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Figura 5. Respuesta de crecimiento del maiz a la micorriza sin Carbendazim con el factor Abono
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Figura 5. Grafico de interaccion entre los factores Abono verde x Carbendazim (a) y Abono verde
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x NPK (b), con los promedios de concentracion de nitrogeno en grano. Factores: Abono verde (Sin,
No incorporado e Incorporado); Carbendazim (sin y con); y fertilizacién con NPK (Sin y Con). Se
muestran sus barras de error. Letras diferentes en las barras significan diferencias significativas

entre tratamientos segun una prueba LSD de Fisher (P <0.05).

Figura 6. Gréfico de interaccion entre los factores Abono Verde X NPK, con los promedios de
concentracion de NO3™ en el suelo. Factores: Abono verde (Sin, No incorporado e Incorporado); y
fertilizacion con NPK (Sin y Con). Se muestran sus barras de error. Letras diferentes en las barras

significan diferencias significativas entre tratamientos segun una prueba LSD de Fisher (P <0.05).

Figura 7. Grafico de interaccion entre factores (Carbendazim X NPK) con los promedios de la
colonizacion de vesiculas de HMA en el maiz en la fase R1. Factores: Carbendazim (Sin y Con);
y fertilizacion con NPK (Sin y Con). Se muestran sus barras de error. Letras diferentes en las barras

significan diferencias significativas entre tratamientos segun una prueba LSD de Fisher (P <0.05).

Figura 8. Gréfico de la respuesta del crecimiento de micorrizas sin Carbendazim (MGR) con los
promedios de peso seco de mazorca (a) y peso seco total de maiz (b). Factores: Abono verde (Sin,
No incorporado e Incorporado); y fertilizaciéon con NPK (Sin y Con). Se muestran sus barras de
error. Letras diferentes en las barras significan diferencias significativas entre tratamientos segiin

una prueba LSD de Fisher (P <0.05).

Figura 9. Respuesta de fosforo a la micorriza (MPR) de [N] en la fase Vt (a), respuesta de nitrégeno
a la micorriza sin Carbendazim (MNR) en contenido de Nt en fase Sns (b) y respuesta de fosforo
de micorriza sin Carbendazim (MPR) en contenido de Pt en fase Sns (C). Factores: Abono verde
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de error. Letras diferentes en las barras significan diferencias significativas entre tratamientos
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segun una prueba LSD de Fisher (P <0.05).
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RESUMEN

La materia orgénica es una de las propiedades mas importantes de los suelos y la incorporacion de
abonos verdes producidos por leguminosas, como el janamargo (Vicia sativa L.), representa una
importante fuente de N y P organico en el suelo de los agroecosistemas, ademas de promover la
actividad microbiologica del suelo. Las practicas intensivas de labranza y fertilizacion en los
agroecosistemas pueden modificar a la comunidad de la microbiota edafica, reduciendo los
beneficios que proporcionan para el cultivo. Estas practicas impactan en el desempeio de los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y en los beneficios que estos proporcionan a la planta
hospedera. Acorde a reestablecer las sinergias y aprovechar los servicios de los microorganismos
que interactuan con el cultivo, es necesario implementar practicas agricolas de conservacion

complementarias.

En esta investigacion se evaluaron los efectos de la labranza, la incorporacion de materia
organica en el suelo con janamargo como abono verde y la fertilizacion en el crecimiento del maiz,
en su interaccion con las poblaciones nativas de HMA y en la disponibilidad de nutrientes en el
suelo. Se realizaron cuatro experimentos factoriales usando suelos con alta y baja disponibilidad
de nutrientes en los que se emularon estas practicas como factores (incorporacion de materia
organica, disturbio del suelo, fertilizacion mineral, inhibicion de HMA con Carbendazim). En los
diferentes experimentos se midieron variables en: el maiz (crecimiento y contenido de N y P en
tejido vegetal y grano); en los HMA (colonizacidn, frecuencia de estructuras en la raiz y abundancia
en el suelo); en la interaccion entre maiz y HMA midiendo la respuesta de crecimiento del maiz a

la micorriza sin Carbendazim; asi como en el suelo (disponibilidad de NH4*, NOs™ y HPO4>).

En el experimento del Capitulo 2 se encontrd que la incorporaciéon de janamargo como

abono verde aumento la respiracion microbiana y la disponibilidad de nutrientes en el suelo, pero
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inicialmente hay una inmovilizacidon de éstos nutrientes en la biomasa microbiana encargada de la
mineralizacion. En el experimento del Capitulo 3 se encontré que el disturbio del suelo al
incorporar el abono verde y la labranza previa a la siembra del maiz disminuyeron la biomasa de
la mazorca y la concentracion de N y P en hojas, ademds redujeron la colonizacion de las raices
con HMA, asi como la disponibilidad de nutrientes. En el experimento del Capitulo 4 se encontro
que la rotacion de cultivos con janamargo como abono verde no aumento6 la abundancia de HMA
en el suelo en términos de biomarcador de acidos grasos 16:1w5 y no tuvieron efectos en la
colonizacion de las raices por HMA. Finalmente, en el experimento de campo (Capitulo 5) se
encontrd que la respuesta de crecimiento del maiz a la micorriza sin Carbendazim fue negativa,
pero se pudo modular cuando se usé abono verde con fertilizacion mineral. En suelos con alta
disponibilidad de nutrientes, la respuesta de crecimiento negativa a la micorriza sin Carbendazim

se correlaciond con la colonizacion y frecuencia de vesiculas y arbusculos de HMA.

Las conclusiones de este trabajo son que el janamargo como abono verde aportd
ampliamente con N y P organico para el cultivo de maiz y contribuy6 a su crecimiento, ademas, el
disturbio del suelo, como la labranza, alter6 la dinamica de nutrientes entre la planta, los HMA y
el suelo, probablemente al romper las redes de micelio externo de los HMA y por ende su capacidad
de transportar nutrientes del suelo a su planta hospedera. No obstante, la fertilizacion mineral logré
mitigar la respuesta de crecimiento negativa del maiz asociada a una mayor colonizacion de HMA,

y su manejo en esta rotacion de cultivos puede potenciar la sinergia de la micorriza con el maiz.

Palabras clave: Rotacion de cultivos, cultivos de cobertura, materia organica, labranza,
fertilizacion mineral, descomposicidon, mineralizacion, reciclaje de nutrientes, hongos micorrizicos

arbusculares, respuesta de crecimiento a la micorriza.



ABSTRACT

Organic matter is one of the most important properties in the soils and the incorporation of green
manures produced by legumes, such as janamargo (Vicia sativa L.), represents an important source
of organic N and P in agroecosystems soils, in addition to promote the microbiological activity of
the soil. Intensive tillage and fertilization practices in agroecosystems can modify the microbiota
soil community, reducing the benefits they provide for the crop. These practices impact the
performance of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and the benefits they provide to the host plant.
In order to reestablish synergies and take advantage of the services of the microorganisms that
interact with the crop, it is necessary to implement complementary agricultural conservation

practices.

In this research, the effects of tillage, the incorporation of organic matter in the soil with vetch as
green manure and fertilization on the growth of maize and on its interaction with the native
populations of AMF and on soil nutrient availability were evaluated. Four factorial experiments
were carried out using soils with high and low availability of nutrients in which these practices
were emulated, including them as factors (incorporation of organic matter as green manure, soil
disturbance, mineral fertilization, suppression of AMF with Carbendazim). In the different
experiments, variables were measured in: maize (growth and content of N and P in plant tissue and
grain); in AMF (colonization, frequency of root structures and abundance in the soil); in the
interaction between maize and AMF by measuring the mycorrhiza growth response of maize

without Carbendazim; as well as in the soil (availability of NH4", NOs™ and HPO4?).

In the experiment of Chapter 2 it was found that the incorporation of janamargo as green manure
increased microbial respiration and nutrients availability in the soil, but initially there is an

immobilization of these nutrients in the microbial biomass responsible for mineralization. In the
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experiment of Chapter 3, it was found that the soil disturbance by incorporating the green manure
and the tillage prior to planting the maize decreased the biomass of the cob and the concentration
of N and P in the leaves, in addition to reducing the AMF colonization of the roots, as well as the
nutrients availability. In the experiment in Chapter 4, it was found that crop rotation with vetch as
green manure did not increase the abundance of AMF in the soil in terms of 16:1w5 fatty acid
biomarker and had no effect on AMF root colonization. Finally, in the field experiment (Chapter
5) it was found that the mycorrhizal growth response of maize was negative, but it could be
modulated when green manure was used with mineral fertilization. In soils with high nutrient
availability, the negative mycorrhizal growth response without Carbendazim was correlated with

high AMF colonization and frequency of vesicles and arbuscules.

The conclusions of this work are that incorporation of vetch as a green manure contributed widely
with organic N and P for the maize crop and contributed to its growth. In addition, soil disturbance,
such as tillage, altered the nutrient dynamics between the plant, AMF and the soil, probably by
breaking the AMF external mycelial networks and therefore their ability to transport nutrients from
the soil to their host plant. However, mineral fertilization managed to mitigate the negative growth
response of maize associated with a higher colonization of AMF, and its management in this crop

rotation can enhance the synergy of mycorrhiza with maize.

Keywords: Crop rotation, cover crops, organic matter, tillage, mineral fertilization, decomposition,

mineralization, nutrient recycling, arbuscular mycorrhizal fungi, mycorrhizal growth response.



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL



1. INTRODUCCION
1.1 Panorama de los agroecosistemas actuales

A mediados del siglo XX, a raiz del crecimiento poblacional alrededor de todo el mundo y
debido a la creciente demanda de alimentos, se tuvo que innovar mediante soluciones
biotecnologicas una respuesta a los problemas de plagas y patogenos que afectan a los cultivos, asi
como al decrecimiento en la fertilidad de los suelos en los campos agricolas. En ese sentido, se ha
fomentado el uso de pesticidas y diferentes tipos de biocidas para controlar las plagas y
enfermedades, y la intensificacion en el uso de fertilizantes quimicos sintetizados industrialmente.
Ademas, han predominado practicas como el monocultivo y la mecanizacion, que, a pesar de ser
sistemas sumamente productivos inicialmente, han abandonado los principios ecologicos y han
traido consigo numerosos problemas econémicos, sociales y ambientales (Conway y Pretty, 1991;
Altieri y Nicholls, 2000). La predominancia de estas practicas tiene varias consecuencias en el
suelo, dentro de las que destacan: erosion, pérdida de la fertilidad, salinizacion y alcalinizacion,
contaminacion de mantos acuiferos, reduccion de diversidad edéfica, resistencia genética a plagas
y eliminacion de los mecanismos de control natural de las mismas (Altieri, 1992; Gliessman, 1998;
Magdoff y Van Es, 2000). Para sostener una alta productividad en estos agroecosistemas es
necesario un gran gasto energético en fertilizantes, los cuales son ecoldégicamente insostenibles y
su eficiencia en los cultivos es decreciente lo que provoca que la cantidad de energia invertida

sobrepase a la energia cosechada (Altieri y Rosset, 1995).

Cuando un agroecosistema presenta una estructura integrada entre sus componentes (suelo,
planta, microorganismos, animales y otras plantas presentes) y tiene un equilibrio en el balance de
las interacciones entre ellos, generalmente se ven favorecidas algunas funciones ecologicas y se

presenta sinergia en sus interacciones (Gliessman, 1998). Este tipo de agroecosistemas proveen
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multiples servicios ecosistémicos (SE) en diferente medida durante periodos particulares,
incluyendo: servicios de regulacion (control de la erosion, el control biologico) (Lundgren y
Fergen, 2011; Ryan et al., 2011); de soporte (el reciclaje de nutrientes) (Tonitto et al., 2006;
Schipanski y Drinkwater, 2011); y de aprovisionamiento (productividad en los cultivos)
(Schipanski et al., 2014). Para reducir el uso de fertilizantes sintéticos es necesario un cambio en
el manejo de los agroecosistemas para lograr el aporte necesario de nutrientes. Un agroecosistema
con fertilizacion organica generalmente mantiene la biodiversidad microbiologica necesaria para
promover los procesos de renovacion y SE del mismo (Gliessman, 1998). El adecuado
funcionamiento del agroecosistema depende del nivel de complejidad en la interaccion de sus
componentes, la cual esta ligada con las sinergias entre la fitodiversidad y el funcionamiento de la
comunidad microbiana en el suelo (Altieri y Nicholls, 2006). Suelos con alto contenido de materia
organica frecuentemente presentan una actividad microbiologica alta y cadenas troéficas complejas,
asi como una mayor fertilidad y resistencia de enfermedades y plagas (Altieri y Nicholls, 2006).
Sin embargo, el tipo de interaccion entre los microorganismos y las plantas depende del equilibrio
entre los factores bidticos y abioticos del suelo, por lo que es necesario buscar potencializar la

expresion de sus beneficios (Bethlenfalvay, 1991).

1.1.1 Efectos de las practicas agricolas en la fertilidad del suelo

El suelo es una parte integral del agroecosistema, es biolégicamente activo y la microbiota
responde de forma distinta a las préacticas implementadas que afectan la fertilidad del suelo. La
fertilidad del suelo es una funcion del mismo puede ser definida como la capacidad del suelo para
suministrar a las plantas y microorganismos agua y nutrientes esenciales para su crecimiento y

desarrollo. Las propiedades que determinan la fertilidad del suelo se pueden clasificar en tres tipos:
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fisicas, quimicas y biologicas. La propiedades fisicas condicionan el desarrollo del sistema radical
y su aporte hidrico al mismo, tales como la textura, estructura, porosidad, aireacion, capacidad de
retencion hidrica, estabilidad de agregados; las propiedades quimicas se relacionan a la reserva de
nutrientes y concentracion en diferentes fracciones quimicas de macro nutrientes (N, P, K, Ca, Mg,
S) y micronutrientes (B, Fe, Mo, Mn, Zn, Cu, Na y Cl), asi como la capacidad de intercambio
cationico, pH, y contenido de materia orgénica; las propiedades biologicas estan determinadas por
la actividad de los microorganismos del suelo. Gran parte de la microbiota del suelo utiliza la
materia organica como sustrato y fuente de energia para la produccion de enzimas que producen
transformaciones biologicas de las diferentes fracciones de los nutrientes, fomentando procesos de
humificacidon y mineralizacién. La materia organica es un factor clave en la fertilidad del suelo, ya
que actua sobre las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo que mantiene la actividad
microbiana de la rizosfera, lo cual es sumamente importante ya que la mayoria de las interacciones

biologicas en el suelo se llevan a cabo principalmente en la rizosfera (Andrades y Martinez 2014).

1.1.2 Efectos de las practicas agricolas en la rizosfera y su relevancia en los agroecosistemas

La rizosfera es la zona inmediata a las raices, es una zona dinamica del suelo de interaccidon entre
las plantas y los microrganismos del mismo. Se considera a la rizosfera como un punto caliente de
biodiversidad en donde la raiz exuda compuestos que interactiian con los microrganismos y donde
se regula la densidad de las poblaciones y sus actividades (Raaijmakers, 2009; Cano, 2011). En la
rizosfera se da cabida a organismos benéficos y patdégenos, donde su interaccion generalmente tiene
un efecto neutral para la planta, sin embargo, forma parte de una compleja red de interacciones
tanto sinérgicas como antagonistas (Raaijmakers, 2009). El balance de las interacciones entre

microorganismos patégenos y benéficos tiene influencia en el crecimiento y desarrollo vegetal, por
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lo que el manejo de los factores bidticos y abidticos en el suelo tiene un papel importante en la
actividad de los microorganismos benéficos y en el control de la densidad y actividad de los
patogenos (Lynch, 1990; Janvier et al., 2007; Cano, 2011). Diversos estudios han mostrado que
una de las practicas agricolas que mas afectan a la interaccion entre los microorganismos de la
rizosfera, es la labranza (Kurle y Pfleger, 1994; Schalamuk et al. 2006; Larsen et al., 2015). Dentro
de los microorganismos benéficos afectados en la rizosfera se encuentran las bacterias fijadoras de
nitrogeno, bacterias promotoras del crecimiento vegetal y los hongos micorrizicos (Alexopoulos et
al., 1996; Cano, 2011), los cuales juegan un papel muy importante, ya que regulan algunos de los
SE que proporcionan estos ambientes, tales como, la productividad de los cultivos; la regulacion
del ciclo de C, N y P en el suelo (Lemanceau et al., 2015; Delgado-Baquerizo et al., 2016); y en la

reduccion de GEI (Finn et al. 2017).

1.1.3 Sistemas diversificados para mejorar el funcionamiento de los agroecosistemas

Una alternativa para promover el buen funcionamiento de la rizosfera, es la implementacion de
agroecosistemas diversificados, los cuales, pueden compensar algunos de los SE afectados por los
agrosistemas convencionales. La diversificacion de los agroecosistemas se debe de llevar acabo a
diferentes escalas: a escalas regionales con una zonificacion de climas y cuencas hidrologicas para
determinar la aptitud de los cultivos en cada regidn; a escalas temporales con rotacion de cultivos,
cultivos intercalados o en relevo; a escalas espaciales con multicultivos, agrosilvicultura o sistemas
agropastoriles para la produccion de ganado; a escalas genéticas con variedades genéticas con
resistencia a los cambios ambientales y con capacidad de responder favorablemente a estos
cambios. Ademas debe promoverse una diversidad funcional entre los componentes del cultivo.

No obstante, para que haya una buena gestion de los servicios ecosistémicos que proporcionan los
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agroecosistemas, es necesario una mayor comprension de las dindmicas temporales en las que

funcionan con su contexto ambiental particular.

1.2 Diversificacion de cultivos con Abonos Verdes (AV)

Los abonos verdes (AV) son las plantas de un cultivo de rotacion que, previo al momento de
floracion, se incorporan al suelo entre dos cultivos. Los AV normalmente son usados incorporando
su materia organica en el suelo antes del cultivo principal y se dejan un tiempo para promover su
descomposicion y liberar los nutrientes contenidos en el suelo y hacerlos disponibles para el cultivo
principal; no obstante, también se pueden sélo cortar y dejar sobre el suelo para evitar disturbio en
el suelo manteniendo intacto el sistema radical (Cherr et al., 2006). No obstante, su uso se puede
hacer en asociacion o intercalado con el cultivo principal. La implementacion de AV puede ser
solo con una especie o con una la mezcla de familias como fabaceas, gramineas y cruciferas con

diferentes funciones.

Para la implementacion de AV se requiere de diferentes tipos de manejo en la labranza que
va de un gradiente de labranza convencional a una labranza minima. Mientras los AV que se
incorporan en el suelo representan un nivel de labranza convencional, los AV no incorporados en
el suelo representan un nivel de labranza de minima. La funcion de ambos es complementar la
nutricion de los cultivos a través de la fijacion de N (en caso de las leguminosas) o hacer disponibles
nutrientes como el P, K, Ca, Mg (Guzman y Alonso, 2008) contenidos en su material organico.
También mejoran la estructura del suelo, aumentan la cantidad de materia orgéanica y la actividad
microbiana, pueden influir en la reproduccion de microorganismos que secretan hormonas y

enzimas que estimulan el crecimiento vegetal, controlan la erosion, asi como la proliferacion de
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arvenses y plagas, ya que también pueden albergar depredadores de plagas (Altieri, 1992; Bunch,
2004; Guanche, 2012). En suma, se ha mostrado que los AV pueden reducir la cantidad de insumos
externos que se usan para incrementar la fertilidad del suelo y la supresion de plantas arvenses,

tales como fertilizantes minerales y pesticidas (Robacer et al. 2016).

1.2.1 Efectos de los AV en el suelo

Los efectos de la implementacion a largo plazo de los AV generalmente se reflejan en una mejor
estructura del suelo y una mayor capacidad de retencion de agua y fertilidad del suelo. Sin embargo,
los efectos de los AV no siempre son los mismos e incluso pueden no tener efectos benéficos para
el buen funcionamiento del agrosistema, ya que la descomposicion de su materia orgéanica y la
subsecuente liberacion de nutrientes depende de las propiedades bioquimicas del suelo (actividad

microbiologica) (Myers et al., 1994).

1.2.1.1 Efectos en las propiedades fisicas del suelo

La materia organica incorporada por los AV mejora las propiedades fisicas del suelo, sobre todo
su estructura y su capacidad de retencion del agua. Dentro de los efectos en la estructura del suelo
esta la reduccion en la pérdida de suelo por erosion y el aumento en la estabilidad de los agregados,
ya que laraiz de los AV los protege de la compactacion y ruptura durante el barbecho disminuyendo
su friabilidad (Hermawan y Bomke, 1997). También se ha demostrado que al evitar la
compactacion del suelo hay una disminucion de la resistencia en la superficie del suelo que se crea
con las costras que son formadas por el impacto de la lluvia (Folorunso et al., 1992). Asi mismo,
sus efectos también se notan en la porosidad del suelo, ya que aumentan la permeabilidad al aire,

11



la conductividad hidraulica, y la capacidad de retencion del agua (Thorup-Kristensen et al., 2003).

Todo esto favorece el desarrollo radical y el establecimiento de las plantulas (Meyer et al., 1999).

1.2.1.2 Efectos en la fertilidad del suelo

Las especies de leguminosas usadas como AV pueden proporcionar suficiente N y reemplazar el
nitrogeno mineral usado en la produccion convencional (Badgley et al., 2007; Gselman y
Kramberger, 2008). Perdigdo et al. (2010) concluyeron con base en experimentos de campo y
usando diferentes mezclas de AV, que las leguminosas anuales tienen un alto potencial como fuente
de N para los cultivos. Los efectos acumulativos de los AV en la disponibilidad de N después de 4
a 7 afios usando una rotacion de cultivos con AV, podrian proporcionar el suministro de N para el
cultivo (Gabriel et al., 2016; Pandey et al., 2017). Es importante considerar que los primeros afios
hay una disyuntiva entre el suministro de N y la inmovilizacion microbiana de los nutrientes
ocupados por los microorganismos durante la descomposicion de la materia orgénica, sin embargo,
este compromiso puede ser reducido dependiendo del tipo de mezcla de AV que se use y de factores

climaticos de temperatura y humedad en el suelo (White et al., 2016).

La limitacién de nitrogeno se convierte en el mayor problema para la produccion de cultivos
organicos que no tienen un almacén disponible de nitrogeno (Thorup-Kristensen, 1999). Sin
embargo, a pesar de que la fertilizacion mineral proporciona una cantidad alta de N en el suelo, los
cultivos s6lo absorben entre una tercera parte y la mitad del nitrégeno suministrado (Tilman, 1998).
La implementacién de rotacion de cultivos con AV puede aumentar el reciclaje del N lixiviado en
las capas mas profundas del suelo (a mas de 10 kg/ha), debido a la penetracion de las raices en el

suelo (Thorup-Kristensen ef al., 2012). La lixiviacion de nitrogeno es un proceso que reduce a la
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fertilidad del suelo, genera la contaminacion de cuerpos de agua y es comun en los sistemas de
agricultura convencional. En ese sentido, se ha mostrado que los AV pueden estabilizar y detener
la lixiviacion de N y sus efectos dependen del tipo de AV y de la capacidad de adquisicion del N

del cultivo principal (De Notaris ef al., 2018).

El aumento en la disponibilidad de P usando AV depende del tipo de la planta usada.
Algunas especies de raices largas tienen una alta capacidad de absorcion de P inorganico en el
suelo convirtiéndolo en P organico (Gahoonia y Nielsen, 1997; Gahoonia et al., 2000). La mayoria
de las leguminosas exudan acidos organicos que acidifican la solucidon del suelo y aumentan la
disponibilidad de P (Jones, 1998), asi mismo, tienen una alta afinidad a la colonizacion de HMA.
Otra forma en la que los AV contribuyen en la disponibilidad de P es en el momento de la
descomposicion de la materia organica, donde por medio de los acidos organicos y enzimas
producidas por los microrganismos para descomponer la materia organica, el P es solubilizado y
mineralizado, ademas en suelos con pH neutro y alcalinos se libera P ocluido en del suelo de

manera homogénea (Wang y Bakken, 1997).

Respecto a otros nutrientes también se ha visto un aumento en su disponibilidad, tal es el
caso del potasio (K). La liberacion del K en la solucién del suelo es relativamente rapida después
de la incorporacién del AV en el suelo y su disponibilidad es equivalente al K mineral en los
fertilizantes (Lupwayi y Haque, 1998). Por otro lado, también se ha visto que el uso de AV reduce
la lixiviacién de otros nutrientes como el K, Ca y Mg. Sin embargo, hay estudios que han
demostrado que los AV ayudan a la retencion y disponibilidad del azufre (Eriksen y Thorup-

Kristensen, 2002).
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1.2.1.3 Efectos de los AV en la microbiota eddfica

Los efectos de los AV en la microbiologia edéfica son diversos y dependen en gran medida
de la cantidad y la composicion quimica de la materia organica incorporada. Tras varios afios de
aplicacion de AV se aumenta un 60% de la biomasa microbiana y se incrementa hasta un 90% la
actividad de las enzimas que degradan la celulosa (Debosz et al., 1999; Mendes et al., 1999). Una
forma para observar los efectos de los AV en la microbiologia nativa del suelo es la medicion de
las actividades enzimaticas. Un ejemplo de indicadores de la actividad microbiologica es la
actividad de la deshidrogenasa, la cual se ha propuesto que es un indicador general de toda la
actividad microbioldgica, ya que estd involucrada tanto en procesos intracelulares hasta procesos
de fosforilacion oxidativa (Trevors, 1984). Sin embargo, la mayoria de las enzimas del suelo actiian
como un catalizador especifico de cada reaccion y depende de muchos factores externos, bioticos
y abidticos como la presencia de inhibidores, tipo de cultivo, asi como el manejo del suelo, lo que
las hacen mas vulnerables a los cambios en el microambiente (Bandick y Dick, 1999). Los efectos
de la rotacion con AV también se observa en cambios en la diversidad y composicion de las

poblaciones de HMA (Boswell ef al., 1998; Kabir y Koide, 2000).

Sobre los efectos de los AV en la microfauna, son pocos los estudios que han profundizado
en el tema. No obstante, se ha demostrado que los AV incrementan hasta cuatro veces la densidad
de colémbolos y casi el doble de densidad de 4acaros (Axelsen y Kristensen, 2001). Cabe destacar
que los efectos de los AV no se limitan a los microorganismos benéficos, sino que también tienen
efectos considerables sobre los patogenos y estos efectos dependen del AV usado. Por un lado, se
ha visto que puede aumentar el riesgo de infeccion de nematodos que se pueden propagar en
determinadas plantas usadas como AV, y, por otro lado, también pueden ejercer efectos

nematocidas, a través de los productos derivados de la descomposicion de la materia orgénica
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(Abawi y Widmer, 2000). Sin embargo, los mecanismos de estos efectos atin no han sido
dilucidados. Por ejemplo, la canola reduce enfermedades de los cereales transmitidas por el suelo
en la rotacion de cultivos de mono cereales, y su eficacia como un cultivo de barbecho, se debe a

los isotiocianatos, un producto de descomposicion quimica de gluicosinolatos (Sarwar et al., 1998).

1.2.1.4 Factores que influyen en la descomposicion de los AV y liberacion de nutrientes

Los efectos de los AV no siempre son los mismos e incluso pueden no tener efectos benéficos para
el buen funcionamiento del agroecosistema, ya que la descomposicion de su materia organica y su
subsecuente liberacion de nutrientes estan influenciados tanto por factores fisicos del suelo
(humedad, temperatura, textura, recalcitrancia de sus componentes, pH) quimicos (Relacion C/N;
Lignina/L, nutrientes) y bioldgicos (actividad microbiologica) (Myers et al., 1994). La textura del
suelo modula la liberacion N a partir de residuos de abono verde, debido a la oclusion fisica de
residuos parcialmente descompuestos dentro de los agregados y la unién de los productos solubles
de degradacion (por ejemplo, hidratos de carbono y proteinas) en las superficies de arcilla (Six et
al. 2000). Esto puede influir en los procesos de mineralizacién de N y nitrificacion mediados por
microbios. En consecuencia, se espera que los suelos muy arcillosos fertilizados con AV liberaran
menos N mineral que aquellos con bajo contenido de arcilla. No obstante, los efectos de los AV en
las diferentes propiedades del suelo, en la microbiologia y actividad enzimatica del suelo, asi como
en la productividad de los cultivos depende mayormente de la composicion bioquimica y de la

estequiometria de los componentes principales de cada AV (Tejada et al., 2008).

La relacion C/N de los AV es el factor mas importante en el balance entre mineralizacion e

inmovilizacion y es el mejor parametro que controla la mineralizacion de la materia orgénica. Por
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su parte, la relacion lignina/nitrogeno (L/N) es el mayor factor que controla mineralizaciéon de N y
es el mejor parametro predictivo del N que potencialmente puede ser mineralizado (Becker ef al.,
1994). Por lo tanto, la relacion C/N de los distintos AV usados, se manifiesta en cambios en la
relacion C/N en el suelo y en la estequiometria del mismo. Si se quiere que favorecer el reciclaje
de la materia organica y que los AV funcionen como complemento de los nutrientes en el suelo, la
aplicacion de cada variedad de AV debe estar relacionada con la estequiometria quimica del suelo,

del AV y del cultivo principal.

1.2.2 Usos de los Abonos Verdes

Son varios los usos de los AV y generalmente su aplicacién no se reduce a una sola utilidad, ya
que cumplen varias funciones. No obstante, las condiciones del agrosistema, tales como el estado
de fertilidad del suelo, el grado de lixiviacion o erosion del suelo, el equilibrio microbioloégico en
el suelo, la existencia de plagas, estrés hidrico o la presencia de ganado en la granja, son

condiciones que determinan el tipo de AV que debe ser usado.

1.2.2.1 AV como fertilizantes

La funcidn principal de los AV es complementar la nutricion del suelo para los cultivos de rotacion.
Son diferentes los nutrientes que pueden ser incorporados en el agrosistema, principalmente el N,
gracias a la fijacion de nitrogeno libre por bacterias del género Rhizobium. Por su parte,
solubilizacion del P es fomentada por la presencia y colonizacion de las raices de los HMA y sus
microorganismos asociados. Asi mismo, se aumenta la disponibilidad de otros micronutrientes

debido a que evita la pérdida de los mismos por los procesos de erosion y lixiviacion. Ademas, los
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AV con sistema radical muy desarrollado, bombean los nutrientes de capas inferiores del suelo

hacia las capas superiores.

1.2.2.2 AV como reactivador de la microbiologia edafica

El uso excesivo de plaguicidas y biocidas en general, lleva a una pérdida de la diversidad
microbiologica que conlleva a un aumento de la susceptibilidad al ataque de plagas u hongos
patogenos. El uso e incorporacion de la materia organica de los AV incrementa considerablemente
la microbiologia nativa y mantiene un balance en la dindmica poblacional entre microorganismos

microorganismos benéficos y antagonistas.

1.2.2.3 AV como control biologico

Otro de los usos que recientemente han tomado fuerza, es el control de arvenses, ya que pueden
regular la propagacion y crecimiento estds plantas, compitiendo con ellas por los recursos o
secretando metabolitos secundarios con propiedades alelopaticas por las raices o liberar
compuestos fenolicos durante su descomposicion. Otra técnica que se ha usado para disminuir la
propagacion de arvenses es incorporandolas como AV antes de su periodo de floracion y asi evitar
la formacion de semillas y cortar su ciclo de vida. Sin embargo, hay que estar muy al pendiente
debido a que las plantas arvenses suelen tener una floracion escalonada. Asi mismo, algunas plantas
brassicaceas, como la canola, se usan como control de la propagacion de hongos fitopatdogenos en
el suelo a través de la produccion de isocianatos en las raices, compuestos que inhiben el

crecimiento de hongos.
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1.2.2.4 AV como forraje

Los AV mejoran las propiedades del suelo, no obstante, muchos campesinos utilizan el forraje de
la parte aérea de los AV que no se incorporan en el suelo para la alimentacion del ganado y en el

suelo donde creci6 el AV, con o sin labranza previa, siembran el siguiente cultivo.

1.2.3 Servicios Ecosistéemicos en agrosistemas diversificados con AV

La diversificacion y rotacion de cultivos con AV provee multiples SE en diferente medida durante
periodos particulares, incluyendo: servicios de regulacion (control de la erosion, el control
bioldgico) (Lundgren y Fergen, 2011; Ryan et al., 2011); de soporte (el reciclaje de nutrientes)
(Tonitto et al., 2006; Schipanski y Drinkwater, 2011); y de aprovisionamiento (productividad en

los cultivos) (Schipanski et al., 2014).

Dentro del mejoramiento de los SE de regulacion, esta el control de la erosion y la
lixiviacion de nitrogeno que contamina cuerpos de agua y el aire (Lal, 2010). Sin embargo, el SE
relacionado al suministro de N es mas complejo, por ejemplo, al usar leguminosas como AV, se
promueve la fijacion y mineralizacion del nitrégeno y, por tanto, su disponibilidad en el suelo, lo
cual puede reducir el uso de fertilizantes quimicos y las emisiones de carbono asociadas a su
produccion. Otro servicio de soporte que se ve beneficiado en estos sistemas, es el control de
plagas, ya que los residuos acumulados de algunos AV y sus compuestos alelopaticos exudados,
inhiben la germinacion y el crecimiento de las plantas arvenses, disminuyendo la necesidad del uso
de herbicidas y la emision de carbono que representa su produccion. También, al afectar
diferencialmente la disponibilidad de N, las plantas muy eficientes en la absorcion de N presentan

una ventaja contra las plantas arvenses (Wells et al., 2010).
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Uno de los SE que mas se ven potenciados en los agrosistemas diversificados con AV, es
el aumento de la colonizacion de las raices por hongos micorrizicos arbusculares (HMA), la cual
representa una medida integrada de un servicio de soporte, ya que los HMA juegan un papel
importante en la adquisicion de fosforo y pueden incrementar la absorcion de nitrégeno y el zinc,
asi como, el control de plagas por la competencia en la colonizacion de las raices y la tolerancia al
estrés hidrico (Smith y Read, 2008; Vannette y Hunter, 2009). Ademas, los HMA pueden tener un
efecto estabilizador en el suelo incrementando la formacion de los agregados (Wilson et al., 2009).
Se ha sugerido que los HMA pueden ser muy importantes en el secuestro de C en el suelo,
mitigando las emisiones de CO> en suelos agricolas, ya que, una buena parte de los fotosintatos de
la planta huésped se invierte en el crecimiento de los HMA (Solaiman, 2014). Las plantas
micorrizadas pueden aumentar el flujo de fotosintatos de 4% a un 20% a las raices (Douds ef al.,
2000). Bago et al. (2000), estiman que la simbiosis de los HMA puede representar un flujo de C
alrededor del mundo de hasta 5000 millones toneladas al afio. Ademas, se sugiere que los HMA
tienen un papel importante en los ciclos globales de N y P, gracias a que son los hongos mas
abundantes en el mundo y su composicion quimica es alta en contenido de N, (Govindarajulu et

al., 2005; Hodge et al., 2010).

1.3 Efectos de las practicas agricolas y la diversificacion de cultivos con AV en los HMA y

microorganismos asociados

Ryan y Graham (2018) reportan que las presiones de seleccion mas citadas e investigadas que
pueden reducir la diversidad de hongos micorricicos y su funcionalidad en los agroecosistemas son

la labranza, la fertilizacién masiva, la ausencia de rotaciones con heces, y una baja diversidad de
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plantas. Los cambios en la composicion de la comunidad fungica micorricica y la diversidad
genética se han documentado repetidamente cuando se comparan los sistemas de labranza de alta
intensidad con sistemas de labranza de conservacion o baja intensidad, donde se presenta mayor
diversidad en este ltimo sistema de labranza (Miller et al., 1995; Boddington y Dodd, 2000; Jansa
etal.,2002; Alguacil et al., 2014). Los rasgos funcionales de HMA se conservan filogenéticamente
(Powell et al. 2009), por lo tanto, la disminucién de la diversidad de HMA probablemente resulte
en la pérdida o reduccion de las funciones biologicas (Williams et al. 2017). Estos cambios en las
funciones de los HMA, puede llevar a cambios en el continuo de la simbiosis planta-HMA hacia

un mutualismo reducido o parasitismo (Verbruggen y Kiers 2010).

Los cultivos intercalados tienen un fuerte impacto positivo sobre el desarrollo de micorrizas
y las funciones microbianas del suelo, las cuales estdn estrechamente relacionadas a un mayor
desarrollo de la planta, una mejor nutriciéon mineral y con la mejora de la productividad (Oehl et
al.,2010; Wahbi et al., 2016). El intercalado de maiz con leguminosas aumenta la microbiota del
suelo y aumenta la disponibilidad de N y P en el suelo al aumentar la actividad de la ureasa y la
fosfomonoesterasa, lo que aumenta la cantidad de clorofila y microorganismos en las plantas de
maiz (Latati et al. 2016; Lin et al., 2018). Por lo tanto, un uso rentable de los HMA en el contexto
agroecologico requiere de una combinacion adecuada de la planta hospedadora, el socio fungico y
practicas de gestion agricola agroecoldgicas en la labranza y rotacion de cultivos (Smith et al.,

2004; Sawers et al. 2008).

Otros microorganismos interactian en sinergia con los HMA, como las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, que pueden tener diversas funciones como la fijacién de
nitrégeno (por las bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico (BFN), la solubilizacion del P, la

produccioén de factores de crecimiento como el acido indolacético, sideroforos, y antibidticos
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(Barea et al., 2002; Xavier y Germida, 2003; Bharadwaj et a/.,2008). Asi como amplia gama de
bacterias, actinomicetos, hongos filamentosos y levaduras que solubilizan P mineral, y mineralizan
al P organico (Sharma et al., 2013). En una comunidad microbiana con estos microorganismos, €s
donde los HMA pueden jugar un papel importante en el secuestro de P de la solucion del suelo,
donde se favorece la produccion de granulos de polifosfato de las estructuras fungicas,
proporcionando el almacén para el intecambio de P y C entre el hongo y la planta (Larsen et al.,
2015). Ademas, se ha demostrado que los HMA reclutan bacterias solubilizadoras de Pi (Bacillus
spp., Sinorhizobium meliloti y Streptomyces spp), mismas que segregan quelantes de acidos
orgdnicos para la movilizacion de Pi a partir de sales y/o fosfatasas poco solubles para la
mineralizacion de Po (Ordofez et al., 2016; Zhang et al., 2016; Battini ef al., 2017). En ese sentido,
Battini ef al. (2017) con la inoculacidon con Streptomyces spp, observaron una relacion positiva
entre la absorcion de P mediada por AMF vy el contenido de P en los brotes, produciendo mayor
consumo y translocacion de P, asi como un aumento en el crecimiento de las hifas de los HMA.
Este reclutamiento bacteriano se puede deber a que el micelio extraradical (MER) puede exudar o
secretar parte de su C, lo que estimularia el crecimiento bacteriano de manera similar al efecto de

la rizosfera (Ravnskov et al., 1999).

1.3.1 Importancia de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en la rizosfera

Los HMA se encuentran en todos los agroecosistemas y son bridtrofos obligados que colonizan las
raices de las plantas, obteniendo azicares a cambio de nutrientes minerales que pueden ser
absorbidos y translocados a través de una extensa red de hifas del micelio extraradical (MER) que
se extiende desde las raices colonizadas hacia el suelo (Smith y Read, 2008). Los HMA pueden

funcionar como sistemas de absorcion auxiliares que transfieren desde el suelo hacia la planta,
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nutrientes como son el P, N, S, K, Ca, Fe, Cu, y Zn (Garcia y Zimmermann, 2014; Lehmann y
Rillig, 2015; Di Martino et al., 2018). Jakobsen et al. (1992b) demostraron que los HMA pueden
transferir el P desde el suelo hacia la planta hospedera hasta a 12 cm de las raices. Sin embargo, no
siempre hay un beneficio neto para la planta en la captacion de P (Jansa ef al., 2005), incluso en
algunas plantas como el tomate, pepino o la cebada se han visto respuestas negativas a la
colonizacion de HMA (Pearson y Jakobsen, 1993; Smith et al., 2003). Esto se puede deber a dos
razones: o la superficie de la raiz disponible para la captacion de P fue menor que en las plantas de
no micorrizadas, o la densidad y / o actividad de los transportadores de P responsables de la
captacion de P a través de la raiz fue menor (Jansa et al., 2005). Ademads, los HMA disminuyen la
infeccion de los patogenos, estimulan el crecimiento vegetal, aumentan la tolerancia al estrés
hidrico en el suelo y contribuyen a mejorar la estructura del suelo (Bethlenfalvay y Linderman,
1992; Smith y Read, 2008; Barrer, 2009). Un ejemplo de eso es el género Rhizophagous, cuyos
miembros se han catalogado como agentes de control bioldgico y de tolerancia al estrés hidrico,
sin embargo, si existe una descompensacion entre los factores bidticos y abidticos, se afectan las
interacciones sinérgicas y puede haber cambios tanto en los efectos benéficos como antagonicos o
ningun efecto en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Cano, 2011). Ademas, las practicas
agricolas convencionales afectan negativamente a las poblaciones de HMA, asi como a la

composicion de especies y la colonizacion de HMA (Kurle y Pfleger, 1994; Schalamuk ef al. 2006).

Los HMA vy las bacterias nitrificantes representan grupos microbianos clave que regulan el
ciclo N, C y P en los ecosistemas terrestres (Smith y Read 2008; Jakobsen et al., 2001). Ambos
utilizan reservas de N del suelo, ya sea en NH4" por los HMA o a través de la nitrificacion autdtrofa,
mediante la oxidacion del amonio a nitrato altamente moévil por las bacterias nitrificantes
(competidores débiles para acceder al NHy) (Veresoglou et al., 2011). Ademas, un aumento en la
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diversidad de los HMA, conlleva a un aumento de la diversidad vegetal que permite un uso mas
eficiente de los recursos en el suelo mejorando la disponibilidad de P, teniendo como resultado, un
aumento en la productividad de los agrosistemas (Njeru et al., 2017). Dentro de toda la
biodiversidad microbiana del suelo, se puede decir que las BFN y los HMA juegan el papel mas

importante en el mantenimiento de los SE de los agrosistemas (Van der Heijden et al., 1998).

1.3.2 Flujo de nutrientes (C, N y P) entre el fotobionte (planta) y el micobionte (HMA)

La rizosfera es la zona critica para la dinamica de P, N y C, ya que aqui se producen la mayoria de
los procesos bioldgicos y ecologicos complejos (Bais et al., 2006). En esta zona, las raices de las
plantas son capaces de modificar su entorno a través de actividades fisiologicas por medio de
exudaciones de aniones de acidos organicos, enzimas, metabolitos secundarios y azucares (Giles
et al., 2017). Estos procesos, ademas de determinar la solubilizacidén, mineralizacion, adquisicion
de nutrientes y la dindmica microbiana, controlan la eficiencia en adquisicion de P (Hinsinger et
al., 2009). La adquisicion de P es una de las principales limitantes para la productividad en los
cultivos debido a que el P es el macronutriente con menor disponibilidad en el suelo el mundo y
solo el 1% del P en los agrosistemas esta disponible para las plantas (Karandashov y Bucher, 2005).
Ademas, existe una eficiencia muy baja en fertilizacién con P, ya que sélo una parte del P aplicado
se absorbe por las raices (Holford, 1997). En ese sentido, la fisiologia de la raiz y las respuestas
bioquimicas desempefan un papel muy importante para el acceso a los escasos almacenes de P en
el suelo. Por lo tanto, la exudacion de acidos organicos, de protones, secrecion de fosfatasas y la
asociacion con microorganismos simbidticos y no simbidticos presentes en la rizosfera son una de

las mayores adaptaciones de las plantas a esta limitante de P (Campos et al., 2018).
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Entre los microorganismos que pueden ayudar en esta adquisicion del P para la planta, son
los HMA. No obstante, las plantas pueden modular la simbiosis, estimulando la actividad
metabolica flngica y la ramificacion de las hifas entre otros efectos (Biicking y Shachar-Hill,
2005). La respuesta de la planta ante la micorrizacion tiene un amplio gradiente que puede ir desde
negativa hasta positiva dependiendo de las especies del fotobionte y del micobionte, y las
condiciones ambientales (Klironomos, 2003), siendo las del maiz las mejores respuestas a la
micorrizacion respecto a otros cereales (Karasawa et al., 2001). Los HMA representan para el
fotobionte una importante inversion de C, ya que, entre 3% y 20% de fotosintato puede asignarse
a micobionte (Jakobsen y Rosendahl, 1990). A cambio, los HMA pueden promover el crecimiento
de la planta hasta un 80% bajo condiciones ambientales sin fertilizacion mineral (Treseder et al.,
2018). Los efectos negativos después de la colonizacion de HMA se atribuyen a un exceso de
fotosintatos compartidos con la pareja fungica (Li et al., 2005; Morgan et al., 2005). El flujo de

nutrientes entre el fotobionte y el micobionte se explica a continuacion.

Transferencia de C. La transferencia de C entre el fotobionte y el micobionte se da en el

micelio intraradical (MIR), donde el micobionte puede absorber y usar las hexosas secretadas por
la raiz (Solaiman y Saito, 1997; Bago et al., 2002). Esta absorcion del C se lleva a cabo en la
interfaz interarbuscular, mediante difusion pasiva en un gradiente de concentracion y las hexosas
son rapidamente convertidas a trihalosa y glucdgeno, que son translocados al MER, donde se lleva
a cabo la acumulacion de fosfolipidos de almacenamiento para la formacioén de la pared celular y
la formacion de esporas (Shachar-Hill et al., 1995; Bago et al. 2000; Bago et al., 2002). En esta
translocacion de C probablemente estén involucrados elementos del citoesqueleto (Bago et al.,
2002), y se ha demostrado que esta circulacion de C es en forma de lipidos y no de carbohidratos
(Bago et al., 2003). Esta estrategia, se lleva a cabo convirtiendo las hexosas en lipidos dentro del
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micelio intraradical (MIR) para translocacion al MER, donde se reconvierten a carbohidratos
estructurales (pared celular de quitina) y de almacenamiento. En este proceso se pierde cerca de la
mitad del C en estos elementos y el restante retorna al micelio intraradical (MIR) en forma de

arginina (Bago et al., 2003).

Transferencia de Nitrogeno. E1 N se absorbe en los HMA en el MER en forma de NHg, ya

que su absorcion es menos costosa energéticamente para el hongo, pero, a pesar de que el NO3
primero tiene que reducirse a NH4 antes de la incorporacion a los aminoécidos, por su abundancia,
el NOs es la mayor fuente de N absorbido por el MER (Hodge et al., 2010), y se reduce a NH4
dentro de las células fingicas y se incorpora a los aminoécidos a través de la via de la Glutamina
sintetasa y la Glutamina-2-oxoglutamato amino transferasa (Johansen et al., 1996). La glutamina
se metaboliza rdpidamente en el MER en arginina (Govindarajulu et al., 2005; Di Martino et al.,
2018). La translocacion de N se lleva a cabo mediante la recirculacion de arginina del MER al
MIR, especificamente en los arbusculos (Govindarajulu et al., 2005; Di Martino et al., 2018),
donde se hidroliza por la arginasa y la ureasa (Govindarajulu et al., 2005) y se libera el NH4 a la
interfaz interarbuscular y a las células corticales de la raiz donde se convierte en glutamato
(Govindarajulu et al., 2005; Di Martino et al., 2018), mientras que el esqueleto de C del
aminoacido, mediante el ciclo del glioxilato, sirve para poder captar el carbono de las hexosas

(Bago et al., 2002; Govindarajulu et al. 2005).

Transferencia de Fosforo. En la rizosfera, el Pi generalmente se agota debido a que las tasas

de absorcion por las raices superan a las del reemplazo en el suelo, pero los hongos micorrizicos
son capaces de acceder al Pi mas allad de la zona de agotamiento a través de redes del MER
(Jakobsen et al., 1992; Ezawa et al. 2018). Ademas de explotar el Pi libre, mediante el MER pueden

explotar los fosfatos organicos (Po), a través de la mineralizacién de Po por sus fosfatasas acidas
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extracelulares (Koide y Kabir, 2000). El P absorbido por el MER es trasladado al MIR en forma
de polifosfatos (Karandashov et al. 2004; Viereck et al., 2004; Hijikata et al., 2010). Se han
detectado flujos de P en las hifas con flujos protoplasmaticos bidireccionales dentro de estructuras

celulares (vacuolas, ntcleos, gotas de grasa, organulos, granulos) (Logi et al., 1998; Giovannetti et

al., 2000).

Los transportadores especificos de P en los hongos son esenciales para la transferencia de
P del MER de la membrana arbuscular hacia la célula vegetal (Di Martino et al., 2018). El Pi se
capta en el MER a través de simportadores H+/Piy simportadores Na+/ Pi controlados por ATPasas
H+ y ATPasas Na+, respectivamente, incorporados en ATP en mitocondrias, polimerizados en
polifosfato por el complejo chaperon transportador vacuolar (VTC) y acumulado en las vacuolas
tubulares (Kikuchi et al., 2014; Johri et al., 2015; Garcia et al., 2016). El polifosfato se transloca
hacia el huésped, probablemente por el flujo de agua mediado por una acuaporina fingica (AQP3)
(Nehls y Dietz, 2014; Kikuchi et al., 2016). Durante la translocacion a larga distancia, el polifosfato
se invierte dindmicamente a través de la despolimerizacion mediante polifosfatasas y se exporta al
citosol a través del exportador de Pi vacuolar (PHO91) (Kikuchi et al, 2014). En el MIR, el
polifosfato se transloca a los arbusculos por el flujo de agua mediado por AQP3, y luego el Pi se
exporta por tres vias hipotéticas: (1) Pi se libera por hidrdlisis del polifosfato, exportandose al
citosol a través de Pi vacuolar y se carga a la red de Golgi/trans-Golgi para su exportacion al
apoplasto; (2) Pi liberado de las vacuolas se exporta directamente a través la membrana plasmatica
del hongo; (3) el polifosfato se exporta directamente a través del complejo VTC en la membrana

plasmatica al apoplasto en el que la fosfatasa vegetal hidroliza el polifosfato (Ezawa et al., 2018).

Hodge et al. (2010) plantean que este proceso puede representarse como un ciclo con

retroalimentacion positiva, ya que, cuando un HMA transfiere P o N a través de las membranas
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arbusculares, habra un aumento local en la concentracioén de fosfato o amonio en la raiz, por lo que
la planta, al no poder distinguir entre ese suministro con el que resulta de la captacion epidérmica
de las células corticales, respondera aumentando el transporte de las hexosas hacia el sitio donde
se increment6 la captacion de nutrientes y algunas de esas hexosas se filtraran en el apoplasto y

seran adquiridas por las hifas intercelulares para convertidas en trihalosas y continuar con el ciclo.

1.4 Importancia del agroecosistema maiz-leguminosa

Uno de los mejores ejemplos de agroecosistemas que mejor escenifican la importancia de
un agrosistema diversificado en asociacion de maiz con leguminosas, es la milpa. Esta es un
agroecosistema propio de Mesoamérica que data de tiempos prehispanicos y mantiene su vigencia
hasta nuestros dias. Es base de la alimentacion en gran parte de México, y puede incluir a la planta
del maiz con diversas variedades de frijoles (leguminosas), calabazas (cucurbitaceae), quelites
(arvenses), y otros cultivos. Este tipo de agroecosistema se encuentra en casi todas las zonas
ecoldgicas, tanto tropicales, subtropicales o templadas, y en cada clima, cambian las razas y
variedades de maiz, frijol y calabaza. En una milpa, busca hacer un uso eficiente de la luz, agua y
de los nutrientes del suelo, debido a la estructura de los multiples estratos del multicultivo en donde
funcionan principios ecologicos de un ecosistema (Kato et al., 2009). En la milpa, existe diversidad
de especies y variedades, que constituyen elementos fundamentales del agroecosistema para las
interacciones simbiodticas o “‘cooperativas” entre plantas (Kato et al., 2009). La estructura
fisondémica de la milpa estd dominada por la cafia del maiz, la cual sirve de soporte para que el
frijol pueda enredarse y crecer. La mayoria de los frijoles usados en la milpa, crecen intercalados

con el maiz en el estrato medio de la milpa, y producen una gran cantidad de nddulos para la fijacion
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de nitrégeno que puede ser usado inmediatamente por el maiz, por la calabaza u otras plantas
asociadas. En el estrato inferior de la milpa, se encuentra la calabaza, la cual funciona como control
de arvenses, ya que sus hojas gruesas y anchas, mantienen la humedad del suelo y forman una capa
densa que limita la entrada de luz al suelo inhibiendo la germinacion de las semillas de arvenses.
Ademas, la calabaza, como otras Cucurbitaceas, secreta compuestos alelopaticos que reducen el
crecimiento y establecimiento de las plantas arvenses y ahuyentan a los insectos (Altieri, 1987,
1995; Gliessman, 1990). Este agroecosistema demuestra la importancia de la diversificacion de
cultivos y asociaciones de maiz con leguminosas y otras plantas y puede funcionar como modelo

de los agrosistemas diversificados con el uso de AV leguminosos con el maiz.

1.4.1 Janamargo como AV

El janamargo o veza (Vicia sativa L.) es un buen ejemplo de planta utilizada con AV. Es una planta
originaria del centro y sur de Europa y del area mediterranea. En la Peninsula Ibérica aparece
espontaneamente en casi todo el territorio. Su cultivo se ha extendido a todo el planeta. En el sur
de la Peninsula y en las dos mesetas se cultivan variedades de otofio y en las zonas montafiosas
templadas variedades de primavera. La encontramos en campos, tierra en barbecho, terrenos
baldios, bancos, bordes de caminos, patios, praderas, puertos, patios de vias férreas. También crece
entre el forraje y cultivos como abono verde. Esta planta ha sido parte de la dieta humana desde la
antigiiedad, se han encontrado restos datados en el Neolitico Temprano. Es una leguminosa capaz
de fijar nitrégeno mediante abundante produccion de nédulos en sus raices de bacterias del género
Rhizobium. El aprovechamiento de esta planta en México radica en su uso como abono verde o

como forraje ganadero, ya que aporta una cantidad importante de proteina (Gofii et al., 2004).
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1.4.2 Maiz como cultivo

El maiz es el cultivo de mayor produccion en el mundo; asi mismo, es la planta con mayor grado
de domesticacion (FAO, 2003; Mejia, 2003). A pesar de esto, el origen de su domesticacion es
incierto, pero se considera que el centro de origen mas importante se encuentra en el occidente de
México, ya que ahi se han encontrado registros de su cultivo de mas de 7000 afios de antigiiedad
(Kato et al., 2009). En México, existen mas de 50 razas nativas que la dan al cultivo del maiz una
multifuncionalidad y adaptabilidad sin igual, ya que se puede comer en grano, transformarse en
harinas, producir productos de almidon, aceites y proteinas, bebidas alcohdlicas, fructosa y
combustible (Mejia, 2003). Asi mismo, esta diversidad se refleja en la prodigiosa diversidad de

comportamientos y adaptaciones geograficas de estas variedades (Kato et al., 2009).

En México, el cultivo de maiz ocupa cerca de la mitad de la superficie cultivable,
aproximadamente 7.4 millones de hectareas (Kato et al., 2009), y aproximadamente 57% de la
produccion nacional se destina al consumo humano y 26% a la alimentacion del ganado (Ron et
al., 2006). De los espacios dedicados al cultivo de maiz, la mayoria es de economia campesina
(UNAM, 2007). Mas del 40% de la fuerza de trabajo en el sector agricola (3 millones de personas)
trabajan el cultivo del maiz, por lo que cerca del 8% de la fuerza laboral de México, depende de
este cultivo (Nadal y Wise, 2004; SAGARPA, 2008). Estas caracteristicas le dan una relevancia
notable al cultivo del maiz, por lo que es imperativo el estudio de la respuesta de las distintas

variedades a las condiciones actuales de los sistemas agricolas.

1.4.3 Taxonomia y caracteristicas biologicas del maiz

El género Zea pertenece a la familia Poaceae y contiene cinco especies en México y Centroamérica:
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Zea diploperennis Iltis, Doebley y Guzman; Zea perennis (Hitchcock) Reeves y Mangelsdorf; Zea
luxurians (Durieu y Ascherson) Bird; Zea mays Linnaeus y la descrita recientemente Zea
nicaraguensis 1ltis y Benz. Zea mays L., es la especie a la que corresponde el maiz en la forma
cultivada del género (Doebley e Iltis, 1980). El maiz es una planta anual de porte robusto, con tallo
simple y erecto (1 — 5 m), con pocos macollos o ramificaciones; presenta hojas alternas que nacen
en los nudos a lo largo del tallo; tiene raices primarias fibrosas y raices adventicias que nacen en
los primeros nudos por encima de la superficie del suelo (Jugenheimer, 1988). En la mazorca cada
grano o semilla es un fruto independiente (cariopside), insertado en el raquis cilindrico u olote; la
cantidad de grano producido por mazorca depende del nimero de granos por hilera y de hileras por
mazorca. Las estructuras que constituyen el grano del maiz (pericarpio, endospermo y embrion) le
confieren propiedades fisicas y quimicas (color, textura, tamafio, etc.) que han sido importantes en
la seleccion del grano como alimento (Kato et al., 2009). El maiz se cultiva en una gran variedad
de regiones agroecologicas, en suelos y climas muy variables. Crece en altitudes que van entre 0 y
4,000 m s.n.m., se distribuye desde el ecuador hasta altas latitudes, en regiones de precipitacion
pluvial de 400 mm hasta los 3,000 mm (Reyes, 1990). La mejor produccion se logra en climas con
temperatura media entre 21 y 27 °C y libre de heladas en el ciclo agricola entre 120 a 180 dias

(Reyes, 1990).

1.5 Justificacion

Las bondades del uso de las leguminosas como AV sobre otras plantas son contundentes, y en
zonas tropicales la mayoria de estas plantas forman la asociacion con bacterias fijadoras de
nitrégeno, por lo que su uso se ha incrementado alrededor del mundo. Por otro lado, asociar la

produccion maiz con leguminosas mediante rotaciones, podria ser una estrategia para incorporar el
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N fijado por la leguminosa a través de su asociacion simbiotica con bacterias del género Rhizobuim
(Wahbi et al., 2016), y de un mejor uso del P y agua, a través de las asociaciones de micorrizas con
las leguminosas usadas como AV que promueven la colonizaciéon de HMA en el maiz (Gavito y
Miller 1998). La diversificacion de cultivos en los agrosistemas usando los AV leguminosos como
el janamargo, que tiene una buena calidad quimica (baja relacion C/N y L/N) y una buena
asociacion con BFN y HMA, puede tener diversos efectos favorables en los SE y en las propiedades
del suelo. Al incorporar materia organica al suelo, mantienen la estabilidad de muchos procesos
ecoldgicos y fomentan la microbiologia edéafica benéfica que promueve su mineralizacion y la

liberacion de nitrégeno, aumentando la fertilidad del suelo (Drinkwater et al., 1998).

En este contexto, han surgido las siguientes preguntas para esta investigacion: ;Como es la
nutricion y rendimiento del maiz cuando la leguminosa Vicia sativa L. (janamargo) se usa como
abono verde incorporado respecto a su aplicacion como abono verde sin incorporar? ;Qué papel
juegan microorganismos como los HMA en la dindmica de nutrientes (N, P y C) en el
agroecosistema? ;El disturbio del suelo tiene efectos sobre el crecimiento y nutricion del maiz, en
el desempetio de las poblaciones nativas de HMA o en la disponibilidad de nutrientes en el suelo?
(Cuales son los efectos de diferentes manejos de labranza del suelo con el uso de AV en las

propiedades bioquimicas del suelo?

1.6 Objetivos

El objetivo general de la tesis fue evaluar los efectos de distintas aplicaciones del janamargo como
abono verde en el ciclo agricola en el crecimiento del maiz, en su interaccidon con las micorrizas

arbusculares nativas y sus efectos en la dinamica de nutrientes en el suelo.
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Los objetivos particulares fueron: (1) evaluar los efectos de la fertilizacion y la
incorporacion de materia organica en el suelo en la respiracion microbiana, en la mineralizacién
del janamargo y en la disponibilidad de nutrientes en el suelo; (2) comparar los efectos del disturbio
en el suelo en una rotacion de janamargo como AV con maiz en el crecimiento y nutricion (N y P)
del maiz, en la formacion de micorriza y en la disponibilidad de nutrientes en el suelo (NO3” NH4"
y HPO4%); (3) evaluar en invernadero y en prueba de campo los efectos del uso de abonos verdes
bajo dos sistemas de labranza (AV incorporado y no incorporado) y fertilizacion mineral, en la

productividad y nutricion del maiz y en la disponibilidad de nutrientes en el suelo, asi como en el

desempefio de las micorrizas arbusculares y su interaccion con el cultivo.

1.7 Hipotesis

Las hipotesis planteadas fueron: (1) La incorporacion de materia organica y la fertilizacion mineral
aumenta la actividad microbioldgica y la respiracién microbiana, lo que afectara la disponibilidad
de nutrientes en el suelo; (2) el disturbio fisico del suelo reduce el crecimiento y nutricion (N y P)
del maiz, afectando su interaccion con los HMA; (3) la incorporacion de materia organica del
janamargo como AV y la reduccion de labranza favorece la colonizacion de HMA vy la sinergia
mutualista de la simbiosis entre los el maiz y los HMA, mientras que la fertilizacion mineral, el

barbecho y la perturbacion del suelo afectan el desempeio de la micorriza.

1.8 Modelo hipotético del flujo de nutrientes en el agrosistema de estudio

Modelo hipotético del flujo de nutrientes para el agroecosistema con un sistema de riego constante
como el que se propone en esta investigacion se muestra en la Figura 1. Al inicio del ciclo (TO) se
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siembra el AV (janamargo). Este germina y crece, y cuando se acerca a su etapa de floracion
(tiempo intermedio, Ti), gracias a la actividad bioldgica de los microorganismos asociados a los
HMA en las raices de janamargo, como bacterias de vida libre o solubilizadoras de P, se habra
aumentado la disponibilidad de P de sus diferentes formas fosfatadas presentes en el suelo. Asi
mismo, se habra fijado una cantidad considerable de nitrogeno atmosférico gracias a la asociacion
del janamargo con bacterias simbioticas del género Rhizobium y también a bacterias diazotroficas

de vida libre.

Al momento de cosechar del abono verde (T1), se incorpora su materia orgéanica en el suelo
donde crecié para dejarlo reposar y que se lleve a cabo la descomposicion de su biomasa y
liberacion de nutrientes (Nitrogeno y Fosforo). En este momento (Ti), la mayoria de los nutrientes
estan en la materia organica incorporada como abono verde. Al momento de sembrar el maiz (T1),
se habra incrementado la actividad microbiologica, por lo que la cantidad de nutrientes disueltos y
contenido en los microorganismos sera considerablemente mayor, mientras que el contenido de

nutrientes en la materia organica sera menor.

Para el momento de cosechar el maiz (TF), la mayoria de los nutrientes disueltos habran
sido absorbidos por la planta y su concentracion en la solucion del suelo sera significativamente
menor. No obstante, aunque en menor medida, se seguira llevando a cabo la descomposicion de la
materia organica mas recalcitrante del janamargo, por lo que, la cantidad de nutrientes contenidos
en los microorganismos sera menor, respecto al tiempo anterior, pero seguird una constante

liberacidon de nutrientes a la solucion del suelo.
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1.9 Estructura de la tesis

Para responder a los objetivos planteados, la tesis fue estructurada en seis capitulos, el primer
capitulo es de de introduccidn general, seguido de cuatro capitulos experimentales (Capitulos 2 al
5) y finalmente un capitulo de discusion y conclusiones generales. Uno de los capitulos

experimentales ya estd publicado y los demas estan en forma de manuscrito de articulo cientifico.

Capitulo 1. Introduccion general

En este capitulo se incluyen la introduccion general y el marco teorico de la tesis, se plantea la

justificacion, los objetivos e hipotesis del trabajo.

Capitulo 2. Efectos de la incorporacion en el suelo de abonos verdes leguminosos en la actividad

microbiologica y en la disponibilidad de N en el suelo.

En este capitulo se evaluaron los efectos de la fertilizacion y la incorporacion de materia organica
en el suelo en la respiracion microbiana, en la mineralizacion del janamargo y en la disponibilidad
de nutrientes en el suelo. El experimento se realizd a través de un método de incubacion aerdbica
y se encontrd que la incorporaciéon de janamargo como abono verde aumentd la respiracion
microbiana del suelo. Los nutrientes liberados del material organico mas labil del janamargo se
ocupan para el mantenimiento de la microbiota encargada de la descomposicion y la
mineralizacion, lo que nos sugiere que representan una inversion inicial de nutrientes para el
mantenimiento de la misma. No obstante, el janamargo tiene una mineralizacion constante y sus

nutrientes liberados podran ser usados para el siguiente cultivo en rotacion.
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Capitulo 3. Soil physical disturbance reduces maize growth, nutrition and mycorrhiza formation

in a green manure rotation with vetch.

Este capitulo fue publicado en la revista Rhizosphere y su objetivo fue comparar los efectos del
disturbio en el suelo en una rotacion de janamargo como abono verde con maiz en el crecimiento
y nutricion (N y P) del maiz, en la formacion de micorriza y en la disponibilidad de nutrientes en
el suelo (NO3 NH4" y HPO4%). El experimento fue en invernadero con macetas usando suelo con
baja disponibilidad de P, y estuvo compuesto en tres fases: crecimiento del janamargo (10
semanas); descomposicion del janamargo en el suelo (12 semanas); y crecimiento del maiz hasta
mazorca (18 semanas). Se concluyd que el disturbio del suelo previo a la siembra del maiz
disminuyo el crecimiento de la planta y la nutricién de la mazorca, la colonizacion de los HMA en
la raiz del maiz, asi como la disponibilidad de NOs™ y que la rotacion de cultivos usando abonos

verdes incremento6 la disponibilidad de PO4™ en el suelo aun después de haber cosechado maiz.

Capitulo 4. Importancia de la rotacion de cultivos con abonos verdes en la interaccion del maiz

con la micorriza arbuscular.

En este capitulo se investigo el papel de las poblaciones nativas de HMA en la rotacion Janamargo-
Maiz. Fue un experimento en invernadero en macetas con 4 kg de suelo con bajo contenido de P.
Estuvo compuesto por tres fases: una de crecimiento de janamargo durante 10 semanas, otra de
descomposicion del AV durante 10 semanas y finalmente la de crecimiento del maiz durante 10
semanas. Se encontrd que la respuesta de crecimiento del maiz a la micorriza sin Carbendaim fue

negativa, pero se mitiga la supresion del crecimiento cuando se us6 janamargo como abono verde.
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Capitulo 5. Evidencias en campo de los efectos de la fertilizacion mineral en la rotacion abono

verde-maiz y en la interaccion del maiz con las micorrizas arbusculares

En este capitulo se evalud en prueba de campo los efectos de la incorporacién de materia organica
con abonos verdes (AV) bajo dos sistemas de labranza (AV incorporado y AV no incorporado),
fertilizacion mineral y la aplicacion de Carbendazimen en la productividad y nutricion del maiz,
asi como en el desempefio de las micorrizas arbusculares y su interaccion con el cultivo, y en la
disponibilidad de nutrientes en el suelo. Se realizd en una parcela agricola con intenso manejo de
fertilizacion y labranza para el cultivo de maiz. Estuvo compuesto por tres fases: 1) crecimiento del
janamargo (15 semanas); descomposicion del janamargo (8 semanas); y crecimiento del maiz hasta
mazorca (25 semanas). Se encontr6 una respuesta negativa del maiz (en el crecimiento,
productividad y calidad de grano) a la micorriza cuando no se aplicé Carbendazim correlacionada
con una mayor colonizacidon y frecuencia de vesiculas y arbusculos de HMA. La fertilizacién
mineral moderada logré fomentar una respuesta positiva del maiz a la micorriza sin Carbendazim

y su manejo en esta rotacion de cultivos puede potenciar los beneficios de la micorriza en el cultivo.

Capitulo 6. Discusion general y conclusiones.

En este capitulo se incluyd una discusion integral de los resultados mas relevantes de la
investigacion, asi como las conclusiones generales. Se presentd una discusion de los efectos del
manejo de las diferentes practicas agricolas en el cultivo en el maiz y su interacciéon con las
micorrizas arbusculares, asi como en la dindmica de nutrientes. Se incluyé un perspectiva de

implementacion de los abonos verdes.
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CAPITULO 2

EFECTOS DE LA INCORPORACION EN EL SUELO DE ABONOS VERDES
LEGUMINOSOS EN LA ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA Y EN LA

DISPONIBILIDAD DE N EN EL SUELO
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Resumen

La materia organica es una de las caracteristicas mas importantes en las propiedades de los suelos
agricolas, y la incorporacion de abonos verdes leguminosos como el janamargo (Vicia sativa L.)
representa una importante fuente de N y P organico y promueve la actividad microbioldgica del
suelo. El objetivo de este experimento fue evaluar los efectos de la incorporacion de materia
organica y la fertilizacion mineral en la respiracion microbiana, en la mineralizacion del janamargo
y en la disponibilidad de N en el suelo. El experimento se realizd a través de un método de
incubacion aerobica en tubos de cloruro de polivinilo (PVC), en la oscuridad y en frascos
individuales por 19 dias a 26 °C. El disefio experimental fue completamente factorial al azar con
dos factores principales: factor 1, fertilizacién mineral (sin y con); factor 2, incorporacion de
materia organica del janamargo (sin y con). En total fueron 4 tratamientos con 5 repeticiones, con
20 unidades experimentales. La incorporacion de janamargo y la fertilizacion mineral aumentaron
la actividad de la microbiologia edafica medida con la respiracion microbiana y €ste aumento fue
continuo al final del experimento. La incorporacion de janamargo incrementé el NH4" disuelto, sin
embargo, disponibilidad de NO3™ después de 19 dias de incubacion, no aumento6. Esto nos sugiere
que los nutrientes disponibles liberados del material organico mas labil del janamargo (parte aérea),
se ocuparon para el mantenimiento de la microbiota y quedaron inmovilizados en los
microorganismos encargados de la mineralizacion, de esta manera representaron una inversion
inicial de nutrientes para el mantenimiento de la microbiota. Al continuar la respiracion
microbiana, los nutrientes del material organico de las raices que tienen una mineralizacion mas

lenta y constante, serdn liberados posteriormente.

Palabras clave: Materia orgdnica, descomposicion, mineralizacion, amonio, nitrato.
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2.1 Introduccion

Los agroecosistemas proporcionan uno de los principales servicios ecosistémicos (SE) de
aprovisionamiento necesarios para el ser humano: la produccion de alimentos (Power, 2010). No
obstante, para que este servicio sea Optimo, es necesario la presencia de otros SE de regulacion y
soporte. Las practicas agricolas convencionales sin rotacion de cultivos o incorporacion de materia
organica y que estan dominadas por monocultivos, labranza convencional, uso masivo de biocidas
y fertilizantes quimicos afectan negativamente diversos SE como el control de la erosion o el
reciclaje de nutrientes (Power, 2010; Schipanski y Drinkwater, 2011; Schipanski et al., 2014;
Delgado-Baquerizo et al., 2016; Finn et al. 2017). Uno de los elementos de los agrosistemas que
suelen ser mas afectados por las distintas practicas agricolas, es la microbiota edafica, la cual, juega
un papel muy importante en los agroecosistemas, ya que regula algunos de los SE que proporcionan
estos ambientes, como la regulacion de la dinamica del C, N y P en el suelo (Lemanceau et al.,
2015; Delgado-Baquerizo et al., 2016). Asi mismo al reproducirse los microorganismos
heterétrofos que despolimerizan la materia organica y mineralizan sus nutrientes, fomentan el
reciclaje y almacenamiento de carbono en el suelo (Power, 2010) y juegan un papel clave en la

emision de GEI (Finn et al. 2017).

Una alternativa para disminuir el impacto sobre la microbiota edafica es la implementacion
de agrosistemas diversificados con rotacion de cultivos usando abonos verdes (AV). Los AV
normalmente son usados como precultivo y son incorporados en el suelo antes del cultivo principal
y se dejan un tiempo para promover su descomposicion y liberar los nutrientes en el suelo para el
cultivo principal (Cherr et al., 2006). Los AV también tienen otras funciones como incrementar el
contenido de materia orgénica en el suelo, aumentar la diversidad y actividad de la microbiota

edafica y modificar sus interacciones con el cultivo (Thorup-Kristensen et al., 2003). La
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incorporacion de AV promueve los SE que proporciona la microbiota edafica, incluyendo:
servicios de regulacion (control de la erosion, el control bioldgico) (Lundgren y Fergen, 2011;
Ryan et al., 2011); de soporte (el reciclaje de nutrientes) (Tonitto et al., 2006; Schipanski y
Drinkwater, 2011). Dentro de estos servicios, el SE relacionado al suministro y reciclaje de N es
mas complejo, por ejemplo, al usar leguminosas como AV, se promueve la fijacion y
mineralizacion del nitrogeno y, por tanto, su disponibilidad en el suelo, lo cual puede reducir el uso
de fertilizantes quimicos y las emisiones de carbono asociadas a su produccion. Ademas, un exceso
en el suministro de N sintético en los cultivos aumenta la emision de NO» (servicio de regulacion),
teniendo efectos en la calidad del agua y del aire (Schipanski et al., 2014) y el uso de AV puede

disminuir la lixiviacion de nitrégeno que contamina cuerpos de agua y el aire (Lal, 2010).

Los efectos de los AV en las diferentes propiedades del suelo, en la microbiota y en la
actividad enzimatica del suelo, asi como en la productividad de los cultivos, depende mayormente
de la calidad, la composicion bioquimica y la estequiometria de los componentes principales de
cada AV (Tejada et al., 2008). Una manera para evaluar la influencia de la materia organica y la
calidad quimica de los componentes principales de los diferentes AV en las propiedades del suelo
es midiendo la estequiometria de sus compuestos principales. La relacion C/N de los AV es el
factor mas importante en el balance entre mineralizacion e inmovilizacion y es el mejor parametro
que controla la mineralizacioén de la materia organica (Becker et al., 1994). Por su parte, la relacion
lignina/nitrogeno (L/N) es el mayor factor que controla mineralizacion de N (Neve y Hofman,
1996) y es el mejor parametro predictivo del N que potencialmente puede ser mineralizado (Becker
et al., 1994; Tejada et al., 2008). Por lo tanto, la relacion C/N de los distintos AV usados, se
manifiesta en cambios en la estequiometria del suelo, especificamente en la relacion C/N (Fox et

al., 1990). Si se quiere que favorecer el reciclaje de la materia orgdnica y que los AV funcionen
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como complemento de los nutrientes en el suelo, la aplicacién de cada variedad de AV debe estar

relacionada con la estequiometria quimica del suelo.

Tejada et al., (2008) plantearon que, para favorecer la mineralizacion de los nutrientes sobre
la inmovilizacion de los mismos, la relacion C/N de los abonos verdes debe tener valores <20,
teniendo un valor 6ptimo entre 10 y 12. En ese sentido, la aplicacién de AV leguminosos ademas
de incrementar la biomasa (C) microbiana, aumentan la respiracion del suelo, debido a que
incorporan material organico labil (con relacion C/N baja), lo que estimula la actividad
microbiologica que a su vez, incrementa la actividad enzimatica de la deshidrogenasa, ureasa, [3-

glucosidasa, fosfatasa alcalina y la aril sulfatasa.

Otro punto importante es que la mayoria de la informacion estequiométrica se basa en la
medicion de toda la planta; sin embargo, no todas las partes de las plantas tienen la misma calidad
quimica y proporcion de sus nutrientes. En ese sentido, hace falta informacion respecto a la tasa de
mineralizacion de las raices, las cuales pueden contener mas del 40 % de N total y tienen elementos
mas recalcitrantes que pueden liberar los nutrientes después de 6 meses o incluso inmovilizarlo,
como el caso de algunas brassicaceas (Chaves et al., 2004). Por el contrario, algunas leguminosas

liberan mas de la mitad de sus nutrientes en solo tres semanas (Schomberg et al., 2006).

Ademas de los factores ya mencionados, otra forma de medir los efectos de los abonos
verdes en las propiedades y en la microbiota nativa del suelo, es la medicion de la respiracion
microbiana y de las actividades enzimaticas, como la actividad de la deshidrogenasa, que, al estar
involucrada desde en procesos intracelulares hasta en procesos de fosforilacion oxidativa, sirve
como indicador general de toda la actividad microbioldgica (Trevors, 1984). Sin embargo, las
actividades enzimaticas pueden tener cambios significativos de acuerdo a la recalcitrancia de los

compuestos (relacion C/N, L/N) de cada AV (Ilyyemperumal y Shi, 2008). En ese sentido, cuando
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se comparan diferentes AV (leguminoso y no leguminosos), se observa que en el suelo con AV
leguminoso se ve incrementada la actividad de la deshidrogenasa, indicando que su materia
organica es mas labil y por ende se vio incrementada la actividad microbioldgica, ya que, la materia
esta siendo descompuesta mas facilmente. El incremento de las enzimas puede ser un indicador de

que no hay inhibidores ni energéticos (C), ni limitantes nutricionales de N o P.

La diversificacion de cultivos en los agrosistemas usando los AV leguminosos como el
janamargo, que tiene una buena calidad quimica (baja relacion C/N y L/N) y una gran capacidad
de asociacion con bacterias fijadoras de nitrogeno y HMA, tienen diversos efectos favorables en
los SE y en las propiedades fisicas y quimicas del suelo. Asi mismo, fomentan la microbiologia
edafica benéfica, aumentan la fertilidad del suelo para los cultivos, y mantienen la estabilidad de
muchos procesos ecologicos en los agrosistemas. Sin embargo, a pesar de que sus efectos no son
tan marcados al inicio, son acumulativos y son una alternativa viable para un buen manejo de los
agrosistemas. Es por eso que en esta investigacion se plantea el objetivo de evaluar los efectos de
la fertilizacion y la incorporacién de materia organica en el suelo en la respiracion microbiana, en
la mineralizacion del janamargo y en la disponibilidad de nutrientes en el suelo. La hipotesis del
trabajo fue que la incorporacion de materia organica aumenta la actividad microbioldgica y la

disponibilidad de nitrégeno en el suelo, y la fertilizacion mineral acelera los procesos.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Sitio y suelo

El experimento se realiz a través de un método de incubacion aerdbica en el laboratorio de

Biogeoquimica de suelos del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad,
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Universidad Nacional Autonoma de México, Campus Morelia. Se utilizo suelo proveniente de la
localidad de Ampliacién Jamaica, en el municipio de Tarimbaro, Michoacan, México (19°51'02"
N, 101°08'19" O). El clima de la region es templado subhumedo (Cw1; Garcia, 2004). El tipo de
suelo es Feozem (WRB) y ha sido usado histéricamente para el cultivo de maiz (INEGI, 1979). Es
un suelo franco arcillo arenoso (60.92%, 15.84% vy 23.24% de arena, limo y arcilla,
respectivamente), con 1.14% de materia organica, pH alcalino (8.33) y una concentracion de

fosforo y nitrégeno disponibles (20.11 y 67.04 pg/g, respectivamente).

2.2.2 Diserio experimental y protocolo

El disefio experimental fue factorial 2x2 balanceado, con dos factores principales: factor
incorporacion de materia orgdnica con dos niveles (sin janamargo y con janamargo); y factor
fertilizacion mineral con dos niveles (sin NPK y con NPK). En total fueron 4 tratamientos, con 5
repeticiones, resultando 20 unidades experimentales (UE). El experimento se realizé por medio de
incubacion aerdbica en tubos de cloruro de polivinilo (PVC) de 5 cm de diametro, con una malla
de 0.15 mm en la parte inferior. Para cada una de las UE se usaron 100 g de suelo. Las muestras
fueron humedecidas al 80% C.C con agua desionizada por capilaridad y fueron incubadas en la
oscuridad en frascos individuales por 19 dias a 26 °C. La humedad del suelo fue ajustada y los

frascos aireados periddicamente para evitar condiciones anaerobicas en las muestras.

2.2.3 Tratamientos con abonos verdes

El material orgénico del janamargo (Vicia sativa L.) usado para el experimento se obtuvo del
mismo campo agricola donde de obtuvo el suelo. La siembra del janamargo se realizo el 19 de
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diciembre de 2018, con sembradora a una densidad de 3 cm entre semillas (400,000 semillas/ha).
El riego del cultivo de janamargo fue por goteo cada 12 dias durante 8 horas y crecié durante 15
semanas. Se tomaron muestras de janamargo para su analisis de nutrientes (Nt y Pt) en el tejido
vegetal aéreo y radical (mezclado) previo a su incorporacion en el suelo y se puso a secar en un
horno durante 48 horas a 70°C para determinar el peso seco. Asi mismo, se determiné la cantidad
de materia organica de janamargo en 1 m? de suelo a 20 cm de profundidad para determinar la
cantidad que se uso6 en los tratamientos con incorporacién de materia organica. Se mezcld 100 g de
suelo y los 450 mg de material vegetal seco y molido de janamargo, de los cuales 250 mg
corresponden de la parte aérea y 200 mg de raiz. A los tratamientos sin AV sdlo se les agreg6 los

100 g de suelo sin material orgénico del janamargo.

2.2.4 Fertilizacion mineral

La fertilizacién mineral en el suelo de las UE en los tratamientos correspondientes con NPK fue
suministrada en soluciones liquidas y en una sola dosis al inicio de la incubacion. La dosis de la
fertilizacion en los 100 g de suelo para el N fue con 20 mg de NH4NOs y para el P fue con 10 mg
de KH>PO4 y fue determinada de acuerdo a la dosis usada para el crecimiento del maiz en los

experimentos de invernadero. En los tratamientos testigo sin NPK so6lo se regd con agua.

2.2.5 Concentracion de N y P en material vegetal de janamargo

A las muestras del janamargo con la materia organica de la parte aérea y radical mezclada se les
determind la concentracion de Nt y Pt por medio de una digestion acida con H2SO4, H2O2, K2SO4

y CuSO4 a 360°C y posteriormente medido por colorimetria. El N fue determinado usando el

63



método de extraccion con digestion acida Kjeldahl (Bremmer, 1996) y los extractos fueron filtrados
para ser medidos (Weatherburn, 1967); mientras que el P se realizé mediante una reduccion con
acido ascorbico y se midio como fosfomolibdeno (Murphy y Riley, 1962). La lectura de los

extractos se realizo en el Autoanalizador BRAN LUEBBE (Norderstedt, Germany).

2.2.6 Respiracion microbiana

La determinacion del CO»-C emitido se llevo a cabo utilizando trampas con 10 mL de NaOH 1N.
Estas trampas fueron reemplazadas alos 1, 4, 8, 12, 16 y 19 dias de incubacién. Se anadieron 5 mL
de BaCl2 1.5N en cada trampa para precipitar el Na2CO3 en BaCO3 y asi cuantificar el NaOH
residual con HCI1 IN y fenoftaleina como indicador (Coleman et al., 1978). La tasa de respiracion

microbiana fue calculada en CO,-Cpg C g/d.

2.2.7 Nutrientes en el suelo

A las muestras de suelo huimedo se les midio la concentracion de NO3  y NH4" disueltos y se les
determiné el pH con un potenciémetro (5 g/ 50 ml), asi como el porcentaje de humedad. EI NO3-
y NH4" fueron extraidos con una solucion 1 N KCI, posteriormente los extractos fueron filtrados
con papel Whatman No. 1 y medidos por colorimetria usando el método fenol-hipoclorito

(Robertson et al., 1999).

2.2.8 Analisis estadisticos

Para el analisis de datos se usaron andlisis de varianza (ANDEVA) factorial de dos vias. Usando
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la prueba de Levene para verificar la homocedasticidad en todos los tratamientos. Posterior al
ANDEVA, para evaluar si existian diferencias significativas entre tratamientos, se utilizd una
prueba de multiples rangos utilizando el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher, con un nivel del 95% de confianza. Todos los andlisis se realizaron en el programa

estadistico StatGraphics Centurion XV Version 15.2.06.

2.3 Resultados

2.3.1 Biomasa y nutrientes incorporados con el janamargo

La concentracion de N en el tejido aéreo y de raiz mezclado del Janamargo fue de 32.31 mg/g. En
total, se incorporaron 14.54 mg de N en 100 g de suelo. Por su parte, la concentracion de P en el
tallo y raiz mezclados de janamargo fue de 4.28 mg/g. En total, se incorporaron 1.93 mg de P en

100 g de suelo.

Tabla 1. Valores p de las variables en la ANOVA de dos vias con los
diferentes factores. Valor-p* (a = 0.05).

Factor Respiracion ~ NH4" NOs>  NH; /NOs
microbiana

A: Abono Verde * ok * ok

B: NPK ok 0.165 3k *%

A xB 0.268 0.321 ok *

* p<0.001; ** p <0.0001

2.3.2 Actividad microbiana

La incorporacion del material organico del janamargo incrementd la mineralizacion potencial de C

(CO2-C) (Fig. 1a). Del mismo modo, la aplicacion de NPK tuvo efectos significativos en la
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mineralizacion acumulada de C (Fig. 1b). El tratamiento con mayor respiraciéon acumulada (con
janamargo y con NPK) tuvo en promedio hasta 329% mas CO>-C emitido acumulado que el

tratamiento sin materia organica y sin NPK. No hubo interaccion entre los factores (Tabla 1).
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Figura 1. Grafico de la respiracion microbiana durante la incubacion
(a) mostrando la respiraciéon diaria usando el promedio de
respiracion entre intervalos. También se muestra el CO,C total
emitido después de 19 dias de incubacion en los diferentes
tratamientos (b). Factores: Abono Verde (sin Janamargo, con
Janamargo incorporado); y fertilizacion con NPK (sin y con NPK). Se
muestran las barras de error. Letras diferentes sobre las barras
significan diferencias significativas entre tratamientos basados en la
prueba LSD de Fisher (P <0.05).
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2.3.3 Disponibilidad de nutrientes en el suelo (NH4", NO3)

Al principio del experimento la concentracion de NH4" disponible en el suelo fue de 3.80 pg/g,
mientras que de NO;3™ disponible en el suelo fue de 85.50 pg/g. No obstante, después de la
incorporacion y descomposicion del janamargo en el suelo y la incubacion, la concentracion de

NH4"y NOs disponibles en el suelo fue significativamente diferente entre tratamientos.

Amonio. La concentracion de [NH4'] en el suelo después de la incubacion fue
significativamente mayor en los tratamientos con AV incorporado respecto a los que no tenian AV
(Figura 2a). En los tratamientos con Janamargo aumentd la concentracion de amonio respecto al
inicio del experimento y tuvieron en promedio el triple de NH4" disponible en el suelo respecto a
los tratamientos sin materia orgdnica. El tratamiento con mayor concentracion de amonio en el
suelo (con janamargo y sin NPK) tuvo en promedio hasta 391% mas NH4" en el suelo (6.46 ug/g)
que el tratamiento sin materia organica de Janamargo y con NPK (1.91 ug/g). Por su parte, la
adicion de NPK en el suelo no tuvo efectos en la [NH4'] al final del experimento y no hubo

interaccion entre factores (Tabla 1).

Nitrato. La incorporacion de la materia organica del Janamargo tuvo efectos significativos
en la concentracion de NO3™ en el suelo después del proceso de descomposicion de la materia
organica y la respiracion microbiana (Tabla 1). La concentracion de nitrato en el suelo fue bajos al
final del experimento y ademas fue menor a su concentracion inicial., salvo el maiz en el
tratamiento donde no se incorporo6 la materia orgénica del janamargo pero si se aplicé NPK (Fig.
2b). En esté tratamiento hubo una concentracion de NO3™ disponible en el suelo (94.11 pug/g) 259%
mayor a los otros tratamientos. Por su parte, hubo interaccion entre factores “AV x NPK” (Tabla
1), donde la adicion de NPK en el suelo sélo tuvo incremento en la concentracion de NO3™ al final

del experimento en los tratamientos donde no se incorpord material organico del janamargo.
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Figura 2. Interaccion entre factores Abono Verde XNPK, con los promedios de la
concentracion de NH4" (a) y NO;5™ (b) disponibles en el suelo después de 19 dias, asi
como de la relacion NH4" / NOs™ (¢). Factores: Abono Verde (sin Janamargo, con
Janamargo incorporado); y fertilizacion con NPK (sin y con NPK). Se muestran las
barras de error. Letras diferentes sobre las barras significan diferencias significativas
entre tratamientos basados en la prueba LSD de Fisher (P <0.05).
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Relacion Nitrato/Amonio. La incorporacion de materia orgéanica tuvo efectos significativos
en la relacion nitrato/amonio en el suelo y el patron fue muy similar al de la concentracion de NO3-
en el suelo después la incubacion (Tabla 1). En general, la nitrificacion, que puede ser expresada
con los valores de la relacion nitrato/amonio en el suelo, presentd niveles bajos al final del
experimento, a excepcion del tratamiento en el que no se incorpord materia organica del janamargo
y si se aplico fertilizacion con NPK (Fig. 2¢), donde se promovio6 la nitrificacion hasta cinco veces
mas que en los otros tratamientos. Al igual que con el nitrato, hubo interaccion entre factores “AV
x NPK” (Tabla 1), donde la adicion de NPK en el suelo solo incremento la nitrificacion al final del

experimento en los tratamientos donde no se incorpor6 material organico del janamargo.

2.4 Discusion de resultados

2.4.1 Actividad microbiana

Al igual que otros estudios que usan la respiracion aerobica medida como el didéxido de carbono
emitido por el suelo como parametro para evaluar la actividad microbiologica edéafica (Zucconi y
Bertoldi, 1987; Vig etal., 1999; Antil et al., 2014), en este estudio observamos que la incorporacioén
de materia organica es fundamental para fomentar la actividad de la microbiota edafica medida por
medio de la mineralizacion del C por parte de la comunidad microbiana del suelo, similar a lo
reportado en otro estudio (Gutiérrez-Nuiez, 2017). Para el aumento de la respiracion microbiana,
la incorporacion de materia organica fue mas importante que la fertilizacién mineral, ya que el
NPK so6lo aumento6 un poco la actividad microbiana respecto a los efectos de la materia orgéanica.
Esto nos sugiere que en este suelo, el recurso limitante es la materia orgdnica y no los nutrientes

disponibles en el suelo.
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Los componentes del material organico del janamargo tienen diferencias estequiométricas
(C/N) entre sus componentes (parte aérea y radical). Si consideramos que las raices representan
cerca del 30% de la biomasa total (Sainju et al., 2005), y ademads tienen una relacion C/N mas alta
y una mayor cantidad de lignina, que las hace mas recalcitrantes respecto a la parte aérea y de
descomposicion mas lenta (Puget y Drinkwater, 2001), se esperaria que la liberacion de nutrientes
se diera principalmente en dos pulsos debido a esa diferencia. En ese sentido, es de destacar que
durante el proceso de descomposicion de la materia organica se observd un aumento rapido en la
respiracion microbiana entre el dia 4 y el dia 8, y después el incremento de la respiracion fue mas
lento. Es probable que sea el primer pulso de la despolimerizacion y mineralizacion de la materia
organica aérea mas labil (como las hojas) y, a diferencia de otros estudios, los resultados mostraron
que hubo un aumento constante en la respiracion (Jani et al., 2016) y no hubo un segundo pulso
proveniente de la descomposicion del material mas recalcitrante de las raices. Esto nos sugiere que
la descomposicion del resto del material orgénico se da de manera constante y no en un segundo
pulso. En contraparte, en los tratamientos donde no se incorpord material orgénico del janamargo
se presento una respiracion constante y sin aumento en su actividad a lo largo de todos los dias del

experimento.

Las raices de janamargo tienen una relacion C/N de alrededor de 14 (Jani et al., 2016) y las
hojas alrededor de 10 (Radicetti et al., 2017), lo que podria representar un primer pulso en la
liberacion de nutrientes y después una liberacion mas lenta. Algunos estudios de campo han
mostrado que, a las 8 semanas se ha mineralizado mas de la mitad de la materia orgénica de la parte
aérea (Schomberg y Endale, 2004), y que la parte radical presenta una mineralizacion mas tardada,
conservando el 25% del N en su biomasa a las 16 semanas (Jani ef al. 2016), y puede seguir en este

proceso de manera mas lenta y constante hasta por 20 semanas (Quemada y Cabrera, 1995).
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2.4.2 Disponibilidad de nutrientes en el suelo (NH4', NO3)

Los resultados de la disponibilidad de nutrientes en el suelo al final de experimento nos mostraron
que la menor concentracion de nutrientes en los tratamientos donde se incorpord el material
orgadnico del janamargo nos sugieren que hay una inmovilizacion de nutrientes de la materia
organica en los microrganismos del suelo que respiran y se estan reproduciendo al incrementar la

descomposicion, despolimerizacion y mineralizacion de la materia organica.

Amonio. El amonio en general se suele encontrar en concentraciones bajas debido a que
este compuesto nitrogenado rapidamente se puede transformar por diversos procesos de
nitrificacion y ademas es la fuente mas accesible de nitrogeno para la mayoria de los
microorganismos. No obstante, se puede observar que en los tratamientos donde se incorporo la
materia organica hubo un incremento de mas del doble de la concentracion de NH4" disponible en
el suelo. Esta situacion nos sugiere que ademas de incrementarse la concentracion de amonio en el
suelo con la incorporacion de materia organica, la descomposicion de la misma representa una a
fuente de amonio constante para los microrganismos que continlan en el proceso de

descomposicion del material orgénico.

Nitrato. Por su parte, la concentracion de nitrato en el suelo al final del experimento es
menor a la inicial en todos los a excepcion del tratamiento donde no se incorpor6 materia organica.
En el tratamiento sin AV y con NPK, al no haber incorporado materia organica que fomentara la
respiracion microbiana los nitratos disponibles en el suelo no fueron ocupados por la microbiota,
por lo que, durante la incubacion la mayoria de las diferentes formas disponibles de nitrégeno,
incluyendo el amonio suministrado, se fueron a procesos de nitrificacion aumentando la

concentracion de NO3 disponible en el suelo.
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2.5 Conclusiones

La incorporacién de materia organica en el suelo con abonos verdes leguminosos con una buena
calidad quimica, con baja relacion C/N y L/N, y con una gran capacidad de asociacion con BFN,
tienen diversos efectos en las propiedades bioquimicas del suelo. Principalmente aumentan la
respiracion microbiana y actividad de la microbiota edéfica y se fomenta el reciclaje de nutrientes

en el suelo.

La materia orgdnica de la parte aérea del janamargo, que estd mas nitrogenada, se
descompone rapidamente y la disponibilidad de sus nutrientes liberados puede estar principalmente
ocupada para el mantenimiento de la microbiota encargada de la mineralizacion y, por tanto, se
quede inmovilizada y funcione como una inversion inicial de nutrientes para el mantenimiento de
la microbiota edafica. Por su parte, los nutrientes del material organico de las raices, que al ser mas
recalcitrantes y presentar una mineralizacién mas lenta y constante, son liberados posteriormente
y podrén ser usados para el siguiente cultivo en rotacion. Cuando se descomponga todo el material
organico, vendra un decaimiento de la microbiota encargada de la descomposicion y sucederd la
mineralizacion de los nutrientes contenidos en estos microorganismos. Sin embargo es necesario

explorar mas en el estudio del material organico del janamargo y sus efectos a largo plazo.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Green manure crops such as vetch (Vicia sativa L) and their association with plant growth-promoting micro-
Crop rotation organisms like arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and diazotrophic bacteria are known to improve soil fertility

Cover crops and crop nutrition in agroecosystems. In a greenhouse pot experiment with a fully factorial design, we inves-

Tillage
Mineral fertilization
Arbuscular mycorrhizal fungi

tigated the effects of green manure with vetch (incorporated or cut leaving the soil undisturbed), soil disturbance
simulating a tillage event (without and with) and mineral fertilization (without and with NPK) on the abundance
of available soil nutrients (NOs~ NH." and HPO,*"), maize growth and nutrient content (N and P), and maize
mycorrhiza formation by native AMF. First vetch was grown for 10 weeks and then left to mineralize for 12
weeks incorporated or not into the soil. Then before maize sowing, another soil-disturbance event was performed
(with and without) and finally maize was grown for 18 weeks without and with NPK fertilization. Main results
showed that the amount of soil NO;~ and HPO,*~ increased substantially after the green manure mineralization
before maize sowing, though with lower values after green manure soil incorporation, compared to that of the
treatment without soil incorporation. Green manure soil incorporation reduced the final total maize dry weight
biomass without NPK fertilization, but when combined with NPK green manure soil incorporation resulted in the
highest final total maize dry weight biomass. However, type of green manure management had no effects on the
other maize plant variables measured nor AMF root colonization. On the contrary, soil disturbance before maize
sowing resulted in decreased AMF root colonization, cob dry weight, and cob N and P content. In conclusion, our
results show that soil physical disturbance caused alterations in the plant-microbe-soil dynamics in the present
vetch-maize rotation resulting in reduced maize growth, nutrition, and mycorrhiza formation.

1. Introduction sie decompose before sowing the main crop, but the green manures can

also be cut and left on top of the soil without disturbing the soil (Chert

The increased global food demand has promoted the intensive use of
inorganic fertilizers resulting in soil fertility loss and eutrophication of
water bodies (Tillman et al., 2002). Searching for agricultural systems
with less environmental impact, Drinkwater and Snapp (2002) sug-
gested a paradigm change in crop fertilization with organic fertilizers
and management of beneficial rhizosphere microorganisms. This para-
dizm is based on nutrient storage in dead organic matter and in the
living soil biota to reduce soil nutrient loss during C, N and P recycling
{Conley et al., 2009; Drinkwater et al., 2017).

Green manures are normally grown as a pre-crop that are incorpo-
rated into the soil before the main crop and then left for a period to in-

* Corresponding author.
E-mail address: jlarsen@iies.unam.mx (J. Larsen).

https://doi.org/10.1016/j.rhisph.2021.100423

et al., 2006). In both cases, the nutrients are stored and recycled in the
living soil biomass and slowly released to the soil solution and thus
available for the next crop. Also, it is well known that green manures
offer a broad range of ecosystem services to agroecosystems, that besides
biological crop fertilization includes natural pest regulation and soil
carbon storage (Schipanski et al., 2014), which reduce the need for
external inputs of mineral fertilizers and pesticides (Robacer et al.,
2016).

However, agricultural practices such as tillage and mineral fertil-
ization may affect these benefits of green manures (Mazzonzini et al.,
2011). Conventional tillage increases the mineralization of the most
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labile fractions of organic matter, initially increasing the availability of
soil nutrients, but also increases soil erosion (Ramos et al., 2010). No-till
systems improve water and nutrient use efficiency (Scopel et al., 2001),
reduce the soil organic matter decomposition rate and thereby increase
the soil organic matter content, promoting soil nutrient storage (Maz-
zonzini et al., 2011; Abdalla et al., 2014). On the contrary, mineral
fertilization has been found to increase soil organic matter decomposi-
tion and thus increase the content of soil nutrients (Paustian et al., 1992;
Halvorson et al., 2002; Jagadamma et al., 2007; Reid, 2008).

Maize production with legumes as green manure offers a strategy for
incorporating N fixed by its rhizobia associations (Wahbi et al.,, 2016),
and may also inerease the AMF soil inoculum potential before the main
maize crop (Gavito and Miller, 1298), that may lead to improved soil
nutrient and water use efficiency due to both symbiotic associations.

AMF are normally abundant and diverse in agroecosvstems, where
they can promote crop nutrition via their external mycelium that
transfer nutrients such as especially P and N from soil to the plant (Smith
and Smith, 2011). AMF are also known to modulate C, N and P cycles in
terrestrial ecosystems (Veresoglou et al., 2011; Larsen et al., 2015) and
to alleviate crop stress from abiotic and biotic factors (Gianinazzi et al.,
2010; Fester and Sawers, 2017).

Nevertheless, the potential benefits of AMF are often compromised
with different agricultural practices such as monoculture, tillage,
excessive fertilization, and pesticide use (Larsen et al,, 2015; Finn et al.,
2017; Ryan and Graham, 2018).

Soil physical disturbance like that of conventional tillage negatively
affect AMF communities reducing their abundance, diversity, and
functions (Miller et al., 1995; Gavito and Miller, 1998; Boddington and
Dodd, 2000; Jansa et al., 2002; Alguacil et al., 2014), but information on
how soil disturbance with crop rotation and green manure soil incor-
poration affect AMF and their interactions with the main crop, yet re-
mains to be further explored (Sorensen et al., 2005; Njeru et al., 2014;
Bowles et al., 2016).

There are many advantages of using legumes as green manure
compared to that of other plants (uo et al., 2001), and the production of
maize with legumes through intercropping or rotations could be a
strategy to incorporate the N fixed by the legume due to its symbiotic
association with rhizobia (Wahbi et al.., 2016). Furthermore, mycor-
rhizal associations in legumes used as green manure can inerease the
subsequent colonization of AMF in maize (Cavito and Miller, 1998),
which may lead to an improved crop benefit from AMF. Understanding
the effect of agricultural practices such as tillage and mineral fertiliza-
tion on rotations with green manures could contribute to the identifi-
cation of management strategies that optimize the benefits of AMF in
crop production.

Here we investigated the effects of soil physical disturbance and NPK
fertilization in a vetch-maize rotation under greenhouse conditions on
maize growth and nutrition (N and P), mycorrhiza formation and soil
nutrient availability (NO3~_ NH4' and HP‘Oq2 ). We tested the hypoth-
esis that soil disturbance in terms if green manure soil incorporation will
reduce AMF root colonization and hence growth and nutrition of the
subsequent maize erop, which will be further pronounced if another soil
disturbance event is performed before maize sowing.

2. Materials and methods
2.1. Experimental design

A fully factorial randomized experiment was set up with three fac-
tors: 1) Green manure with two levels (incorporated into the soil or not
incorporated into the soil); 2) Soil physical disturbance simulating
tillage with two levels (with and without) and 3) Mineral fertilization
with NPK (with and without). Each of the 8 treatments had five repli-
cates with a total of 40 experimental units.
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2.2. Soil

The soil was collected from an agricultural field in Santiago Unda-
meo, located in Morelia, Michoacan, Mexico (19°41'13" N 101°14'17”
W). The climate of this region is temperate subhumid with mean annual
temperature of 20 °C and with a mean total annual precipitation of 800
mm concentrated from May to October and with a dry season extending
from November to April (Cwy; Garcia, 2004). The soil is a chromic
Luvisol (WRB), with a sandy clay loam soil texture (57.5%, 17.2% and
25.3% of sand, silt and clay, respectively), with an organic matter
content of 2.1%, pH 5.7, and a concentration of 8.79 pg g lando9.19 Hg
2! of phosphorus and nitrogen available in the soil, respectively. His-
torically, this soil has been cultivated with maize during more than 30
vears (INEGI, 1979).

2.3. Experimental set-up

The experiment was performed under greenhouse conditions from
October 2016 to September 2017, Three kilograms of soil was used and
placed in plastic bags in pots to avoid nutrient leaching. Pots were
maintained at 80% of field capacity. Air temperature ranged between
13" and 30 °C during the experiment. The experiment had three main
phases simulating a vetch-maize crop rotation: 1) Vetch growth (10
weeks), 2) Vetch decomposition in the soil (12 weeks), and 3) Maize
growth (18 weeks).

2.4. Verch growth phase and decomposition

Fifty vetch (Vicia sariva L.) seeds were sown in each pot and grown
for 10 weeks, after which vetch presented abundant native rhizobia
formation. For treatments with green manure incorporated into the soil,
all plant tissue (root and shoot) were cut in 2-3 cm pieces and mixed
with the soil of the same experimental unit. For the treatment with green
manure not incorporated into the soil, the vetch shoots were cut and left
on the soil surface without disturbing the soil structure, nor the root
system. All pots were then left in the greenhouse for 12 weeks main-
taining the soil humidity at 80% field capacity to facilitate decomposi-
tion of the green manure.

2.5. Soil physical disturbance before maize sowing

After green manure decomposition and before maize sowing, in all
the treatments with soil physical disturbance, the soil was removed and
then mixed simulating a tillage event, including the treatments with
green mantures not incorporated into the soil. For the treatments without
soil physical disturbance, the soil was not removed, and the structure of
the roots and the soil remained intact.

2.6. Maize growth phase

Three seeds of the maize hybrid genotype Puma (ASGROWE) were
sown in each pot from each individual experimental unit, and three days
after seedling emergence, only the most vigorous plant was left for
further growth. The maize genotype was chosen for this experiment
since it performs well in low P soils. Plants were grown for 18 weeks
until senescence.

2.7. Mineral fertlization during the maize growth phase

Mineral fertilization was added to the corresponding treatments with
mineral NPK fertilization before maize sowing and hereafter supplied
weekly with a total of 150 mg N as NH4NO5 (supplied in 10 weekly
doses) and 75 mg P as KHaPO4 (supplied in three weekly doses).
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2.8. Plant growth parameters of vetch

To quantify the biomass and amount of N and P from the vetch green
manure added to the soil, a complementary experiment was performed
with vetch grown for 10 weeks with the same setup and plant growth
conditions as for the main experiment. At harvest, shoot and roots were
separated and the dry weight was measured after two days drying at
70 °C. The dry shoot and root samples were ground and hereafter the
content of N and P were analyzed.

2.9. Harvest and analyses

Before starting the experiment (t0), after vetch decomposition (t1)
and maize harvest (tf), 50-g soil-samples were taken and kept in dark-
ness at 4 °C until analyses of available soil nutrients (NO3 , NH," and
HF'O42 ). NO3; and NH4 ' were extracted with a 1 N KCl solution, and
hereafter extracts were filtered through Whatman No. 1 paper and
measured with colorimetry using the phenol-hypochlorite method
{Robertson et al., 1999). Measurement of HPO,?~ was performed from
an extract of a 2 g soil sample with a solution of NaHCO5 0.5M adjusted
at pH 7.0 and then determined colorimetrically (Murphy and Riley,
1962).

At maize harvest, roots were carefully washed free of soil with tap
water and then separated from the shoot. Before dryving, roots were cut
into 5-10 mm segments and mixed in a 2 L container with water to
facilitate taking a representative two-g-subsample for AMF root colo-
nization measurement. Then, the shoot and root parts were oven dried
for 2 day at 70 °C and weighed.

Measurement of AMF root colonization was performed with the
method of McGonigle et al. (1990) after clearing and staining roots ac-
cording to Kormanik and McGraw (1982), except that acid fuchsin was
utilized instead trypan blue dye. AMF structures recorded included
arbuscules, vesicles, coils, hyphae, and external mycelium, which are all
common AMF structures from field populations of AMF used in the
present experiment.

Cob N and P concentration were determined by acid digestion with
H2504, H202, K2504 and CuS04 at 360 °C and subsequent colorim-
etryv. N was determined using the Kjeldahl method (Bremmer, 1996),
while P was performed by a reduction with ascorbic acid and measured
as phosphomolybdate (Murphy and Riley, 1962). The extracts obtained
after digestion was read on the Bran 4 Luebbe AutoAnalvzer (Norder-
stedt, Germany).

2.10. Sratistical analysis

Data were analyzed with three-way factorial analyses of variance
(ANOVA). Prior ANOVA, variance homogeneity was verified using
Bartlett’s test. Post-hoc ANOVA treatment comparisons were performed
with LSD test. Correlations were made between the maize variables and
AMF colonization. All statistical analvses were performed with Stat-
graphics Centurion XV version 15.2.06.

3. Results

3.1. Biomass and nutrient content (N and P) incorporated with the vetch
(complementary experiment)

Average total diy vetch biomass from each pot was 15.84 g (8.60 g
shoot and 7.24 g root). Shoot and root N concentrations were 16.75 mg
g ! and 12.75 mg g L respectively, resulting in a total of 236 mg of
vetch N (144 mg shoot N and 92 mg root N). Shoot and root P concen-
trations were 4.45 mg g ! and 3.90 mg g : respectively, resulting in a
total of 66 mg of vetch P (38 mg shoot P and 28 mg root P).
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Table 1

p values of all variables measured from three-way ANOVA of the factors A
(Green manure), B (Soil physical disturbance) and € (NPK) and their factor
combinations (n = 5).

Variables A B c AxB AxC BxC AxB
% C

Total maize dry 0.533 0.097 .o 0.435 hE 0.634 0.738
weight

Cob dry weight 0.290 ol it 0.602 0.375 0.644 0.641

Cob N content 0.243 ¥ * 0.672 0.498 0.450 0.541

Cob P content 0.436 * ¥ 0.484 0.571 0.593 0.642

Soil NHy ™ after AL na na na na na na
vetch

Soil NH, "™ after 0.480 0.291 0.112 0.952 0.482 0.151 0.470
maize

Soil NOs~ after e na na na na na na
vetch

Soil NO5~ after 0.569 -3 0.146 *h 0.519 0.474 0.857
maize

Soil HPO,> i na na na na na na
after vetch

Soil HPC_f_ *e 0.5438 0.846 0.234 0.664 0.539 0.911
after maize

Maize AMF 0.605 ek 0.127 0.448 0.784 0.348 0.927
root
colonization

*, p < 0.05; ** p < 0.01; na, not analyzed
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Fig. 1. Factor treatments means from the interaction “Green manure (GM) =
NPK” for total maize dry mass weight. Error bars indicate standard error of the
mean (n = 10). Treatment means with different letters are signifi-
cantly different.

3.2. Maize plant growth parameters

Significant interactions were observed between green manure
(incorporated and non-incorporated) and NPK (without and with), with
the highest total maize dry mass weight obtained with green manure soil
incorporation in combination with NPK (Table 1, Fig. 1). Significant
single factor effects for cob dry mass weight were obtained for the fac-
tors soil disturbance and NPK (Table 1). Cob dry mass weight was higher
in the treatment without soil physical disturbance compared to that of
the treatment with soil physical disturbance (Fiz. 2b). Also, application
of NPK resulted in higher cob dry mass weight compared to that of
unfertilized plants (Fig. 2c), whereas the factor green manure had no
effect on cob dry mass weight (Fig. 2a).

Similarly, significant single factor effects for cob N and P content
were obtained for the factors soil physical disturbance and NPK
(Table 1). Cob N and P content was higher with NPK than without NPK
fertilization (Fiz. 3b and ¢), and cob N and P content was higher without
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Fig. 2. Cob dry mass weight factor treatment means for the factors a) Green
manure (incorporated into the soil and not incorporated into the soil), b) Seil
physical disturbance (with and without) and ¢) NPK (with and without). Error
bars indicate standard error of the mean (n = 20). Treatment means with
different letters are significantly different.

soil physical disturbance than with soil physical disturbance (Fiz. 2e and

f).
3.3. Soil nutrients (NH4*, NO3™ and HPO4®")

The availability of soil nutrients at the beginning of the experiment
(t0) was low: NO;~ (9.19 pg g 1 soily, NHy (207 pg g ! 50il) and
HPO,Z (8.79 pg g ! so0il). However, before maize sowing (after vetch
decomposition) the available NOs  (Fiz. 4a) and HPO4 (Fig. 5a)
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Fig. 3. Total cob N and P content for the factor treatment means for Green
manure (a, Nt; b, Pt), Soil physical disturbance (c, Nt; d, Pt) and NPK (e, Nt; f,
Pt). Error bars indicate standard error of the mean (n = 20). Treatment means
with different letters are significantly different.

concentration in the soil was significantly higher with green manure not
incorporated than green manure incorporated. Nevertheless, at the end
of the experiment (after maize harvest), the concentrations of soil
available NO3  and HP042' had declined, though soil NO3~ was still
higher than the initial level when the green manure was not incorpo-
rated into the soil and without physical soil disturbance (Fiz. 4b). In the
case of available HPO,", the soil concentrations were still higher than
the initial level and higher if green manure was not incorporated
{(Fig. 5b). Overall, the level of soil NH;" was low throughout the entire
crop rotation cycle. After vetch decomposition, a significant green
manure effect was observed (Table 1). The amount of soil NH, " without
and with green manure soil incorporation was 1.19 pg g ! soil and 1.62
pg g ! soil, respectively. Final soil NH4" concentration was unaffected
by all factors with an average value of 1.6 pg g~ ! s0il (Table 1).

3.4. Maize AMF root colonization

AMTF root colonization at maize harvest was significantly affected by
the factor soil physical disturbance (Table 1), where a reduction was
observed with soil disturbance compared to that without soil distur-
bance (Fiz. 6b). No effects of the two other factors green manure
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(Fig. 6a) or NPK (Fiz. 6¢) were observed.

3.5. Correlations between variables measured

Significant positive correlations were observed for all plant variables
(total plant dry mass weight, cob dry mass weight, and con N and P
content) and no significant correlations were observed for the soil
nutrient variables (NH4%, NO;~, HPO,? ) and the other variables
measured (results not shown). Significant positive correlations were
observed for AMF root colonization and the plant variables total plant-
and cob dry weight biomass and cob N content (Table 2).

4, Discussion

Our results showing that green manure soil incorporation reduced
the final total maize dry weight biomass without NPK fertilization,
confirm our hypothesis, though only partially since green manure soil
incorporation had no effects on maize AMF root colonization nor maize
N and P nutrition. A possible explanation for this observed reduction in
final total maize dry weight may be related to the disruption of the

external mycelium of AMF caused by the green manure management
with soil incorporation, resulting in lower performance of AMF with the
subsequent maize crop, which however needs to be further addressed
with measurements of the AMF soil inoculum potential.

Interestingly, NPK fertilization not only compensated this maize
growth reduction from green manure soil incorporation, but further
increased final total maize dry weight when combined with green
manure soil incorporation, which seems to be related to acceleration of
organic matter decomposition (Jagadamma et al., 2007; Tejada et al.,
2008).

With respect to the observed reduction in total cob dry weight, and
cob N and P content after soil physical disturbance before maize sowing
independent of the type of green manure management (incorporated or
not) and NPK fertilization, tillage has been reported to increase soil
organic matter decomposition and alter soil microbial communities
(Mazzoncini et al., 2011; de la Cruz-Ortiz et al., 2020), which may have
resulted in competition between maize and associated microorganisms
for nutrients such as N (Wang et al., 2020). On the other hand, the
observed reduction in maize cob N and P content from soil disturbance
before maize sowing coincided with a reduction in AMF root
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Fig. 6. AMF root colonization factor treatment means for the factors a) Green
manure (incorporated into the soil and not incorporated into the soil), b) Seil
disturbance (with and without) and ¢) NPK (with and without). Error bars
indicate standard error of the mean (n = 20). Treatment means with different
letters are significantly different.

colonization, which suggest a possible role of AMF in these effects. This
is further supported from the observed significant correlations between
AMF root colonization and cop variables except for cop P content.
Similar positive correlations between AMF root colonization and maize
growth parameters in green manure-maize rotations have been reported
(Njeru et al., 2014; Higo et al., 2018).

Such effects on AMF root colonization from soil disturbance leading
to reduction in AMF soil inoculum potential and subsequent reduced
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Table 2
Correlations (r) between maize AMF root colonization and all other variables
measured at the end of the maize growth period (p values in brackets).

Variables % AMF

Total dry weight 0.27 frmxy
Cob dry weight 0.31 *
Cob Nt 0.33 ™*
Cob Pt 0.26 (0.11)
NH,™ 0.26 (0.10)
NO5~ 0.01 (0.97)
HPO,® 0.20 (0.22)

* p < 0.05; *** p< < 0.001.

nutrient uptake from the mycorrhizal associations, has been reported in
other studies also with maize (Schalamuk, 2006; Balota et al., 2014; de
la Cruz-Ortiz et al., 2020). Hence in the present study we expected that
green manure management as soil incorporation compared to that from
cutting the shoot without disturbing the soil would reduce AMF root
colonization of the following crop, which was however not the case in
the present study, at least not at maize harvest, where this measurement
was performed. These results are like that reported by Higo et al. (2020)
in a field experiment where vetch green manure management did not
affect AMF root colonization in the subsequent maize crop. However, it
is important to note that effects from soil disturbance on AMF root
colonization has been shown to be more pronounced in the early plant
srowth phase (Sorensen et al., 2005; Garcia-Gonzalez et al., 2018).

Green manures can provide substantial soil nutrients both N (Thor-
up-Kristensen et al., 2003) and P (Karasawa and Takahashi, 2015) as
was the case in the present study, where all soil nutrients measured
increased substantially after the green manure growth phase and
decomposition compared to their initial values.

Soil NH4" values were low throughout the entire erop eycle. How-
ever, this may be related to the time when measurements were made
after mineralization. Plants and soil microorganisms easily take up NH,'
(Castro and Whalen, 2016; White et al., 2016), but NH4 " also commonly
and rapidly convert to NOs~ via nitrification (Cui et al., 2017). On the
other hand, soil NO5 ™ in the present study had a more dvnamic pattern.
Initial soil NO;~ was very low, but after the vetch growth phase and
decomposition before maize sowing soil NOs;~ increased markedly.

Soil disturbance from green manure soil incorporation resulted in
lower soil NO;~ and HPO,2 content than without soil incorporation
after the green manure decomposition phase, which is most likely linked
with microbial immobilization of these nutrients.

Overall, at the end of the experiment, all soil nutrients examined
declined because of plant nutrient uptake and assimilation in maize
tissue. However, for HPO42 the final soil concentration at maize harvest
was higher than the initial soil HPO,> value, though highest when the
green manure was not incorporated into the soil. This most likely rep-
resents a buildup from the green manure (Tejada et al., 2008; Pandey
et al., 2017), but may also be related to possible soil acidification after
green manure decomposition.

In conclusion, our results show that soil physical disturbance caused
alterations in the plant-microbe-soil dyvnamiecs in the present vetch-
maize rotation resulting in reduced maize growth, nutrition, and my-
corrhiza formation. Overall effects from soil disturbance before maize
sowing was stronger than the effects from soil disturbance according to
green manure management. This information is useful when designing
new crop nutrition strategies, though lonz-term field studies are needed
to further explore possible accumulative effects in soil fertility promo-
tion with such vetch green manure-maize rotation.
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CAPITULO 4

IMPORTANCIA DE LA ROTACION DE CULTIVOS CON ABONOS VERDES EN LA

INTERACCION DEL MAIZ CON LA MICORRIZA ARBUSCULAR
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Resumen

Los abonos verdes leguminosos como el janamargo (Vicia sativa L.) representan una importante
fuente de N y P organico en el agroecosistema, pero también pueden promover el desempefio de
los hongos micorrizicos arbusculares (HMA). En este estudié se investigd el papel de las
poblaciones nativas de HMA en la rotacion Janamargo-Maiz. Se establecidé un experimento en
invernadero en macetas con 4 kg de suelo con baja disponibilidad de P, con un disefio factorial
completo con tres factores: 1) Abono Verde con janamargo (sin AV, AV sin incorporar y AV
incorporado), ii) Control de HMA con Carbendazim (sin y con), iii) Fertilizacion con NPK (sin y
con). Fueron 12 tratamientos con 4 réplicas, dando 48 unidades experimentales. El experimento
tuvo tres fases: La primera de crecimiento de janamargo durante 10 semanas, después la de
descomposicion del AV durante 10 semanas y finalmente la de crecimiento del maiz durante 10
semanas. Los resultados muestran que el uso de abono verde incorporado en el suelo reduce la
abundancia de biomasa de HMA, comparado con el abono verde que se corto y dejo en el suelo sin
perturbar el suelo. En ambos casos se promovié un incremento en el crecimiento del maiz, pero los
tratamientos con fertilizacion (NPK) y el AV no incorporado en el suelo presentaron los mayores
valores. Los AV no tuvieron efectos en la colonizacion de las raices por HMA. En general, la
respuesta de crecimiento del maiz a la micorriza sin Carbendazim fue negativa, pero fue menor
cuando se usé AV en ambos casos respecto al testigo sin AV. En conclusion, la fertilizacion con
NPK y el janamargo como abono verde mejoraron el crecimiento del maiz, asi mismo mitigaron la
respuesta de crecimiento negativa del maiz en ausencia de Carbendazim relacionada a las

poblaciones nativas de micorrizas.

Palabras clave: Respuesta de crecimiento a la micorriza, rotacion de cultivos, cultivos de

cobertura, reciclaje de nutrientes, labranza, fertilizacion mineral.
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4.1 Introduccion

Una de las simbiosis mas antiguas en el planeta es la de los HMA con las plantas (Honrubia, 2009).
Esta asociacion ha demostrado ser de mayor importancia para las plantas terrestres al inicio de su
evolucion, ademds actualmente atin juega un papel positivo para las plantas (Honrubia, 2009).
Entre los beneficios que aportan los HMA destacan la facilitacion de la asimilacion de nutrientes
de baja movilidad y disponibilidad en el suelo, principalmente el fosforo (P), ademas, disminuyen
la infeccion de los patdgenos, estimulan el crecimiento vegetal, aumentan la tolerancia al estrés
hidrico en el suelo (Bethlenfalvay y Linderman, 1992; Smith y Read, 2008; Barrer, 2009; Vannette
y Hunter, 2009). Ademas, los HMA pueden tener un efecto estabilizador en la estructura del suelo

incrementando la formacion de los agregados (Wilson et al., 2009).

Se ha sugerido que los HMA pueden ser muy importantes en el secuestro de C en el suelo,
mitigando las emisiones de CO> en suelos agricolas, ya que, una buena parte de los fotosintatos de
la planta huésped se invierte en el crecimiento de los HMA (Solaiman y Saito, 1997). Las plantas
micorrizadas pueden aumentar el flujo de fotosintatos de 4% a un 20% a las raices (Douds et al.,
2000). Ademas, gracias a que los hongos son ricos en N y los HMA son los mas abundantes en el
mundo, se sugiere que tienen un papel importante en los ciclos globales de N y P (Govindarajulu
et al., 2005; Hodge et al., 2010). Sin embargo, las practicas agricolas convencionales afectan
negativamente a las poblaciones de HMA, asi como a la composicion de especies y la colonizacion

micorrizica (Kurle y Pfleger, 1994; Schalamuk, 2006).

Los HMA son microorganismos muy sensibles a las diferentes practicas agricolas y, en
general, las comunidades microbianas se ven beneficiadas y se promueve su funcionalidad con la
diversificacion y rotacion de cultivos (McDaniel et al., 2014; Finn et al., 2017). En ese sentido, con

el cambio de uso de suelo y de la cobertura vegetal (monocultivo vs intercultivo), se puede
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modificar la estructura y riqueza de la comunidad de los HMA (Stiirmer y Siqueira, 2011) y, en
consecuencia, comprometer los beneficios y funciones de estos microorganismos para las
comunidades microbianas del suelo (Finn et al., 2017). Ryan y Graham (2018) reportan que las
presiones de seleccion mas citadas e investigadas que pueden reducir la diversidad de hongos
micorrizicos y la funcionalidad en los agroecosistemas son la labranza, la fertilizacion masiva y
rotaciones de cultivos sin heces o baja diversidad de plantas. Los cambios en la composicion de la
comunidad fiingica micorrizica y la diversidad genética se han documentado cuando se comparan
los sistemas de labranza de alta intensidad y sistemas de labranza de conservacion o de menor
intensidad, donde se presenta una mayor diversidad en este ultimo sistema (Miller et al., 1995;

Boddington y Dodd, 2000; Jansa et al., 2002; Alguacil et al., 2014).

Una técnica agroecoldgica importante de explorar para mejorar las propiedades del suelo
para los cultivos, mantener una alta actividad microbioldgica, asi como aumentar la nutricion
vegetal de los cultivos, es la incorporacion los abonos verdes (AV) en el suelo. Los abonos verdes
normalmente son usados como precultivo de rotacidén y son incorporados en el suelo antes del
cultivo principal y posteriormente se dejan un tiempo para promover su descomposicion y
mineralizacion de la materia organica y asi liberar los nutrientes en el suelo para el cultivo principal,
pero también se pueden solo cortar y dejar sobre el suelo para evitar disturbio en el suelo (Cherr et
al., 2006). Los abonos verdes presentan diversas funciones en los agroecosistemas, destacando sus
efectos en las propiedades del suelo, mejorando la estructura y fertilidad del mismo, aumentando
la cantidad de materia organica, la disponibilidad de nutrientes y la capacidad de retencion del
agua, y ayudan para la supresion de plantas arvenses (Robacer et al., 2016). Ademas, son varios
los servicios ecosistémicos que proporcionan los agrosistemas manejados con AV (Schipanski et

al., 2014).
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El uso de AV esta muy bien desarrollado en regiones templadas, sin embargo, hay mucho
potencial en regiones tropicales. La asociacion de la produccion maiz con leguminosas mediante
rotacion de cultivos podria ser una estrategia para incorporar el N fijado por la leguminosa a través
de su asociacion simbiodtica con BFN (Wahbi et al., 2016), y de un mejor uso del P y agua, a través
de asociaciones de micorrizas en las leguminosas usadas como AV, ya que se ha demostrado que
la rotacion de cultivos micotrdéficos leguminosos aumenta la colonizacion y la produccion de
esporas de HMA (Bethlenfalvay y Linderman, 1992; Blanco y Gutiérrez 1998; Boswell et al., 1998;
Gavito y Miller 1998; Kabir y Koide, 2000). La comprension del efecto de estas practicas
agrondmicas sobre la riqueza de especies y la composicion de la comunidad de HMA podria
contribuir en la identificacion de estrategias de manejo que optimicen los beneficios de las
micorrizas arbusculares en la produccion de los cultivos basicos (Pérez-Luna et al., 2012). Por lo
tanto, un uso rentable de los HMA en el contexto agroecoldgico requiere de una combinacion
adecuada de la planta hospedadora, el socio fingico y practicas de gestion agricola agroecologicas

(Smith et al., 2004; Sawers et al., 2008).

En este estudio se investigd experimentalmente el rol de las poblaciones nativas de HMA
en una rotacion de cultivos (leguminosa-maiz) con AV. Nos preguntamos ;La rotacion de cultivos
con janamargo como AV afecta la frecuencia en las raices de HMA y su abundancia en el suelo, y
consecuentemente al crecimiento del maiz? El objetivo fue determinar los efectos de la
incorporacion de materia organica con janamargo como AV bajo dos sistemas de labranza (AV
incorporado y AV no incorporado) y fertilizaciéon mineral, en el crecimiento del maiz y en los
HMA, asi como evaluar la respuesta de crecimiento del maiz a la micorriza. La hipdtesis fue que
el AV aumenta la abundancia de HMA, alcanzando su mayor nivel cuando el AV no se incorpora

al suelo, lo que luego reduce el costo de la planta hospedante para sostener la simbiosis micorrizica.
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4.2 Materiales y método
4.2.1 Suelo y Diserio experimental

El suelo utilizado para el experimento fue procedente de parcelas agricolas de Santiago Undameo,
localizado en el municipio de Morelia, Michoacan, México (19°41'13" N 101°14'17" O). El clima
de la region es templado subhumedo (Cwi; Garcia, 2004). El tipo de suelo es Luvisol cromico
(WRB) y ha sido usado historicamente para el cultivo de maiz (INEGI, 1979). Es un suelo franco
arcillo arenoso (57.5%, 17.2% y 25.3% de arena, limo y arcilla, respectivamente), con baja
concentracion de materia organica (MO; 2.1%), pH moderadamente acido (5.73) y una baja

concentracion de fosforo disponible (2.82 pg/g).

El experimento se realizé en un invernadero del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas
y Sustentabilidad, Universidad Nacional Auténoma de México, Campus Morelia, iniciando en
octubre del 2016 y terminando en septiembre de 2017. Se utilizaron macetas con cuatro kg de suelo
manteniendo un riego al 80% de la capacidad de campo y la temperatura del aire oscild entre 13°

y 30° C, se us6 una bolsa de plastico para evitar la lixiviacion de las macetas.

El disefio experimental fue factorial completo (3%2%2) con tres factores principales: abono
verde con tres niveles (sin AV, con AV incorporado y con AV no incorporado al suelo); control de
HMA con dos niveles (sin Carbendazim y con Carbendazim); y fertilizaciéon mineral con dos
niveles (sin NPK y con NPK). Fueron 12 tratamientos con 4 repeticiones, dando un total de 48

unidades experimentales.

4.2.2 Tratamientos con abonos verdes

Previo a la siembra de maiz, se sembraron 50 semillas de janamargo en todas las UE y se dejaron
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crecer durante 10 semanas. A los tratamientos correspondientes a los AV incorporados se les corto,
e incorpor6 al suelo donde crecieron. Al suelo en las macetas se les dejo durante 10 semanas en el
invernadero manteniendo la humedad del suelo al 80% CC para favorecer la descomposicion e
incorporacion de su biomasa. Por su parte, a los tratamientos con AV no incorporados, sélo se les
cortd la parte aérea y se dejo sobre la superficie del suelo sin perturbar la estructura del suelo, ni al
sistema radical e igualmente se dejaron reposar las macetas manteniendo la humedad del suelo al
80% CC durante 10 semanas para la descomposicion de su biomasa. A los tratamientos sin AV se

les mantuvo el riego al 80% CC y se dejaron libres de hierbas.

4.2.3 Tratamientos para control de HMA con Carbendazim

Para el control de HMA en el suelo, dos dias previo a la siembra de maiz se realizo la aplicacion
del fungicida Carbendazim con el producto comercial Tlaloc 50% P.H. ® (UPL Agro México).
Esta bien documentado que este producto sirve para suprimir las poblaciones de HMA, sin
embargo, no inhibe completamente el establecimiento de los HMA y puede afectar a otros hongos
(Schweiger y Jakobsen, 1998; Kahiluoto et al., 2000; O’Connor et al., 2009). Para fines de este
experimento, la concentracion usada de Carbendazim fue a dos dosis de 10 pg/ g, una previo a la
siembra del janamargo y otra previo a la siembra del maiz. El Carbendazim es un fungicida
sistémico (de benzimidazol), el cual se usa para el control de muchas enfermedades ocasionadas
por hongos, sin embargo, también, es bien conocido sus efectos en el crecimiento de HMA en la
raiz. El Carbendazim actiia mediante la inhibicioén del desarrollo de los tubos germinativos de los
hongos, la formacion de apresorios y el crecimiento del micelio. La intencion de su aplicacion era

para comparar diferentes manejos con presencia y ausencia de HMA en el maiz.
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4.2.4 Tratamientos con fertilizacion mineral

La fertilizacion mineral en el suelo de las UE en los tratamientos correspondientes con NPK para
el maiz, fue suministrado en dosis semanales y en soluciones liquidas. La fertilizacién para el N
fue con 150 mg/kg de NH4NO3 suministrado en 10 dosis semanales y para el P fue con 75 mg/kg
de KH>PO4 suministrado en tres dosis semanales. Estas dosis fueron para que no se afecte la

simbiosis con bacterias fijadoras de nitrogeno, ni la colonizacion de los HMA nativos.

4.2.5 Cultivo de maiz

Posterior al tiempo de descomposicion e incorporacion, en las mismas macetas y en el mismo suelo
de los tratamientos con y sin AV, se sembraron 3 semillas de maiz dejando crecer sélo la plantula
mas vigorosa. El maiz seleccionado fue un genotipo hibrido PUMA, el cual crece bien con bajas
concentraciones de P en el suelo. A las plantas se les dejo crecer durante 10 semanas y
posteriormente se cosecharon. Durante la cosecha, se tomo6 una muestra del suelo hiimedo de todas
las UE y se guardaron en obscuridad a 4° C hasta que se realiz6 la medicion de nutrientes

disponibles en el laboratorio.

Debido a que la biomasa del janamargo en las UE se incorporo6 en el suelo, se realizé un
cultivo de janamargo paralelo con el mismo nimero de macetas y en las mismas condiciones
durante seis semanas y después se cosecharon para medir su peso seco, asi como la concentracion
y cantidad de nutrientes incorporados a su biomasa por cada AV. A las muestras cosechadas de
janamargo en el cultivo paralelo y las de maiz en las UE se les midi6 por separado el peso en fresco
de la parte aérea y radical e inmediatamente se secaron en un horno a 70 °C durante dos dias y se

pesaron en seco ambas partes de la planta.
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4.2.6 HMA en el suelo y en la raiz de maiz

Para la observacion y cuantificacion de HMA, se tomaron las muestras de raiz al momento de
cosechar el maiz y se cortaron en pequefios pedazos 2 g de raiz del maiz de cada UE y se mezclaron
en un contenedor con 2 L de agua para tomar una muestra representativa de 2 g. El resto de la raiz
se puso a secar en un horno durante 48 horas a 70°C para determinar el peso seco. Las muestras
para tincion se metieron en bafio maria con KOH, se blanquearon con H>O», se tifieron con azul
tripano y se conservaron en glicerina de acuerdo a Kormanik and McGraw (1982). Se midi¢ el
porcentaje de la colonizacién micorrizica contando las estructuras observadas siguiendo el método
de McGonigle et al. (1990). Las variables medidas en los HMA fueron: porcentaje de colonizacioén

total, frecuencia de hifas, arbusculos, vesiculas, otros hongos y sin colonizacion.

Para medir la cantidad de micelio externo en el suelo de las UE, se tomo6 una muestra del
suelo durante la cosecha del maiz para para congelarlo y liofilizarlo. Se tomo6 una muestrade 1 g
de suelo liofilizado para hacer las extracciones de los acidos grasos totales mediante el protocolo
de Sasser (1990), el cual consiste en un proceso de cuatro fases: saponificacion (base metabolica
compuesta de NaOH con metanol y H>O), metilacion (reactivo de metilacion con HCL 6N con
metanol), extraccion 3 (1:1 v/v hexano:éter-metil-tebutilico) y lavado basico (Solucion basica de
NaOH diluido en agua). Posteriormente, se realizo la lectura de las muestras en un cromatografo
de gases para poder determinar el contenido del 4cido graso con el marcador 16:1w5,

correspondiente a los HMA.

Se realizaron analisis de respuesta de crecimiento del maiz a la micorriza modificando el
método usado por Johnson (1997) usando Carbendazim para inhibir a los HMA y sin inocular para

medir la respuesta de las micorrizas nativas (MGR).
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4.2.7 Analisis estadisticos

Para el analisis de datos se usaron analisis de varianza (ANDEVA) factorial de tres vias, usando la
prueba de Levene para verificar la homocedasticidad en todos los tratamientos. Posterior al
ANDEVA, para observar diferencias significativas entre tratamientos, se utilizd una prueba de
multiples rangos utilizando el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher,
con un nivel del 95% de confianza. Todos los analisis se realizaron en el programa estadistico

StatGraphics Centurion XV Version 15.2.06.

4.3 Resultados

Los resultados que se describen en esta seccion corresponden a los mds importantes o que
presentaron diferencias significativas entre tratamientos, asi como las interacciones entre factores

y algunos efectos de factores individuales que sobresalieron (Tabla 1).

Tabla 1. Valores p de las variables en la ANOVA de tres vias. Valor-p* (a = 0.05).

Factor Ps total ~ Ps aéreo Ps raiz Ps aéreo % 16:1wS MGR
maiz maiz maiz janamargo HMA

A: Abono Verde oAk oAk ok 0.642 0.844 * *
B: Carbendazim * otk 0.195 * otk * na
C: NPK ooxk *oxk *x na 0.467 0365 0.251
AB 0.352 0.462 0.501 0.259 0412 0489 na
AC * * * na 0.305 0.145 0.664
BC 0.617 0.213 0.717 na 0496  0.654 na
ABC 0.131 0.088 0.472 na 0.571  0.498 na

* p<0.05; ** p<0.01; *** p <0.001; na, no analizado
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La biomasa promedio de la parte aérea del janamargo que se incorpord en los tratamientos
con AV incorporado y AV no incorporado fue de 9.28 gy 8.94 g, respectivamente (Fig. 1a). Hubo
una mayor biomasa incorporada (F (1, 1) =4.75, P = 0.0380) en los tratamientos con Carbendazim

(9.91 g) que en los que no tenian Carbendazim (8.31 g) (Fig. 1b).
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Figura 1. Promedio del peso seco aéreo del janamargo (a) y del peso seco total
del maiz (b). Factores: Carbendazim (sin y con Carbendazim). Se muestran las
barras de error. Letras diferentes sobre las barras significan diferencias
significativas entre tratamientos basados en la prueba LSD de Fisher (P <0.05).

4.3.1 Produccion de biomasa en el maiz (peso seco)

La aplicacion de Carbendazim y NPK en el suelo incrementd el peso seco aéreo del maiz. El peso
seco aéreo del maiz en los tratamientos con Carbendazim, fue mayor (17.73 g) que los tratamientos

sin Carbendazim (15.86 g) (Fig. 1a). Por su parte, el maiz de los tratamientos con NPK tuvieron
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un mayor peso seco (19.02 g) que los tratamientos sin NPK (14.58 g). Hubo interaccion entre los
factores de “AV y NPK” (Tabla 1). El peso seco aéreo del maiz fue mayor en los tratamientos con
AV (19.00 g con AV incorporado y 20.54 g con AV sin incorporar), respecto a los tratamientos
testigo (T), que tuvieron un peso seco aéreo promedio de 10.85 g. Sin embargo, cuando se us6 AV
sin incorporar al suelo y sin NPK el crecimiento del maiz fue menor. El tratamiento que tuvo mayor
biomasa seca aérea de maiz fue el de AV sin incorporar, con Carbendazim y NPK (25.72 g; C.V.
= 5%), seguido de AV sin incorporar, sin Carbendazim y con NPK (21.77 g; C.V = 9%). Por su
parte, el maiz con el peso aéreo mas bajo fueron los tratamientos sin AV, sin Carbendazim y sin

NPK (9.22 g; C.V. = 15%).
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Figura 2. Interacciones entre factores (AV*NPK) con los promedios del peso seco total del maiz.
Factores: Abono Verde (sin AV, AV sin incorporar, AV incorporado); y fertilizacion con NPK
(sin y con NPK). Se muestran las barras de error. Letras diferentes sobre las barras significan
diferencias significativas entre tratamientos basados en la prueba LSD de Fisher (P <0.05).
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El peso seco radical del maiz no mostré diferencias significativas entre tratamientos con y
sin Carbendazim (Tabla 1). El peso seco radical del maiz fue mayor en los tratamientos con AV
incorporado y sin incorporar en el suelo (12.63 g y 12.85 g, respectivamente), respecto a los
tratamientos testigo (T), que tuvieron un peso seco radical promedio de 7.34 g. El tratamiento que
tuvo mayor biomasa seca radical de maiz fue el de AV sin incorporar, con Carbendazim y NPK,
seguido de AV sin incorporar, sin Carbendazim y con NPK. Por su parte, el maiz con el mas bajo

peso radical fueron los tratamientos sin AV, sin Carbendazim y sin NPK.

El peso seco total del maiz mostr6 el mismo patrén que el peso seco aéreo. El peso seco
total del maiz fue mayor en los tratamientos con AV incorporado y sin incorporar en el suelo (31.62
g v 33.40 g, respectivamente), respecto a los tratamientos testigo (T), que tuvieron un peso seco
total promedio de 18.23 g (Figura 2). El tratamiento que tuvo mayor biomasa seca total de maiz
fue el de AV sin incorporar, con Carbendazim y NPK (41.57 g; C.V. = 8%), seguido de AV sin
incorporar, sin Carbendazim y con NPK (36.04 g; C.V = 17%). Por su parte, el maiz con el mas

bajo peso total fueron los tratamientos sin AV, sin Carbendazim y sin NPK (14.93 g; C.V. =11%)).

4.3.2 Colonizacion y micelio externo de HMA

La colonizacion de HMA a las raices del maiz fue significativamente diferente entre los
tratamientos con y sin Carbendazim. Los tratamientos que tuvieron Carbendazim disminuyeron la
colonizaciéon y presentaron un 35.8%, y los tratamientos sin inhibiciéon de los HMA con el
Carbendazim presentaron mayor colonizacion de HMA en las raices (62.8%) (Fig. 3). El uso de

AV y la fertilizacion mineral no tuvieron efectos sobre la colonizacion de HMA en el maiz.
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Figura 3. Promedio del porcentaje de colonizacion de
HMA en las raices de maiz. Factores: Carbendazim
(sin y con Carbendazim). Se muestran las barras de
error. Letras diferentes sobre las barras significan
diferencias significativas entre tratamientos basados
en la prueba LSD de Fisher (P <0.05).

Por su parte, el contenido de biomarcador de 4cidos grasos16:1w5 al inicio del experimento
era muy bajo (10.9 moles/g) y con el uso del Carbendazim no aumento para el momento antes de
sembrar el maiz (12.8 moles/g) (Fig. 4a). No obstante, abundancia en el suelo de HMA después
del crecimiento del janamargo y del maiz en los tratamientos donde no se aplicé Carbendazim,
aumento significativamente (39.7 moles/g) (Fig. 4a). Por su parte, el uso de AV si tuvo efectos en
la abundancia de HMA en el suelo al final del experimento. En ese sentido el uso de AV sin
incorporar en el suelo aumento significativamente la abundancia de micelio de HMA en el suelo
(39.9 moles/g), mientras que en los tratamientos donde si se incorpord el AV en el suelo, no
aumento la abundancia de HMA en el suelo después del crecimiento del janamargo y de maiz (15.3

nnmoles/g) (Fig. 4b).

99



50

IS

o

ST
W

o
o
Q
[}
)
kel
<]
°
9
2o
52
£3
2 9 30 4
ow
5O
cD
o @
g3
3 20 4
R b
5% L
o
83 10 Tiempo cero
Aa
o
L
e8
oo
0
Sin Con
Carbendazim
60
8
S b
8 50 A a
Pl
S
°
S5 T
2o
¥
] ab
5g -|'
€ o 30
=]
4
= b
TE 209 T
52
_g =
& -
=+ 1014 Tiempe cero
Lo
f=3)
S m
oo "
T T T
Sin Incorporado Sin incorporar

Tratamientos con Abono Verde

Figura 4. Contenido en el suelo del biomarcador de 4cido graso
16:1w5 antes de sembrar el maiz (a) sin y con Carbendazim y
después de cosechar el maiz (b) con Abono Verde (sin AV, AV sin
incorporar, AV incorporado). Se muestran las barras de error. Letras
diferentes sobre las barras significan diferencias significativas entre
tratamientos basados en la prueba LSD de Fisher (P <0.05).

4.3.3 Respuesta de crecimiento del maiz a la micorriza sin Carbendazim

El analisis de la respuesta de crecimiento del maiz a la micorriza sin Carbendazim mostrd que el
maiz sin AV tiene una respuesta de crecimiento negativa a la micorriza, sin embargo, el uso de AV
disminuye esta respuesta de crecimiento. Ademas, la incorporacion del AV en el suelo mitigd la

respuesta de crecimiento negativa a la micorriza respecto al maiz con AV sin incorporar en el suelo.

100



El uso de NPK no tuvo efectos significativos en la respuesta de crecimiento del maiz causado por

la micorriza sin Carbendazim (Fig.5).
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Figura 5. Respuesta de crecimiento del maiz a la micorriza sin
Carbendazim con el factor Abono Verde (sin AV, AV
incorporado, AV sin incorporar). Se muestran las barras de
error. Letras diferentes sobre las barras significan diferencias
significativas entre tratamientos basados en la prueba LSD de
Fisher (P <0.05).

4.4 Discusion de resultados

Los efectos del janamargo como precultivo usado como abono verde son evidentes ya que
el maiz en los tratamientos sin janamargo (T) produjo sélo cerca del 50% de la biomasa vegetal
producida por el maiz en los tratamientos con AV, incluso en los que no se aplico fertilizacion
mineral con NPK, lo que nos sugiere que el maiz tuvo una mayor respuesta a la incorporacion de
janamargo. Sin embargo, el tipo de aplicacion del AV (incorporado y no incorporado) no tuvo
diferencias en la produccion de biomasa aérea del maiz cuando se aplico NPK. Esto nos indica que

los nutrientes incorporados en el suelo por el janamargo si fluyeron desde la materia vegetal hacia
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el maiz, a través de la descomposicion, mineralizacion y liberacion de nutrientes por los
microorganismos. Sin embargo, cuando no se aplicé NPK el maiz crecié mas en los tratamientos
donde no se incorporo el AV, posiblemente porque al incorporar la materia organica sin NPK
suceda una inmovilizacion de nutrientes en la microbiota durante el proceso de descomposicion, lo
que provoca una liberacion de nutrientes mas lenta respecto a el uso de AV sin disturbio del suelo.
Ademas, es posible que tratamientos en los que se disminuy6 la frecuencia de los HMA con
Carbendazim, la mineralizacién y despolimerizaciéon de la materia organica por las bacterias y
algunos hongos haya sido suficiente para liberar los nutrientes necesarios para el crecimiento del
maiz, y que la aplicacion de Carbendazim como fungicida pudo ser incluso positiva para el
crecimiento del maiz, ya que hubo una menor inversion de azucares de la planta para establecer

completamente la asociacion con los HMA.

Por su parte, el maiz con NPK respondié en la misma proporcion en casi todos los
tratamientos, a excepcion del maiz de los tratamientos T (sin AV), donde el maiz no respondid
positivamente a la fertilizacion mineral. Es posible que se los nutrientes se hayan volatilizado por
el calor o se hayan inmovilizado los iones del NH4NO3 en la arcilla del suelo, el cual es bastante
arcilloso. Ademas, el maiz del tratamiento T con HMA, tuvo que hacer una mayor inversion de

azucares para la asociacion con los HMA y eso disminuyd su potencial de crecimiento.

La supresion completa de los HMA en el suelo con fungicidas es sumamente complicada
incluso usando grandes cantidades de fungicida (Schweiger et al., 1998). Sin embargo, en este
estudio con rotacion de cultivos micotroficos si se logrd reducir a la mitad de la colonizaciéon en
los tratamientos con fungicida. Esta reduccion nos permitié observar algunos patrones en el
crecimiento del maiz relacionado con la abundancia de la micorriza. Es de resaltar que a diferencia

de otros estudios (Gavito y Miller 1998; McDaniel et al., 2014; Finn et al., 2017), en esta rotacion
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con cultivos micotroficos no se incrementd la colonizacion de HMA en el cultivo principal, pero
si aument6 la abundancia en el suelo de HMA al final del experimento cuando el AV no se
incorporo en el suelo, lo cudl podria incidir en la colonizacion del siguiente cultivo y reducir el
costo de la planta hospedante para sostener la simbiosis micorrizica, ademas de disminuir la
inversion del micelio exploratorio para establecer la micorriza y asociarse con las plantas (Smith y

Read, 2008; Alguacil et al., 2014; Oehl y Koch, 2018).

McGonigle y Miller (1999) reportaron que hay resultados inconsistentes de los efectos del
disturbio del suelo en los HMA cuando hay mucha abundancia de los mismos en el suelo que sirva
de indculo para el siguiente cultivo. Sin embargo, en este estudio, la labranza parece ser un factor
mas determinante en el establecimiento de la micorriza en las raices que la rotacion de cultivos o
la fertilizacion mineral (Ortiz-Salgado et al., 2021) ya que no hay suficiente abundancia de HMA
en el suelo que pueda contrarrestar los efectos del disturbio en el suelo. Ademas, los resultados con
marcador de acidos grasos, nos muestran que el Carbendazim impidi6 el aument6 la abundancia
en el suelo de HMA. No obstante, la rotacion de cultivos sin disturbio del suelo (AV no
incorporado), increment6 la abundancia de HMA en el suelo respecto a los tratamientos con AV
incorporado y el testigo. Esta situacion nos demuestra que, de todas las practicas agricolas
estudiadas en este experimento, la labranza simulada o el disturbio del suelo es el factor que mas
afect6 al establecimiento de la micorriza y al crecimiento de la planta, como lo han reportado otros
estudios (Larsen et al., 2015; Finn et al., 2017; Ryan y Graham, 2018; de la Cruz-Ortiz et al., 2020;
Ortiz-Salgado et al., 2021). En otro estudio, de la Cruz-Ortiz et al. (2020) mostraron que la
colonizacion de HMA, la disminucion en la riqueza de especies y los cambios en la composicion
de especies basadas en esporas de HMA se asociaron con la intensificacion de la labranza. Se ha

documentado que la densidad de esporas en el suelo de HMA vy la colonizacién en las raices son
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susceptibles a cambios en las propiedades del suelo y alteraciones del suelo (intensidad de las
practicas de labranza) (Balota et al., 2016; Bowles et al., 2017; Lu et al. ., 2018). En ese sentido, el
manejo de la labranza y la reduccion del disturbio en el suelo puede ser una estrategia de manejo

util para mantener los atributos AMF vy las propiedades del suelo (de la Cruz-Ortiz et al., 2020).

En términos generales, aunque no se logrd eliminar completamente a los HMA en el suelo,
se observo que la mayor colonizacion por los HMA en los tratamientos sin Carbendazim y se asocio
con una respuesta de crecimiento negativa para la planta en los tratamientos sin Carbendazim que
se podria modular con diferentes practicas agricolas, especialmente la fertilizacion mineral con
NPK. Por su parte, la rotacion con janamargo y su uso como AV en el suelo tuvo efectos positivos
en el peso seco de la planta, efectos neutrales en la colonizacion de HMA y cuando no hubo
labranza para la incorporacion del AV, efectos positivos en la abundancia en el suelo de HMA. En
otros estudios se ha documentado que la fertilizacion mineral puede afectar a la colonizacion de
HMA, sin embargo, en este estudio si bien, la fertilizacion mineral no disminuy6 la colonizacién
micorrizica si logré mitigar completamente la respuesta de crecimiento negativa a la micorriza en
los tratamientos sin Carbendazim. Dicho de otra manera, la fertilizacién mineral con NPK foment6

una respuesta positiva de la planta a la micorriza.

Estas evidencias, al igual que en otros estudios (Ryan y Graham, 2018; Ortiz-Salgado et al.,
2021), nos demuestran que la colonizacién de HMA no siempre tiene efectos positivos en la planta
y que es necesario replantear estudios de campo para poder determinar la importancia de las
interacciones entre HMA y la planta y evaluar que practicas de manejo pueden promover la sinergia
positiva en esta interaccion. El establecimiento de la asociacidbn micorrizica siempre va a
representar una inversion de C para la planta hospedera, por lo que es necesario llevar a cabo

manejo de practicas agricolas como la labranza o el disturbio del suelo que incrementen el
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desempetio de los HMA vy los beneficios que pueden proveer, con el proposito de mitigar o eliminar

la respuesta de crecimiento negativa a las micorrizas arbusculares sin Carbendazim.

4.5 Conclusiones

En este estudio la rotacion de janamargo como AV vy la fertilizacién mineral promovieron la
produccion de biomasa en el maiz. En ausencia de NPK, las formas de aplicacién de los AV
(incorporados y no incorporados) tuvieron efecto en el crecimiento del maiz, siendo mayor cuando

el AV no se incorpor6 en el suelo.

En este agroecosistema, el Carbendazim tuvo efectos positivos en el crecimiento del maiz,
probablemente por la menor frecuencia de HMA, que pueden representar una carga energética para
la planta, no obstante, la incorporacidon de materia organica con abonos verdes hizo sinergia con el
NPK y se mitigd la respuesta de crecimiento negativa del maiz relacionada a las poblaciones
nativas de micorrizas arbusculares, probablemente al reducir la inversion de carbono por la planta
hospedera (maiz) lo que increment6 el crecimiento del maiz especialmente cuando el abono verde

no se incorporo en el suelo.
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CAPITULO 5

EVIDENCIAS EN CAMPO DE LOS EFECTOS DE LA FERTILIZACION MINERAL EN
LA ROTACION ABONO VERDE-MAIZ Y EN LA INTERACCION DEL MAIZ CON

LAS MICORRIZAS ARBUSCULARES
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Resumen

Las practicas intensivas de labranza y fertilizacion en los agroecosistemas pueden modificar la
interaccion de los HMA con las plantas, reduciendo los beneficios que proporcionan para el cultivo.
Para reestablecer las sinergias y aprovechar los beneficios de los HMA al cultivo, es necesario
implementar practicas agricolas de conservacion con funciones complementarias. Una de ellas es
la rotacion de cultivos usando abonos verdes leguminosos como el janamargo (Vicia sativa L.). En
un experimento de campo se investigo el papel de las micorrizas nativas en la rotacioén de cultivos
con abonos verdes con diferentes manejos de labranza y fertilizacion en el crecimiento, la calidad
de grano del maiz y la disponibilidad de nutrientes en el suelo. Se realiz6 en una parcela agricola
con intenso manejo de fertilizacion sintética y labranza y estuvo compuesto por tres fases:
crecimiento del janamargo (15 semanas); descomposicion del janamargo (8 semanas); y
crecimiento del maiz hasta mazorca (25 semanas). El disefio experimental fue factorial completo
con tres factores: i) Abono verde con janamargo (sin AV, AV sin incorporar y AV incorporado);
i1) inhibicion de HMA (sin y con Carbendazim); iii) fertilizacion mineral (sin y con NPK). Se
realizaron tres cosechas en diferentes fases (vegetativa, reproductiva y senescencia) para medir el
peso y nutricion del maiz y granos, la colonizacion de HMA, y la concentracion de NH4", NOs™ en
el suelo al final del experimento. El uso de janamargo como AV contribuy6 notablemente con N y
P orgénico al suelo. Se observo una respuesta de crecimiento negativa del maiz a la micorriza sin
Carbendazim correlacionada con una mayor colonizacién y frecuencia de vesiculas y arbusculos
de HMA. Sin embargo, la fertilizaciéon mineral fomentd una respuesta de crecimiento positiva y su

manejo en esta rotacion de cultivos podria potenciar los beneficios de la micorriza en el cultivo.

Palabras clave: Rotacion de cultivos, cultivos de cobertura, reciclaje de nutrientes, disponibilidad

de nutrientes, fertilizacion mineral. |
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5.1 Introduccion

Los agrosistemas representan alrededor del 40% de la superficie terrestre del planeta, y a pesar de
que no son sistemas naturales proporcionan diversos servicios ecosistémicos (SE) de
aprovisionamiento indispensables para el ser humano, como la produccion de alimentos (Power,
2010). Sin embargo, practicas convencionales de labranza afectan negativamente a los
microorganismos del suelo y los diversos servicios ecosistémicos que proporcionan (Schalamuk et
al., 2006; Schipanski et al., 2014). Ademas, una de las propiedades del suelo que mas se ven
afectadas con la labranza es el contenido de materia organica, la cual es un factor clave en la
fertilidad del suelo, ya que actia sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo
aumentando la diversidad de microorganismos en el suelo (Scoopel, 2001; Mazzoncini et al., 2011;

Abdalla et al., 2014).

La rotacion de cultivos con el uso de abonos verdes (AV) puede ser una oportunidad del
manejo de labranza en donde se puede incorporar nutrientes en la materia organica, activar la
microbiota edafica, reciclar nutrientes y evitar su pérdida por lixiviacién. Los abonos verdes
normalmente son usados como precultivo y son incorporados en el suelo antes del cultivo principal
y se dejan un tiempo para promover su descomposicion y liberar los nutrientes en el suelo para el
cultivo principal, pero también se pueden sélo cortar y dejar sobre el suelo para evitar disturbio en
el suelo (Cherr et al., 2006). Los abonos verdes también tienen otras funciones en la que destacan
un amplio rango de funciones como aumentar la diversidad y actividad de la microbiota edéfica y
modificar sus interacciones con el cultivo (Thorup-Kristensen et al., 2003), asi como reducir la
cantidad de insumos sintéticos, tales como fertilizantes minerales y pesticidas, que se usan para

incrementar la fertilidad del suelo y para el manejo de plagas (Robacer et al. 2016).

Dentro de la microbiota que puede modificarse con el uso de AV estan los hongos
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micorrizicos arbusculares (HMA), los cuales son bridtrofos obligados que colonizan las raices de
las plantas, obteniendo azlicares a cambio de nutrientes minerales que pueden ser absorbidos y
translocados a través de una extensa red de hifas del micelio extraradical que se extiende desde las
raices colonizadas hacia el suelo (Smith y Read, 2008). En general, las comunidades microbianas
se ven beneficiadas con su presencia y se promueve su funcionalidad con la diversificacion y

rotacion de cultivos (McDaniel et al., 2014; Finn ef al., 2017; Ryan y Graham, 2018).

Sin embargo, la red de hifas de los HMA es muy sensible a las diferentes practicas agricolas
como la labranza y, con el cambio de uso de suelo y de la cobertura vegetal, se puede modificar la
estructura y riqueza de la comunidad de los HMA (Stiirmer y Siqueira, 2011). Ademas, otras
practicas de perturbacion del suelo, fertilizacion excesiva, monocultivos y uso excesivo de
pesticidas, pueden comprometer los beneficios y funciones de estos microorganismos para las
comunidades microbianas del suelo y para el cultivo (Larsen et al., 2015; Finn et al., 2017). Esta
bastante documentado que los cambios en la composicion y diversidad genética de la comunidad
fingica micorrizica se presentan principalmente cuando se comparan los sistemas de labranza de
baja intensidad con sistemas de labranza de alta intensidad, donde se presenta menor diversidad, lo
que afecta el funcionamiento y eficiencia de la simbiosis (Miller et al., 1995; Boddington y Dodd,

2000; Jansa et al., 2002; Alguacil et al., 2014).

Ademas, estos cambios en las comunidades de los HMA afectan a la manera en la que
interaccionan con las plantas, lo que puede provocar que esta interaccion transite entre el
mutualismo y el parasitismo (Johnson et al., 1997; Verbruggen y Kiers, 2010). En agroecosistemas
con monocultivos, labranza y fertilizacion intensiva se elimina mucha de la microbiota edéfica
asociada a las micorrizas arbusculares e incluso se promueve el desarrollo de especies de HMA

que toman carbono de la planta sin transferir nutrientes, y en muchos casos esta simbiosis no

114



siempre va a representar un beneficio para la planta hospedera (Ryan y Graham, 2002; Verbruggen

etal., 2012; Johnson et al., 2015).

Por tanto, es importante buscar y establecer practicas agricolas para que exista una
compensacion entre los diferentes SE afectados en estos agrosistemas y se promuevan los
beneficios que proporcionan las micorrizas arbusculares (Snapp et al., 2005; Schipanski et al.,
2014). Un uso rentable de los HMA en el contexto agroecologico requiere de una combinacion
adecuada de la planta hospedadora, el socio fingico y practicas de gestion agricola agroecologicas
(Smith et al., 2004; Sawers et al. 2008). En ese sentido, la rotacion de cultivos con abonos verdes
leguminosos podria incrementar la subsecuente colonizacion de HMA en el maiz. Ademas, las
leguminosas destacan sobre otras plantas (Kuo et al., 2001), ya que pueden incorporar al suelo N
atmosférico fijado en la rizobia que se forma con la asociacion simbiotica de bacterias con estas

plantas (Wahbi et al., 2016).

En este estudio, se investigd en una prueba de campo la importancia de las poblaciones
nativas de HMA en una rotacion de cultivos (leguminosa-maiz) como abonos verdes y el objetivo
fue evaluar los efectos del uso de janamargo como AV bajo dos manejos de labranza (con labranza
para incorporar AV y sin labranza para no incorporar el AV) y fertilizacion mineral, en la
productividad y nutricion del maiz, en el desempefio de las micorrizas arbusculares y su interaccion
con el cultivo, asi como en la disponibilidad de nutrientes en el suelo. La hipotesis del trabajo fue
que la incorporaciéon de materia orgdnica con AV y la reduccion de labranza favorecen la
colonizacion de HMA vy la sinergia mutualista de la simbiosis entre los HMA y el maiz, mientras
que la fertilizacién mineral, el barbecho y la perturbacion del suelo reducen el desempeio de la

micorriza.
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5.2 Materiales y métodos
5.2.1 Parcela de estudio

La parcela de estudio se ubico en la localidad de Ampliacion Jamaica, en el municipio de
Tarimbaro, Michoacan, México (19°51'02" N, 101°08'19" O). Historicamente la parcela ha tenido
intenso manejo de labranza y fertilizacion sintética para el cultivo de maiz. El clima de la region
es templado subhumedo con lluvias durante el verano (Cw1; Garcia, 2004). El tipo de suelo es
Feozem (WRB) y ha sido usado histéricamente para el cultivo de maiz (INEGI, 1979). Es un suelo
franco arcillo arenoso (60.92%, 15.84% y 23.24% de arena, limo y arcilla, respectivamente), con
1.14% de materia organica, pH alcalino (8.33) y una alta concentracion de fosforo y nitrégeno

disponibles (20.11 y 67.04 ng/g, respectivamente).

5.2.2 Diserio experimental

El disefio experimental fue factorial completo (3x2x2) con tres factores principales: abono verde
con tres niveles (sin AV, con AV incorporado y con AV no incorporados al suelo); control de HMA
con dos niveles (sin Carbendazim y con Carbendazim); y fertilizacion mineral con dos niveles (sin
NPK y con NPK). Fueron 12 tratamientos con 4 repeticiones, dando 48 unidades experimentales.
Cada UE media 4 surcos de arado de 10 m de largo. Para la distribucion de los tratamientos en el
campo, la parcela se dividio en cuatro bloques y cada uno se dividio en tres subparcelas usando las
lineas de arado, en una se realiz6 el manejo labranza usando AV incorporado, en otra se utilizd
labranza reducida usando AV sin incorporar en el suelo y la otra fue el testigo sin AV. Se dejo6 dos
surcos como pasillo sin plantas entre bloques. Asi mismo, cada bloque se dividio en dos

subparcelas, en una se aplico NPK y en la otra no se aplic6. Finalmente, para el control de HMA
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cada bloque se dividio en dos subparcelas, en una se aplico6 Carbendazim y en la otra no se aplico

fungicida.

5.2.3 Tratamientos de labranza con abonos verdes

La siembra del janamargo (Vicia sativa L.) se realiz6 el 19 de diciembre de 2018, con sembradora
a una densidad de 3 cm entre semillas (400,000 semillas/ha). En los tratamientos sin AV, se realizo
un deshierbe total en cuanto la plantula emergi6 y se mantuvo libre de cobertura vegetal hasta la
siembra del maiz. En los tratamientos con AV se realizd un deshierbe manual de las plantas
arvenses a las 8 semanas en todos los tratamientos y se mantuvo libre de estas plantas. El riego del
cultivo de janamargo fue por goteo cada 12 dias durante 8 horas y crecié durante 15 semanas. Los
tratamientos correspondientes a los AV incorporados se les podd con podadora de tractor y se
incorporo al suelo donde crecieron (a 20 cm de profundidad) con un rotavator. A los tratamientos
con AV no incorporado, s6lo se les podd y se dejo la parte aérea sobre la superficie del suelo donde
crecio, sin perturbar la estructura del suelo ni el sistema radical. Se tomaron muestras de janamargo
para su analisis de nutrientes (Nt y Pt) en el tejido vegetal previo a su incorporacion en el suelo.
Posteriormente, en todos los tratamientos se mantuvo el riego por goteo cada 15 dias por 8 horas

para favorecer la descomposicion y mineralizacion de la biomasa del janamargo durante 8 semanas.

5.2.4 Tratamientos para control de HMA con Carbendazim

Para el control de la colonizacion de HMA en el suelo, dos dias previo a la siembra de maiz se
realizd la aplicacion del fungicida Carbendazim con el producto comercial Tladloc 50% P.H. ®
(UPL Agro México). Esta bien documentado que este producto sirve para suprimir las poblaciones
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de HMA, sin embargo, no inhibe completamente el establecimiento de los HMA y puede afectar a
otros hongos (Schweiger et al., 1998; Kahiluoto et al., 2000; O’Connor et al., 2009). Para fines de
este experimento, la concentracion usada fue bastante alta (75 kg/ha o 16.4 ng/g de suelo),
basandose en el trabajo de Schweiger et al. (1998), para poder suprimir a los HMA. A los 15 dias

se realizo una segunda aplicacion para eliminar a los HMA de los tratamientos correspondientes.

5.2.5 Cultivo de maiz

La siembra del maiz fue el 29 de mayo del 2019 (8 semanas después de la incorporacion de los AV
en el suelo) y se realizo con sembradora a una densidad de 80,000 semillas/ha, usando la variedad
hibrida de maiz H-318, producida por Milpal ®, la cual es una variedad de maiz blanco hibrido de
ciclo intermedio. Para el control de las arvenses se aplicé Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo
correspondientes a 2L de Paraquat / 200L de agua por hectarea, previo a la siembra de maiz y a los
15 dias posteriores a la siembra. Asi mismo se us6 Tembotriona 4.4 para el control del zacate
alrededor de los tratamientos. El control de insectos se realiz6 con Permetrina al 9% al momento
de la siembra del maiz. Se mantuvo el riego por goteo durante 8 horas cada 12 dias hasta que las

lluvias fueron constantes.

5.2.6 Tratamientos con fertilizacion mineral

La fertilizacion mineral fue en cuatro aplicaciones a lo largo del ciclo de cultivo del maiz. La
primera aplicacion fue completa (400 kg/ha) con la sembradora durante la siembra de maiz. Se usé
una mezcla con macro y micronutrientes en una proporcion de sus unidades correspondiente a 118
N/95P/47K/5Ca/8Zn/4Fe/3 B/ 1 Cu. Para la mezcla se usdé Fosfato Monoamonico
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(MAP), Sulfato de Potasio (SOP), Urea, Sulfato de Amonio, Sulfato Ferroso, Sulfato de Zinc, Boro,
Sulfato de Manganeso y Sulfato de Cobre. La segunda aplicacion fue a mano en la semana 4,
durante la etapa V4 (30% de la dosis inicial). La tercera aplicacion fue en la semana 8, durante la
etapa V10 (50% de la dosis inicial) y la cuarta aplicacion fue en la semana 14, durante la etapa Rt

(20% de la dosis inicial).

5.2.7 Cosechas y analisis de laboratorio

Se realizaron 3 cosechas a lo largo del ciclo. La primera cosecha fue en la etapa Vt (semana 7), la
segunda fue en la etapa R1 (semana 11) y la cosecha final fue en la etapa de senescencia (semana
25). En las dos primeras cosechas se extrajo la parte aérea y la parte radical para determinar el peso
seco y el contenido de nutrientes en el tejido vegetal, y en la tercera cosecha se extrajeron las
mazorcas y el rastrojo para la determinacion de la productividad y calidad de grano. Se tomaron

muestras de suelo (250 g) en la ultima cosecha para la determinacion de nutrientes disponibles.

5.2.8 Concentracion de N y P en material vegetal

A las muestras del janamargo con la materia organica de la parte aérea y radical mezclada se les
determiné la concentracion de Nt y Pt por medio de una digestion acida con H2SO4, H202, KoSO4
y CuSOs4 a 360°C y posteriormente medido por colorimetria. EI N fue determinado usando el
método de extraccion con digestion acida Kjeldahl (Bremmer, 1996) y los extractos fueron filtrados
para ser medidos (Weatherburn, 1967); mientras que el P se realizé mediante una reducciéon con
acido ascorbico y se midi6 como fosfomolibdeno (Murphy y Riley, 1962). La lectura de los
extractos se realizd en el Autoanalizador BRAN LUEBBE (Norderstedt, Germany).
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5.2.9 Nutrientes en el suelo

A las muestras de suelo humedo se les midio la concentracién de HPO4>", NOs™y NH4" disponibles
en el suelo y se les determiné el pH con un potenciémetro (5 g/ 50 ml), asi como el porcentaje de
humedad. E1 NOs™ y NH4" fueron extraidos con una solucién 1 N KCl, posteriormente los extractos
fueron filtrados con papel Whatman No. 1 y medidos por colorimetria usando el método fenol-

hipoclorito (Robertson et al., 1999).

5.2.10 HMA en el suelo y en la raiz de maiz

Para la observacion y cuantificacion de HMA, se tomaron las muestras de raiz y se cortaron en
pequetios pedazos 2 g de raiz del maiz de cada UE y se mezclaron en un contenedor con 2 L de
agua para tomar una muestra representativa de 2 g. El resto de la raiz se puso a secar en un horno
durante 48 horas a 70°C para determinar el peso seco. Las muestras para tincién se metieron en
bafio maria con KOH, se blanquearon con H>O,, se tifieron con azul tripano y se conservaron en
glicerina de acuerdo a Kormanik and McGraw (1982). Se midi6 el porcentaje de la colonizacion
micorrizica contando las estructuras observadas siguiendo el método de McGonigle et al. (1990).
Las variables generales medidas fueron: porcentaje de colonizacion por estructuras de los HMA,

ovillos (coils), hifas, micelio externo, arbusculos, vesiculas, otros hongos y sin colonizacion.

El objetivo de la aplicacion del Carbendazim en los tratamientos correspondientes fue para
inhibir a los HMA, por lo tanto, se hablard de los efectos del Carbendazim relacionados al
aplazamiento en la colonizacion de HMA (que se reflejo6 en una menor frecuencia de sus
estructuras) y sus efectos en el maiz. En ese sentido, se realizaron andlisis de respuesta de

crecimiento del maiz a la micorriza sin Carbendazim (MGR), y anélisis de respuesta en el contenido
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de nutrientes en el maiz (MNR y MPR) a la colonizacion por las micorrizas arbusculares sin
Carbendazim modificando el método usado por Johnson (1997) tomando como referencia la
aplicacion o la ausencia de Carbendazim en los tratamientos. Para medir la respuesta de las
micorrizas nativas, no se inoculd HMA. Asi mismo, se realizaron las correlaciones de estas tres
variables de respuesta a la micorriza (MGR, MNR, MPR) con la frecuencia de las estructuras de
HMA en las raices y las variables medidas en el maiz y el suelo. La respuesta al crecimiento y
nutricioén a la micorriza sin Carbendazim (MGR, MNR y MPR) se calculé como una relacion de
respuesta simple como se describe en Johnson (2010): MGR = loge(AM/NM), donde AM es el
peso seco total o contenido de nutrientes de las plantas con micorrizas sin Carbendazim y NM es
el peso seco o contenido medio de nutrientes de un tratamiento con control de micorriza con
Carbendazim, bajo las mismas condiciones de nutrientes suministrados. Los valores de MGR,
MNR y MPR van de -1 (que representa respuesta crecimiento negativa a la micorriza) a 1 (que
representa respuesta de crecimiento positiva a la micorriza). Asi mismo, se realizaron las
correlaciones de estas tres variables de respuesta a la micorriza sin Carbendazim con la frecuencia

de todas las estructuras de HMA en las raices.

5.2.11 Analisis estadisticos

Para el analisis de datos se usaron analisis de varianza (ANDEVA) factorial de tres vias. Usando
la prueba de Levene para verificar la homocedasticidad en todos los tratamientos. Posterior al
ANDEVA, para observar diferencias significativas entre tratamientos, se utiliz6 una prueba de
multiples rangos utilizando el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher,
con un nivel del 95% de confianza. Todos los analisis se realizaron en el programa estadistico

StatGraphics Centurion XV Version 15.2.06.
121



5.3 Resultados

Los resultados que se describen en esta seccion corresponden a los mds importantes o que
presentaron diferencias significativas entre tratamientos, asi como las interacciones entre factores
y algunos efectos de factores individuales que sobresalieron (Tabla 1). Todas las medias de las

variables medidas se pueden consultar en la Tabla 2 del Material Suplementario.

5.3.1 Biomasa vegetal y nutrientes incorporados con el janamargo

La biomasa seca total incorporada de janamargo como AV fue de 9.025 tons/ha, aproximadamente,
de los cuales 5.014 tons/ha son de parte aérea (55%) y 4.011 tons/ha de parte radical (45%). La
concentracion de N en el tejido aéreo y tejido radical mezclados del Janamargo fue de 32.31 mg/g.
Por su parte, la concentracion de P en el tejido aéreo y tejido radical mezclados del Janamargo fue

de 4.28 mg/g. En total se incorporaron en la parcela 291.64 kg/ha de N y 38.66 kg/ha de P.

5.3.2 Biomasa y nutricion vegetal del maiz (Vty RI)

En la fase vegetativa (Vt) el maiz presentd diferencias significativas entre tratamientos con NPK,
siendo mayor el peso seco total en los tratamientos donde se aplico fertilizacion mineral. No hubo

interacciones significativas entre los factores, ni efectos de los AV (Tabla 1).

Ya en la fase reproductiva (R1) el maiz también presentd diferencias significativas en el
peso seco total entre tratamientos con NPK y sin NPK, siendo mayor el peso seco total cuando se
aplico fertilizacion mineral. Ademas, en los tratamientos donde se aplicd Carbendazim y NPK hubo
un mayor peso en la mazorca. No hubo interacciones significativas entre los factores ni efectos de
los AV en el maiz (Tabla 1).
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En la fase R1, donde ya se midi6o la nutricién vegetal, se observaron diferencias en el
contenido de N y P en el tejido vegetal en dos de los factores principales (Carbendazim y NPK).
En ese sentido, los tratamientos en los que se aplico Carbendazim y NPK tuvieron un mayor
contenido de N y P en el tejido respecto a la contraparte de estos tratamientos. No hubo

interacciones significativas entre los factores ni efectos de los AV en el maiz (Tabla 1).
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Figura 1. Grafico de la interaccion entre los factores (CarbendazimxNPK)
con los promedios de peso seco total de maiz (a) y peso seco de rastrojo
(b). Los valores son por cada planta. Factores: Carbendazim (Sin y Con);
y fertilizacion con NPK (Sin y Con). Se muestran sus barras de error.
Letras diferentes en las barras significan diferencias significativas entre
tratamientos segun una prueba LSD de Fisher (P <0.05).
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5.3.3 Biomasa y nutricion senescencia (Sns)

En la fase de senescencia solo la fertilizacion mineral tuvo efectos incrementando el peso seco total
(Tabla 1). Sin embargo, el peso de la mazorca fue significativamente mayor cuando se aplico
fertilizacion mineral y también cuando se aplic6 Carbendazim, respecto a los tratamientos sin estos
factores y hubo interacciones entre los factores “CarbendazimxNPK” en el peso de la mazorca
(Tabla 1). Se observd que cuando no se aplicod fertilizacion mineral hubo mayor produccion de
mazorca en los tratamientos con Carbendazim, mientras que cuando se aplico NPK no hubo
diferencias entre tratamientos con y sin Carbendazim (Figura 1a). Asi mismo, hubo interaccion
entre los factores “CarbendazimxNPK” en el peso seco del rastrojo (Tabla 1), en este caso, cuando
se aplico fertilizacion mineral hubo mayor produccion donde no se aplico Carbendazim, mientras
que sin NPK fue mayor la produccion de rastrojo en los tratamientos con Carbendazim (Figura 1b).

En esta etapa tampoco se observaron efectos de los AV en el crecimiento del maiz.
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Figura 2. Grafico de la interaccion de los factores (Abono verdexCarbendazim) con los
promedios del contenido de nitrogeno total en el grano de maiz. Los valores son por cada
planta. Factores: Abono verde (Sin, No incorporado e Incorporado); y Carbendazim (sin
y con). Se muestran sus barras de error. Letras diferentes en las barras significan
diferencias significativas entre tratamientos segun una prueba LSD de Fisher (P <0.05).
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El contenido total de N en la mazorca, fue mayor en tratamientos con Carbendazin y
fertilizacion mineral, y hubo interacciones entre los factores “Abono Verde x Carbendazim” (Tabla
1). En ese sentido, cuando el abono verde se incorporo al suelo fue mayor el Nt en los tratamientos
con Carbendazim, mientras que en los tratamientos sin AV y con el AV no incorporado, no
hubieron diferencias en el Nt de la mazorca entre tratamientos con y sin Carbendazim (Figura 2).
En los tratamientos donde si se aplicd Carbendazim, se presenté un mayor Nt de la mazorca en los

tratamientos donde el AV fue incorporado y en los que se aplicoé NPK (Figura 3a y b).
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e Incorporado); y Carbendazim (sin y con). Se muestran sus barras de
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El contenido total de P de la mazorca, present6 diferencias entre tratamientos con K (Tabla
1), siendo mayor el Pt en los tratamientos con Carbendazim y NPK. No hubo interaccion entre

factores y tampoco se observaron efectos significativos de los AV en el contenido de Pt.

5.3.4 Productividad y calidad de grano

En cuanto a la productividad de grano en el cultivo se encontraron diferencias significativas con
los factores Carbendazim y fertilizacion mineral, asi como una interaccion entre ellos (Tabla 1).
En ese sentido fue mayor la productividad en los tratamientos donde se aplico Carbendazim y
cuando se aplico fertilizacion mineral, siendo muy dramadtica la diferencia respecto a los
tratamientos sin NPK. Asi mismo, la interaccion entre estos factores mostréo que cuando no se
aplico fertilizacion mineral hubo mayor productividad de grano en los tratamientos con
Carbendazim, mientras que cuando se aplico NPK no hubo diferencias en la productividad de grano

entre tratamientos con y sin Carbendazim (Figura 4).
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Figura 4. Grafico de interaccion entre factores (CarbendazimxNPK) con
los promedios de productividad de grano. Factores: Carbendazim (Sin y
Con); y fertilizacion con NPK (Sin y Con). Se muestran sus barras de error.
Letras diferentes en las barras significan diferencias significativas entre
tratamientos segin una prueba LSD de Fisher (P <0.05).
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En cuanto a la calidad de grano, hubo una mayor concentracion de N en el grano de maiz
en los tratamientos donde se aplicé Carbendazim y fertilizacion mineral, asi mismo, se encontraron
interacciones entre los factores Abono Verde con Carbendazim “, asi como entre Abono Verde con
NPK (Tabla 1). En la primera interaccion se observd que hubo una mayor concentracion de N en
los dos tratamientos con AV respecto al testigo y a los tratamientos con Carbendazim, mientras
que no hubo diferencias en la [N] entre tratamientos con y sin Carbendazim cuando no se us6 AV
(Figura 5a). En la segunda interaccion, cuando no se usé el AV, la concentracion de N en el grano
fue mucho mayor en los tratamientos con fertilizacion mineral, mientras que en los tratamientos
donde se us6 el AV (incorporado y no incorporado), las diferencias en la [N] en el grano entre
tratamientos con y sin NPK fueron menores (Figura 5b). Por su parte, se encontré una mayor [P]
en el grano de maiz en los los tratamientos donde se aplico Carbendazim y fertilizacion mineral,

asi mismo, no se encontraron interacciones entre factores ni efectos de los AV (Tabla 1).
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Figura 5. Gréfico de interaccion entre los factores Abono verdexCarbendazim
(a) y Abono verdexNPK (b), con los promedios de concentracidon de nitrogeno
en grano. Factores: Abono verde (Sin, No incorporado e Incorporado);
Carbendazim (sin y con); y fertilizacion con NPK (Sin y Con). Se muestran sus
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5.3.5 Disponibilidad de nutrientes en el suelo (NH4", NO3)

Amonio. La concentracion de amonio en el suelo al final del experimento fue baja (menor
a 1 ug/g), y el Carbendazim fue el unico factor que tuvo efectos sobre la disponibilidad de este
nutriente (Tabla 1), siendo mayor en los tratamientos con Carbendazim respecto a los que no tenian

Carbendazim (Tabla 2).

Nitrato. La disponibilidad del nitrato en el suelo al final del experimento fue afectada por
el Carbendazim y la fertilizacion con NPK y se encontrd una interaccion significativa entre los AV
y el NPK. (Tabla 1). La disponibilidad de NO3™ fue mayor en los tratamientos con Carbendazim y
NPK, respecto a los que no tenian Carbendazim y NPK, respectivamente (Figura 6). Por su parte
la interacciéon nos mostré que cuando los AV se incorporan al suelo no hay diferencia en la
disponibilidad de NO3™ entre tratamientos con y sin NPK, a diferencia de los tratamientos con AV

no incorporado y el testigo sin AV que si presentaron diferencias entre tratamientos con y sin NPK.
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Figura 6. Grafico de interaccion entre los factores Abono
verdexNPK, con los promedios de concentracion de NOs™ en
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5.3.6 Relacion Nitrato/Amonio

La relacion amonio/nitrato en el suelo fue significativamente mas alta en los tratamientos con NPK
y se encontro una interaccion de esta variable entre AV y NPK (Tabla 1). En esta interaccion se
observa que la nitrificacion solo se ve favorecida con el NPK cuando no se incorpora el AV,
mientras que cuando se incorpora el AV en el suelo o no hay AV, la nitrificacion, expresada en la

relacion NH4"/NOs", es igual entre tratamientos con y sin NPK (Tabla 2).

5.3.7 Colonizacion con HMA

Fase Vt. La colonizacion total por HMA soélo se vio afectada por la aplicacion de Carbendazim
(Tabla 1), siendo menor en los tratamientos en los que se aplicod. Sin embargo, el efecto del
Carbendazim fue mas notorio en la produccion de vesiculas y arbusculos, donde también el NPK
disminuy6 su frecuencia. Ademas, la produccion de arblisculos disminuy6 significativamente en

los tratamientos con NPK (Figura 7).
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Fase R1. En la fase R1 de la colonizacion total aumento, donde el Carbendazim y el NPK
ya tuvieron efectos significativos en la colonizacion total y en la produccion de arbusculos por
HMA (Tabla 1). La colonizacion fue mayor en los tratamientos sin Carbendazim y en los
tratamientos donde no se aplicd NPK. En esta fase también se encontraron interacciones entre los
factores Carbendazim y NPK en la produccion de vesiculas, donde la produccion de vesiculas solo
se vio afectada por el NPK cuando se aplica el Carbendazim, mientras que cuando no se aplico

Carbendazim, el NPK no tuvo efectos en la produccion de vesiculas (Figura 7).
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En esta fase (R1) atn no se observaron diferencias entre tratamientos en la respuesta de
crecimiento a la micorriza sin Carbendazim (MGR), ni en la respuesta de N en el tejido a la
micorriza sin Carbendazim (MNR). Sin embargo, se observaron diferencias en la respuesta de
fosforo, donde la aplicacion de NPK, mitiga la disminucién de la [P] en el tejido vegetal relacionada

a la micorriza sin Carbendazim

Fase Sns. En esta fase, el NPK fomentd una respuesta de crecimiento positiva a la micorriza
sin Carbendazim (Tabla 3). En ausencia de Carbendazim, el NPK mitig6 la respuesta negativa a la
micorriza en la mazorca (Figura 8a), e incluso promovio el crecimiento del peso total del maiz
(Figure 8b). En cuanto a la adquisicidon de nutrientes, desde la fase Vt el NPK aument6 la MPR sin
Carbendaim en el tejido vegetal (Figura 9a) y se reflejo en el grano (Figura 9¢), igualmente el NPK

mitigo esta respuesta negativa a la micorriza sin Carbendazim en el Nt en la mazorca (Figura 9b).

En esta fase se encontraron correlaciones entre la MGR sin Carbendazim de la mazorca y
el rastrojo con una mayor produccion de vesiculas y arbusculos. Ademas, se encontraron
correlaciones en la MNR y MPR en grano con la produccion de arbusculos y vesiculas en la fase

R1, asi como en colonizacion total (Tabla 4).

5.4 Discusion de resultados

Si bien los abonos verdes aportan materia orgénica y nutrientes para el cultivo, sus efectos en el
crecimiento del maiz no sobresalieron. Lo que mas afectd al crecimiento del maiz fueron las
interacciones con los HMA, los cuales representaron una carga energética de C para la planta. No
obstante, estos costos pueden modificarse con practicas agricolas de labranza y fertilizacion, siendo

esta ultima un factor determinante que puede modular la respuesta de crecimiento a los HMA.
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El objetivo de la aplicacion del Carbendazim en los tratamientos correspondientes fue para
inhibir a los HMA, sin embargo, sus efectos se reflejaron en solo un retraso de la colonizacién y
este aplazamiento en la colonizacion se reflejo en una menor colonizacion de HMA y produccion
de estucturas como arbusculos y vesiculas a mas de la mitad respecto a los tratamientos sin
Carbendazim. Por lo que los analisis de respuesta de crecimiento de la micorriza se realizaron

tomando como referencia la aplicacion o la ausencia de Carbendazim en los tratamientos.

Durante la fase de crecimiento hasta la fase Vt los efectos de los distintos tratamientos se
observaron en la planta s6lo cuando se aplico NPK, lo cual era de esperarse ya que la nutricion es
sumamente importante en la fase de crecimiento posterior al establecimiento de la plantula (Miller,
2000). En esta fase es muy probable que aun haya inmovilizacién de nutrientes en la microbiota
que sigue descomponiendo los compuestos mas recalcitrantes de los AV en el suelo (Jani et al.,
2016). Sin embargo, el efecto del Carbendazim ya se reflejaba en la nutricion de la planta, ya que
los tratamientos donde no se aplico Carbendazim el contenido total de N y P en el tejido vegetal
fue menor. En otros estudios se ha demostrado que, en etapas tempranas del crecimiento, los HMA
juegan un papel mas importante en la nutricion de la planta (Gavito y Miller, 1998; Miller, 2000;
Grant et al, 2001), por lo que la sinergia en la interaccion entre HMA el maiz es determinante y se

reflejara en el posterior desarrollo de la planta (Gavito y Miller, 1998; Verlinden et al 2018).

Posteriormente, en la fase de senescencia (Sns) s6lo el NPK tuvo efectos en el crecimiento
total de la planta, sin embargo, el crecimiento y desarrollo de la mazorca ya se vieron afectados
positivamente con el Carbendazim. También hubo interaccion entre el Carbendazim y el NPK, ya
que cuando se aplica, desaparecen los efectos del Carbendazim. Esto nos sugiere que, los HMA
podrian representar una carga nutricional para el maiz (especialmente el C) (Johnson et al., 2015),

ya que, cuando no hay abundancia de nutrientes en el suelo, la planta limita el crecimiento de toda
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la planta pero principalmente la mazorca, y cuando se le agrega el NPK, el Carbendazim no
promueve el crecimiento de la mazorca al comparar tratamientos con y sin fertilizacion, y reasigna
ese exceso a la produccion de rastrojo, posiblemente por la mayor disponibilidad de N que

ofrecieron los AV en el suelo.

La mayor disponibilidad de N también se ve reflejada en un alto contenido de Nt en el grano
cuando se usa AV, donde en ambos tratamientos con AV (incorporados y no incorporados en el
suelo), se les proporciond un aporte adicional de N que no se reflejé en los tratamientos donde no
hubo control de HMA con Carbendazim. Sin embargo, cuando se analizan sélo los tratamientos
con Carbendazim, si se nota el aporte de N de los AV en la planta (Figura 3b), siendo mayor en los
tratamientos con el AV incorporado al suelo, en los cuales se favorecido el proceso de la

mineralizacion (Jagadamma et al., 2007).

La mayor colonizacion de HMA en la fase Vt y R1 en los tratamientos sin Carbendazim se
relaciond negativamente con la concentraciéon de N en el grano en ambos tratamientos con AV,
mas no asi en los tratamientos sin AV. En ese sentido, de la Cruz-Ortiz et al. (2020), encontraron
que la colonizacion de HMA aumenta con niveles altos de C organico proveniente de los AV y
disminuye la frecuencia de los HMA a medida que aumentan los niveles de nitrégeno inorganico.
Esto sugiere que al agregar materia organica en el suelo aumenta la competencia por N entre la
microbiota edafica, los HMA y la planta (Piischel et al., 2016: Thirkell et al., 2016). Ademas, en la
interaccion “Abono Verde xNPK” se nota esa posible competencia ya que, en los tratamientos sin
incorporacion de materia con el AV, el maiz tuvo una respuesta mas marcada entre tratamientos
con y sin NPK. Esta competencia por el N entre HMA vy el cultivo ya ha sido reportado en otros

estudios (Hodge y Fitter, 2010; Hodge y Storer, 2015; Johnson et al., 2015; Piischel et al., 2016).

Esta posible competencia al incorporar la materia organica de los AV no se vio reflejado en
134



la dinamica del P, donde los HMA juegan un papel mas importante (Miller, 1995; Kohl et al.,
2014), ya que no se observaron efectos de la incorporacion de materia organica del janamargo en
la concentracion y contenido total de P. Sin embargo, el maiz en los tratamientos en los que se
realizd control de HMA con Carbendazim, la concentracién y contenido total de P en el grano fue
mayor, al igual que en todos los tratamientos con NPK. Las diferencias en el contenido de P en las
siguientes fases puede ser atribuido a los efectos del Carbendazim en la disponibilidad de P mas
que por la menor frecuencia de HMA. No obstante, ya en la fase R1, el NPK también influye en la
evolucion de la micorriza, ya que cuando se retrasa la colonizacion de las raices del maiz con el
Carbendazim y no se aplic6 NPK hay una menor nutricion en la planta, y los HMA produjeron una
mayor cantidad de vesiculas. La alta produccion de vesiculas llenas de reservas de P para los HMA
(Smith y Read, 2008; Smith y Smith, 2011), estuvieron correlacionadas con un menor contenido
de P en la planta, lo que nos sugiere menos intercambio de P entre los HMA vy la planta, que en
este caso podria fomentarse con el NPK (Daft y Hogarth, 1983). Esta falta de sinergia se acentua
en la fase de senescencia, cuando se hace la translocacion de nutrientes y tanto la planta como los
HMA resignan sus recursos (Merrild et al., 2013). De igual manera, en esta fase se observaron
correlaciones positivas entre la MGR, MNR y MPR con la produccion de arbusculos y vesiculas y
la colonizacion total. La competencia por los nutrientes desfavorable para la planta en este
agroecosistema, solo se logra mitigar con el NPK, lo cual contrasta con muchos reportes (Treseder,

2004; Walder et al., 2012; Merrild et al., 2013).

Es importante sefnalar que el Carbendazim afecta a muchos otros hongos en el suelo que
también pueden intervenir en la dindmica de nutrientes y competir por el nitrogeno disponible en
el suelo, tanto los aportados por el NPK, como los que fueron producto de la mineralizacion del

janamargo (Schweiger y Jakobsen. 1998; Yu et al., 2009). Dong et al. (2021) encontraron que el
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uso de AV incrementa significativamente la abundancia de bacterias Gram positivas (Gram +),
bacterias totales y hongos saprofitos. En ese sentido, con la aplicacion de Carbendazim se puede
favorecer a las bacterias nitrificantes, las cuales tienen menos competencia por el N con las plantas
que los hongos y ademads liberaron NO3 en el suelo que la planta puede tomar rapidamente de la
solucion del suelo (Yu et al., 2009; Veresoglou et al., 2011). Esto se observa en la disponibilidad
de NH4" y NOs", asi como en la relacion nitrato/amonio en los diferentes tratamientos. Asi mismo,
el disturbio del suelo provocado al incorporar el AV suele afectar a las bacterias del suelo
(Mazzoncini et al., 2011), por lo que en los tratamientos donde no se incorpor6 el AV y se agrego

NPK se fomentaron los procesos de nitrificacion en el suelo hasta el final del ciclo de cultivo.

Al igual que en otros estudios (Ryan y Angus, 2003; Verbruggen et al., 2010) en este
agroecosistema logramos observar que el establecimiento temprano de la micorriza en el maiz
representd una inversion de C para la planta y no se observaron beneficios en la nutricion vegetal,
lo cual contrasta con otros estudios (Smith y Read, 2008; Mikkelsen et al., 2008; Owen et al., 2010;
Bakhshandeh et al., 2017). Asi mismo, el Carbendazim sélo retraso y disminuy¢ el establecimiento
de la micorriza, lo que favorecio al cultivo en términos de mayor biomasa y nutricion. Esta
situacion contrasta con los paradigmas populares que sostienen que los HMA siempre van a
representar un beneficio para la planta hospedera (Ryan y Graham, 2002; Verbruggen et al., 2012).
Lo cual nos da la pauta de que debe fomentar un manejo del agroecosistema enfocado a los HMA
para evitar que el cultivo tenga una respuesta de crecimiento a la micorriza sin Carbendazim

(MGR) negativa (Graham y Abbott, 2000, Ryan y Graham, 2002; Verbruggen et al., 2012).

En este estudio, el manejo de labranza minima que se realiz6 en los tratamientos con AV
sin incorporar, donde no se rompieron las redes de micelio, no represent6 un efecto positivo en el

MGR, contrario a lo que han reportado otros estudios (Angus et al. 2015), pero si lo logré mitigar
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un poco, y la misma situacion fue con la incorporacion de materia organica en el suelo, donde no
se observo diferencia en las variables de respuesta del maiz sin Carbendazim (MGR, MNR, MPR)
en los tratamientos con AV, respecto a los tratamientos control con barbecho. Diversos estudios
han encontrado que los efectos benéficos de los HMA disminuyen en condiciones de alta fertilidad
(Collins y Foster 2009), y que la fertilizacién cronica afecta negativamente a la diversidad de
HMA, lo que implica una reduccion del mutualismo en la simbiosis hongo-planta (Ma et al., 2018).
En contraste, también se ha observado una tendencia inversa en la diversidad de HMA con la
aplicacion de fertilizantes inorganicos combinados con abonos organicos (Verbruggen et al., 2010;
Ma et al., 2018). Otros estudios han referido la importancia de los niveles de P para favorecer la
sinergia entre HMA y las plantas y se ha encontrado que la fertilizacion con N aumenta diversidad
de especies de HMA en suelos con limitacion de P, pero causa reducciones en suelos con altas
concentraciones P (Egerton-Warburton et al., 2007; Cheng et al., 2013). En este estudio, es de
resaltar que la fertilizacion mineral moderada que se realiz6 en los tratamientos con NPK se logré
un MGR positivo para el peso total y ademas se mitig6 el MNR y el MPR en la mazorca, lo que
nos sugiere que la fertilizacion mineral es el factor mas importante de manejar en este

agroecosistema para obtener respuestas positivas del cultivo a la micorriza (Ryan y Graham, 2002).

Es posible que debido a las diferentes practicas de cultivo intensivas implementadas
histéricamente en este agroecosistema (labranza y fertilizacion intensiva), previo a la realizacion
de este estudio se hayan seleccionado ciertos fenotipos de HMA que ya no responden a las practicas
de labranza, pero si responden de manera positiva al manejo combinado de fertilizacion mineral
con incorporacion de materia organica (Miller et al., 1995; Verbruggen y Kiers, 2010; Higo et al.,
2020). La combinacion de incorporacion de materia organica y una fertilizacion mejor disefiada

parece ser el camino a maximizar los beneficios de las micorrizas arbusculares en este
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agroecosistema, sin embargo, es necesario realizar estudios mas detallados en la dindmica del N, P
y C en sus diferentes fracciones quimicas a lo largo de todo el ciclo para determinar las etapas mas
adecuadas realizar siembra del maiz y la fertilizacién mineral para hacer mas eficiente la absorcioén
de nutrientes por el cultivo y reciclaje de nutrientes en el suelo (Johnson et al., 1997; Johnson et

al., 2010; Thirkell et al., 2017).

5.5 Conclusiones

En este agroecosistema las formas de aplicacion de los AV (incorporados y no incorporados) no
presentan efectos diferenciales en la producciéon de biomasa y contenido de nutrientes en la
mazorca, pero con una fertilizacion mineral moderada, se vio favorecida una respuesta de
crecimiento positiva a los HMA en ausencia de Carbendazim. Se encontr6 una correlacion entre el
rendimiento y nutricion del maiz con la produccion de vesiculas y arbusculos por los HMA, que se
relaciond con una respuesta de crecimiento negativa del maiz a la micorriza sin Carbendazim, lo
que sugiere una posible competencia por los nutrientes entre los diferentes hongos y la planta, no

obstante, la fertilizacion mineral moderada puede mitigar este efecto.

Cuando los AV no se incorporaron en el suelo se observd mas nitrificacion al final del
experimento, lo que nos da indicios de que sus efectos pueden ser acumulativos para el siguiente
ciclo agricola y podrian aumentar considerablemente los servicios ecosistémicos que proporcionan
estos agroecosistemas, por lo que es importante investigar sus efectos a largo plazo con el fin de

disminuir la fertilizacidon mineral en los cultivos.
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Material Suplementario

Table 1. p values of all variables measured from three-way ANOVA of the factors A (Green

manure), B (Carbendazim) and C (NPK) and their factor combinations (n=5).

Variables A B C AxB AXxC BxC AxBxC
Total maize weight (Vt)  0.23 0.19 *<0.01 0.79 0.85 0.57 045
Total maize weight (R1)  0.82 0.09 *0.04 0.20 0.88 023 0.77
Cob weight (R1) 0.70 *0.05 *0.02 0.24 0.84 0.12  0.82
Nt in plant (R1) 0.82 *0.00 *<0.01 0.40 0.32 0.08 0.98
Pt in plant (R1) 0.93 *0.01 *<0.01 0.83 0.95 0.76  0.79
Total maize weight (Sns) 0.61 0.31 *<0.01 0.64 0.98 *0.02  0.97
Cob weight (Sns) 0.46 *0.03 *<0.01 0.89 0.74 *0.04 0.93
Stover weight (Sns) 0.82 0.98 *0.04 0.56 0.90 *0.03 0.97
Maize Cob/Stover ratio 0.42 *<0.01 *<0.01 0.72 0.39 0.97 0.52
Nt in grain 0.50 *<0.01 *<0.01 *0.05 0.36 0.24 0.54
Pt in grain 0.78 *<0.01 *<0.01 0.90 0.24 0.72  0.82
Productivity 0.52 *0.05 *<0.01 091 0.66 *0.04 0.89
[N] in grain 0.75 *<0.01 *<0.01 *<0.01 *<0.01 0.51 046
[P] in grain 0.97 *<(0.01 *<0.01 0.93 0.10 0.30 0.90
NH4" tf 0.79 *0.01 0.47 0.75 0.37 0.59 0.60
NOs tl 0.37 *<0.01 *<0.01 0.87 *0.02 0.34 091
AMF colonization (Vt) 0.45 *<0.01 0.69 0.17 0.11 0.37 0.44
AMF vesicles (Vt) 0.45 *<0.01 0.17 0.47 0.27 0.31 0.62
AMF arbuscules (Vt) 0.51 *<0.01 *0.04 0.47 0.33 0.31 0.90
AMF colonization (R1) 0.72 *<0.01 *0.05 0.47 0.56 0.69 0.55
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AMEF vesicles (R1) 0.71
AMF arbuscules (R1) 0.53

MGR total maize weight  0.51

MGR cob dry weight 0.82
MNR Nt in cob 0.11
MPR Pt in cob 0.85
MNR [N] in cob *<0.01
MPR [P] in cob 0.83

*<0.01

*0.04

na

na

na

na

na

na

0.19
0.26
*<0.01
*0.01
*0.01
0.11
0.09

0.71

0.89

0.81

1.00

0.97

0.74

0.98

0.29

0.99

0.53

0.83

na

na

na

na

na

na

*0.05 0.84
098 0.86
na na
na na
na na
na na
na na
na na

* p-value with significant differences

148



Supplementary material

Table 2. Mean values of all the variables measured during the experiment in the different treatments. Factors: Green manures (Without Green
manure, Green manure Not incorporated and Green manure Incorporated); AMF control with Carbendazim (With Carbendazim and without
Carbendazim); and mineral fertilization (Without NPK and with NPK).

Without Green manure

Green manure not incorporated

Green manure incorporated

Without

Without

Without

Variable Carbendazim Carbendazim Carbendazim Carbendazim Carbendazim Carbendazim
Without Without Without Without Without Without

ok NPK ot NPK Nt NPK Rt NPK TR NPR T NPK
(Tg‘;tal maize weight (V1) 348 484 426 645 363 551 466 542 503 60.3 441 748
(Tg‘;tal maize weight (R1) 155 173 169 194 154 158 188 224 179 188 149 209
é‘;b weight (R1) 205 25.1 233 328 225 214 287 418 242 295 19.6 349
Eg)m plant R1 22 3.0 21 3.9 20 22 28 3.8 18 29 20 3.8
fgf)m plant (R1) 03 04 04 06 03 04 04 06 03 05 04 06
Total maize weight (Sns) 143 222 184 213 152 232 17.8  20.1 157 227 197 224
(kg/UE)
cob weight (Sns)
(ka/UE) 6.0 11.1 81 114 6.6 112 86 107 70 115 9.1 118
Stover weight (Sns)
(ke/UE) 83 11.1 103 938 86 12.0 9.1 94 87 112 106 10.6
Maize Cob/Stover ratio 07 1.0 08 12 08 09 09 12 08 1.1 1.0 1.1
Nt in grain 76 206 120 203 85 179 157 214 88 158 172 249
(g/UE)
Pt in grain
(&UB) 27 74 48 106 35 68 58 87 37 72 59 97
Grain productivity 8.8 16.0 115 166 9.6 16.1 125 152 100 16.6 13.1 168
(tons/ha)
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Without Green manure

Green manure not incorporated

Green manure incorporated

Without . Without . Without .
Variable Carbendazim Carbendazim Carbendazim Carbendazim Carbendazim Carbendazim
Without Without Without Without Without Without

Nk NPK ek NP npk NPE npk NPE ek NPE T NPE
Stover productivity 104 139 129 123 107 15.0 114 118 109 14.0 132 132
(tons/ha)
[N] in grain 125 183 146 194 126 16.0 180 19.8 125 13.6 19.0 21.1
(mg/g)
[P]in grain 44 66 58 92 51 6.1 67 80 52 62 6.6 82
(mgp)
NHy" in soil 03 06 0.8 09 0.5 07 0.8 08 0.7 05 0.8 08
(ngle)
NO"in soil 58 114 10.8 224 6.7 19.9 104 273 1.1 108 17.7 193
(ngle)
?}:;[F colonization (V1) 86 77 40 43 75 84 49 53 84 74 45 42
?}:;IF vesicles (Vt) 24 14 5 3 17 18 7 8 18 14 3 3
?}:;IF arbuscules (Vt) 3 23 s 26 25 2 14 3017 0 6
2/1:;”: colonization (RI) 75 64 47 31 78 8l 433 83 7l 39 35
?/II;IF vesicles (R1) 15 17 9 3 17 20 8 5 18 16 10 4
?/IZ;IF arbuscules (R1) 12 8 10 1 13 12 5 2 19 14 7 7
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Table 3. Mycorrhizal growth response (MGR), mycorrhizal nitrogen response (MNR) and
mycorrhizal phosphorous response (MPR) values in the different treatments. Factors: Green
manures (Without Green manure, Green manure Not incorporated and Green manure
incorporated); and mineral fertilization with NPK (Without NPK and with NPK).

Without

Green manure

Green manure

Variable Qreen manure N'ot incorporated ¥ncorporated

M e Ve Ve
MGR total maize weight -0.258 0.032  -0.165 0.130 -0.270 0.009
MGR cob dry weight -0.316 -0.043  -0.280 0.047 -0.324  -0.038
MNR Nt in cob -0.496 -0.022  -0.653 -0.178  -0.740  -0.477
MPR Pt in cob -0.646 -0.394  -0.571  -0.269 -0.550  -0.325
MNR [N] in cob -0.164 -0.065  -0365 -0.215 -0.420 -0.439
MPR [P] in cob -0.312 -0.342  -0.288  -0.303  -0.238  -0.289
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Table 4. Correlations between variables of AMF colonization and mycorrhizal growth
response (MGR) of cob, stover and total weight: mycorrhizal nitrogen response (MNR); and
mycorrhizal phosphorous response (MPR) in R1 phase.

Variables MGR Mazorca MGR Rastrojo MGR ptotal MNR  MPR
% HMA -0.51 -0.49 ns -0.59 -0.44
% Vesiculas ns -0.52 ns ns ns
% Arbusculos ns -0.57 ns -0.68 -0.59
% Vesiclest+Arbuscules ns ns ns -0.63 -0.57

ns = no significant correlations between variables.

Table 5. Correlations between variables of AMF colonization and mycorrhizal growth response
(MGR) of cob, stover and total weight: mycorrhizal nitrogen response (MNR); and mycorrhizal
phosphorous response (MPR) in R1 phase.

Variables MGR MGR MGR MNR MPR MNR MPR
Mazorca Rastrojo ptotal Nt Pt [N] [P]
% HMA -0.51 -0.49 ns -0.59 -044 -0.46 ns
% Vesiculas ns -0.52 ns ns ns ns ns
% Arbusculos ns -0.57 ns -0.68 -0.59 -0.46 ns
% Vesicles + Arbuscules ns ns ns -0.63 -0.57 -0.42 ns

ns = no significant correlations between variables.
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CAPITULO 6

DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES
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6.1 Discusion general

En esta investigacion se obtuvieron evidencias de como diferentes practicas agricolas como la
incorporacion de materia organica, el disturbio del suelo como la labranza, la fertilizaciéon mineral
y la rotacion de cultivos con abonos verdes afectan la dindmica de nutrientes entre los diferentes
componentes del suelo (Planta-suelo-microbios). Asi mismo, se obtuvieron evidencias de como el
manejo de estas practicas agricolas pueden afectar las interacciones entre la planta y los HMA. La
discusion se abordara acorde a estas practicas agricolas emuladas y evidencias encontradas en las

diferentes condiciones de los experimentos.

6.1.1 Importancia de la incorporacion de materia organica en la fertilidad del suelo

La incorporacion de materia organica es fundamental para fomentar la actividad de la microbiota
edafica y promover el reciclaje de nutrientes, sin embargo, en esta investigacion hubo dos
escenarios principales en los agroecosistemas que tuvieron resultados contrastantes. Uno fue en
donde los nutrientes fueron el recurso limitante, y otro en el que hubo mucha disponibilidad.
Cuando se incorpord materia organica en los agroecosistemas ultra fertilizados inicialmente se
observd una inmovilizacion de nutrientes que pudo afectar su disponibilidad para el siguiente
cultivo de maiz. Diversos estudios han mostrado que cuando se aplica NPK y se incorpora la
materia orgénica, los microorganismos mineralizadores son mas eficientes en la adquisicion de
nutrientes y se promueve una mineralizacion mas rapida de la materia organica (Schomberg et al.,
2006; Tejada et al., 2008), sin embargo, inicialmente hay una inmovilizaciéon de los nutrientes
(Chaves et al., 2004; Schomberg et al., 2006; Piotrowska y Wilczewski, 2012). En suelos con alta
disponibilidad de nutrientes, la inmovilizacion de los mismos posiblemente sucedié debido a que
cuando se incorpord la materia organica de la parte aérea del janamargo, que esta mas nitrogenada

y se descompone rapidamente, los nutrientes disponibles en el suelo fueron usados por la

154



microbiota edafica encargada la descomposicion, despolimerizacion y mineralizacion de la materia
organica y los nutrientes liberados del janamargo estuvieron inmovilizados por mas de 19 dias. Los
nutrientes de los AV también pueden provocar cambios en la estructura y composicion de la
comunidad microbiana con condiciones que favorecen el ciclo de C, N y P (Dong et al., 2021), por
lo que estos nutrientes se iran reciclando y liberando en el suelo conforme disminuya la cantidad
de materia organica y los microrganismos mueran. No obstante, hay una parte de los nutrientes
provenientes del janamargo que pueden estar disponibles para la planta del cultivo principal, ya
que, los nutrientes del material organico de las raices, que son mas recalcitrantes, presentan una
mineralizacion mas lenta y constante, por lo que seran liberados de manera constante por mas
tiempo, y podran ser usados para el siguiente cultivo en rotacion. En contraste, en sistemas con
deficiencia de nutrientes esa inmovilizacion de nutrientes no se observé de manera tan drastica ya
que, posiblemente la descomposicion de la materia organica fue més lenta y la planta puede

competir mejor para absorber los nutrientes en esas condiciones.

Dentro de los tres tipos de nutrientes estudiados (NH4", NOs", HPO»?) el amonio fue el més
reactivo y, a pesar de que los valores iniciales fueron bajos en todos los escenarios, posiblemente
fue ocupado por todos los componentes del agroecosistema. Si bien, siempre hubo valores bajos
de NH4", se incrementd su disponibilidad en el suelo con la incorporacion de materia orgéanica, ya
que la descomposicion de la misma representdé una a fuente de amonio constante para los
microrganismos que contintian en el proceso de descomposicion del material organico. Ademas, el
amonio, al ser un elemento facil de absorber tanto por las plantas, como sobre todo por
microorganismos (Castro y Whalen, 2016), es muy comun que rapidamente se vaya a procesos de
nitrificacion (Cui et al., 2017), y sus valores bajen rapidamente y se expresen en forma de nitratos
o se haya transferido a las plantas o inmovilizado en la microbiota edafica (White, 2016; White et

al., 2019).
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Por su parte, el NO3™ disponible en el suelo mostrd una dindmica mas definida en ambos
escenarios de disponibilidad inicial de N en el suelo (alta y baja disponibilidad). En el escenario
con baja disponibilidad de NO3™ en el suelo al inicio del experimento, después de crecer el
janamargo, con su respectiva fijacion de nitrogeno atmosférico (Garcia-Garijo et al., 2014), y
después de la mineralizacion de una parte de la materia organica y antes de sembrar el maiz, el
NOs™ disponible aumento. Por otro lado, en el escenario con alta disponibilidad de nutrientes, los
procesos de nitrificacion se dieron con mayor intensidad y aumentaron su disponibilidad y en casos
extremos, podrian provocar eutrofizacion del nitrato con la lixiviacion. Sin embargo, la
incorporacion de materia organica en estos agroecosistemas puede servir para inmovilizar el nitrato
en la microbiota edafica y evitar su lixiviacion y ademas proporcionar suficiente cantidad de este
nutriente para el maiz.

En esta investigacion, la dindmica de P solo se evalud en sistemas con deficiencia en su
disponibilidad y al igual que en otros estudios, la incorporaciéon de materia organica es favorable
para aumentar su disponibilidad, debido a que tanto los microorganismos como las plantas
responden rapidamente a cualquier suministro de fésforo (Chen y Zhao, 2009; Campos et al., 2018;
Martino et al., 2018). Ademas, se ha documentado que los AV pueden afectar el ciclo del P del
suelo en las capas mas profundas del suelo (Arruda et al., 2021). En ese sentido, el aumento de su
disponibilidad después de la cosecha del cultivo principal sugiere que sus efectos en la
disponibilidad del HPO»? son acumulativos en los siguientes ciclos agricolas (Tejada et al., 2008;

Karasawa y Takahashi, 2015; Hallama et al., 2019; Pandey et al., 2017).

6.1.2 Modelo del flujo de nutrientes en el agroecosistema con rotacion con AV (janamargo-maiz)

La incorporacion de janamargo en el suelo podria aportar suficiente nitrogeno y foésforo organico

al suelo para que posteriormente pueda desarrollarse el maiz (FAO, 2003), sin embargo, la
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dindmica de los nutrientes es afectada por la activacion de la microbiota edéfica y gran parte de
este nitrogeno y fosforo se inmoviliza inicialmente en los microorganismos por lo que es muy
importante profundizar en el estudio de toda la descomposicion completa del janamargo y se debe
tomar en cuenta para crear una estrategia mas apropiada en siembra del maiz y hacer un uso mas

rentable de nutrientes en el agroecosistema.

En ese sentido, si se toma como estrategia de rotacion de cultivo como AV al janamargo en
un sistema con riego, se debe considerar que para iniciar el ciclo, el janamargo se siembra al
principio del invierno, por lo que crecerda muy bien durante los meses frios de las zonas templadas
en México. Dado el ciclo de vida corto del janamargo, su floracion se presenta alrededor de las 12
semanas o antes, por lo que, a finales del invierno cuando comience la floracion se recomienda
cosechar e incorporar en el suelo para iniciar la despolimerizacion y mineralizacion de su materia
organica. En ese sentido, las hojas de janamargo tienen una relacion C/N alrededor de 10 (Radicetti
et al., 2017), lo que representa que se pueden mineralizar rapidamente y la liberacion de sus
nutrientes se puede dar en un aumento rapido inicialmente. Por su parte, las raices tienen una C/N
alrededor de 14 (Jani et al., 2016) y con una mayor cantidad de lignina, lo cual las hace mas
recalcitrantes que la parte aérea y su descomposicion serd mas lenta pero constante debido a esa
diferencia en la estequiometria de sus tejidos vegetales. (Puget y Drinkwater, 2001). Otros estudios
han mostrado que a las 8 semanas se ha mineralizado mas de la mitad de la materia orgénica de la
parte aérea (Schomberg y Endale, 2004), y que la parte radical presenta una mineralizacion mas
tardada, quedando el 25% del N en su biomasa a las 16 semanas (Jani et al. 2016), y puede seguir
este proceso hasta por 20 semanas (Quemada y Cabrera, 1995). Posteriormente, se siembra el maiz
alamitad de la primavera para que tenga una alta disponibilidad de N y otros nutrientes disponibles
durante su crecimiento y sélo requerir fertilizacion mineral como complemento al momento de la
formacion de la mazorca y se pueda cosechar a finales del verano y empezar nuevamente el ciclo

de rotacion de los cultivos.
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6.1.3 Efectos de la labranza y perturbacion del suelo con AV
De todas las practicas agricolas estudiadas en esta investigacion, y en cualquier escenario de
disponibilidad de nutrientes, la labranza del suelo fue la practica que mas afect6 negativamente al
maiz y los HMA, al igual que otros estudios (Larsen et al., 2015; Finn et al., 2017; Ryan y Graham,
2018; Ortiz-Salgado et al., 2021). Por otro lado, los efectos de la perturbacion del suelo provocado
por la incorporacion de los abonos verde en el suelo fueron menos pronunciados que el disturbio
provocado por la labranza previa a la siembra del maiz. En ambos escenarios de disponibilidad de
nutrientes, la labranza reduce la formacion de la asociacion micorrizica del maiz y parece ser el
factor determinante que afecta la sinergia de la micorriza con el cultivo (Ortiz-Salgado et al., 2021).
La labranza previa a la siembra de maiz redujo la disponibilidad de nutrientes en el suelo
(NO3", HPO>*), que afecto la nutricién final del maiz. Por otro lado, la perturbacién del suelo al
incorporar los AV también disminuye la disponibilidad de nutrientes en el suelo respecto al manejo
de AV sin incorporar, debido a que la incorporacion de la materia organica promueve la
mineralizacion de la misma y los nutrientes son inmovilizados por los microorganismos que son
promovidos por la incorporacion del material vegetal de la parte aérea del janamargo rica en N.
Sekaran et al. (2019) encontraron que los sistemas con labranza cero habia en un aumento
del carbono (C) y el nitrogeno (N) de la biomasa microbiana y 1abil del suelo y ademds aumentaron
las actividades enzimaticas de B-glucosidasa, ureasa, arilamidasa, fosfatasa acida y alcalina y
arilsulfatasa por lo que se sugiere que la labranza se debe reducir Uinicamente a suelos o muy
compactados o pedregosos, o para acelerar el proceso de despolimerizacion y mineralizacion de la

materia organica incorporada.

6.2.4 Manejo de la fertilizacion mineral

En esta investigacion el manejo de la fertilizacion mineral se realizd con dosis medias o
menores a las que se aplicaban anteriormente en el cultivo de maiz. El objetivo de este manejo de

la fertilizacién mineral se realizo inicialmente para que no se afectara el crecimiento del maiz en
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un sistema cerrado que representan las macetas, posteriormente se realizd para asegurar que el maiz
en campo no tuviera deficiencias en su crecimiento y desarrollo. No obstante, este manejo de la
fertilizacion mineral tuvo efectos positivos en varios elementos del agroecosistema y en ambos

escenarios de disponibilidad de nutrientes y en diferente medida.

En agroecosistemas con baja disponibilidad de nutrientes, la fertilizaciéon mineral no sélo
compenso los efectos negativos de la perturbacion del suelo en la disponibilidad de nutrientes,
debido a la incorporacion de los AV en el suelo, si no que también aumento la disponibilidad de
los nutrientes para los microorganismos que promueven la descomposicion de la materia orgénica
(Jagadamma et al., 2007; Tejada et al.,2008), y finalmente para el maiz. En ese sentido cuando
hubo incorporacion de materia organica en el suelo con fertilizacion mineral y se increment6 la
disponibilidad de nutrientes en el suelo y la produccion de biomasa total en el maiz se vio

promovida.

Como mencionan Ryan y Graham (2018), la fertilizaciébn mineral es el factor mas
importante de manejar en este agroecosistema para obtener respuestas positivas del cultivo a la
micorriza. Si bien, no se logr6é eliminar completamente a los HMA en los tratamientos con
Carbendazim, se disminuy0 significativamente a niveles muy bajos y con diferencia en los patrones
en la frecuencia de sus estructuras que nos pueden ayudar a formular las posibles interpretaciones
sobre la respuesta de crecimiento a la micorriza, ademas, no se encontraron patrones de infeccion
de las raices con otros hongos en ningln tratamiento con Carbendazim. Por otro lado, la alta
abundancia de HMA nativos en el suelo compensa la falta de inoculacién en los tratamientos sin
fungicida. Bajo esos términos, en esta investigacion, tanto en suelos con baja disponibilidad de
nutrientes como en suelos con alta disponibilidad de nutrientes, la fertilizaciéon mineral con NPK
fomentd una respuesta positiva de la planta a la micorriza cuando no se aplicé Carbendazim. Por

su parte, en suelos muy fertilizados, el desbalance en la respuesta del maiz a la micorriza sin
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Carbendazim nos indica que probablemente haya competencia por el nitrogeno y principalmente
fosforo entre los hongos del suelo, los HMA y la planta, sin embargo, la fertilizacion mineral
moderada puede mitigar este efecto. Ademas, en estos suelos también se mitiga el efecto de la
labranza y disturbio del suelo en la productividad del maiz y la respuesta de crecimiento del maiz

a los HMA sin Cardendazim.

6.1.5 Efectos de las practicas agricolas (rotacion de cultivos e incorporacion de AV, labranza y
fertilizacion mineral) en la interaccion entre los HMA y el maiz
Uno de los resultados mas inesperados es que a diferencia de otros estudios (Gavito y Miller 1998;
McDaniel et al., 2014; Finn et al., 2017; de la Cruz-Ortiz et al., 2020), la rotacion de cultivos no
incremento la abundancia en el suelo y la colonizaciéon de HMA para el cultivo principal, pero si
aumento la abundancia en el suelo de HMA después de cosechar el maiz. A pesar de que el
janamargo es un cultivo micotréfico, el disturbio del suelo cuando se incorpord el AV afectd al
micelio externo de los HMA y no aument6 significativamente su abundancia en el suelo. Se han
encontrado resultados similares en los que la colonizacion de HMA disminuye con la labranza, lo
que redujo sus atributos funcionales (de la Cruz-Ortiz et al., 2020) lo cual puede ser debido a la
perturbacion del suelo, a diferencia de los sistemas con labranza reducida donde la red de micelio
extra-radical puede permanecer relativamente intacta por mas tiempo (Kabir, 2005). Por tanto, en
suelos con baja disponibilidad de nutrientes, energéticamente le es mas costoso al maiz establecer
la micorriza y los HMA representan una carga energética para la planta, no obstante, la
incorporacion de materia orgénica con abonos verdes puede favorecer a una respuesta de
crecimiento positiva del maiz a micorrizas arbusculares sin Carbendazim.

En contraste, en suelos con mucha disponibilidad de nutrientes, la incorporacion de materia
organica provoca inicialmente una inmovilizaciéon de nutrientes por la reproduccion de los
microorganismos que la descomponen y aumenta la competencia por N entre la microbiota edafica,

los HMA y el maiz (Piischel et al., 2016: Thirkell et al., 2016). Posiblemente sea la razon por la
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que los HMA en este escenario hayan producido tantas vesiculas y arbusculos, las cuales estan
llenas de reservas de P para el HMA (Smith y Read, 2008), y su abundancia se correlaciond con
una respuesta negativa del maiz en el contenido de P, lo que nos sugiere una fuerte competencia
por el P entre la microbiota que descompone los AV, los HMA vy la planta (Daft y Hogarth, 1983).
Adicionalmente, se ha encontrado que la diversidad de HMA y rasgos funcionales de los HMA
aumentan en suelo con limitacion de P, sin embargo se observa una tendencia inversa en suelo
ricos en disponibilidad P (Egerton-Warburton et al., 2007; Cheng et al., 2013). Esto nos sugiere
que en suelos con mucha disponibilidad y competencia por el N y P, una fertilizacion moderada es
un factor determinante que puede favorecer a la respuesta de crecimiento del maiz a las micorrizas
arbusculares, ya que se ha encontrado que los fertilizantes inorganicos provocan una reduccion del
mutualismo en la simbiosis planta-AMF; que se puede reestablecer con la incorporacion de materia
organica y una fertilizacion equilibrada (Ma et al., 2018). Por lo tanto, posiblemente sea necesario
descansar el suelo para que la microbiota encargada de la descomposicion de la materia organica
disminuya el exceso de nutrientes que afecta la sinergia entre los HMA y la planta.

En ambos casos de disponibilidad de nutrientes, los resultados de esta investigacion
contrastan con los paradigmas que sostienen que los HMA siempre van a representar un beneficio
para la planta hospedera (Smith y Smith, 2011; Verbruggen et al., 2012; Ryan y Graham, 2018).
Otros estudios que también han mostrado evidencias de que el establecimiento temprano de la
micorriza en el maiz puede representar una inversion de C para la planta sin obtener beneficios en
la nutricion vegetal (Ryan y Angus, 2003; Verbruggen et al., 2010). En ese sentido, Verbruggen y
Kiers (2010) encontraron que con la aplicacion cronica de fertilizantes se provocan cambios en las
propiedades del suelo que influyen en las comunidades microbianas y cambian direccion de la
simbiosis planta-HMA que comprende un amplio espectro de respuestas de crecimiento de las
plantas, con efectos positivos (mutualismo), neutrales (comensalismo) o negativos (parasitismo)

(Johnson et al., 1997; Klironomos, 2003; Friede et al. al., 2016). Por tanto, es necesario replantear
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estudios de campo para poder determinar la importancia de las interacciones entre HMA y el maiz

para evaluar las practicas de manejo que promueven una sinergia positiva en la interaccion.

6.1.6 Perspectivas e implementacion del uso de los AV como una prdctica generalizada

Los efectos positivos de la diversificacion de cultivos en los agrosistemas tienen como resultado
dos procesos principales: la complementariedad y la facilitacion. Esta diversidad de plantas en el
agrosistema crea nuevos habitats para las especies asociadas y mas particularmente a través de su
impacto sobre la composicion de la microbiota del suelo. Rotacion de cultivos con
maiz/leguminosas puede aumentar el reciclaje de nutrientes (N y P) que ocurre como consecuencia

de procesos mediados por microorganismos que involucran hongos y bacterias del suelo.

Todas estas interacciones constituyen un continuo de la raiz-micorriza-rizobia llamada
micorrizosfera y la retroalimentacion positiva en la micorrizosfera implica cambios en la
abundancia y diversidad de mutualistas simbio6ticos, como bacterias fijadoras de nitrogeno y HMA.
La captacion e intercambio de nutrientes en la interfaz suelo-hongo-bacterias, son mediadas por la
expresion diferenciada y/o la regulacion concertada de un gran niimero de sistemas especializados
de transporte de membrana del hongo y los socios de la planta. Es imperante manejar integralmente
la micorrizosfera tanto los HMA, como de las bacterias asociadas a la raiz y su ambiente abidtico

para mejorar la adquisicion de nutrientes en los cultivos, especialmente el P y N.

Una de las situaciones que frenan la adopcion de estas practicas es la posible menor
productividad del cultivo durante los primeros afios, sin embargo, esta compensacion varia
dependiendo del clima, del cultivo en cuestion y del AV utilizado. Por ejemplo, diversos estudios
han mostrado que el efecto acumulativo de los AV después de 4 afios, compensa completamente
el suministro de N proporcionado por la fertilizacion mineral (Schomberg et al., 2006). Se han

identificado diversos factores que influyen como las principales limitaciones de los agricultores
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para adoptar este tipo de manejo, tales como, la pequeia ventana de tiempo que deja el cultivo
principal para el crecimiento del AV, los costos adicionales de mano de obra, combustibles y
semillas (CTIC, 2010). Otra compensacion a considerar cuando se usan AV (principalmente
leguminosas), es la disminucion de GEI a la atmosfera asociados a la produccion de fertilizantes
sintéticos (Jensen et al., 2011). Esta disminucion en la emision de GEI, no sélo esta relacionada
con la produccion de fertilizantes, sino también con la produccion de herbicidas y pesticidas que
son usados en exceso en los sistemas de produccion convencionales. Si bien, la mayoria de las
investigaciones le dan el mismo peso a los SE que compensan la posible menor productividad,
diversos procesos participativos de los agricultores podrian ser utiles para ponderar los diferentes
servicios. Lo mas importante a considerar, es que estos compromisos entre los beneficios
ambientales y las medidas econdmicas en la productividad son a corto plazo, y debido al aumento
de los costos de los productos derivados del petréleo, estos compromisos iran disminuyendo
conforme aumenten los precios de los fertilizantes, herbicidas y plaguicidas, por lo que sus
beneficios econdmicos se pueden acentuar con la implementacion de programas de distribucion de
costos o con incentivos. Por ejemplo, en algunos paises de la union europea y en E.U.A., se han
promovido incentivos econdmicos para la implementacion de estas practicas, pero estan enfocadas

en solo dos SE, el control de la erosion y la retencion de nutrientes (MACS, 2009).

Los resultados obtenidos sostienen la pauta para fomentar un manejo del agroecosistema
enfocado a los HMA para evitar que el cultivo tenga una respuesta de crecimiento negativa (MGR)
(Graham y Abbott, 2000, Ryan y Graham, 2018; Verbruggen et al., 2012). Por lo tanto, es necesario
llevar a cabo politicas publicas que promuevan practicas agricolas (la rotacion de cultivo con AV)
que fomenten la sinergia entre los HMA y el cultivo principal, con el proposito de mitigar o
eliminar una respuesta crecimiento negativa provocada los HMA. Con este tipo de manejo agricola
a largo plazo, muchos de los SE proporcionados pueden mejorar la resiliencia de los agrosistemas
con retroalimentaciones positivas que tengan como consecuencia una mayor estabilidad, una

reduccidn de insumos externos y una rentabilidad econémica (Schipanski et al., 2014).
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6.2 Conclusiones

La incorporacion de materia organica en el suelo con abonos verdes leguminosos con
estequiometria de baja relacion C/N y L/N, y con una gran capacidad de asociacion con BFN,
tienen diversos efectos favorables en los SE de los agroecosistemas, ya que aumentan la respiracion
microbiana y actividad de la microbiota edafica que mantiene la estabilidad de muchos procesos

biogeoquimicos en los agroecosistemas fomentando el reciclaje de nutrientes en el suelo.

En este estudio, la materia organica de la parte aérea del janamargo se descompuso
rapidamente, sin embargo, en el primer ciclo agricola los nutrientes que fueron liberados se
inmovilizaron en la microbiota edafica involucrada en el proceso de descomposicion de la materia
organica. El janamargo como abono verde puede contribuir sobradamente con N y P orgédnicos
para que posteriormente pueda desarrollarse el cultivo de maiz, pero el disturbio del suelo como la
labranza alterd la dindmica de nutrientes en el suelo que afectd su adquisicion por la planta. Los
resultados en la disponibilidad de nutrientes en el suelo nos dan indicios de que el efecto de los
abonos verdes podria ser acumulativo para el siguiente ciclo agricola, por lo que es importante
investigar sus efectos a largo plazo. Por otro lado, las formas de aplicacion de los AV (incorporados
y no incorporados) parecieron no tener efectos diferenciales en el almacenamiento de biomasa y
nutrientes en la mazorca y con una fertilizacion mineral moderada, se mitigaron los efectos de la

labranza y se favorecio la respuesta de crecimiento del maiz a los HMA sin Carbendazim.

En este estudio, en suelos con baja disponibilidad de nutrientes, la produccion de biomasa
total en el maiz se vio promovida cuando hubo fertilizaciéon mineral. Asi mismo, la rotacion de
cultivos con la incorporacion de AV pudo promover el crecimiento del maiz. En estos casos, los
HMA representaron una carga energética para la planta, no obstante, la incorporacion de materia

organica con abonos verdes favoreci6 una respuesta de crecimiento positiva del maiz provocada
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por las poblaciones de micorrizas arbusculares cuando no se aplicé6 Carbendazim. En suelos con
alta disponibilidad de nutrientes hubo una marcada inmovilizacion de los mismos en la microbiota
edafica y también hubo una respuesta negativa de crecimiento del maiz a las micorrizas
arbusculares, correlacionada con una alta produccion de vesiculas y arbusculos por los HMA, lo
que sugiere una fuerte competencia por el N y P entre los hongos del suelo y la planta, sin embargo,

la fertilizacion mineral moderada pudo mitigar este efecto.
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