyd por efecto de Benomyl para las etapas
V6 y floracion de crecimiento. El efecto de la aplicacion de Benomyl y la fertilizacion
mineral en el crecimiento de las plantas varidé con respecto a la etapa de desarrollo y al
genotipo de maiz. La aplicacion de Benomyl en los tratamientos fertilizados con NK
promovid y redujo el crecimiento de los maices Antilope y H440 respectivamente. La
aplicacion de Benomyl en ausencia de fertilizacion redujo el peso de las semillas de los tres
genotipos de maiz. La aplicacion de benomyl en ausencia de fertilizacion redujo el peso de
las semillas de los tres genotipos de maiz, y redujo el contenido de grasas en el genotipo
H440. Todos los genotipos de maiz mostraron menor contenido de proteinas cuando no se
fertilizo. EI benomyl incremento y redujo la concentracion de fibra en el genotipo Ancho y
ambos hibridos respectivamente. EI genotipo ancho acumul6 mayor cantidad de
carbohidratos que los genotipos hibridos. En conclusién, los HMA nativos de un suelo
Vertisol pueden incrementar el rendimiento y calidad del grano de maiz, pero esta depende

del genotipo de maiz, asi mismo, la calidad de la semilla en términos de fibra es mayor para
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los genotipos hibridos, mientras que el genotipo nativo tiene una mayor concentracion de

carbohidratos.

Palabras clave. Genotipos de maiz, Benomyl, calidad de la semilla.

Introduccion

La simbiosis micorricica tradicionalmente se ha definido como la asociacion entre los
hongos micorricicos arbusculares (HMA) y las raices de las plantas, en la cual ambos
simbiontes tienen un beneficio mutuo. Los HMA son simbiontes obligados que adquieren
de sus hospederos un nicho y una fuente de carbohidratos, mientras que las plantas obtienen
nutrientes de los HMA, especialmente fosforo (Smith and Smith, 2011). Sin embargo, se ha
puesto en evidencia que la simbiosis micorricica es una interaccion que puede establecerse
en un continuo de interacciones ecoldgicas desde el mutualismo al parasitismo
(Klironomos, 2003). En este sentido, el tipo de interaccion que los HMA establecen con sus
hospederos depende de la compatibilidad planta-microorganismo, de las condiciones
especificas del ambiente y de la capacidad intrinseca de los HMA para colonizar las raices
y realizar desarrollar sus actividades funcionales en el suelo (Johnson and Graham, 2013).
Asi, el tipo de suelo y la disponibilidad de nutrientes pueden regular o modificar la
interaccién de los HMA con sus hospederos (Johnson et al., 2010). En este sentido, uno de
los principales mecanismos que regulan la colonizacién micorricica y su funcion, es la
disponibilidad de fosforo en el suelo, donde a mayor disponibilidad de este elemento,
menor colonizacion micorricica (Treseder and Allen, 2002).

Por otro lado, se ha propuesto que existen mecanismos ambientales, como el tipo de suelo y
la disponibilidad de nutrimentos , que pueden regular o modificar la interaccién de los
AMF con sus hospederos (Johnson et al., 2010). En este sentido, uno de los principales
mecanismos que regulan la colonizacion micorricica y su funcion, es la disponibilidad de
fosforo en el suelo; de este modo, a mayor fosforo disponible menor colonizacion (Treseder
y Allen, 2002).
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The World Reference Base for Soil Resources (WRB) reconoce 32 grupos de suelo
alrededor del mundo, y describe a los vertisoles como un suelos con buena fertilidad debido
a su alto contenido de materia orgéanica, aunque su alto porcentaje de arcillas puede
dificultar la infiltracion del agua y ocluir nutrientes como el fosforo (IUSS Working Group
WRB, 2014). Por otro lado, los HMA inoculados en un suelo vertisol incrementaron la
cantidad de agregados del suelo, los cuales dan estructura al suelo y son reservorios de
nutrientes y agua (Bearden and Petersen, 2000). Lo anterior que permite suponer que la
simbiosis micorricica también puede jugar un papel importante en la productividad de maiz
bajo condiciones de campo. Sin embargo, la mayoria de la informacién cientifica
disponible se ha realizado en condiciones de invernadero o cAmaras de crecimiento, donde
generalmente se minimizan las presiones bidticas y abidticas sobre la funcionalidad de los
HMA. Entonces, la experimentacién en campo que valide la funcién de la simbiosis
micorricica bajo condiciones donde se produce el maiz, permitira una valoracion mas
certera y desarrollar précticas de manejo para hacer mas eficientes los agroecosistemas
(Ryan and Graham, 2018).

Por su importancia cultural, su econdmica y la superficie de siembra, el maiz es uno de los
cultivos mas importantes del mundo. Existe una gran diversidad de cultivares que estan
adaptados a condiciones especificas de suelo, clima, tecnologia y sistemas de produccién
(Ranum et al., 2014). México es el cuarto pais productor de maiz en el mundo y cuenta con
59 razas de maiz clasificadas con base en atributos morfoldgicos e isoenziméticos (Sanchez
et al., 2000). Ahora bien, existen reportes, en su mayoria con experimentos en invernadero,
que han obtenido resultados contrastantes del efecto de la simbiosis micorricica en el
crecimiento de diferentes genotipos de maiz. Por ejemplo, se ha propuesto que el
mejoramiento del maiz no tienen efecto sobre la colonizacion de HMA; sin embargo, si
existe una variacion entre genotipos y el tiempo de cultivo del maiz hibrido (An et al.,
2010). Ademas, la respuesta de maices nativos (criollos) a la inoculacion de HMA nativos
fue similar al efecto de la cepas puras bajo condiciones de invernadero (Gavito and Varela,
1995). En ambas investigaciones no se evalué la inoculacion de los HMA en condiciones
de campo ni en la calidad de la semilla. Por tanto, evaluo la hipotesis de que los HMA
nativos de un suelo vertisol mejoraran el crecimiento y el rendimiento en términos de la

calidad del grano de tres diferentes genotipos de maiz.
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Meétodos
Descripcion del sitio

La parcela agricola se localiza dentro de la cuenca del Lago de Cuitzeo, en la comunidad
del Calvario, en el municipio de Alvaro Obregon, Michoacan, México (19°48'06.2"N,
101°03'28.5"W) a una altura de 1945 m. El clima es templado con lluvias en verano
(Bravo-Espinosa et al., 2012). Con base en la descripcion del perfil edafoldgico, el suelo
como un Vertisol (IUSS Working Group WRB, 2014). Las propiedades de fertilidad del
suelo se analizaron en el Laboratorio de Fertilidad de Suelos del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias. Se analiz6 el contenido de materia
orgénica (1.9%) pH (8.05), N-inorgéanico (39.5 ppm), P-Olsen (25.56 ppm) potasio
(671.456 ppm), Ca (5,692.85), Mg (1,383.22), Na (887.58) y la capacidad de campo de
560.79 L m™. La parcela tiene al menos 15 afios de produccién continua de maiz de

temporal.
Disefio experimental

Se desarrollé un disefio factorial con tres factores. El factor 1: genotipos de maiz (H440,
Antilope y Ancho), factor 2: HMA (con y sin aplicacion de Benomyl), factor 3:
fertilizacion mineral [Control, NK (100-00-40) y NPK (100-60-40)]. En total se tuvieron 18
tratamientos con 4 repeticiones y 72 unidades experimentales. Cada unidad experimental
tuvo 5 metros de largo con 4 surcos con una distancia de 0.8 m entre surcos. Las semillas se
sembraron a una distancia de 0.2 m entre plantas. Solo en las plantas de los surcos centrales
se realizaron los muestreos para los andlisis, ademas, todas las plantas seleccionadas
tuvieron competencia completa con las plantas aledafias. Los surcos laterales de cada
unidad experimental sirvieron para amortiguar el efecto de borde entre unidades
experimentales, pero todos los surcos de cada unidad experimental fueron manejados de

acuerdo con el tratamiento correspondiente.

Manejo agronomico del cultivo
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El experimento fue desarrollado en un sistema de cultivo de temporal (irrigado solo con
agua de lluvia). El experimento se establecio el 4 de mayo del 2016 y la cosecha de maiz
fue el 16 de diciembre del 2016. Se realizd un manejo integrado de plagas y arvenses
compuesto por control manual y mecénico, asi como un control quimico (DENIM® 19 CE
Benzoato de 4 “-epi-metilamino-4“-deoxiavermectina B1, Bla y B1b) en una dosis de 1
L/ha aplicado al follaje para el control de Spodoptera frugiperda e insectos de la familia
Pyrgomorphidae en la etapa de crecimiento V7.

El fungicida Benomyl se ha utilizado en multiples investigaciones en campo para eliminar
o reducir la colonizacion de las poblaciones nativas de HMA a través de la reduccion de la
actividad enzimatica (Larsen et al., 1996). Sin embargo, al no ser un fungicida especifico
también se ha visto que puede reducir la abundancia de poblaciones de otros
microorganismos del microcosmos (Chen et al., 2001). Para el experimento se realizaron
dos aplicaciones de 0.5 g de Benomyl [Methyl 1-(butylcarbamoyl)-2-(benzimidazole)
carbamate; Cy4H13N4O3 al 50% de la marca ADAMA] disueltos en 25 ml/planta. La
primera aplicacion se realiz6 al momento de la siembra y la segunda a los 30 dias después

de la germinacion.

Se utiliz6 la formula agronémica de fertilizacion fue 100-60-40 de NPK para fertilizacion
completa y de 100-00-40 para los tratamientos sin fosforo. Como fuente de nitrogeno se
utilizé sulfato de amonio (20.5-00-00), fosfato de amonio dibasico (16-46-00) como fuente
de foésforo y cloruro de potasio (00 — 00 — 60) para el aporte de potasio. Toda la

fertilizacion se aplico al momento de la siembra.
Genotipos de maiz

Se evaluaron dos genotipos hibridos de maiz (H440 y Antilope) y un nativo (Ancho). El
H440, es un maiz hibrido que alcanza la floracion a los 70 dias y se cosecha a los 120-125
dias con una altura de 1.80 a 2.00 m. La mazorca es de forma conica cilindrica con 12 a 14
hileras y presenta caracteristicas de resistencia a sequia. EI maiz Antilope es un genotipo
que desarrolla la floracion entre los 90-105 dias de crecimiento con una altura de 204 cm, la

mazorca es conica con 16 hileras por mazorca. Por su parte, el maiz ancho es un genotipo
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nativo que se caracteriza por tener mazorcas semicilindricas, con granos muy grandes y

anchos en longitud (Sanchez et al., 2000).

Variables de respuesta

Variables de crecimiento. Se estimo el peso seco del follaje de las plantas de maiz en la
etapa de crecimiento V6 (30 dias después de germinacion), en la floracion (90 dias después
de germinacién) y en la cosecha de maiz (120 dias después de germinacion). Las plantas
completas fueron secadas en un horno de secado a 80 °C hasta obtener peso constante. Se
estimd el peso del maiz en mazorca y en grano con una bascula Ohaus y se midié el largoy
ancho de las mazorcas con un metro convencional. Para la estimacion de estas variables se
tomaron todas las mazorcas de 8 plantas con competencia completa con sus plantas de maiz
aledafias. Los valores de cada mazorca fueron considerados como pseudoréplicas y

promediados por unidad experimental.

Calidad de las semillas de maiz. También se determinaron los atributos de la calidad las
semillas con base en su analisis bromatoldgico. Para tal fin, se macer6 una muestra
aleatorizada de los granos de 8 mazorcas por tratamiento. EI contenido de proteina, fibra,
grasas, cenizas carbohidratos y materia seca fueron estimados mediante los métodos
descritos por la Association of Official Analytical Chemists (1990). La humedad de las
semillas (%) y materia seca (%) se determinaron mediante la diferencia entre el peso
himedo y el peso seco del grano obtenido después 48 h de secado en horno a 70°C. Para
estimar la proteina cruda (%) se utilizé el método de digestion y destilacion de Kjeldahl.
Se digiridé 1 g de semilla molida con 10g de sulfato de potasio (K,SO,), 0.7g de 6xido de
mercurio (HgO) y 20 ml de &cido sulfurico concentrado (H.SO,), se destild y se tituld con
una solucion estandar de acido clorhidrico (HCI). El contenido de fibra cruda (%) se
determind mediante la digestion con soluciones de acido sulfurico (H,SO,) e hidroxido de
sodio (NaOH), posteriormente se calcin6 la muestra y por diferencias de pesos se obtuvo la
concentracion de fibras. El contenido de cenizas (%) fue estimado por medio de las
diferencias de pesos de muestra calcinada de cada tratamiento. Las muestras se calcinaron

en crisoles de porcelana en una mufla a 550 °C por 12 h. Las grasas (%) fueron extraidas

88



con éter de petroleo y evaluadas como el porcentaje del peso después de evaporar el
solvente. El porcentaje de carbohidratos se determind mediante la suma del contenido de
humedad (%), contenido de proteina cruda (%), contenido de lipidos crudos (%), contenido
de fibra cruda (%), contenido de ceniza (%) menos el 100%, el cual corresponde al total de
la muestra (Helrich, 1990).

Colonizacion micorricica. Para estimar el porcentaje de colonizacion de HMA en las raices
de las plantas de maiz, se colectdé una muestra aleatoria de raices finas. Cada muestra se
cortd en fragmentos de 0.5 cm y se volvié a aleatorizar para tomar una submuestras de 2 g.
Cada submuestra fue tefiida con azul tripano al 0.05% por el método descrito por Phillips
and Hayman (1970). La colonizacion de HMA se estim6 con base en la evaluacion de 100
segmentos de raices de acuerdo con el método de la linea-intercepto descrito por
Giovannetti and Mosse (1980). Se estimo el porcentaje general de colonizacién micorricica
solo para las etapas de crecimiento V6 y floracion. Ademas, se cuantificaron otros
microorganismos no micorricicos presentes en las raices de los maices pero tefiidos, estos

fueron principalmente especies de los géneros: Polymyxa, Phytophthora, Pythium.
Estadistica

Se realizaron un analisis de varianza de tres vias para los factores (ANOVA-trifactorial) 1)
Genotipo de maiz, 2) HMA (con y sin Benomyl), 3) fertilizacion (control, NP y NPK) con
una p<0.05 con el software StatGraphics Centurion XV.II. Las gréficas fueron elaboradas
con GraphPad Prism 5. Ademas, para cada variable se reviso la normalidad de los datos con
un test de Bartlett. Para identificar los tratamientos estadisticamente diferentes se realizo
una test de LSD (p<0.05). Los porcentajes de colonizacion fueron transformados mediante

arcsine y analizados por ANOVA.
Resultados

El analisis de varianza mostré un efecto significativo para la interaccion de los tres factores
(genotipo de maiz, fungicida y fertilizacion) para las variables de peso de mazorca, pero de
las semilla, las relaciones planta:semilla y mazorca:semilla, extracto etéreo (grasa), proteina
cruda, los pesos secos del follaje en la etapa de floracién y senescencia, asi como la

colonizacion micorricica estimada en la etapa V6 de crecimiento. . La interaccion entre
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genotipo de maiz x fertilizacion fue significativa para el ancho y largo de la mazorca,
mientras que el efecto en el follaje en la etapa V6 de crecimiento, el largo de mazorca y el
contenido de fibra cruda fue significativo para la interaccion genotipo de maiz x fungicida.
El ancho de la mazorca y el peso seco de follaje en la etapa V6 de crecimiento también
fueron afectadas por la interaccion fertilizacion x fungicida. EI genotipo de maiz afecto la
relacion planta:mazorca y la concentracién carbohidratos, mientras que la presencia de
HMA y otros microorganismos asociados a las raices solo fue modificada por la aplicacion
de fungicida (Cuadro 1).

Peso del follaje

El efecto de las pas poblaciones nativas de HMA en el peso seco del follaje varid en
funcién de la etapa de crecimiento (V6, floracidn y senescencia), del genotipo de maiz y del
nivel de fertilizacion. La aplicacion de Benomyl tuvo un efecto significativo cuando estuvo
en interaccion con el genotipo de maiz y los fertilizantes (Cuadro 1). La aplicacion de
Benomyl redujo la biomasa del genotipo Antilope en la etapa V6 de crecimiento, mientras
que el Ancho se beneficié con la eliminacién de los HMA en la misma etapa de
crecimiento. Ademas, la aplicacién de Benomyl redujo el follaje de todos los genotipos
fertilizados con NK en la etapa V6 de crecimiento. En las etapas de floracion y senescencia,
el genotipo nativo no presento diferencias entre los tratamientos con y sin HMA fertilizados
con NPK (Fig. 1 a). Durante la etapa de floracién, la aplicacion de Benomyl en ambos
genotipos hibridos fertilizados con NPK redujo el follaje de las plantas, en contraste, la
ausencia de fertilizacién promovié mayor biomasa del maiz Antilope en ausencia de HMA.
Por otra parte, ningun tratamiento modifico el patrén de crecimiento del maiz Ancho (Fig. 1
c). Se encontr6 un efecto contrastante en ambos genotipos hibridos fertilizados con NK, el
Antilope tuvo mayor crecimiento en ausencia de HMA, mientras que el hibrido H440
incrementd su crecimiento cuando no se aplico Benomyl. Por su parte, el nativo Ancho

redujo su biomasa cuando se eliminaron los HMA y no se fertilizo (Fig. 1 d).
Caracteristicas de mazorca y semilla

La interaccion aplicacion de benomyl x genotipo no afecté significativamente la longitud

de la mazorca de ambos genotipos hibridos. Por su parte, el maiz nativo en ausencia de
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HMA redujo la longitud de la mazorcal. Las mazorcas del maiz H440 fueron las mas
pequefias (Fig. 2a). La fertilizacion solo estimul6 la longitud y el didmetro de las mazorcas
del genotipo Antilope (Fig. 2b y d), y unicamente la fertilizacion con NPK incremento el
diametro de las mazorcas del Ancho. El diametro de la mazorca no presentd variacion entre
los tratamientos con y sin benomyl de cada genotipo de maiz (Fig. 2c). Los mayores pesos
de mazorca y semilla se encontraron en el genotipo Antilope, pero ambos tratamientos de
fertilizacion fueron estadisticamente similares; ademads, la aplicacion de benomyl no
produjo ningun efecto. Asi mismo, el maiz Antilope redujo el peso de las semillas cuando

se limitd la colonizacion micorricica y no se aplico fertilizacién mineral (Fig. 2e y f).
Relaciones entre variables

El hibrido Antilope fue el Unico genotipo que acumulé mayor peso de mazorca que de
follaje, por su parte, los genotipos H440 y Ancho presentaron mayor peso de follaje en la
relacion follaje:mazorca (Fig. 3a). En general, la aplicacion de benomyl no modificé la
relacion follaje:semilla de los tres genotipos, pero fue posible observar que las plantas de
maiz Ancho tuvieron mayor peso del follaje, mientras que el maiz Antilope registré los
valores mas equitativos (Fig. 3b). Los maices Antilope y Ancho sin fertilizacon y con NK

respectivamente, tuvieron mayor relacién mazorca:semillas (Fig. 3c).
Anaélisis bromatolégicos de las semillas

La aplicacién de benomyl no tuvo ningun efecto en la acumulacién de grasa en las semillas
de los maices Antilope y Ancho, por su parte, el hibrido H440 solo mostré un incremento
de éacidos grasos cuando no se aplico fertilizacion a las plantas pero con aplicacion del
fungicida (Fig. 4a). La proteina cruda se redujo en los tres genotipos con benomyl y sin
fertilizacion. Sin embargo, el benomyl no tuvo ningun efecto cuando las plantas fueron
fertilizadas (Fig. 4b). La aplicacion de benomyl para inhibir la colonizacion micorricica
redujo la cantidad de fibra en las semillas de ambos genotipos hibridos, mientras que en el
genotipo nativo (Ancho) se obtuvo un incremento del contenido de fibra (Fig. 4c). El
genotipo Ancho acumulé mayor cantidad de carbohidratos con respecto a ambos genotipos
hibridos. EI benomyl también estimuld una mayor concentracion de carbohidratos que las
plantas sin la aplicacion del fungicida (Fig. 4d y e).
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Colonizacion micorricica

La aplicacion de Benomyl redujo la colonizacion de HMA durante la etapa de crecimiento
V6 de todos los genotipos y en todos los niveles de fertilizacion. Ademas, en los genotipos
hibridos se observé una depresion de los HMA en las raices cuando se fertiliz6 con NPK
pero este efecto no fue observado en el maiz nativo (Fig 5 a). Benomyl también redujo el
porcentaje de colonizacion de otros microorganismos patogenos en la etapa V6 (Fig 5 b).
De igual modo, el Benomyl redujo la colonizacion de HMA en la etapa de floracion (Fig 5
c). Pero la colonizacién de patdgenos fue mermada por el Benomyl (Fig 5 d) y la

fertilizacion con NPK (Fig 5 e).
Discusion

Los resultados indican que el aporte de los HMA nativos en el desarrollo, produccion y
calidad del grano de maiz depende de la etapa del crecimiento, de la fertilizacién mineral y
del genotipo. Ademas, la simbiosis micorricica puede comportarse como antagonista,
mutualista o neutralista debido a que para algunas variables, como el peso seco del follaje
en V6, los HMA tuvieron un efecto contrastante en los genotipos Ancho y Antilope. Ryan y
Graham (2018) mencionaron que la contribucion de los HMA nativos en el rendimiento de
diferentes cultivos, incluyendo el maiz, bajo condiciones de campo, puede ser modificada
por mdaltiples factores como las précticas agricolas (fertilizacion o la seleccion del
genotipo), elementos del ambiente (temperatura, fertilidad del suelo, etc), la composicién

de HMA y sus interacciones con la comunidad de microorganismos rizosféricos.

El estudio del papel que tienen los HMA en la produccion de maiz y en general de la
agricultura en condiciones de campo, ha tenido limitantes como la obtencién de
tratamientos control que puedan mostrar con mayor precision, el efecto de la simbiosis
micorricica (Lekberg y Helgason, 2018). Al respecto, multiples experimentos en campo han
incluido la manipulacion de las poblaciones nativas de HMA mediante el uso de fungicidas,
especialmente el Benomyl. Sin embargo, una de las principales limitaciones de esta practica
es que no es un fungicida selectivo, por lo que podria también modificar la composicion de
la comunidad de microorganismos nativos (Pedersen y Sylvia, 1997), en incluso puede no
eliminar la actividad metabolica de los hongos dentro de las raices (Larsen et al., 1996).
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Los resultados mostraron que el Benomyl y la fertilizacion redujeron la colonizacion
micorricica en las raices de los tres genotipos de maiz en las etapas V6 y floracion. Pero
también se observo que la colonizacion de otros microorganismos asociados las raices,
como Pythium o Polymyxa, se redujeron en presencia del fungicida. Ademas de reducir la
densidad de la microbiota, el uso de Benomyl puede reducir diferentes procesos que estan
relacionados con la disponibilidad de nutrimentos, como la mineralizacion de materia
orgénica (Torstensson y Wessén, 1984). Por lo que es probable que algunos de los
resultados atribuidos al uso de Benomyl en la estimulacion del crecimiento del maiz
pudieran estar influidos por efectos directos (como reduccion de parasitismos) o indirectos
(cambios en el pH o en la mineralizacion de la materia organica) (Welc et al., 2010). Sin
embargo, es dificil valorar la magnitud del efecto del benomyl, debido a que para algunas
variables, la presencia 0 ausencia de microorganismos promovio efectos contrastantes,
como el peso de las semillas de los genotipos Ancho y Antilope. Lo anterior permite
proponer que el benomyl es un elemento que permite evaluar como los HMA nativos de un
suelo vertisol pueden modificar el desarrollo, produccion y calidad del grano de maiz en

condiciones de campo.

Por otro lado, es bien sabido que la aplicacién de foésforo mineral puede reducir la
colonizacién de los HMA nativos en campo (Deng et al., 2017). Este efecto fue observado
durante la etapa V6, donde ara ambos genotipos hibridos se incremento el crecimiento, pero
no para el Ancho. Esta reduccion de la colonizacion micorricica en la raices ha sido
explicada por un “trade-off” entre la limitacion de los nutrimentos disponibles para las
plantas, principalmente nitrogeno y fosforo y la asignacion de carbono que la planta ofrece
a los HMA. De este modo, la limitacion por fésforo para el crecimiento de los maices
podria deducirse por transporte micorricico, pero este efecto depende de la capacidad de las
plantas para asignar carbohidratos a la simbiosis micorricica (Johnson y Graham, 2013). La
reducciéon de microorganismos no micorricicos en las raices de los maices fertilizados, se
atribuyd a que un mejor estatus nutricional de las plantas, permite una mayor defensa

vegetal contra patdgenos (Gryndler et al., 2006).

La simbiosis micorricica estd influida por el efecto que ejerce el ambiente o las practicas

agricolas sobre la compatibilidad funcional entre el genotipo de las plantas y de los HMA
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(Johnson et al., 2006). Al respecto, existe informacién contrastante en cuanto al efecto del
genotipo sobre el beneficio de la simbiosis micorricica, por ejemplo (Gavito y Varela,
1995) Gavito y Varela (1995) los genotipos nativos pueden tener mayor beneficio de la
simbiosis que los genotipos hibridos. Pero recientemente, se ha sefialado que el nivel de
domesticacion o hibridacién del maiz no necesariamente puede tener un papel importante
en el efecto de los HMA en la nutricion y crecimiento del maiz (An et al., 2010). Por el
contrario, se ha propuesto que el crecimiento de los HMA en el suelo y su capacidad para
transportar fosforo podria ser un mecanismo clave para el cultivo del maiz bajo condiciones
limitantes de fésforo (Sawers et al., 2017), pero el crecimiento de las hifas en el suelo no
fue analizada en la presente investigacion. No obstante, los resultados sugieren que el
efecto del genotipo de maiz es una variable necesaria de considerar para obtener o predecir

el posible beneficio de los HMA en sistemas de produccion de maiz.

El maiz hibrido Antilope fue el Unico genotipo que incrementd el diametro y longitud de la
mazorca cuando se fertilizo con NK o con NPK. Ademas, ambos genotipos hibridos
redujeron las dos variables mas importantes del rendimiento (pesos de mazorca y de
semillas) cuando se eliminaron los HMA (tratamientos con aplicacion de Benomyl) en
ausencia de fertilizante. Lo anterior permite suponer que los HMA nativos son importantes
bajo condiciones limitantes de nutrientes en ambos genotipos hibridos. Al respecto Chu et
al. (2013) mencionaron que el desarrollo de genotipos hibridos de maiz no necesariamente
es un proceso que involucre la pérdida de compatibilidad entre los HMA nativos y las
plantas de maiz. Por otro lado, se ha propuesto que la domesticacién de los cultivos podria
promover que la simbiosis micorricica sea funcional solo bajo condiciones limitantes de P
(Martin-Robles et al., 2018). La presente investigacion aporta evidencia que sugiere que los
maices hibridos podrian beneficiarse mas de la simbiosis micorricica cuando el suelo no es
fertilizado. Esto podria atribuirse a que los fitomejoradores deliberadamente seleccionan
caracteres deseables, que confieren ventajas generalmente productivas o de resistencia a
estrés con respecto a los ancestros nativos (Duvick, 2005) y en el caso de los maices

estudiados, son dos genotipos altamente productivos.

Entonces, la simbiosis micorricica podria ser critica cuando en el proceso de mejoramiento

se pierden mecanismos de respuesta de las variedades mejoradas a diversas condiciones de
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estrés, como la limitacion de nutrientes. En concordancia, la ausencia de HMA
incrementaron el rendimiento de maiz nativo (peso de semilla y mazorca) bajo condiciones
de limitacion de fdsforo, pero cuando la fertilizacion incluyd NPK, la colonizacion
micorricica redujo su rendimiento. Estos resultados indican que la limitacion de fosforo
podria ser un regulador de las interacciones benéficas entre los HMA nativos y el
rendimiento del maiz. Ademas, que la fertilizacion con NPK podria promover un cambio de
interacciones de positivas a antagonistas entre la colonizacién micorricica y el rendimiento
de maiz bajo condiciones de campo en un Vertisol. Este efecto también se ha observado en
el crecimiento de maices bajo condiciones de invernadero (Lépez-Carmona et al., 2019) y
se ha atribuido a que la limitacion por fésforo promueve el transporte de fésforo por los
HMA, mientras que las plantas bien fertilizadas dependen menos de la simbiosis

micorricica para acceder a los nutrimentos del suelo (Johnson et al., 2015).

Se ha sugerido que los HMA nativos pueden incrementar tanto el rendimiento como el
valor nutrimental de los granos de varias gramineas, incluyendo maiz (Ferrol et al., 2016).
Sin embargo, existen pocos reportes sobre la importancia de los HMA nativos en el
rendimiento y la calidad nutrimental o biofortificacion de los cultivos en agroecosistemas
(Ryan y Graham, 2018). En la presente investigacion, la calidad del grano de maiz se
evalué en términos de su concentracion de proteinas, acidos grasos, fibras y carbohidratos.
Al respecto, se obtuvo una relacion interesante entre las concentraciones de fibra y
carbohidratos, ya que ambos genotipos hibridos incrementaron la concentracién de fibras y
redujeron la de carbohidratos en presencia de HMA; en contraste, el genotipo nativo mostrd
un efecto inverso es decir, mas carbohidratos en ausencia de HMA. Si bien, la relacion
carbohidratos:fibras no ha sido reportada en la literatura, es posible suponer que esta
relacion esta afectada por un “trade-off” de nutrimentos por carbohidratos entre los HMA y
sus hospederos respectivamente (Smith y Read, 2008), dado que al reducir la colonizacion
micorricica los hospederos pueden asignar o distribuir los compuestos de carbono a la
mazorca y/o semillas. Ademas, fue evidente el aumento en la concentracion de
carbohidratos en las semillas cuando los tratamientos incluyeron fungicida, aunque este
efecto difirio entre genotipos hibridos y nativos. Entonces, cobra sentido que haya una
reduccion en la colonizacion micorricica cuando hay una mayor acumulacion de

compuestos ricos en carbono en las semillas; sin embargo, es posible que estos se acumulen
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de forma diferente entre genotipos nativos (carbohidratos) e hibridos (fibras o celulosa). Un
efecto contrario fue reportado para el arroz, en donde se encontr6 un incremento del
contenido de nitrogeno (proteinas) en las semillas, pero no la de carbono (Zhang etal.,
2016). La diferencia podria ser atribuida, ademas de los cultivos evaluados y su
compatibilidad hospedero-HMA (Johnson et al., 2006), ademas Zhang et al. (2016) evaluo
la funcion de una cepa de Rhizophagus intraradices (HDSF5) en macetas bajo condiciones
de campo.

Los tres maices estudiados, presentaron menor contenido de proteinas cuando no se
fertiliz6 y se aplic6 fungicida, ademas la presencia de HMA nativos, solo redujo el
contenido de &cidos grasos (extracto etéreo) del genotipo hibrido H440 cuando no hubo
fertilizacion. Por lo tanto, el genotipo de maiz, la fertilizacion mineral y la presencia o
ausencia de HMA son determinantes en la calidad del grano. Al-Karaki y Clark (1999)
reportaron resultados similares para el trigo, donde el contenido de lipidos y proteinas fue
influido por la simbiosis micorricica, el genotipo de trigo y la fertilizacion mineral, sin

embargo, estos resultados fueron obtenidos bajo condiciones de laboratorio.

En conclusion, los HMA nativos del Vertisol estudiado, desarrollaron interacciones
micorricicas mutualistas, neutrales y antagonistas con sus hospederos. Sin embargo, los
efectos variaron con respecto al genotipo de maiz, la etapa de crecimiento, y la variable de
respuesta evaluada sobre la calidad del grano. Ademas, la limitacion de fosforo no fue el
mejor indicador para predecir el efecto de la simbiosis micorricica arbuscular, por lo que es
necesario incrementar el conocimiento de la relacion entre el contendido de nutrientes y las
interacciones micorricicas para incrementar la sustentabilidad de los agroecosistemas de

maiz.
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Cuadro 1 Valores de p ANOVA para el analisis del efecto de los factores genotipo de maiz, fertilizacion y
benomyl en las variables del crecimiento de maiz en tres tiempos y caracterizacion de la mazorca a partir de

n=4y una p<0.05.

Follaje Frutos o mazorcas
L Planta: Mazor
V6 Floracio Sene_sce Largo  Ancho Mazor Grano  Mazor Planta/ cal
n ncia grano
ca grano
GenOtIpO de O 0111 0 5372 *k*k *kk *kk **k*k *** **k%k *kk 0 0397
maiz (G) ' ' '
Fertilizacion ~ 0.2993 0.3787 * il il falaie ***  0.6791 0.139 0.1474
F
Benomyl (B) 0.9643 fal 0.213 *k *% 01215  *** 0.47 0.8464 0.1424
GxF 0.69 *x 0.5278 fale * *x **x - 0.4898 * 0.0629
GxB **0.0645 * *k 0.08 0.4265 0.6726 0.1591 0.2234 0.1753
FxB * falaed 0.1434 0.4412  *** * *** 0.9154 0.468 0.1803
GxFxB 0.1489  *** *x 0.1726 0.1468 * ***  (0.1445 0.0512  ***

*<0.05; **<0.01; ***<0.001

Cuadro 2 . Valores de p ANOVA para el andlisis de los factores genotipo de maiz, fertilizacién y benomyl
para las variables de la calidad del grano estimadas a partir de n=4 (p<0.05).

Extracto
Humedad Materia etéreo Fibra Proteina  Cenizas Carbohidratos
(%) seca (%)  (grasas cruda (%) cruda (%) (%) (%)
%)

Genotipo de maiz (G)  0.9357 0.9357 faleiad 0.9603 0.0946 * *

e 0.8429 0.8429 0.1238 0.8767 * 0.284 0.0745
Fertilizacion (F)
Benomyl (B) 0.4743 0.4743 0.1531 0.4678 falaid 0.0534 *
GxF 0.4212 0.4212 0.2084 0.51 * * 0.306
GxB 0.8604 0.8604 0.9844 * 0.4166 0.659 0.3414
FxB 0.3566 0.3566 0.6089 0.147 folake 0.9904 0.574
GxFxB 0.7982 0.7982 * 0.7023 wx 0.8384 0.0969

*<0.05; **<0.01; ***<0.001
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etapas de crecimiento V6 (a, b), floracion (c) y senescencia (d), cultivado en un Vertisol
bajo condiciones de campo. La colonizacion micorricica arbuscular fue controlada con
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NPK para el tratamiento sin fertilizacion, fertilizacién con nitrégeno-potasio y nitrégeno-
fésforo-potasio respectivamente. Las barras representan el promedio (n=4) error estandar y

un test de LSD p<0.05
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Figura 2 Largo (a, b), didmetro (c, d) y pesos de mazorca (e) y semillas (f) de tres
genotipos de maiz (Antilope, H440 y Ancho), cultivado en un Vertisol bajo condiciones de
campo. La colonizacion micorricica arbuscular fue controlada con aplicacion de benomyl.
Los tratamientos de fertilizacion se muestran como: WF, NK y NPK para el tratamiento sin
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respectivamente. Las barras representan el promedio (n=4) error estandar y un test de LSD
p<0.05
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benomyl. Los tratamientos de fertilizacion se muestran como: WF, NK y NPK para el
tratamiento sin fertilizacion, fertilizacion con nitrégeno-potasio y nitrégeno-fosforo-potasio
respectivamente. Las barras representan el promedio (n=4) error estandar y un test de LSD
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Discusién general

La simbiosis micorricica arbuscular es quiza, la interaccion planta-microorganismo mas
importante, se establece entre las raices de la mayoria de las plantas vasculares y los hongos
micorricicos arbusculares (Smith y Read, 2008). El estudio de las simbiosis micorricica
arbuscular podria permitir el desarrollo de practicas de manejo con el fin de incrementar la
sustentabilidad de los sistemas agricolas (Gianinazzi et al., 2010). Sin embargo, la mayoria
de informacion cientifica se ha generado a nivel de laboratorio, donde generalmente se
busca simplificar el sistema de estudio planta-microorganismo-ambiente bajo condiciones
controladas. Ademas, en los sistemas agricolas se desarrollan complejas redes de
interacciones multitréficas (plantas, macro, micro y meso fauna del suelo, etc.) y
ambientales (temperatura, humedad, precipitacion, etc.), que podrian influir en la simbiosis
micorricica y por ende, no necesariamente existe un vinculo entre las aproximaciones en
laboratorio y los sistemas de produccion de alimentos en campo (Ryan y Graham, 2018).
En México, se ha propuesto que la simbiosis micorricica arbuscular en sistemas de
produccién agricola es un mecanismo para mejorar la nutricion de los cultivos
principalmente de los productores de subsistencia (Montafio et al., 2012), sin embargo, es
necesario ampliar el conocimiento en funcion del tipo de suelo, condiciones climéticas y

tecnologia de produccion.

En este contexto, la presente investigacion se enfocé al andlisis de las interacciones entre
diferentes genotipos de maiz y los HMA nativos de diferentes agroecosistemas. Se
realizaron experimentos en laboratorio y en campo. Especificamente se profundizé en el
analisis del efecto de las poblaciones nativas de HMA bajo la influencia de las préacticas de
manejo agricola mas usadas: la fertilizacion mineral (Capitulos 2, 3 y 5), la seleccion del
genotipo de maiz (Capitulos 3-5) y la irrigacion (Capitulo 4). Con base en ello se analiz6 la
siguiente hipdtesis: El efecto de las poblaciones nativas de hongos micorricicos
arbusculares (HMA) en la estimulacion del crecimiento, la productividad, la calidad de la
semilla y el amortiguamiento del estrés hidrico en maiz dependeran de: 1) Genotipo de
maiz: las variedades hibridas dependera mas de la simbiosis micorricica para adquirir
fosforo y reducir el estrés hidrico que los genotipos nativos. 2) Fertilizacion mineral: Los

HMA nativos estimularan un mayor crecimiento del maiz cuando la fertilizacion no incluya
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fosforo mineral. 3) El grupo de suelo: los HMA nativos estimularan un mayor crecimiento

del maiz en suelos limitantes de fésforo.

Fertilizacién mineral

Es aceptado que la concentracion de fosforo en el suelo puede inhibir la capacidad de los
HMA para colonizar las raices de las plantas y por ende, en las funciones que establece con
sus hospederos (Treseder y Allen, 2002). Ademas, la composicién de la comunidad de
microorganismos rizosféricos puede estar influida por la aplicacion de fertilizantes
minerales u organicos (Gryndler et al., 2006). Sin embargo, recientemente se ha propuesto
que el nitrégeno también puede tener un papel incluso mas importante que el del fésforo en
la regulacion de las interacciones micorricicas (Johnson et al., 2015). Esto implica que la
simbiosis micorricica no necesariamente sea unidireccional, es decir, puede ir en un
continuo del mutualismo al parasitismo dependiendo de las condiciones ambientales en que
se desarrolle (Johnson et al., 1997; Johnson y Graham, 2013). Los resultados obtenidos
mostraron que la aplicacion de fertilizantes fosfatados y nitrogenados puede modificar las
interacciones micorricicas y al respecto, se encontré que: 1) No todas las comunidades de
HMA tienen la misma capacidad de promover el crecimiento de las plantas, 2) Las
comunidades estudiadas pueden reducir la deficiencia de fésforo, pero no la de nitrégeno y
3) La formulacion de la fertilizacion mineral (N, P o NP) puede modificar las interacciones
entre los HMA nativos y las plantas de maiz. En este sentido, el nitrégeno puede tener
mayor influencia en las interacciones micorricicas, dado que este nutrimento limita la
fotosintesis y por tanto la asignacién de carbohidratos a la simbiosis micorricica; mientras
que la limitacion de fosforo para el crecimiento de las plantas puede ser reducida por el
micelio micorricico (Johnson et al., 2015). Cuando el suelo tiene concentraciones bajas de
nitrogeno o fosforo, las plantas y los HMA pueden competir por su absorciéon y
asimilacion, y a su vez, promover que las interacciones micorricicas sean antagonicas
(Jones etal., 2018; Xin-Xin etal., 2018). Sin embargo, recientemente se ha puesto en
evidencia que el maiz nativo podria establecer simbiosis con bacterias diazotréficas para la
fijacion de nitrogeno a través del mucilago de las raices aéreas y con ello, la competencia

por el nitrégeno del suelo con la microbiota podria reducirse considerablemente (Van
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Deynze et al., 2018). Por otro lado, la promocion del crecimiento de las plantas de maiz
también puede estar relacionada con su capacidad para promover el crecimiento del micelio
micorricico, con el potencial de los HMA para sintetizar transportadores especificos de
nutrientes y con el proceso de domesticacion asociado a su vez con los regimenes de

fertilizacion fosforada (Lanfranco et al., 2018).

También se evaluo si los HMA nativos de tres suelos (Vertisol, Andosol y Luvisol) pueden
reducir la deficiencia de fésforo cuando son inoculados en su suelo de origen y en los
suelos exoticos. Se encontro que: 1) En todos los suelos, cuando la fertilizacion no incluyé
fosforo, las comunidades de HMA nativos promovieron el crecimiento de las plantas de
maiz, y 2) La mayor estimulacién del crecimiento de las plantas de maiz fue observada en
el suelo que naturalmente contuvo la menor cantidad de fosforo (Andosol). Las diferencias
en crecimiento obtenidas no pudieron ser atribuidas al contenido de nitrégeno del suelo,
puesto que todos los suelos presentaron una concentracion similar. Entonces, los resultados
fueron atribuidos a la facilitacion de fosforo por el micelio micorricico (Smith y Smith,
2011). Sin embargo, los resultados del punto 1) no ratificaron lo publicado por Ji etal.,
(2013), quienes propusieron que los HMA nativos tienen mayor capacidad de estimular el
crecimiento de sus hospederos cuando son inoculados en su suelo de origen, en
comparacion con suelos exéticos. Esta discrepancia fue atribuida a que las préacticas de
fertilizacion ejercen una presion de seleccion sobre las poblaciones de HMA nativas y en
general, sobre los microorganismos rizosféricos, por lo tanto, es probable que la comunidad
microbiana esté adaptada a las précticas de fertilizacion (Ma et al., 2018).

En ambos experimentos fue posible observar que tanto el nitrégeno como el fésforo son
elementos que influyen en la simbiosis micorricica. En este sentido, el balance
estequiométrico C:N:P podria ser critico para comprender como la disponibilidad de
nutrimentos puede regular las interacciones micorricicas (Johnson et al., 2010). Asi mismo,
la disponibilidad de nutrimentos esta asociada a propiedades del suelo como el pH y los
coloides (humus, arcillas y 6xidos) (Drinkwater y Snapp, 2007) y estos a su vez, son
producto de los procesos edafogenéticos (Lambert et al., 1980) y de las practicas de manejo
agricola (Larsen et al., 2015). Finalmente, es probable que la disponibilidad de nutrimentos

en los agroecosistemas ya sea por procesos naturales o por practicas agricolas (fertilizacion
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continua), ejerza una presion de seleccion en las poblaciones nativas de HMA y en
consecuencia, la simbiosis micorricica (Pankova et al., 2014). Entonces, la integracion de
los elementos fisicos y quimicos del suelo aunado a las précticas de manejo, como la
fertilizacion, podrian ser un mejor acercamiento para documentar la contribucion de la
simbiosis micorricica en sistemas de produccion de maiz. Futuros trabajos que permitan
entender como la fertilizacion mineral influye las interacciones micorricicas, podrian
incluir la aplicacion de diferentes niveles o dosis de fertilizacion fosforada, nitrogenada y

su combinacion acordes a las propiedades de los suelos.
Genotipo de maiz

Hasta ahora, es reconocido que la compatibilidad funcional entre los HMA y el genotipo de
las plantas es uno de los elementos mas importantes que definen la simbiosis micorricica
(Johnson etal., 1997). Sin embargo, aun se desconocen como las variaciones entre
diferentes genotipos o incluso entre individuos de una especie pueden condicionar que los

HMA establezcan interacciones mutualistas o antagonistas.

Los resultados de esta tesis mostraron que las interacciones micorricicas pueden variar
dependiendo del genotipo de maiz (nativo o hibrido) y de las practicas de manejo agricola.
Al respecto, se evidencio que: 1) La colonizacion micorricica puede variar en funcion tanto
del genotipo de maiz como de las propiedades del suelo, 2) El porcentaje de colonizacion
no necesariamente esta vinculada con el efecto de los HMA sobre sus hospederos, y 3) Los
HMA nativos pueden reducir e incrementar los sintomas de estrés hidrico entre maices

hibridos y nativos respectivamente

Como se menciond, en el suelo se encuentran contenidos los minerales necesarios para el
crecimiento de las plantas, aunque solo una fraccion de los nutrimentos estan disponibles
(Drinkwater y Snapp, 2007). Sin embargo, el maiz ha desarrollado mecanismos para
adquirir nutrimentos como: el incremento del volumen y modificacion de la arquitectura de
las raices; sintesis y deposicion de exudados a la rizésfera para solubilizar nutrimentos; y la
asociacion con microorganismos como HMA vy bacterias diazotréficas de vida libre pero
asociadas a las raices (Calderon-Vézquez etal., 2009; Van Deynze et al., 2018). Dichos
mecanismos dependen de la capacidad genética de las plantas para expresar genes de
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respuesta e inducir los cambios en la fisiologia de las plantas (Hochholdinger, 2009). Por
otro lado es necesario considerar que el material genético estd mas conservado en las
variedades nativas que en los hibridos, por lo que es probable que los genotipos nativos
conserven mas mecanismos de respuesta a estres y por ende, dependan menos de los HMA
(Ranum et al., 2014). En este sentido, la comparacion entre una variedad de maiz eficiente
en el uso de nutrimentos con respecto a otra no eficiente, resulté en un mayor porcentaje de
colonizacion micorricica en el genotipo deficiente y a su vez una posible mayor
dependencia de la simbiosis micorricica de los genotipos menos eficientes para adquirir
nutrimentos (Montafio etal., 2001). Con base en lo anterior, cobra sentido que las
interacciones micorricicas estén influidas por la compatibilidad entre el genotipo de maiz y

los elementos del ambiente, como el contenido de nutrimentos del suelo.

Una pregunta que surge es: ¢Existe una relacion entre el desarrollo de variedades hibridas y
la funcion de los HMA? Al respecto, An et al., (2010) propusieron que la colonizacion
micorricica es independiente a los procesos de domesticacion o mejoramiento. Sin
embargo, durante el proceso de hibridacion, se seleccionan atributos “deseables”, como el
rendimiento o el volumen de raices, lo cual implica la discriminacion de fenotipos y en
consecuencia, pérdida de genes de las razas de origen (Ortega-Paczka, 2003). Asi mismo, la
pérdida del genotipo podria reducir la capacidad para adquirir los nutrimentos del suelo y
por lo tanto, los hibridos podrian ser méas dependientes de los microorganismos del suelo
para adquirir los nutrimentos del suelo (Yang et al., 2018). Por otro lado, se ha sugerido que
el desarrollo de variedades mejoradas de maiz podria estar ligada a una mayor
compatibilidad entre los HMA y sus hospederos (Chu et al., 2013). Esto podria explicar
por qué la variedad de maiz hibrido desarroll6 menores sintomas de estrés hidrico en

comparacion con los maices nativos.
Irrigacion

La disponibilidad de agua es la principal limitante para la produccion de alimentos y en el
contexto del cambio climatico, la agricultura de temporal se vuelve méas vulnerable (Stoate
etal., 2009). Ante este fendmeno, se han desarrollado estrategias para mantener la
produccién del maiz bajo condiciones erraticas del periodo de lluvias (Murray-Tortarolo

et al., 2018), entre las principales tecnologias se encuentran: el uso de variedades mejoradas
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de maiz resistentes a sequia, sistemas de riego eficientes y el desarrollo de indculos de
microorganismos comerciales que mitigan el estrés hidrico (Chami y Moujabber, 2016).
Una de las funciones de los HMA, ademés de transportar nutrimentos de la solucion del
suelo a la planta, es la mitigacion de estrés hidrico a través de la estimulacion de
mecanismos fisioldégicos y moleculares de respuesta como la sintesis de osmolitos,
proteinas, aminoacidos, antioxidantes y azucares (Augé et al., 2014; Quiroga et al., 2017).
Ante esto, los resultados de esta tesis indican que la capacidad de los HMA nativos para
reducir el estrés hidrico depende tanto del genotipo de maiz, como de la variable de

respuesta estudiada.

Como se ha mencionado, las interacciones micorricicas pueden establecerse en un continuo
del mutualismo al parasitismo (Klironomos, 2003) ademas, la relacion entre los HMA, sus
hospederos y el ambiente es un elemento fundamental en la expresion de la simbiosis
micorricica (Johnson y Graham, 2013). En los resultados presentados, los HMA nativos
inoculados en el genotipo de maiz hibrido, pudieron reducir los sintomas de estrés hidrico.
Lo anterior ya habia sido mostrado por Quiroga et al. (2017), quienes evaluaron dos
genotipos de maiz inoculados con HMA, y concluyeron que los HMA pueden interactuar
de forma diferente entre genotipos de maiz bajo las mismas condiciones de irrigacion.
Entonces, es posible plantear la hipotesis de que los maices hibridos han perdido
mecanismos de respuesta a diferentes tipos de estrés, por lo que las variedades mejoradas
podrian ser mas micodependientes que las variedades nativas. Esta hipotesis fue
parcialmente explorada por An et al., (2010), quienes concluyeron que los procesos de
mejoramiento del maiz no afectan la colonizacion micorricica. Aunque es aceptado que no
hay una relacion directa entre la micorrizacion y el efecto de los HMA sobre sus
hospederos (Armada et al., 2015; Gavito y Varela, 1995).

Manejo de la simbiosis micorricica en condiciones de campo

Se ha propuesto que los HMA nativos en cultivo monoxénico, consorcio o productos
comerciales, podrian ser un mecanismo biologico que permite reducir el uso de insumos
agricolas y promover la sustentabilidad de los agroecosistemas (Gianinazzi et al., 2010).
Sin embargo, el estudio de la simbiosis micorricica en condiciones de campo ha sido poco

explorada y en los avances en condiciones de invernadero no necesariamente son
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replicables en los sistemas agricolas (Ryan y Graham, 2018). En este sentido, los resultados
en campo mostraron que el aporte de los HMA nativos en el desarrollo, produccion y
calidad del grano de maiz depende de: 1) La etapa del crecimiento, 2) La fertilizacion

mineral, y 3) Del genotipo de maiz.

Para entender el papel de la simbiosis micorricica bajo condiciones de campo, es necesario
considerar que los HMA pueden interactuar directa o indirectamente con todo el
microbioma de la rizosfera (Turrini etal., 2018), asi como con la macro, meso y
microfauna del suelo (Lynch y de Leij, 2012) y e incluso, con el ambiente. De hecho, es
aceptado que la funcion de los HMA puede ser complementada o estimulada por
“mycorrhizal helpers”, quienes son bacterias, actinobacterias o levaduras asociadas a la
micorrizésfera o a las esporas (Battini et al., 2017; Sarabia et al., 2017; Van Deynze et al.,
2018). Estas interacciones hacen complejo el entendimiento de la simbiosis micorricica
bajo condiciones de campo, ademas la aplicacion de tratamientos para tener controles libres
de HMA podria afectar la biota del suelo y por tanto, la interpretacion de los resultados

podria mostrar un sesgo en comparacion los resultados obtenidos en laboratorio.

La contribucion de los HMA nativos en el rendimiento de diferentes cultivos bajo
condiciones de campo, puede ser modificada por maltiples factores como las practicas
agricolas (uso de agroquimicos, la seleccion del genotipo, etc) (Williams etal., 2017),
elementos del ambiente (temperatura, fertilidad del suelo, etc) (Pankova et al., 2014) y la
composicion de la comunidad de microorganismos del suelo, incluyendo las poblaciones
nativas de HMA (Alvarado-Herrejéon etal., 2018). La estructura de la comunidad de
microorganismos del suelo también puede ser modificada por las plantas a través de las
rizodeposiciones de compuestos organicos (Drinkwater y Snapp, 2007). Por su parte, la
capacidad del maiz para sintetizar rizodeposiciones esta condicionada a su etapa de
desarrollo, la deficiencia de nutrimentos de la planta y de la interaccion, per se, con los
microorganismos del suelo (Calderon-Vazquez et al., 2009). Asi mismo, se ha visto que
algunas practicas de manejo como la labranza o la fertilizacién mineral pueden también
modificar la composicion de la comunidad de microorganismos de la rizésfera de maiz
(Roesti et al., 2006).
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Con el incremento del uso de HMA comerciales en la agricultura, son urgentes los estudios
que sobre los impactos de estos bioproductos sobre la microbiota edafica nativa (Chen
etal.,, 2018). Hasta ahora, se sabe que la inoculaciébn con HMA comerciales puede
modificar la composicion de las comunidades nativas de hongos y bacterias del suelo
(Akyol et al., 2018), sin embargo, aun se desconoce si la modificacion de la estructura de
las comunidades de microorganismos puede tener un efecto en el funcionamiento de suelo.
Lo anterior sugiere que es necesario el desarrollo de practicas de manejo agricola, que
fomenten las interacciones mutualistas entre los HMA, la microbiota, los elementos del
ambiente y la productividad de las plantas cultivadas, que sean de bajo impacto y que
puedan implementarse con poca inversion econémica. En la presente tesis, fue posible
observar que las practicas de fertilizacion que son “recomendadas” para la produccion de
maiz en un Vertisol, no necesariamente son adecuadas para hacer mas eficiente la simbiosis
micorricica. Si bien, la fertilizacion mineral es una de las practicas agricolas que han
permitido el incremento de la produccion de alimentos alrededor del mundo, también ha
tenido fuertes impactos en las caracteristicas fisicas, quimicas y biol6gicas de los suelos

manejados (Stoate et al., 2009).

Un mecanismo que podria ayudar al entendimiento de la simbiosis micorricica, podria ser
mediante la correlacion entre los servicios ecosistémicos que realizan los HMA vy las
funciones edafoecoldgicas que tienen los suelos. Las funciones edafoecoldgicas permiten
conocer la aptitud o bondad que tiene un suelo con respecto a determinadas funciones
ecoldgicas, como la agricultura o la conservacion de nutrimentos (Bedolla-Ochoa et al.,
2018; Lehmann y Stahr, 2010), entonces, es posible suponer que las funciones de los HMA
estén determinadas por las propiedades del suelo y sus funciones, sin embrago, no existen

referencias cientificas de esto.

Entonces, para valorar las interacciones micorricicas en condiciones de campo, es necesario
considerar un enfoque holistico, en donde las evaluaciones incluyan por un lado, la
ganancia o reduccion de la biomasa de los hospederos, los elementos fisioldgicos de ambos
simbiontes, la salud de las plantas, la cantidad y calidad de los frutos o propagalos de los

HMA. Por otro lado, la integracion los elementos bidticos, abioticos y las practicas de
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manejo que definen los agroecosistemas y que pueden interactuar o influir sobre la

simbiosis micorricica (Chen et al., 2018).

Conclusiones generales

Los microorganismos rizosféricos nativos pueden reducir la deficiencia de P en el
crecimiento del maiz pero no la de N; asi mismo la fertilizacion con N y P promueve que
los microorganismos nativos de un Luvisol y un Andosol reduzcan el crecimiento y

nutrimentos en el follaje del maiz.

Independientemente del grupo de suelo en que fueron colectados, los HMA nativos
incrementaron la absorcion de fosforo de las razas nativas Ancho, Chalquefio y el hibrido

Puma, ademas los mayores crecimientos fueron observados en un Andosol.

El genotipo de maiz juega un papel fundamental en la expresion de la simbiosis
micorricica. En este sentido, los genotipos hibridos se beneficiaron mas de la colonizacion

por HMA nativos, en especial bajo condiciones de estrés hidrico.

Bajo condiciones de campo, los HMA nativos de un Vertisol estimularon una mayor
produccion de fibras y carbohidratos en los genotipos de maiz hibridos y nativos
respectivamente. A demas, la fertilizacion con fosforo no fue el mejor predictor del efecto

de los HMA nativos sobre el crecimiento y calidad de la semilla del maiz.

Finalmente, la presente tesis sugiere que para aprovechar la simbiosis micorricica como una
herramienta para reducir el uso de fertilizantes quimicos en la produccion de maiz, es
necesario considerar que la funcion de los microorganismos rizosféricos nativos depende
de la fertilizacion mineral y del genotipo de maiz. Finalmente, se refuerza la necesidad de

validar el conocimiento de la simbiosis micorricica bajo condiciones de campo.
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