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Resumen

Efecto de la fertilizacion de largo plazo con foésforo y nitrégeno en las comunidades
de hongos formadores de micorrizas arbusculares asociadas al cultivo de maiz

La micorrizacion es una relacion simbidtica integrada por hongos formadores de
micorrizas arbusculares (HFMA) y las raices de las plantas. Mediante esta simbiosis las
plantas reciben recursos del suelo que son captados por el micelio extra radical de los
hongos, y proveen a los mismos de carbono organico. Este intercambio es afectado por el
ambiente circundante, siendo la disponibilidad de nutrientes un factor modulador clave.
El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de la aplicacién continua, y de largo plazo,
de fosforo (P) y nitrégeno (N) en el suelo sobre las comunidades de HFMA residentes en
la rizosfera. El experimento se condujo sobre un ensayo a campo de larga duracion donde
se evaluaron cuatro tratamientos de fertilizacion: PONO (testigo), PON1 (100 kg N ha'®),
P1NO (24 kg P ha') y PAN1 (24 kg P ha! y 100 kg N ha). Se realizaron muestreos a lo
largo del ciclo de crecimiento del cultivo de maiz, en los estadios V3, V6, V9, R1, R4y
R6. Se evalud: (a) la acumulacion biomasa aerea, la absorcion de P y N y el rendimiento;
(b) la presencia de hifas, arbusculos y vesiculas en todos los muestreos realizados; y (c)
la diversidad de HFMA en muestras de suelo rizosférico tomadas en los estadios V6 y R1
mediante secuenciacion masiva de alto rendimiento de la region 18S rDNA. Se observo
que el N fue el principal determinante de la acumulacion de biomasa y del rendimiento
en el cultivo. La absorcion de P y N estuvo intimamente vinculada a la fertilizacion. Las
raices de maiz mostraron porcentajes de micorrizacion superiores al 55% en todo el ciclo
del cultivo. La fertilizacion fosfatada fue la principal moduladora de la micorrizacion. La
adicién de P tuvo un efecto supresor sobre la formacion de arbusculos, pero no fue
consistente en todo el ciclo del cultivo. La aplicacion de N redujo la formacion de
vesiculas solo en el estadio R6 del cultivo. La aplicacion de N incremento la diversidad
alfa de las comunidades de HFMA residentes en el suelo, aumentando el nimero de VTX
por muestra lo que también se manifestd en el indice Shannon. La aplicacién de N
aumento la diversidad en 8 de las 9 familias detectadas al aumentar el nimero de OTUs,
en promedio, en un 90%. Glomeraceae fue la familia mas abundante en todas las
muestras. La oferta de P tuvo una influencia significativa en la composicion de las
comunidades de HFMA, haciendo que las comunidades se asemejen por tratamiento de
P en ambos muestreos realizados. La fertilizacion fosfatada redujo en un 21% el nimero
de OTUs en Glomeraceae tanto en el estadio V6 como R1 del cultivo. Se pudieron
identificar taxones indicadores en cada tratamiento. Estos resultados ponen en valor la
incidencia de las practicas de fertilizacion mas frecuentes en los sistemas agricolas de la
Region Pampeana Argentina sobre las comunidades de HFMA residentes en el suelo y
pueden brindar un punto de partida en el desarrollo de estrategias de manejo asociadas a
potenciar las bondades de los HFMA en la produccién agricola.

Palabras clave: biologia de suelos, diversidad, sustentabilidad.
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Abstract
Long-term phosphorus and nitrogen fertilization effects on arbuscular mycorrhizal
fungal communities associated with maize cultivation

Mycorrhization is a symbiotic relationship involving arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) and plant roots. Through this symbiosis, plants receive soil resources captured by
the extraradical mycelium of the fungi and provide the fungi with organic carbon. This
exchange is affected by the surrounding environment, with nutrient availability being a
key modulating factor. The objective of this thesis was to evaluate the effect of
continuous, long-term application of phosphorus (P) and nitrogen (N) in the soil on AMF
communities residing in the rhizosphere. The experiment was conducted on a long-term
field trial where four fertilization treatments were evaluated: PONO (control), PON1 (100
kg N hal), PINO (24 kg P ha), and PIN1 (24 kg P ha™ and 100 kg N ha*). Sampling
was carried out throughout the maize growth cycle at stages V3, V6, V9, R1, R4, and R6.
Evaluations included: (a) aerial biomass accumulation, P and N uptake, and yield; (b) the
presence of hyphae, arbuscules, and vesicles in all samplings; and (c) AMF diversity in
rhizospheric soil samples taken at stages V6 and R1 through high-throughput sequencing
of the 18S rDNA region. It was observed that N was the main determinant of biomass
accumulation and yield in the crop. P and N uptake was closely linked to fertilization.
Maize roots showed mycorrhization rates above 55% throughout the crop cycle.
Phosphorus fertilization was the main modulator of mycorrhization. The addition of P
had a suppressive effect on arbuscule formation, though this was not consistent
throughout the crop cycle. N application reduced vesicle formation only at the R6 stage
of the crop. N application increased the alpha diversity of AMF communities in the soil,
raising the number of VTX per sample, which was also reflected in the Shannon index.
N application increased diversity in 8 of the 9 detected families by increasing the number
of OTUs by an average of 90%. Glomeraceae was the most abundant family in all
samples. P supply had a significant influence on the composition of AMF communities,
making the communities similar by P treatment in both samplings. Phosphorus
fertilization reduced the number of OTUs in Glomeraceae by 21% in both the V6 and R1
stages of the crop. Indicator taxa were identified for each treatment. These results
highlight the impact of common fertilization practices in the agricultural systems of the
Pampean Region of Argentina on resident AMF communities and can provide a starting
point for developing management strategies to enhance the benefits of AMF in
agricultural production.

Keywords: soil biology, diversity, sustainability.
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Capitulo 1: Introduccion general



1.1 El cultivo de maiz y la fertilizacion

1.1.1. El cultivo de maiz

El cultivo de maiz es uno de los més relevantes a nivel mundial y local. En 2021 se
cosecharon 205,87 millones de ha de maiz a nivel global, de los cuales Argentina aportd
el 4% (8,15 millones de ha) (FAO, 2023). En Argentina, con una superficie en
crecimiento, el cultivo de maiz es uno de los principales cultivos extensivos (Figura
1.1.1.1). Con un rendimiento promedio de 7,4 Mg. ha!, este cereal super6 los 60 millones
de toneladas producidas en Argentina en la campafia 2020/21 (MAGyP, 2022).
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Figura 1.1.1.1. Evolucién de la superficie sesmbrada con maiz en Argentina en el periodo
201 - 2020 (Fuente: MAGYP, 2022).

1.1.2. Nutricion y uso de fertilizantes en el cultivo de maiz

En el cultivo de maiz, como en el resto de los cultivos agricolas, los rendimientos se
encuentran limitados en gran parte de las regiones productivas del mundo por una baja
fertilidad de los suelos (Mueller et al., 2012). Los sistemas agricolas actuales, en gran
medida, basan su produccion en aplicaciones continuas de fertilizantes quimicos,
principalmente nitrogeno (N), fosforo (P) y potasio, que contribuyen a la disminucién de
la fertilidad biologica del suelo, afectando a la fijacion biolégica de nitrogeno y a la
formacidén de micorrizas principalmente (Gruhn et al., 2000; Lal, 2014; Plenchette, et al.,
2005). Deficiencias de N y P limitan la produccién de maiz a nivel local y global
(MacDonald et al., 2011; Rubio et al., 2019). Ambos nutrientes son cruciales para el
crecimiento y desarrollo de las plantas y son requeridos en grandes cantidades por el
cultivo de maiz (Bender et al., 2013; Setiyono et al., 2010). EI N es componente central
de las proteinas y enzimas vegetales y desempefia un papel central en la fotosintesis ya
que compone la molécula de clorofila por lo que interviene en la adquisicién de carbono
(C) de la planta (Evans, 1989). Por su parte, el P es esencial para la division celular, la
reproduccion y el metabolismo de las plantas. Su funcion esta relacionada con la
adquisicion, almacenamiento y uso de energia, entre otros procesos (Epstein y Bloom,
2004).



La fertilizacion es la forma mas directa de revertir las limitantes nutricionales al
crecimiento y desarrollo de las plantas. En un sentido amplio, los fertilizantes son una
herramienta para aportar nutrientes a los suelos y con ello mejorar la nutricion de los
cultivos. En Argentina, durante la campafia 2020/21 se consumieron 5,3 millones de
toneladas de fertilizantes, de las cuales el 54% fueron nitrogenados y el 36% fosfatados.
El maiz fue el principal destino, recibiendo un tercio de los fertilizantes (Fertilizar, 2021).
Globalmente, el uso de fertilizantes fosfatados ha aumentado de aproximadamente 5 Tg
de P por afio en 1961 a aproximadamente 20 Tg de P en 2013 (Chen y Graedel, 2016).
Después de la Segunda Guerra Mundial, el uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos ha
llevado a aumentos significativos en la produccion de alimentos, debido al proceso de
produccion de fertilizantes nitrogenados basado en el uso de combustibles fésiles a través
del proceso de Haber-Bosch (Crews y Peoples, 2004; Smil, 2002). El uso global actual
de fertilizante nitrogenado se estima en aproximadamente 113 Tg de N por afio (FAO,
2023).

1.2 Descripcion de Glomeromycota

1.2.1. Glomeromycota como habitantes del suelo

El suelo es un sistema vivo que sostiene una gran diversidad de organismos esenciales
para el funcionamiento de los ecosistemas. Entre los microorganismos residentes del
suelo se encuentran los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA). Los
HFMA son organismos dominantes e importantes en el suelo, que comprenden del 10 al
50% de la biomasa microbiana total del suelo (Smith y Read, 2008). Los HFMA
pertenecen al filo Glomeromycota (Tedersoo et al., 2018; SchiRler y Walker, 2010). El
cual estd compuesto por un total de 342 especies distribuidas en cuatro Ordenes
(Archaeosporales, Diversisporales, Glomerales, Paraglomerales) y 12 familias
(Ambisporaceae, Archaeosporaceae, Geosiphonaceae, Polonasporaceae,
Claroideoglomeraceae, Glomeraceae, Acaulosporaceae, Diversisporaceae,
Gigasporaceae, Pacisporaceae, Sacculosporaceae, Paraglomeraceae, Pervetustaceae)
(SchuRler y Walker, 2010). Aunque estan presentes en una gran variedad de ambientes
(Davison et al., 2015), la predominancia de una familia u otra es regulada por las
caracteristicas del ambiente (Chagnon et al., 2013). Por ejemplo, Camenzind y
colaboradores (2014) y Saks y colaboradores (2013) hallaron una gran abundancia de
Gigasporaceae y Diversisporaceae en suelos de una reserva natural tropical y templada,
respectivamente; lo contrario a ambientes agricolas donde predomina casi
exclusivamente Glomeraceae (Alguacil et al., 2008; Bainard et al., 2014; Daniell et al.,
2001; Faggioli et al., 2019; Helgason et al., 1998). En tanto que las especies de la familia
Gigasporaceae se caracterizan por habitar suelos ricos en nutrientes y buena provision
hidrica (Anderson et al., 1984).

1.2.2. Glomeromycota en la simbiosis

El término micorriza, de origen griego, define la simbiosis entre un grupo de hongos
(mycos) y las raices (rhizos) de una planta. La micorriza, es decir, la asociacion entre los
HFMA y las raices de las plantas esta conformada por tres estructuras principales: la raiz,
el micelio intra-radical (MIR: dentro del apoplasto de la raiz) y el micelio extra-radical



(MER: en el suelo circundante). EI MIR de los HFMA estéa involucrado en la transferencia
de nutrientes entre los simbiontes y se diferencia en: arblsculos intracelulares, vesiculas
intra o intercelulares y circunvoluciones (Figura 1.2.2.1), cada una de estas estructuras
posee una funcion particular (Bonfante-Fasolo, 1988; Morton et al., 1997). La formacion
de arbusculos constituye la caracteristica diagndstica de las micorrizas arbusculares. Son
estructuras formadas por hifas muy ramificadas que se encuentran dentro de las células
corticales del hospedante e incrementan la superficie de contacto entre el hongo y la
planta. En la zona de interfase o apoplasto se produce el intercambio, los nutrientes
inorganicos tales como el P y el zinc fluyen hacia la planta y los fotosintatos hacia el
hongo (Smith y Read, 2008). Las vesiculas son estructuras globosas llenas de lipidos que
se forman en la raiz del hospedante en espacios inter o intra-celulares y su funcién
principal es de reserva (Bonfante-Fasolo, 1988) o como propagulos (Biermann y
Linderman, 1983).

Apresorio en el Epidermis
punto de entrada
Hipodermis
Hifa intracelular ifa intercelular
Corteza Hifa intercelular

en conducto de
y
aire

Arbusculos

Vesicula

Figura 1.2.2.1. Esquema que representa las diferentes estructuras intra y extra-radicales
que forman los hongos micorricicos en la raiz de la planta hospedera (Adaptado de
Brundrett, 2008; version 2 on line http://mycorrhizas.info).

1.2.3. Beneficios de la simbiosis y diferencias entre familias de Glomeromycota

La relacion micorricica esta basada en el suministro de fotoasimilados por parte de la
planta a cambio de una serie de beneficios provistos por el hongo gue varian segun las
especies fungicas predominantes (Smith y Read, 2008). Los hongos requieren hasta un
20% del C del huésped para el establecimiento y mantenimiento del MIR y MER (Smith
y Smith, 2011). Covacevich y colaboradores (2018) observaron que la colonizacion
micorricica arbuscular se relacion6 positivamente con los carbohidratos solubles totales
en el tallo de maiz y consecuentemente que la misma seria afectada por el estado
fenoldgico del cultivo. Los beneficios provistos por el hongo compensan esta provision
de C, principalmente a través de mejoras en la nutricion mineral de P (Bagyaraj et al.,
2015; Battini et al., 2017; Bucher, 2007). También se han reportado beneficios
relacionados con la resistencia a patégenos (Qian et al., 2015) y la tolerancia a sequia
(Grimberg et al., 2015). Entre los beneficios ligados a la nutricion mineral, el mas
conocido es la facilitacion en el acceso a nutrientes poco méviles como P y, en menor
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medida aquellos méviles como el N (George et al., 1995; Govindarajulu et al., 2005;
Fitter, 2006; Guether et al., 2009; Kiers et al., 2011).

Experimentos en macetas con diferentes especies de HFMA han demostrado que el nivel
de P vegetal aportado por los HFMA es variable. Esto indicaria que la captacion de P
puede diferir entre las especies de HFMA (Smith y Smith, 2011; Walder y van der
Heijden, 2015). Tales diferencias radican en caracteristicas propias de las familias de
Glomeromycota. La familia Gigasporaceae comprende especies que colonizan las raices
a través de la germinacion de sus esporas y su micelio, per se, no es infectivo ya que
necesita estar vinculado a estructuras de resistencia como las esporas (Biermann y
Linderman, 1983; Powell et al., 2009). Esta familia posee gran importancia desde el punto
de vista funcional ya que la produccion de hifas extraradicales es usualmente més alta
que la producida por otras familias como Glomeraceae (Hart y Reader, 2002) y en
consecuencia es mayor su contribucion a la adquisicion de nutrientes (Maherali y
Klironomos, 2007). En cambio, Glomeraceae, es una familia cuyos miembros presentan
una gran habilidad de colonizacion intra-radical, con mas velocidad que otras especies de
Glomeromycota (Chagnon et al., 2013). Esta caracteristica se ha asociado con ventajas
en la proteccion contra patdgenos que ocupan los mismos sitios de la raiz (Maherali y
Klironomos, 2007). De acuerdo con estudios comparativos, se ha detectado una mayor
aptitud de adaptacion a ambientes antropicos de Glomeraceae con respecto a
Gigasporaceae, puesto que esta familia tiene la capacidad de sobrevivir dentro de las
raices y algunas especies forman vesiculas que le permiten mantenerse vitales y latentes
en el suelo hasta un nuevo inicio de ciclo de cultivos (Chagnon et al., 2013).

1.2.4. Importancia de los hongos formadores de micorrizas en el agroecosistema

Ademas de los beneficios mencionados anteriormente, la simbiosis micorricica provee
una serie de servicios ecosistémicos que estan comenzando a ser mas estudiados en los
Gltimos afnos. Los mas destacados son la supresion de patdgenos (Lendzemo, et al., 2005),
la supresion de malezas en sistemas agricolas (Rinaudo et al., 2010), la alteracion en la
tolerancia a la herbivoria (Bennett y Bever, 2007), la tolerancia a condiciones sub-6ptimas
de potenciales hidricos tales como sequia, anegamiento, salinidad (Augé, 2001, Fougnies
et al.,, 2007), y a altas temperaturas edaficas (Bunn et al., 2009). También se ha
demostrado que protegen de la erosién del suelo puesto que estabilizan la
macroagregacion del suelo mediante la exudacién de compuestos organicos (Fall et al.,
2022). Otros estudios han demostrado que los HFMA contribuyen en la reduccién de
pérdidas de nutrientes por lixiviacion o desnitrificacion (van der Heijden, 2010; van der
Heijden et al., 2015). En efecto, se ha registrado que los HFMA disminuyeron
significativamente las pérdidas de N por lixiviacion de nitratos (Asghari y Cavagnaro,
2012). Adicionalmente, Bender y colaboradores (2015) reportaron una reduccion de las
pérdidas de P por lixiviacion y de N por emisidn de 6xido nitroso y por lixiviacion de
nitrato. Incluso en ausencia de respuesta de la planta los HFMA demostraron reducir la
lixiviacion de nutrientes (van der Heijden, 2010). Este beneficio es indirecto ya que los
HFMA influyen sobre las comunidades de bacterias que habitan la rizosfera y
micorrizosfera (Johansson et al., 2004; Sheublin et al., 2010), y pueden inducir cambios
en las comunidades desnitrificantes (Veresoglou et al., 2012). Puede afirmarse, entonces,
que los servicios ecosistémicos provistos por los HFMA son capaces de trascender el



beneficio inmediato para los cultivos y tienen el potencial de contribuir fuertemente en la
sustentabilidad de los agroecosistemas.

1.3 Factores que afectan la simbiosis

1.3.1. Factores bioticos, abioticos y antrdpicos

El grado y tipo de interaccion entre individuos de diferentes especies depende de
multiples factores. La interaccion entre una planta y el hongo dependera tanto de la
especie vegetal y de la especie del hongo como de los factores bidticos y abioticos
imperantes (Muller y Krauss, 2005). Estos Ultimos factores son clave pues la formacion
de estructuras de las micorrizas es ambiente dependiente. Se ha observado que algunas
especies de HFMA incrementan la formacion de vesiculas cuando la simbiosis ocurre en
situaciones de alta oferta nutricional (Nijjer et al., 2010). En cambio, en situaciones de
estrés y cuando disminuye el suministro de metabolitos desde la planta hospedante, el
hongo utiliza las reservas lipidicas de las vesiculas, que posteriormente degeneran
(Sieverding, 1991). El MER es altamente afectado por la heterogeneidad del suelo y esta
involucrado en la busqueda de nuevas plantas y en la exploracion del suelo para la
adquisicion de nutrientes minerales que utilizaran tanto el hongo como la planta. Las hifas
del MER pueden tener un crecimiento extenso (hasta 8 cm desde la raiz) (Sieverding,
1991), son capaces de conectar diferentes plantas hospedantes y establecer simbiosis
micorricica con las diversas especies de plantas con las cuales se contactan (Giovannetti
et al., 2004).

Debido a que el hombre modifica las condiciones del suelo, también es un factor incidente
sobre las especies de HFMA, por ejemplo, através de la fertilizacion, el laboreo del suelo,
el uso de pesticidas y la implantacion de cultivos (Smith y Read, 2008). Las rotaciones
de cultivos representan uno de los factores antrépicos mas significativos para estos
hongos (Johnson et al., 1991) ya que son muy afectados por la comunidad vegetal con la
que interacttan. Las plantas hospedadoras ejercen un rol clave sobre ellos. Algunos de
los mecanismos implicados son el favorecimiento selectivo de la esporulacion de ciertas
especies de HFMA (Bever et al., 1996) y la preferencia de la planta (Vandenkoornhuyse
et al., 2003). A ello debe sumarse la competencia entre HFMA por la colonizacion radical
(Lekberg et al., 2006). El historial de fertilizacion de un lote es un factor esencial en la
seleccion de las poblaciones de HFMA. La aplicacion de fertilizantes fosfatados puede
tener un rol negativo sobre la micorrizacion, al disminuir el beneficio neto que le aporta
el hongo al huésped que ve satisfecho su demanda de P por esa via (Bundrett et al., 1996;
Covacevich et al., 2007; Covacevich y Echevarria, 2009; Fernandez et al., 2011; Jansa et
al., 2009; Kelly et al., 2001; Thougnon et al., 2016). No obstante, Xiao y colaboradores
(2019) encontraron que la adicion de N incrementé la abundancia de los HFMA mientras
que la adicion de P aumentd la diversidad de los HFMA. Por su parte Williams y
colaboradores (2017), estudiaron HFMA en cebada después de 55 afios de tratamientos
con distintas dosis de P y N. Estos investigadores encontraron que la fertilizacién con N
redujo la diversidad de los HFMA mientras que el P no tuvo efecto significativo. De esta
manera, la comunidad autoctona de HFMA estara compuesta por todas aquellas especies
que logren adaptarse exitosamente a los filtros abioticos y bidticos del medio.



1.3.2. Continuo mutualismo-parasitismo

Diversos autores han propuesto que las asociaciones entre los HFMA y las plantas
representan un continuo entre mutualismo y parasitismo (Johnson et al., 1997;
Klironomos, 2003). Dado que la relacion micorricica es modulada tanto por factores
bidticos como abidticos, existen escenarios en los cuales el beneficio para la planta puede
no ser mensurable. Debido a las capacidades contrastantes de los HFMA de aportar P 0
N a su planta hospedera (George et al., 1995; Govindarajulu et al., 2005; Fitter, 2006;
Guether et al., 2009; Kiers et al., 2011), es esperable encontrar que las comunidades de
hongos presentes en el suelo respondan de manera distinta al aporte diferencial de
fertilizantes fosfatados o nitrogenados. Por su baja movilidad, el P es un elemento que
puede ser mayormente captado por una planta micorrizada. De manera contrastante, la
respuesta a la absorcion de N por una planta micorrizada no deberia ser muy marcada ya
que es un nutriente muy mavil por lo que la extension del volumen explorado del suelo
tendrd un rol menos relevante. Cabe aclarar que, aunque las asociaciones micorricicas
pueden proveer beneficios variados, en esta tesis se abordara el continuo entre
mutualismo y parasitismo exclusivamente en términos de nutricién de la planta.

1.3.3. Impacto de oferta de P y N en mutualismo-parasitismo

La oferta de P y N del suelo modula la simbiosis micorricica a través de la cantidad
individual de cada uno de los nutrientes, y también probablemente a la relacion
estequiometria N:P. El impacto del N sobre la micorrizacion se relacionaria con la oferta
de fotoasimilados disponibles para los hongos (Bennett y Groten, 2022). EI N influye en
los balances de carbono en las plantas por su efecto sobre la fotosintesis, modificando de
esta manera la cantidad de compuestos carbonados disponibles para intercambiar con las
micorrizas (Graham et al., 1982; Lekberg et al., 2021; Pearson et al., 1991). Jiang y
colaboradores (2018) encontraron que el enriquecimiento de N en el suelo redujo
progresivamente la abundancia de los HFMA, alterd la composicion de la comunidad y
cambio el funcionamiento de las micorrizas hacia el parasitismo. La disponibilidad de P
en el suelo también modula la simbiosis alterando su intercambio entre los hongos y las
plantas (Shi et al., 2021). La produccion de hifas y de arbusculos es mas alta en suelos
con niveles mas bajos de P (Antoninka et al., 2015; Propster y Johnson, 2015). Los
fenotipos micorricicos (la formacion de sus diferentes estructuras) surgen de
interacciones entre las plantas, los hongos y el medio ambiente. Las diferencias en la
relacion N:P del suelo y la capacidad de absorcion de los hongos y las plantas hacen que
los HFMA sean intrinsecamente mas limitados en N y menos en P que sus plantas
hospedantes (Johnson et al., 2015; Lekberg et al., 2021). Los fenotipos mutualistas (i.e.
predominio de arbusculos e hifas) se encuentran mas probablemente en los sistemas
limitados por P, pero con buena oferta de N, y los fenotipos comensales o parasitarios
(i.e. predominio de vesiculas) se encuentran en los sistemas limitados por N,
independientemente de la oferta de P (Johnson et al., 2015; Lekberg et al., 2021). Se
considera que la limitacién de carbono, producto de la deficiencia de N, genera que los
fenotipos pasen del mutualismo al comensalismo e incluso al parasitismo en términos de
nutricion vegetal (Bennett y Groten, 2022; Johnson et al., 2015). Sin embargo, es una
concepcion que no ha sido corroborada extensivamente y que podria potenciar los
beneficios asociados a las micorrizas en términos de nutricion fosfatada.



1.4 Aplicacion — Impacto del trabajo

La incorporacion de nutrientes al suelo via fertilizantes minerales es una practica
necesaria y deberia ser mejor estudiada para optimizar el uso de insumos, mejorar la
produccion de alimentos y reducir su impacto en el medio ambiente. Un conocimiento
mas amplio sobre la interaccion HFMA-planta en los sistemas de produccion actuales
podria ayudar a disminuir las brechas de rendimiento, haciendo un uso mas racional de
fertilizantes o aumentando la eficiencia de los mismos, colaborando con el medio
ambiente. Entender cémo la disponibilidad de P y N modula la interaccién entre los
HFMA y especies vegetales destinadas a la produccion de alimentos, y en las condiciones
que éstas se cultivan, seria de gran utilidad para buscar estrategias que mejoren la
produccion. Sabemos que para lograr altos rendimientos de granos es necesario el uso de
fertilizantes, sin embargo, desconocemos si las practicas que conducen a este objetivo en
el corto plazo estan alineadas con las practicas necesarias para aumentar los beneficios de
la interaccion planta-HFMA. Aun no ha sido estudiado en qué medida los niveles de
fertilizacion que se usan en la Regién Pampeana Argentina son capaces de modular la
interaccion planta-HFMA. Ademas, la contribucion de los HFMA en la nutricion de los
cultivos agricolas es ain poco conocida.

1.5 Objetivo general

En esta tesis se plantea como objetivo general evaluar el efecto de la aplicacion continua,
y de largo plazo, de fertilizantes fosfatados y nitrogenados en el suelo sobre las
comunidades de hongos formadores de micorrizas.



Capitulo 2: Efecto de la fertilizacion fosfatada y
nitrogenada sobre la formacidon de micorrizasy la
absorcion de P y N en maiz.
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2.1 Introduccioén

EI'N es uno de los elementos esenciales para el crecimiento de las plantas y su deficiencia
es uno de los factores mas importantes que limitan la produccion de maiz a nivel mundial
(Fathi y Zeidali, 2021). En este sentido, los fertilizantes nitrogenados proporcionan
alimentos directa o indirectamente a la mitad de la poblacion mundial (Yadav et al.,
2017). A su vez, el maiz en Argentina se cultiva principalmente en suelos Molisoles
altamente fértiles, aunque deficientes en P (Rubio et al., 2008; Sainz Rozas et al., 2012).
Una gran proporcion de estos suelos presentan disponibilidades de P menores al umbral
critico de 12,5 mg kg, en 0 — 20 cm de profundidad del suelo, establecido para la region
Pampeana (Sucunza et al., 2018) por lo cual, la fertilizacion fosfatada es una préctica
comun para reducir brechas de rendimiento.

Para satisfacer su demanda nutricional, el maiz, al igual que la mayoria de especies
vegetales, es capaz de establecer relaciones simbidticas con HFMA (Smith y Read, 2008).
Los HFMA son microorganismos existentes en el suelo y tienen la capacidad de
desarrollar una asociacion simbidtica con casi el 90 % de las especies vegetales (Ahanger
et al., 2014; Begum et al., 2019b; Brundrett, 2002). Estos microorganismos mejoran la
absorcion de nutrientes y consecuentemente mejoran la nutricion mineral de los cultivos
(Adesemoye y Kloeppe, 2009; Balliu et al., 2015; Hazzoumi et al., 2015; Schnepf et al.,
2011). A cambio, los HFMA reciben carbono de su planta huésped (Bryla y Eissenstat,
2005). El hospedero puede destinar aproximadamente del 11 al 26% de su carbono para
intercambiar con los HFMA y lo hace en forma de azucares hexosas simples (Parniske,
2008) y acidos grasos sintetizados de novo (Jiang et al., 2017; Luginbuehl et al., 2017),
que los HFMA utilizan para su crecimiento.

En los agroecosistemas templados, los HFMA son habitantes naturales de los suelos y
son afectados negativamente por las préacticas agricolas convencionales y las técnicas de
manejo de cultivos tales como la labranza y la fertilizacion (Brito et al., 2012; Brigido et
al., 2017; Helgason et al., 1998; Oehl et al., 2003; Jumpponen et al., 2005). Esta
documentado que los HFMA mejoran la absorcion de P y N, aumentando el area foliar y
el crecimiento de las plantas (Balliu et al., 2015). Por ejemplo, Garcés-Ruiz y
colaboradores (2017) y Begum y colaboradores (2019a), observaron que la tasa de
absorcion de P aumentd considerablemente en las plantas de maiz inoculadas con HFMA.
La produccién de hifas, y consecuentemente de arbusculos, es mas alta en suelos con
niveles mas bajos de P (Antonika et al., 2015; Propster et al., 2015). Sin embargo, estos
resultados han sido evaluados en condiciones experimentales controladas y ain se cuenta
con poca informacién de situaciones de campo con las comunidades de HFMA que
residen en el suelo del agroecosistema. En la localidad de Balcarce, Astiz Imaz y
colaboradores (2014), en un ensayo a campo bajo siembra directa no encontraron
diferencias entre tratamientos de fertilizacion en el cultivo de maiz en el estadio V6. No
obstante, encontraron un aumento de la colonizacion de HFMA en los tratamientos
fertilizados en comparacidn al testigo cuando el cultivo de maiz se encontraba en antesis.

Los fenotipos micorricicos, es decir, la formacion de sus diferentes estructuras, surgen de
interacciones entre las plantas, los hongos y el medio ambiente. El porcentaje de raices
colonizadas por hifas, arbusculos y/o vesiculas de HFMA puede reflejar los fenotipos
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(McGonigle et al., 1990). Los arbusculos representan los sitios de intercambio activo
entre el hongo v la raiz, mientras que las vesiculas son estructuras de reserva en las que
el hongo almacena lipidos de un alto costo energético para la planta (Bennett y Groten
2022; Lekberg et al., 2021). En este sentido, es esperable que los fenotipos mutualistas
con alta formacion de arbusculos sean mas frecuentes en sistemas con limitacién de P,
pero con una oferta adecuada de N, mientras que los fenotipos comensales o parasitarios
con alta formacion de vesiculas se encontrarian mas frecuentemente en sistemas limitados
por N, sin importar la disponibilidad de P (Johnson et al., 2015; Lekberg et al., 2021).
Teniendo en consideracion que los HFMA son uno de los principales socios del cultivo
para obtener nutrientes del suelo y que la nutricion de las plantas es un pilar fundamental
para la produccion de alimentos, es imprescindible estudiar la influencia de la fertilizacion
sobre estos simbiontes en nuestros sistemas productivos. Esto podria generar mas
herramientas de decisién al pensar en estrategias que optimicen el uso de los fertilizantes
y la nutricion de los cultivos.

2.1.1. Objetivo

Cuantificar el efecto de la fertilizacion fosfatada y nitrogenada de largo plazo sobre la
formacion de micorrizas y la absorcion de P y N en maiz.

2.1.2. Hipdtesis de trabajo

A) La mayor disponibilidad de P disminuye la cantidad de arbusculos.
B) La mayor disponibilidad de N atenda la formacion de vesiculas.

C) La absorcion de P y N es explicada por la adicion de cada nutriente.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Sitio y disefio experimental

El experimento se llevo a cabo en la camparia agricola 2019/2020. Se utiliz6 como sitio
de estudio un ensayo de fertilizacion de larga duracion ubicado en la Estacion
Experimental Agropecuaria Pergamino del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (33°57'28.0"S 60°34'35.5"0). El ensayo tuvo su inicio en la campafia
agricola 2001/02 con el cultivo de maiz. Al momento de instalar el experimento el lote
tenia una historia agricola de mas de 30 afios y los Gltimos 5 afios bajo siembra directa.
En el mismo se evaltan los efectos directos y residuales de la aplicacidén de distintas
estrategias de fertilizacién con P, N y azufre (S) en una rotacion agricola sobre la fertilidad
del suelo y los rendimientos de grano. El experimento fue conducido bajo siembra directa
continua sobre un suelo Argiudol tipico, serie Pergamino, fase ligeramente erosionada
(capacidad de uso: 1-2) (INTA, 1972) que es representativo de la regién (Rubio et al.,
2019). La rotacion agricola utilizada fue maiz — soja — trigo/soja 2%. El disefio
experimental fue en parcelas divididas con 4 repeticiones (bloques) (Figura 2.2.1.1). Las
parcelas mayores estuvieron conformadas por dos tratamientos de P: PO (0 kg P ha?), y
P1 (18 - 28 kg P ha, dependiendo del cultivo y del afio). En las subparcelas (cuyas
dimensiones fueron: 7 x 35 m) se dispusieron los tratamientos de N: NO (0 kg N ha?) y
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N1 (100 kg N ha; cuando se realiza soja de primera, este tratamiento no recibe N). Las
dosis de P y N se ajustaron de acuerdo al criterio de reposicion de nutrientes por la
extraccion del cultivo. Los nutrientes se aplicaron anualmente, antes de la siembra en los
casos del trigo (se fertilizo para la sucesion trigo/soja de esa campafia) y la soja de
primera, o durante el ciclo del cultivo, como en el caso del N y S en maiz. La fuente
nitrogenada fue urea granulada (46-0-0), la fosfatada superfosfato triple de calcio (0-46-
0) y la azufrada sulfato de calcio dihidratado (yeso agricola, 0-0-0-17S).
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|
Bloque Bloque
1 v
PONO PINO | PIN1
PINO | PIN1 PON1
[ [
Bloque Bloque
| 1
PON1 PIN1 | P1INO

Figura 2.2.1.1. Disefio experimental. Tamafio de las subparcelas: 7 m (ancho) x 35 m
(largo). PO: testigo fosforo; P1: 24 kg P/ ha; NO: testigo nitrégeno; N1: 100 kg N/ ha;
Tratamientos: P1N1; PINO; PON1 y PONO. Subparcelas en gris, no utilizadas en el
presente estudio, presentan los mismos tratamientos detallados, pero sin la aplicacion de
azufre.

2.2.2 Caracterizacion edafica

Previo a la siembra de maiz, el 30 de octubre de 2019 se realiz6 un muestreo de suelo
para caracterizar la fertilidad quimica de cada subparcela. En cada una de las 16
subparcelas se tomaron muestras compuestas de 10 piques para cada profundidad (0-20,
20-40 y 40-60 cm). Los piques fueron tomados en dos lineas (5 piques en cada una) a lo
largo de las subparcelas. Se dejaron bordes de 2 m al inicio y al final de la parcela y de
1,5 men los laterales. Los piques fueron realizados en los entresurcos y a su vez se tuvo
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la precaucion de evitar las huellas de la maquinaria. Las muestras se secaron a temperatura
ambiente, se molieron manualmente y se tamizaron a 2 mm. En cada una de ellas se
determind: pH en agua con una relacion 1:2,5 (p/v), conductividad eléctrica a 25°C,
carbono organico total (Walkley y Black, 1934), P extractable (Bray 1; Bray y Kurtz,
1945), P total (Sommers y Nelson, 1972), N de nitratos (Bremmer, 1965), N total
(Kjeldahl).

2.2.3 Implantacidn del cultivo y aplicacion de los tratamientos

El 31 de octubre de 2019 se aplicaron los tratamientos de P: PO (0 kg P ha), y P1 (24 kg
P ha') al voleo manualmente, utilizando superfosfato triple de calcio como fuente. EI 1™
de noviembre del afio 2019 se implant6 el cultivo utilizando el hibrido DK72-20 VT3P,
con un distanciamiento de 70 cm entre hileras y con una densidad de aproximadamente
79.500 semillas ha®. Previo a la siembra, la semilla fue tratada con insecticida
(Imidacloprid 60%, a razon de 500 cm®/ 100 kg semilla) para el control de gusano blanco
y recibi6 300 cm® 100 kg™ de semilla del fertilizante liquido para la aplicacion de Zn de
la empresa Rizobacter (Status Zn, 40% Zn p/p). Emergido el cultivo de maiz y contando
ya con 7-8 hojas desplegadas, se aplicaron los tratamientos de N: NO (0 kg N hal) y N1
(100 kg N ha) utilizando urea granulada como fuente. Simultaneamente se aplico S (15
kg S ha') en todas las subparcelas, con el fin de evitar que cualquier posible deficiencia
de dicho nutriente afecte a la respuesta de los tratamientos. La aplicacion de N y S fue
realizada con maquinaria en bandas superficiales.

2.2.4 Muestreos de planta y raiz

Durante el ciclo del cultivo, en los estadios fenoldgicos V3, V6, V9, R1, R4 y R6 (Ritchie
y Hanway, 1982), se tomaron muestras de 1 m lineal de surco en un area representativa
de cada subparcela. En cada muestreo, se cosecharon las plantas para la determinacion de
biomasa aérea (peso seco) y cuantificar la absorcién de P y N. Simultaneamente se
tomaron muestras de raiz de los primeros 15 cm de profundidad para las determinaciones
de micorrizacion. Se presto especial atencion a que el nimero de plantas presentes en
cada sitio de muestreo sea homogéneo. Toda muestra recolectada tuvo 6 plantas por metro
lineal de surco. En los muestreos realizados en V3 y V6, debido al pequefio tamafio de la
muestra, se tomaron 2 sets de muestras por subparcela, uno destinado a la medicion de
biomasa aérea y absorcion de nutrientes y el segundo a las determinaciones asociadas a
los hongos formadores de micorrizas. En los siguientes muestreos se realizaron todas las
determinaciones con un solo set de muestra por subparcela.

2.2.5 Biomasa aérea y absorcion de Py N

Los drganos aéreos de las plantas de maiz se secaron en estufa a 60°C hasta peso
constante. Una vez secas las muestras fueron pesadas y a continuacion molidas a 1 mm
para realizar las mediciones de P total y N total. En el muestreo correspondiente al estadio
fenoldgico R6, el grano se proceso por separado del resto del material vegetal. Para ello,
las espigas fueron trilladas a mano y los marlos pasaron a formar parte de la biomasa
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aerea. Los granos fueron molidos en molino termo refrigerado, mientras que el resto de
las plantas fueron molidas en molino para material vegetal. Los valores de produccion de
biomasa se expresaron en g. m?. Para la determinacion de P se pes6 0,07 g del material
vegetal molido y se calcind en mufla a 500°C durante 16 h (Fernandez et al., 2009). Las
cenizas se resuspendieron en 8 ml de 0,1 N HCI y el contenido de P se determind por
colorimetria segun la metodologia de Murphy y Riley (1962). Los resultados de
concentracion de P (mg g™) obtenidos fueron afectados por la biomasa correspondiente y
se expresan como mg m. Para la determinacion de N se pesaron 0,3 g de material vegetal
molido que fueron procesados segln la metodologia de Kjeldahl (1883) expresando los
resultados como g m™.

2.2.6 Porcentaje de micorrizacién

Las muestras de raices fueron tomadas con pala de los primeros 15 cm de profundidad.
Los seis sistemas radicales de las plantas ubicados en la unidad experimental se
almacenaron en bolsas plasticas para evitar la deshidratacion. Inmediatamente despues de
cada muestreo, los sistemas radicales fueron acondicionados y de ellos se selecciono 1 g
de raices finas tomadas al azar que a continuacion fueron clarificadas y tefiidas segun
Phillips y Hayman (1970). En el proceso de tincion las raices fueron sometidas al
siguiente protocolo: i) inmersion durante1l0 minutos en una solucion de KOH al 10 %
m/m a 90°C. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se lavaron y
enjuagaron con agua. ii) inmersion durante 5 minutos en HCI al 10% v/v a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron y enjuagaron con agua. iii) inmersion durante 15
minutos en solucion de azul de tripan 0,63 % m/v a 90°C. Se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y posteriormente se lavaron y enjuagaron con agua.

Posteriormente a ser tefiidas las raices se almacenaron en una solucion de cido lactico y
glicerol hasta la cuantificacion de micorrizacion. La cuantificacion en microscopio
(magnificacion 20X) de estructuras correspondientes a HFMA, mas precisamente, el
porcentaje de hifas, vesiculas y arbusculos, siguié la metodologia propuesta por
McGonigle y colaboradores (1990). Para tal proceso se montaron sobre cada portaobjeto
maés de 30 fragmentos de raices de aproximadamente 2 cm de longitud. En cada preparado
se realizaron 3 observaciones por fragmento de raiz en 30 raices, obteniendo de esta
manera 90 observaciones por preparado o lo que equivale a 270 observaciones por
subparcela, 1080 observaciones por tratamiento y 4320 para todo el experimento en el
muestreo V3. Debido a la baja dispersion de los resultados dentro de los tratamientos y
por cuestiones operativas, para el resto de los muestreos se montaron 2 preparados por
muestra, es decir, 180 observaciones por subparcela, 720 por tratamiento, y 2880 por cada
muestreo (V6, V9, R1, R4 y R6). Los resultados se expresan como porcentaje de sitios
con presencia de cada estructura (% hifas, % arbusculos, % vesiculas) sobre el total de
sitios observados.

2.2.7. Condiciones climaticas durante el experimento

Se registraron precipitaciones y temperaturas minimas y maximas durante el ciclo del
cultivo de maiz (Figura 2.2.7.1).
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Figura 2.2.7.1. Condiciones climaticas durante el ciclo del cultivo. Las flechas pequefas
indican el momento de cada muestreo (indicando la fenologia del cultivo). La flecha de
mayor tamafio muestra el momento de la aplicacion de nitrégeno. Fuente: Climatologia
EEA Pergamino.

2.2.8. Analisis estadisticos

Las variables de estudio se analizaron mediante modelos lineales generalizados (MLG),
debido a que son medidas repetidas a lo largo del ciclo del cultivo y no cumplen con el
supuesto de independencia de las observaciones requerido para un analisis de varianza
tradicional. Las propiedades de suelo también fueron analizadas con MLG. Se model6 la
matriz de varianza covarianza de los errores cuando los supuestos de normalidad y
varianza constante no se cumplieron. Se trabajo con una probabilidad de 5% (a: 0,05). Se
utilizo el LSD de Fischer como test de comparacion de medias. Se uso el test LSD Fischer
como test de comparacion de medias. Se utilizd el software estadistico InfoStat en
interaccion con R (Di Rienzo et al., 2018).

2.3 Resultados

2.3.1 Caracterizacion de los tratamientos — informacién edafica

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las variables edaficas
evaluadas previamente a la implantacion del cultivo (Cuadro 2.3.1.1). En la profundidad
0 — 20 cm se encontraron diferencias significativas para P extractable mostrando los
tratamientos PLNO y P1N1 los valores mas altos con méas de 20 ppm de P Bray 1. La otra
variable que mostré diferencias significativas es el N de nitratos. Para este parametro, el
tratamiento PON1 mostr6 el mayor valor mientras que la menor disponibilidad de N se
observé en el tratamiento PAIN1. En la profundidad 20 — 40 cm no se encontraron efectos
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significativos de los tratamientos sobre ninguna de las variables analizadas. En la
profundidad 40 — 60 cm se encontraron diferencias significativas para la variable carbono
organico, aunque las diferencias entre los tratamientos son escasas (Cuadro 2.3.1.1).

Cuadro 2.3.1.1. Caracterizacion edafica de los tratamientos.

Prof. P Br P Total N-NOs; N Total
e TEPH sy €Y il ) moked  (@ko)
0-20 PONO 5,5+0,1ns 0,1+0,0a 15,2+0,2ns 7,8+1,0b 344,8455ns 13,1+0,2b 1,4+0,0ns
PON1 5,6+0,0ns 0,1+0,0b 14,8+09ns 8,4+1,6b 345,3+9,3ns 14,61+0,4a 1,5+0,0ns
PINO 5,6+0,0ns 0,1+0,0a 14,6%0,2ns 27,9+0,7a 387,5+21,7ns 11,6+0,1c 1,5+0,1ns
PIN1 5,6+0,0ns 0,1+0,0b 15,6+0,3ns 24,0+2,4a 397,0+18,2ns 10,8+0,2d 1,6+0,0ns
20-40 PONO 6,0+0,1ns 0,1+0,0ns 8,1+0,9ns 3,9+1,4ns 290,5+14,2ns 6,0+0,3ns 0,9+0,1ns
PON1 6,1+0,0ns 0,1+0,0ns 7,7+0,5ns 5,4+1,7ns 319,0+13,1ns 6,1+0,2ns 0,9£0,1ns
PINO 6,1+0,0ns 0,1+0,0ns 7,6%0,3ns 4,2+0,4ns 292,5+37,3ns 4,8+0,5ns 0,9£0,0ns
PIN1 6,1+0,1ns 0,1+0,0ns 8,3+x0,6ns 5,9+2,0ns 331,848,7ns 5,0£0,6ns 1,0%+0,0ns
40-60 PONO 6,3+0,0ns 0,1+0,0ns 5,0+0,2ab 3,3+0,9ns 321,5+26,1a 4,1+0,2ns 0,7£0,0ns
PON1 6,4+0,0ns 0,1+0,0ns 4,8+0,1b 4,7+1,5ns 359,1+10,6a 4,4+0,3ns 0,6+0,0ns
PINO 6,3+0,0ns 0,1+0,0ns 4,9+0,1b 3,3%0,5ns 366,5+25,4a 4,0+0,2ns 0,6+0,0ns
PIN1 6,3x0,0ns 0,1+0,0ns 5,3+0,2a 5,1+2,1ns 303,0t+16,3a 4,1+0,3ns 0,6%0,0ns

Factor p-valor
0-20 P 0,249 0,159 0,870 0,002 0,097 0,002 0,199
N 0,477 0,020 0,529 0,318 0,565 0,241 0,199
P*N 0477 0,947 0,171 0,174 0,603 0,003 0,536
2040 p 0,545 0,162 0,999 0,814 0,951 0,093 0,767
N 0,081 0,898 0,505 0,275 0,227 0,537 0,428
P*N 0,323 0,308 0,079 0,945 0,851 0,835 0,054
40-60 p 0,392 0,548 0,357 0,917 0,807 0,379 0,440
N 0,707 0,797 0,364 0,263 0,550 0,454 >0,999
P*N 0,460 0,421 0,024 0,878 0,048 0,743 0,327

Nota: CE: conductividad eléctrica; C: carbono organico; P Bray: fosforo extractable; P Total: fésforo total; N-NO3:
nitrégeno de nitratos; N Total: nitrogeno total. Letras diferentes por columna y dentro de cada profundidad indican

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (a:: 0,05). ns: no significativo.

2.3.2 Acumulacion de biomasa, rendimiento y absorcion de nitrogeno y fésforo

La oferta ambiental durante el ciclo del cultivo permitié lograr rendimientos de hasta 12
Mg ha. Las precipitaciones registradas entre la siembra del cultivo y madurez fisiologica
(1 de noviembre — 9 de marzo) fueron 458 mm. Este valor es semejante al de la serie
histdrica (1980-2020) de 476 mm para el mismo periodo. Lo que podemos destacar es
que, de los 458 mm durante el ciclo del cultivo, 276 mm ocurrieron durante el periodo
critico (Grant et al., 1989; Hall, et al., 1981) y de los mismos, 206 mm en la primera parte
del periodo critico. Respecto a las temperaturas, la temperatura media minima durante el
periodo critico fue de 16,2°C y la temperatura media maxima fue de 29,3°C. Ambos
valores se encontraron levemente por debajo de los valores medios observados en la serie
histdrica (1980-2020).
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Cuadro 2.3.2.1. Valores-p para acumulacion de biomasa, absorcion de nutrientes y rendimiento
del cultivo.

Muestreo  Factor Biomasa P Absorbido N Absorbido Rendimiento

V3 P 0,040 0,020 0,088 -
N 0,751 0,116 0,848 -
P*N 0,281 0,811 0,211 -
V6 P 0,017 0,015 0,019 -
N 0,620 0,886 0,919 -
P*N 0,699 0,898 0,550 -
V9 P 0,004 0,073 0,011 -
N 0,310 0,113 0,006 -
P*N 0,501 0,432 0,056 -
R1 P 0,067 0,057 0,474 -
N 0,063 0,068 0,001 -
P*N 0,092 0,960 0,290 -
R4 P 0,138 0,076 0,391 -
N 0,032 0,001 <0,0001 -
P*N 0,011 0,004 0,005 -
R6 P 0,715 0,124 0,876 0,841
N 0,001 0,054 <0,0001 <0,0001
P*N 0,044 0,139 0,190 0,078

Biomasa: acumulacién de biomasa aérea; P Absorbido: acumulacion de fésforo en biomasa aérea; N
absorbido: acumulacion de nitrégeno en biomasa aérea; Rendimiento: rendimiento en grano en base seca.
Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticamente significativas dentro de cada muestreo
(a: 0,05). ns: no significativo.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las variables de cultivo
evaluadas (Cuadro 2.3.2.1). Las variables biomasa aérea, P absorbido y N absorbido
fueron afectados por los tratamientos de fertilizacién de manera diferencial a lo largo del
ciclo del cultivo. La acumulacion de biomasa aérea mostrd respuesta al factor P en los
estadios vegetativos. Se registrd6 mayor acumulacion de biomasa en los tratamientos
fertilizados con P (PLNO y P1N1) vs los no fertilizados con P (PONO y PON1) en los
muestreos realizados en los estadios fenologicos V3, V6 y V9. En el estadio V3 los
tratamientos sin P tuvieron una media de 4,6 g. m mientras que los tratamientos con P
acumularon 5,7 g. m? de materia seca, lo que implica un incremento de 25,7%. En el
estadio V6 el incremento en la acumulacién de biomasa por el agregado de P ascendi6 al
72,98% pasando de los 69,2 g. m? para los tratamientos sin P a 119,7 g. m? en los
tratamientos fertilizados con P. En el estadio V9 el promedio de biomasa acumulada, para
los tratamientos sin P, se ubicd en los 278,3 g. m? ascendiendo un 42,94%, llegando a los
397,8 g. m? en los tratamientos fertilizados con P. En el muestreo realizado en el estadio
fenoldgico R1 no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. En los
estadios R4 y R6 se visualizd una interaccion P*N. Se observo la mayor acumulacion de
biomasa en el tratamiento PIN1 en el estadio R4 con 1.401 g. m?, un 24,90% mas de
biomasa acumulada que el resto de los tratamientos. En el estadio R6 los tratamientos
PON1 y P1N1 registraron un promedio de 2.192,1 g. m?, un 25,29% mas de biomasa
acumulada que los tratamientos sin N que promediaron 1.749,7 g. m? (Figura 2.3.2.1).
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Figura 2.3.2.1. Acumulacion de biomasa para los tratamientos evaluados a lo largo del ciclo del
cultivo de maiz. PO sin agregado de P; P1 fertilizado con P; NO sin agregado de N; N1 fertilizado
con N. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas dentro de cada estadio
fenoldgico. Barras indican error estandar. o= 0.05. Estadistico de Prueba LSD de Fisher.

El P absorbido mostrd respuesta al factor P en los estadios V3 y V6 (Cuadro 2.3.2.1)
absorbiendo mas P en los tratamientos PINO y P1N1 (Figura 2.3.2.2). En el estadio V3,
los tratamientos sin P absorbieron, en promedio, 13,6 mg. m?, mientras que los
tratamientos con P absorbieron, en promedio, 23,7 mg. m, lo que representa un aumento
de 74,26% en la absorcion de P. De igual modo, en el estadio V6, los tratamientos sin P
absorbieron, en promedio, 156,8 mg. m?, mientras que los tratamientos con P
absorbieron, en promedio, 369,4 mg. m?, lo que representa un aumento de 135,55% en
la absorcion de P. En estadios reproductivos, si bien el tratamiento PAN1 absorbié méas P
en todos los estadios, solamente en el estadio R4 la absorcién de P fue significativamente
superior. En el estadio R4, el tratamiento P1N1 registr6 3.176,9 mg. m? de P absorbido,
mientras que los demas tratamientos registraron 1.816,3 mg. m? de P absorbido. Esto
representa un aumento de 74,91% en la absorcion de P a favor del tratamiento PIN1.
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Figura 2.3.2.2. Absorcién de P en biomasa aérea para los tratamientos evaluados a lo largo del
ciclo del cultivo de maiz. PO sin agregado de P; P1 fertilizado con P; NO sin agregado de N; N1
fertilizado con N. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas dentro de
cada estadio fenolégico. Barras indican error estandar. a= 0.05. Estadistico de Prueba LSD de
Fisher.

EI N absorbido manifestd respuesta al factor P en el estadio V6 absorbiendo 2,9 g. m? en
los tratamientos PINO y P1N1, un 56,76% mas que en los tratamientos sin P. En el estadio
fenoldgico V9, la absorcion de N, mostrd interaccion P*N absorbiendo mas N en el
tratamiento PIN1 con 9,6 g. m?, un 38,46% mas que el promedio de los tratamientos
restantes. En el muestreo realizado en R1 hubo respuesta al factor N, absorbiendo 15,9 g.
m2 en los tratamientos fertilizados con N (PON1y P1N1), los cuales absorbieron 74,73%
mas N que los tratamientos no fertilizados con N (promedio de 9,1 g. m?). En el estadio
R4 se observé una interaccion P*N, absorbiendo la mayor cantidad de N en el tratamiento
PIN1 (18,15 g. m?), seguido por el tratamiento PON1 (14,8 g. m?) mientras que los
tratamientos no fertilizados con N promediaron 10 g. m de N absorbido. Finalizado el
ciclo del cultivo, en el estadio R6 se observo respuesta al agregado de N, manifestando
21,35 g. m? de N absorbido en los tratamientos PON1 y PIN1, un 75,72% mas que los
tratamientos PONO y PANO que promediaron 12,15 g. m? de N absorbido (Figura 2.3.2.3).

El rendimiento fue afectado por el factor N (Cuadro 2.3.2.1), mostrando 1.241,7 g m? de
media para el tratamiento PIN1 y 1134,2 g m? de media para el tratamiento PON1
promediando 1.187,95 g. m? de rendimiento (Figura 2.3.2.4). Este valor es un 42,97%
mayor que el rendimiento promedio de los tratamientos no fertilizados con N (PONO y
P1NO) el cual se ubicd en los 830,9 g. m? de media. Se observo que la fertilizacion con
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P redujo la variabilidad de los rendimientos. Y si bien la respuesta a P no fue
estadisticamente significativa con un o= 0.05, el tratamiento PAN1 rindi6 un 9,48% mas
que el tratamiento PON1 (Figura 2.3.2.4).
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Figura 2.3.2.3. Absorcion de N para los tratamientos evaluados a lo largo del ciclo del cultivo de
maiz. PO sin agregado de P; P1 fertilizado con P; NO sin agregado de N; N1 fertilizado con N.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas dentro de cada estadio
fenologico. o= 0.05. Estadistico de Prueba LSD de Fisher.
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Figura 2.3.2.4. Rendimiento en base seca. PO sin agregado de P; P1 fertilizado con P; NO sin
agregado de N; N1 fertilizado con N. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
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significativas, o= 0.05. Estadistico de Prueba LSD de Fisher. Cuadrado negro indica la mediana
en cada caja. Cada caja indica los cuartiles 1y 3. Los bigotes indican los valores extremos.

2.3.3 Micorrizacion

Cuadro 2.3.3.1. Valores-p correspondientes a las estructuras micorricicas.

Muestreo Factor Hifas Arbusculos Vesiculas Ves/Arb

V3 P 0,122 0,134 0,531 0,263
N 0,009 0,012 0,752 0,938

P*N 0,913 0,865 0,342 0,450

V6 P 0,050 0,050 0,900 0,579
N 0,409 0,409 0,302 0,473

P*N 0,303 0,303 0,932 0,754

V9 P 0,102 0,102 0,498 0,631
N 0,180 0,180 0,821 0,980

P*N 0,007 0,007 0,296 0,508

R1 P 0,023 0,023 0,893 0,519
N 0,412 0,412 0,101 0,135

P*N 0,352 0,352 0,640 0,721

R4 P 0,079 0,079 0,948 0,512
N 0,062 0,062 0,677 0,747

P*N 0,289 0,289 0,440 0,823

R6 P 0,470 0,470 0,183 0,087
N 0,054 0,054 <0,0001 0,002

P*N 0,092 0,092 0,372 0,880

Nota: Hifas: formacion de hifas en raiz; Arbusculos: formacion de arbusculos en raiz; Vesiculas:
formacidn de vesiculas en raiz; Ves/Arb: relacion vesiculas/ arbisculos en raiz. Letras diferentes por
columna indican diferencias estadisticamente significativas dentro de cada muestreo (o: 0,05). ns: no
significativo.

Durante distintos estadios del cultivo de maiz, se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los pardmetros micorricicos evaluados (Cuadro 2.3.3.1). En relacion a
las hifas y arbdsculos, se observé que el efecto de la fertilizacién con P y N fue dinamico
a lo largo del ciclo del cultivo. En este sentido, en el estadio V3 el factor N tuvo un efecto
supresor sobre la formacion de estructuras micorricicas (Figura 2.3.3.1) disminuyendo el
porcentaje de colonizacion de 78,17% a 70,56%, es decir, una reduccién del 10,80%. En
el muestreo realizado en V6, el agregado de P suprimié un 12,50% la formacion de hifas
y arbusculos, disminuyendo la colonizacion del 82,50% a 73,34%. En el estadio V9, se
observé una interaccion P*N significativa, donde el tratamiento PONO mostré los valores
mas altos de micorrizacién con un 87,22% de colonizacion en comparacion al resto de
tratamientos que promediaron un 77,36% de colonizacion. Esto se traduce en que la
aplicacion de fertilizantes redujo la colonizacion en un 12,74%. Pasando al ciclo
reproductivo del cultivo, solamente se detectd un efecto supresor, estadisticamente
significativo, del factor P en el estadio fenol6gico R1. En dicho estadio, los tratamientos
que recibieron P (PINO y P1N1) tuvieron una media de 65,28% de colonizacion
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micorricica, un 21,38% menor que los tratamientos que no recibieron P (PONO y PON1)
que promediaron un 79,24% de colonizacién. En la Figura 2.3.3.1 se observa una
tendencia supresora del agregado de P sobre la formacion de arbusculos, que se mantiene
en todo el ciclo del cultivo. La formacion de vesiculas y la relacion vesiculas/ arbusculos
manifestd un efecto significativo del factor N en el estadio fenoldégico R6 (Cuadro
2.3.3.1). El agregado de N disminuyo6 significativamente la formacion de vesiculas. con
una media de 8,61%, versus una abundancia de 21,25% en los tratamientos que no
recibieron N (PONO y P1NO). Dicho de otro modo, la escasez de N produjo un aumento
de 146,81% en la formacion de vesiculas (Figura 2.3.3.2). Esta disminucion de la
formacion de vesiculas, por la aplicacion de N, afectd significativamente a la relacion
vesiculas/ arbusculos disminuyéndola de 0,31 en los tratamientos sin N (PONO y P1INO) a
0,15 en los tratamientos fertilizados con N (PON1y P1N1) lo que representa una merma
del 46,77% en esta relacion.

90-

a —A—NOPO 0—NOP1 —A—NI1P0 —E—NI1P1
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Arbusculos (%)
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55

50

V3 V6 V9 R1 R4 R6

Estadio fenoldgico
Figura 2.3.3.1. Evolucién de la formacion de arbusculos en distintos estadios fenoldgicos del
cultivo de maiz. PO sin agregado de P; P1 fertilizado con P; NO sin agregado de N; N1 fertilizado
con N. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas dentro de cada estadio
fenoldgico (segun test en Cuadro 2.3.3.1). o= 0.05. Estadistico de Prueba LSD de Fisher.
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Figura 2.3.3.2. Evolucién de la formacién de vesiculas en distintos estadios fenoldgicos del
cultivo de maiz. PO sin agregado de P; P1 fertilizado con P; NO sin agregado de N; N1 fertilizado
con N. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas dentro de cada estadio
fenoldgico (segun test en Cuadro 2.3.3.1). o= 0.05. Estadistico de Prueba LSD de Fisher.

2.4 Discusion

2.4.1 Caracterizacion de los tratamientos — informacién edafica

La aplicacion continua de fertilizantes con P y N no incidié en todas las propiedades
edaficas evaluadas. No se afectd el pH, la conductividad eléctrica ni en el carbono
organico del suelo. Esto es consistente con lo encontrado en diversas investigaciones
(Divito et al., 2011; Fontana et al., 2021). Las diferencias observadas entre profundidades
son las esperables para el perfil edafico estudiado (INTA, 1972). La aplicacion continuada
de fertilizantes alteré la disponibilidad de P en los primeros 20 cm de suelo. Los
tratamientos sin P se encontraron por debajo del umbral critico para el cultivo de maiz en
la region de 12,5 mg kg* de P en 0 — 20 cm (Sucunza et al., 2018) mientras que los
tratamientos que recibieron P se encontraron muy por encima de este valor. La
fertilizacién no generd cambios en el contenido de P total. Estos resultados difieren de
los encontrados en la regién por Ciampitti y colaboradores (2011) quienes observaron
que la fertilizacion fosfatada aumento el P total en el suelo, aunque en dicha investigacion
la dosis de fertilizante fosfatado utilizada fue de 34 kg ha™* mientras que en esta tesis fue
de 24 kg P ha™.

Por otro lado, la fertilizacion nitrogenada correspondiente al cultivo de maiz fue realizada
posteriormente al andlisis de suelo. De esta manera, el N-NO3z™ medido en el suelo
corresponde al N residual del cultivo antecesor. En este caso particular, el cultivo de maiz
fue sembrado sobre un rastrojo de trigo/soja. Puesto que el principal suministro de N para
la soja es la fijacion biologica de N, ésta no recibio aplicacion de fertilizantes
nitrogenados. De esta manera, la Gltima aplicacién de N fue realizada en el cultivo de
trigo antecesor. Los mayores valores de N-NO3™ encontrados a la siembra del maiz se
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observaron en los tratamientos que nunca recibieron P (PONO y PON1). Esto podria
explicarse por la menor absorcion de N por parte de los cultivos limitados por P (Krouk
y Kiba, 2020; Vitousek et al., 2010).

2.4.2 Acumulacion de biomasa, rendimiento y absorcion de nitrogeno y fésforo

La respuesta de la biomasa aérea a la fertilizacion con P se evidenci6é Gnicamente en los
estadios vegetativos. La aplicacion de N se realizd cuando el cultivo tenia 7 hojas
desplegadas. Los efectos del N se hicieron visibles en la acumulacion de biomasa a partir
del estadio fenoldgico R4 (ver Figura 2.3.2.1). Pasaron 45 dias desde la aplicacion de N
hasta el muestreo en R4, con una precipitacion acumulada, en ese periodo, de 350 mm
(ver Figura 2.2.7.1). Estas condiciones favorecieron al tratamiento P1N1 en los estadios
R4 y R6. La absorcion de nutrientes, producto de la acumulacién de biomasa y la
concentracion en los tejidos mostré respuestas diferenciadas. La absorcion de P respondid
a la aplicacion de los tratamientos de P, como cabia esperar. Aunque la deficiencia de N
reduce la absorcion de P (Pedersen et al., 2019), la aplicacién de N s6lo aumento la
absorcion de P en el estadio R4 (ver Figura 2.3.2.2). Por parte de la absorcion de N, los
tratamientos de P aumentaron en la absorcion de N en practicamente todo el ciclo del
cultivo. La aplicacion de N en V7 incremento la disponibilidad de N en el suelo, lo que a
su vez aumentd su absorcion y por ese motivo, en todos los muestreos realizados
posteriormente a la aplicacion de N se mostrd respuesta al tratamiento de N (ver Figura
2.3.2.3).

A pesar de que los tratamientos sin P presentaron valores de P disponible inferiores al
umbral critico de 12,5 mg kg™ de P en 0 — 20 cm (Sucunza et al., 2018), el cultivo no
respondid en términos de rendimiento a la fertilizacion con P. Cabe mencionar que los
umbrales criticos son probabilisticos, es decir, indican mayor o menor probabilidad de
encontrar respuesta a la fertilizacion en funcion de la disponibilidad de P en 0 — 20 cm
medido mediante el método Bray 1. Este resultado inesperado y sobre el cual no tenemos
una justificacion convincente ya ha sido visto con anterioridad en el experimento de larga
duracion. Observando la serie historica del experimento, en la campafia 2016/17 se realizd
un cultivo de maiz que tampoco respondié a los tratamientos de P. Una posible
explicacion a la no respuesta a la fertilizacion fosfatada es que las fracciones organicas
labiles, no contempladas en el analisis de P, estén suministrando el P requerido por el
cultivo (Appelhans et al., 2021). Otra posible explicacién es que una proporcion del P
tomado por los cultivos no proviene de lo que representa el método Bray 1, ya que, el
cultivo también puede tomar P de otras fracciones inorganicas labiles y moderadamente
labiles no representadas en la prueba Bray 1 (Biassoni et al., 2023). Por el lado del N, la
respuesta en rendimiento a la fertilizacién nitrogenada era esperable. Utilizando el
metodo de disponibilidad inicial de N (N-NOs" del suelo a 0-60 cm + N del fertilizante)
(Ruiz et al., 1997) los tratamientos presentaron los siguientes valores de disponibilidad
de N: PONO (61,2 kg hal), (PON1 66,5 + 100 kg ha), PANO (53,7 kg ha') y PIN1 (52,3
+ 100 kg ha!). Considerando los rendimientos alcanzados por el cultivo de maiz en este
estudio, donde el tratamiento PAN1 tuvo una media de 1241,7 g m?, podemos considerar
un valor critico inicial de N de 162 kg ha* (Salvagiotti et al., 2004) que s6lo fue alcanzado
por los tratamientos N1.
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2.4.3 Micorrizacion

Se observo una temprana colonizacién en las raices del cultivo, mostrando altos niveles
de colonizacién desde el estadio V3. En dicho muestreo, que fue realizado 20 dias después
de la siembra, se obtuvo una media general de 74,7% de raices colonizadas con HFMA.
Tal nivel de colonizacién supera los valores observados por otros autores que reportaron
un 40% de colonizacién en maiz, 21 dias después de la siembra en un suelo franco limoso
en Canada (McGonigle y Miller, 1996). Adicionalmente, supera ampliamente los
resultados encontrados en la localidad de Balcarce donde se registraron valores de 10 a
30% de colonizacion en el cultivo de maiz bajo siembra directa a los 45 dias después de
la siembra (Astiz Imaz et al., 2014). No obstante, los resultados, estan en linea con otros
estudios en maiz que reportaron un 72% de colonizacién a los 40 dias (Cozzolino et al.,
2013). Nuestros resultados permiten inferir que el suelo tenia una elevada infectividad
micorricica, que es la habilidad natural de un suelo de inducir la formacion de micorrizas
en las plantas (Plenchette et al., 1989). El nivel de infectividad micorricica representa un
parametro de la fertilidad edéafica debido a la multiplicidad de servicios ecosistémicos
provistos por las micorrizas arbusculares (Verbruggen et al., 2011). Los sistemas de
labranza, fertilizacion y la rotacion de cultivos influyen fuertemente sobre la infectividad
(Schalamuk y Cabello, 2009; Wang et al., 2008). Por ejemplo, se ha reportado una fuerte
relacion negativa entre la infectividad y la disponibilidad de P del suelo (Duvert et al.,
1990; Jansa et al., 2009; McGee, 1989). En la localidad de Balcarce, en el cultivo de
festuca se registré que la micorrizacion llega a valores minimos con 18.3 mg kg™ de P en
0 — 10 cm de profundidad de suelo, valor a partir del cual la colonizacién se mantiene en
valores minimos de 6.9% (Covacevich et al., 2006). En la misma localidad, en el cultivo
de trigo, la micorrizacion llega a valores minimos con 27 mg kg™ de P en 0 — 20 cm de
profundidad de suelo, valor a partir del cual la colonizacion se mantiene en valores
minimos de 10% (Covacevich et al., 2007). Estos valores se diferencian de los
encontrados en el cultivo de maiz estudiado que presentd valores de micorrizacion
superiores al 55% a lo largo del ciclo del cultivo aun cuando el suelo presentaba valores
de 24 mg kg de P en 0 — 20 cm. La alta infectividad micorricica que presenta el suelo
estudiado podria explicarse por la rotacion de cultivos y el empleo de siembra directa
(Schalamuk y Cabello, 2009). Las redes de micelio, los fragmentos de raices infectadas
y las esporas constituyen la reserva de indculo micorricico del suelo (Smith y Read,
2008). Por tal motivo la no remocion del suelo preservaria un mayor indéculo micorricico
lo que podria explicar los resultados encontrados (Schalamuk y Cabello, 2009; Wang et
al., 2008).

Los menores valores de colonizacion observados en los tratamientos fertilizados con P
coinciden con los datos de la literatura que indican que en suelos bien provistos de P, la
planta capta mas P de manera directa, que seria una via mas econémica que tener que
derivar carbono a los HFMA (Duvert et al., 1990; Jansa et al., 2009; McGee, 1989; Zhang
et al., 2021). Esto explicaria la menor formacion de micorrizas ya que la dependencia del
cultivo por parte de la red hifal es menor cuando el P se encuentra facilmente disponible.
A pesar de observarse efectos depresores del P sobre la micorrizacion, se observd el
mantenimiento de una elevada colonizacion en los tratamientos fertilizados con P
(68,39%). Esto podria indicar que el vinculo entre las plantas y los HFMA deberia deberse
a otro servicio ecosistémico no evaluado en este estudio como podria ser la resistencia a
patdgenos (Qian et al., 2015) o la tolerancia a sequia (Griimberg et al., 2015) entre otros.
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Posiblemente, dada la alta infectividad micorricica del suelo estudiado, los efectos de la
simbiosis se pudieron ver alterados por posibles cambios en las comunidades
micorricicas. A pesar de la reduccion en la colonizacion micorricica, estos resultados
abren el interrogante de como puede ser modificada la comunidad de HFMA en suelos
agricolas fertilizados y cdmo diferentes comunidades benefician a cultivos de grano
(Jansa et al., 2007).

El agregado de N, contrariamente a lo hipotetizado, no aumentd la simbiosis micorricica
arbuscular. Este resultado coincide con lo reportado recientemente por Sun y
colaboradores (2023) quienes encontraron una disminucién en la colonizacion
micorricica en el cultivo de maiz, pero con dosis de N muy superior a la empleada en el
presente trabajo (360 kg ha). Adicionalmente, la fertilizacion con N disminuyé las
estructuras de reserva de los HFMA al final del ciclo del cultivo. Podemos decir que una
mayor oferta de C por el agregado de N beneficié los HFMA (Covacevich et al., 2018).
Lo que no podemos asegurar es que los HFMA hayan pasado del mutualismo al
comensalismo e incluso al parasitismo como sugieren Johnson y colaboradores (2015).
El aumento de la colonizacion por déficit de P o de N, refuerza la teoria de que las
asociaciones simbioticas entre las raices de las plantas y los HFMA representan una de
las estrategias mas importantes para mejorar la nutricion de las plantas (Brady y Weil,
2010; Neumann y Martinoia, 2002). Que el agregado de N tenga menor impacto sobre la
colonizacion micorricica puede explicarse por la menor contribucion de los HFMA en la
nutricion nitrogenada de la planta que en la nutricién fosfatada. Se ha encontrado que
inocular una planta con HFMA aumenta la colonizacion, pero no la captura de N
proveniente de zonas enriquecidas (Hodge et al., 2000) lo cual indicaria una pobre
contribucién de los HFMA en la nutricion nitrogenada de las plantas. Esto podria ir en
linea con Jumpponen y colaboradores (2005) quienes encontraron que el enriquecimiento
con N causa cambios minimos en la colonizacion micorricica, pero cambia la
composicion de la comunidad de HFMA.

Las raices del maiz experimentan un aumento en su peso total y crecen en longitud y
profundidad a medida que avanza la estacion de crecimiento, desde la germinacion hasta
el estadio R2-R3, donde alcanzan sus valores maximos para estas variables (Mengel y
Barber, 1974; Peng et al., 2010). Estos valores se mantienen durante un par de semanas
antes de disminuir durante el periodo de rapido crecimiento reproductivo (Mengel y
Barber, 1974; Peng et al., 2010). Por consiguiente, la profundidad y el tamafio del sistema
radical incrementa hasta el inicio del llenado efectivo de los granos durante el avance de
la estacidn de crecimiento. A partir de este punto, la mayor parte de los asimilados se
dirige hacia la espiga, lo que resulta en una baja cantidad destinada a las raices (Andriani,
2000; Peng et al., 2010). Coincidentemente, observaciones realizadas en Balcarce indican
que las raices del cultivo de maiz alcanzan su maxima profundidad de exploracion del
suelo (alrededor de 2 m) durante la etapa de floracion (Otegui et al., 1995). En esta linea,
la simbiosis deberia verse afectada en el periodo reproductivo induciendo al hongo a
formar estructuras de resistencia (vesiculas), especialmente en los tratamientos no
fertilizados con N. La gran disminucion en la formacién de vesiculas en R1 puede deberse
a la gran oferta hidrica que tuvo el cultivo en ese estadio (ver Figura 2.2.7.1).

En sintesis, la fertilizacion a largo plazo demostré crear un ambiente favorable para
especies eficientes en la colonizacidn y persistencia, pero menos mutualistas desde el
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punto de vista nutricional. En este estudio, con los niveles de fertilizacion empleados se
manifestaron dos escenarios opuestos. Al inicio del ciclo del cultivo no hubo variacion
en la formacion de vesiculas, pero la adicion de P tuvo un efecto supresor en la formacion
de arbusculos lo que coincide con lo sefialado por Johnson y colaboradores (1997). Al
final del ciclo, no hubo diferencias entre los tratamientos en la formacion de arbdsculos,
pero si en la formacién de vesiculas. Podemos notar que la adicion de N disminuyo la
formacion de vesiculas lo que indicaria que los HFMA particionaron mayor proporcion
de C destinado a la formacion de arbusculos.

2.5 Conclusiones

Se logré cuantificar la incidencia de la fertilizacion fosfatada y nitrogenada de largo plazo
sobre la formacion de micorrizas, destacando a la fertilizacion fosfatada como la
moduladora de la micorrizacién en el cultivo de maiz. La fertilizacion fosfatada generd
cambios en la disponibilidad de P en 0 - 20 cm de profundidad. La adicion de P elevo la
disponibilidad del nutriente en el suelo, aumentando el crecimiento vegetal
principalmente en los estadios vegetativos del cultivo de maiz. La disponibilidad de P
afecto negativamente a la formacion de arbdsculos. Pero no fue consistente en el ciclo del
cultivo. Se acepta parcialmente la hipotesis A. EI N fue el mayor determinante del
rendimiento. Adicionalmente, la aplicacion de N redujo la formacion de vesiculas sélo al
final del ciclo del cultivo. Se acepta parcialmente la hipdtesis B. La absorcion de P y N
estuvo intimamente vinculada a la fertilizacion. Se acepta la hipotesis C.



Capitulo 3: Composicion de la comunidad de
HFMA asociada al cultivo de maiz en respuesta a
la fertilizacion fosfatada y nitrogenada.
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3.1 Introduccioén

La disponibilidad de nutrientes y la relacion hongo-planta afectan la composicion de la
comunidad de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA): se espera una
mayor abundancia y biomasa de HFMA cuando el P es mas escaso que el N (Johnson et
al., 2013; Lilleskov et al., 2019). En tales circunstancias, las plantas obtienen un beneficio
mayor al asignar C a los HFMA para la absorcién de P en lugar de destinarlo a la
absorcion de N, como se haria a través de sistemas radicales mas extensos. La forma en
que las plantas asignan C puede afectar tanto a la abundancia como a la diversidad de
HFMA, lo que sugiere que esta posible dependencia entre la limitacion de P y N podria
extenderse a la diversidad de estas comunidades. Por ejemplo, si las plantas reducen la
asignacion de C a los HFMA, la competencia podria llevar a la eliminacion de especies
raras, con el consiguiente descenso en la diversidad de HFMA (Liu et al., 2015; Knegt et
al., 2016). En este escenario, se podria esperar una mayor diversidad de HFMA en estados
enriquecidos con N, si dicho enriquecimiento lleva a que el P se convierta en el nutriente
mas limitante (Albornoz et al., 2023). Por otro lado, si el N es el nutriente mas escaso, las
plantas podrian optar por asignar el C a la absorcion de N en lugar de a los HFMA, lo que
posiblemente reduciria su diversidad (Liu et al., 2015). No obstante, aun existen
incognitas en cuanto a los efectos del enriquecimiento y la deplecion de N en los
ecosistemas limitados por P.

Varios estudios han demostrado que la fertilizacion tiene un impacto significativo en la
composicion de las comunidades de HFMA (Bainard et al., 2014; Hijri et al., 2006;
Gosling et al., 2013). Ademas, se registraron efectos negativos de la fertilizacion en las
funciones micorricicas (Johnson, 1993; Kahiluoto et al., 2009). En ambientes ricos en
nutrientes, las plantas tienden a reducir drasticamente la asignacion de recursos a las
estructuras micorricicas, lo que afecta la colonizacion y propagacion de las especies de
HFMA (Mader et al., 2000). Esta disminucién en la asignacion de fotoasimilados
aumenta la competencia por los recursos escasos dentro de la raiz. Como resultado, se
observa un cambio en el balance competitivo de las especies, favoreciendo a aquellas méas
agresivas en detrimento de las mas mutualistas (Kiers et al., 2002; 2008). Por ejemplo,
Bainard y colaboradores (2014) observaron que, frente a un aumento en la disponibilidad
de P en el suelo, las especies de Funneliformis y Septoglomus (dos géneros de la familia
Glomeraceae) incrementaban su abundancia dentro de la raiz, mientras que ocurria lo
contrario con el resto de las especies de HFMA. Como resultado, la fertilizacién a largo
plazo crea un ambiente mas favorable para especies eficientes en la colonizacion y
persistencia, pero menos mutualistas desde el punto de vista nutricional.

También se ha sugerido que los cambios en las comunidades de HFMA pueden reflejar
las estrategias de historia de vida tanto del hongo como del hospedero, utilizando el marco
de competidores, tolerantes al estrés o ruderales (Grime, 1979, Chagnon et al., 2013). En
este contexto, Chagnon y colaboradores (2013) propusieron clasificar a las familias
Gigasporaceae, Acaulosporaceae y Glomeraceae como competidores, tolerantes al estrés
y ruderales, respectivamente, en funcidn de sus caracteristicas funcionales. Los HFMA
competidores se caracterizan por una produccion elevada de hifas fuera de las raices, una
significativa transferencia de P al hospedero y la produccion tardia de esporas. Por otro
lado, los HFMA tolerantes al estrés presentan una tasa de crecimiento reducida, micelio
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de larga vida y resistencia a factores de estrés abiotico. En cambio, los HFMA ruderales
se destacan por su rapido crecimiento, la produccion temprana de esporas y tasas elevadas
de renovacion de hifas (Chagnon et al., 2013).

Las comunidades de HFMA con mas diversidad presentan mayor resiliencia y capacidad
de adaptacion a cambios ambientales (Fitter, 2005). En el caso particular de los sistemas
productivos pampeanos, donde las condiciones del suelo y practicas agricolas han
experimentado cambios significativos en las dltimas décadas, el impacto sobre las
comunidades de HFMA es practicamente desconocido. En la provincia de Cdrdoba
Faggioli y colaboradores (2019) describieron a las comunidades de HFMA asociadas al
cultivo de soja en campos con historias de uso contrastantes. Adicionalmente, al sur de la
provincia de Buenos Aires, Fernadez-Gnecco y colaboradores (2021) estudiaron las
comunidades microbianas asociadas al cultivo de soja y maiz con distinta intensificacion
productiva. La microbiota rizosférica es el entorno mas dinamico de la interaccion planta-
suelo-microorganismos, donde los microorganismos, las raices de las plantas y los
constituyentes del suelo interacttan (Hill et al., 2000; Bandyopadhyay et al., 2017). Para
abordar esta brecha de conocimiento, las tecnologias de secuenciacion de ultima
generacion, como la secuenciacion de alto rendimiento, ofrecen la posibilidad de
caracterizar las comunidades microbianas con alta resolucion y repetibilidad. Segun Hart
y colaboradores (2015), estas tecnologias son en un recurso fundamental para entender
las comunidades de HFMA. En este sentido, existen bancos de taxonomia molecular de
Glomeromycota que facilitan la comparacion de resultados con otros estudios (Kohout et
al., 2014). Por ejemplo, la secuenciacion de la porcion 18S rDNA se ha llevado a cabo en
numerosas muestras de suelo, raices y esporas, y se ha almacenado en la base de datos
MaarjaAM (Opik et al., 2010; 2013), una base de datos de acceso abierto reconocida
mundialmente por especialistas en el tema. En esta base de datos, las secuencias con mas
del 97% de similitud se agrupan para formar un "taxén virtual" o “taxa” (VTX),
identificados con un ndmero que los asocia a una especie o familia de HFMA. Por
ejemplo, el VTX00039 corresponde a un taxa que contiene secuencias de la familia
Gigasporaceae. Teniendo en cuenta la importancia del mantenimiento de la diversidad
HFMA para la resiliencia de la agricultura y la sensibilidad de estos hongos a las practicas
agrondmicas, las técnicas de secuenciacion masiva representan una herramienta clave
para generar informacion de vital importancia al momento de disefiar practicas de manejo
tendientes a optimizar los potenciales beneficios brindados por los HFMA.

3.1.1 Objetivo

Estudiar el impacto de la fertilizacion fosfatada y nitrogenada de largo plazo sobre la
composicion de las comunidades autoctonas de hongos formadores de micorrizas
arbusculares en suelo rizosférico.

3.1.2 Hipotesis

A) La fertilizacién altera la composicion de las comunidades de HFMA en suelo
rizosférico.
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B) La comunidad de HFMA estard mayormente compuesta por miembros de la familia
Glomeraceae.

C) La fertilizacion conjunta con P y N favorece el aumento de la abundancia de
Gigasporaceae, con respecto al resto de las situaciones de fertilizacion evaluadas.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1. Muestreo de suelo rizosférico

Durante la extraccion de muestras detallada en el Capitulo 2 se realizaron dos muestreos
de suelo rizosférico. Los muestreos se realizaron en las etapas de desarrollo vegetativo
(en el estadio fenoldgico V6: seis hojas completamente expandidas) y reproductivo (en el
estadio fenoldgico R1: inicio de la floracion) del cultivo de maiz (Ritchie y Hanway,
1982). Seis plantas pertenecientes a un metro lineal por unidad experimental fueron
seleccionadas aleatoriamente en cada momento de muestreo. Se recogieron
cuidadosamente plantas enteras usando una pala para recuperar raices intactas de 0-15 cm
de profundidad. Durante el muestreo, la biomasa aérea y las raices se separaron y
procesaron. Las muestras de biomasa aérea se utilizaron para determinar la acumulacion
de materia seca y absorcion de P y N (ver Capitulo 2). Las raices se utilizaron para dos
destinos distintos: a) cuantificacion de la micorrizacion (ver Capitulo 2) y b) la obtencion
de suelo rizosféerico para posterior extraccion de ADN. Para este ultimo punto, las raices
se manipularon cuidadosamente evitando la contaminacion entre tratamientos.

3.2.2. Recoleccidn de suelo de rizosfera y extraccion de ADN

Las raices se dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez secas se recolecto la porcion
de tierra adherida a las raices usando pinceles esteériles. El cepillado se uso6 para desalojar
suavemente las particulas de suelo de la superficie de la raiz y el material recolectado se
transfirio a un tubo Eppendorf estéril. Todas las muestras de suelo rizosférico se
almacenaron en freezer a -30°C hasta la extraccion de ADN. EI ADN gendmico se extrajo
utilizando DNeasy® PowerSoil® Pro-Kit (Qiagen), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La calidad y cantidad del ADN se comprob6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% y la espectrofotometria se realiz6 con los kits NanoDrop™ 2000 (Thermo
Fisher Scientific™) y Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific™) siguiendo los protocolos
indicados por el fabricante. EI ADN extraido se mantuvo a -20°C hasta su posterior
analisis de secuenciacion.

3.2.3. Secuenciacion

La evaluacién de Glomeromycota en el ADN de muestras de suelo de la rizosfera se
realiz6 mediante PCR y secuenciacién Miseq Illumina de la region SSU. Se realiz6 PCR
semi-anidada para aumentar el rendimiento del amplicon HFMA objetivo. La primera
reaccion de PCR se llevé a cabo con los cebadores especificos de HFMA AML1 y AML2
que produjeron un fragmento de aproximadamente 800 pb del gen 18S rRNA (Lee et al.,
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2008). La reaccion de PCR semi-anidada se llevé a cabo con los cebadores NS31 (Simon
et al.,, 1992) y AML2, lo que produjo un amplicon de 550 pb. La preparacion y
secuenciacion de la biblioteca se llevd a cabo en el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Unidad de Genomica, Castelar, Buenos Aires, Argentina. Las
lecturas sin procesar estan disponibles en el National Center for Biotechnology
Information (NCBI) con el nimero de proyecto PRIEB53717.

3.2.4. Andlisis Bioinformatico

La exploracion preliminar de datos sin procesar se realizd6 con FastQC 0.12.0
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Debido a que la calidad
promedio de las lecturas del secuenciador de R2 (reverse read) fue <25, en este estudio
sOlo se usaron lecturas de R1 (forward read). Las lecturas se truncaron a 180 bases y las
secuencias con un error esperado > 1 se descartaron mediante USEARCH v.11 (Edgar,
2010). Las lecturas restantes se colapsaron en tipos de secuencia Unicos por muestra,
conservando los recuentos de lectura y excluyendo singletons. Estas secuencias sirvieron
como entrada para el agrupamiento en OTU (Operational Taxonomic Unit) con una
similitud de secuencia del 97% siguiendo a Opik y colaboradores (2010), usando
USEARCH, mientras eliminaba simultdneamente secuencias supuestamente quimericas.
Las secuencias representativas se sometieron a una busqueda de similitud en la base de
datos MaarjAM (estado de septiembre de 2021, Opik et al., 2010) y se asignaron a taxones
virtuales (VTX) utilizando USEARCH v.11 (Edgar, 2010). Las OTUs que no tenian al
menos un 90 % de similitud en un minimo de 150 bases con ninguna secuencia de
Glomeromycota en la base de datos de MaarjAM se excluyeron del analisis adicional.

3.2.5. Diversidad alfa

La diversidad alfa es un término utilizado en ecologia para describir la diversidad de
especies dentro de una comunidad o un habitat especifico. Representa la riqueza de
especies y la abundancia relativa de esas especies en un area delimitada. Basicamente, la
diversidad alfa se refiere a la variedad de especies en un ecosistema particular. Los
componentes clave de la diversidad alfa son: a) riqueza de especies: el niUmero total de
diferentes especies presentes en la comunidad. b) equitatividad o uniformidad: la
distribucién relativa de individuos entre las diferentes especies. Una comunidad donde
todas las especies tienen un namero similar de individuos tiene alta equitatividad. La
diversidad alfa se puede medir mediante indices de diversidad. Los indices de diversidad
son métodos que combinan riqueza y equitatividad, como el indice de Shannon y el indice
de Simpson, entre otros (Magurran y McGill, 2011).

El indice de Shannon, también conocido como indice de diversidad de Shannon-Weaver,
es una medida comunmente utilizada en ecologia para cuantificar la diversidad de
especies en una comunidad. Este indice tiene en cuenta tanto la riqueza de especies (el
namero de especies presentes) como la equitatividad (la distribucion de los individuos
entre las especies). El indice de Shannon (H') se calcula utilizando la siguiente formula:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJEB53717
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S
H = —Z(pi - In pi)
i=1

donde:

S es el nimero total de especies (riqueza de especies).
pi es la proporcidn de individuos de la especie i en la comunidad total.
In es el logaritmo natural.

Valores bajos del indice indican menor diversidad, lo que puede significar una comunidad
dominada por una o pocas especies. Contrariamente, valores méas altos del indice indican
mayor diversidad, sugiriendo una comunidad con una distribucion méas equitativa de
individuos entre las especies.

El indice de Simpson es otra medida cominmente utilizada en ecologia para cuantificar
la biodiversidad en una comunidad. A diferencia del indice de Shannon, que pone un
énfasis mas igual en la riqueza y la equitatividad de especies, el indice de Simpson da
mas peso a las especies dominantes en una comunidad. El indice de Simpson (D) puede
expresarse:

pi

W)
Il
i
N

donde:

S es el numero total de especies (riqueza de especies).

pi es la proporcion de individuos de la especie i en la comunidad total, calculada como
pi= ni/N.

ni es el nimero de individuos de la especie i.

N es el nimero total de individuos de todas las especies.

El valor de D varia entre 0 y 1. Un valor de 0 indica infinita diversidad (hipotético, ya
que no ocurre en la realidad). Un valor de 1 indica que la comunidad estd dominada por
una sola especie.

Tanto el indice de Shannon como el indice de Simpson fueron utilizados para evaluar la
diversidad alfa de las comunidades de HFMA en suelo rizosférico.

3.2.6. Analisis estadistico

Para la estimacion de los indices de diversidad, se realizo la rarefaccion por un nimero
minimo de lecturas con la funcion ‘rarefy’ del paquete vegan de R (Oksanen et al., 2015).
Los indices de diversidad, la abundancia relativa de lecturas y el nimero de VTX por
familia se analizaron utilizando modelos lineales generalizados utilizando una
distribucién de Poisson. Cuando el valor-p de la prueba fue <0,05, las medias se
compararon mediante la prueba HSD Tukey después de la correccion de Bonferroni. Los
estimadores asintoticos (riqueza y abundancia relativa) de cada familia micorricica
censada entre los tratamientos diferenciales de fertilizacion en el cultivo de maiz, tanto
para su etapa vegetativa como reproductiva, se compararon mediante Modelos Lineales
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Generalizados Mixtos (GLMMs) (Zuur et al., 2013). Como variables de respuesta se
utilizaron los estimadores asintéticos de las diferentes familias de micorrizas reportadas,
y los tratamientos fueron la variable categorica (factor fijo). Se utilizd la categoria
"Blogque" como variable aleatoria. La distribucién de errores que mejor se ajustd a
nuestros datos fue la de Poisson (link=log). Para seleccionar la mejor estructura para los
GLMM, utilizamos el criterio de informacion de Akaike (AIC) para seleccionar el modelo
que mejor representaba nuestra variabilidad, eligiendo el modelo no nulo con el valor de
AIC mas bajo (Bates et al., 2014; Bates, 2015). Usamos la funcién anova del paquete
"stats" para comparar modelos. Verificamos los supuestos de los modelos informados
utilizando el paquete de "performance” version 0.10.2 (Ludecke et al., 2021). Todos los
célculos se realizaron con el software estadistico R version 4.1.3 (RStudio Team, 2022).
Usamos las funciones glm, glmer y glmer.nb del paquete "Ime4" versién 1.1-27.1 para
determinar la importancia de los modelos. Para la comparacién de diferentes categorias
correspondientes a un factor fijo, utilizamos la funcién LSD.test del paquete "agricolae"
version 1.3-5. Para los gréficos se utilizd la funcion ggpredict del paquete "ggeffects”
version 1.1.1 (Ludecke, 2018) y las herramientas gréficas del paquete "ggplot2" version
3.3.5. Para evaluar el impacto de las practicas de fertilizacion en la composicion de las
comunidades de HFMA, se evaluo el andlisis de varianza permutacional multiple
(perMANOVA) usando la funcién 'adonis', y luego se graficd con una escala dimensional
no metrica bidimensional (k = 2) (NMDS) usando la funcion 'metaMDS' del paquete
vegan de R (Oksanen et al., 2015). La correlacion lineal entre la ordenacion y los rasgos
de la planta se evaluo utilizando la funcion ‘envfit' del paquete vegan después del analisis
NMDS. Los vectores significativamente relacionados con la composicion de la
comunidad (p<0,05) se trazaron en la figura NMDS. Los VTX significativos asociados a
los tratamientos de fertilizacion se estimaron mediante el analisis LEfSe basado en la
prueba de kruskal-wallis y LDA utilizando la funcion ‘lIdamarker’ del paquete microbiano
de R (https://github.com/guokai8/microbial). Luego, para generar las cifras con los
marcadores VTX significativos, utilizamos la funcion 'plotLDA' del paquete microbiano
(https://github.com/guokai8/microbial).

3.3 Resultados

3.3.1. Secuenciacién

Se secuencid con éxito el ADN gendmico de HFMA de 32 muestras de suelo rizosférico
de plantas de maiz, sometidas a tratamientos contrastantes de fertilizacién a largo plazo
con P y N. Después del procesamiento de las secuencias, un total de 3.940.868 lecturas
llevaban un cédigo de barras correcto (la secuencia del cebador correcto) y 3.859.452
coincidieron (similitud > 97%) con un taxon virtual de la base de datos MaarjAM (Opik
et al., 2010). EIl analisis de rarefaccion reveld que este esfuerzo de secuenciacion fue
suficiente para detectar valores representativos de riqueza de HFMA en las muestras
estudiadas, segun lo mostrado por las curvas de rarefaccion asintéticas (Figura 3.3.1.1).
Que la curva llegue a la asintota implica que las diferencias en el nimero de secuencias
encontradas en los distintos tratamientos no alteran la riqueza de los VTX encontrados.
Esto permite que los resultados obtenidos sean comparables. La linea punteada que corta
al eje “x” indica el nimero minimo de secuencias necesarias para alcanzar un determinado
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namero de especies observadas. Es decir, muestra el esfuerzo de muestreo requerido para
encontrar una cantidad especifica de especies. La linea punteada que corta al eje “y”
representa el namero estimado de VTX que se esperaria encontrar en una muestra cuando
el tamafo de la muestra es minimo. Basicamente, esta interseccion proporciona una
estimacion inicial de la diversidad presente en la comunidad a partir de la muestra mas

Riqueza de VTX

— Vegstativo
=== Reproductivo
| I

0 50000 100000 150000 200000 250000 300000

Numero de secuencias

pequefia posible. Este punto en el eje Y es crucial porque indica la riqueza de especies
estimada a partir de la menor cantidad de esfuerzo de muestreo. A medida que se
incrementa el tamafio de la muestra (movimiento hacia la derecha en el eje X), se espera
que el numero de especies observadas también aumente, alcanzando eventualmente una
asintota que refleja el nimero total de especies presentes en la comunidad estudiada.

Figura 3.3.1.1. Analisis de rarefaccion de secuencias. La linea de puntos perpendicular al eje “x”
(NUumero de secuencias) indica el nimero minimo de secuencias necesarias para alcanzar un
determinado nimero de especies observadas. La linea de puntos perpendicular al eje “y” (Riqueza
de VTX) representa el nimero estimado de VTX que se esperaria encontrar en una muestra
cuando el tamafio de la muestra es minimo. PONO testigo; PON1 fertilizado con N; P1NO
fertilizado con P; P1NL1 fertilizado con P y N. Vegetativo: estadio fenoldgico V6. Reproductivo:
estadio fenoldgico R1.

3.3.2. Diversidad alfa

En la etapa vegetativa, los indices de diversidad no difirieron entre los tratamientos
(Cuadro 3.3.2.1). Los valores de riqueza observada variaron entre 68,5y 74,5 VTX por
muestra, 2,2 y 2,4 para el indice de Shannon, y 0,8 y 0,9 para el indice de Simpson
(Cuadro 3.3.1). En contraste, en la etapa reproductiva, los tratamientos N1 mostraron
valores mas altos de riqueza observada e indice de Shannon que NO, independientemente
del nivel de P. La riqueza observada varid entre 66 y 68 VTX por muestra en los
tratamientos N1, y entre 50 y 59 VT X por muestra en los tratamientos NO, mientras que
el indice de Shannon alcanz6 2,7 en N1 y de 2,4 a 2,5 en los tratamientos NO (Cuadro
3.3.2.1).
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Cuadro 3.3.2.1. Indices de diversidad alfa de HFMA en el estadio vegetativo y reproductivo del
cultivo de maiz.

Tratamiento Vegetativo (V6) Reproductivo (R1)
Observado Shannon Simpson  Observado  Shannon  Simpson
PONO 70,7+4,03 2,4+0,07 0,9+0,02 59+438b 2,4+0,22b 0,9+0,04
PON1 74,5+4,25 2,3+0,21 0,8+0,06 68+2,61a 2,7+0,08a 0,9+0,02
P1NO 68,5+5,68 2,3+0,10 0,8+0,02 50+7,60b 2,5+0,11b 0,9+0,01
PIN1 69,246,46 2,2+0,15 0,8+0,04 66+5,08a 2,7+0,06a 0,9+0,01
ANOVA valor-p
P 0,4894 0,3234  0,5634 0,2540 0,7726 0,5376
N 0,6756 0,4022  0,1384 0,0205 0,0434 0,1383
P*N 0,7797 0,9210  0,9816 0,4638 0,9275 0,9724

Nota: media + error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de las columnas
mediante analisis post hoc de Tukey después de la prueba ANOVA. PONO testigo; PON1 fertilizado con N;
PANO fertilizado con P; P1N1 fertilizado con P y N. Vegetativo: estadio fenologico V6. Reproductivo:
estadio fenoldgico R1.

3.3.3. Composicion de la comunidad

En general, en este estudio detectamos 3 clases, 10 familias, 12 géneros y 146 VTX de
Glomeromycota. Los Glomeromycetes, Paraglomeromycetes y Archaeosporomycetes
representaron el 76,9%, 13,6% y 7,5% de la abundancia relativa, respectivamente,
mientras que el 2% de las lecturas no coincidieron con la base de datos MaarjAM. Las
familias detectadas fueron Glomeraceae (68,1% de abundancia relativa),
Paraglomeraceae (13,6%), Claroideoglomeraceae (4,4%), Ambisporaceae (3,3%),
Geosiphonaceae  (2,9%), Diversisporaceae  (1,8%), Gigasporaceae  (1,8%),
Achaeosporaceae (1,3%), Acaulosporaceae (0,8%) y Pacisporaceae (0,01%) (Figura
3.3.3.1).

A Vegetativo B  Reproductivo
v I . - - o - - - .Acall.losm‘)raceae
. Ambisporaceae
. . . .Achaeosporaceae
. Claroideoglomeraceae
. Diversisporaceae
. Geosiphonaceae
Gigasporaceae
Glomeraceae
.Pacisporaceae

Abundancia relativa

. 000 — Paraglomeraceae
PONO PON1 PINO PINI PONO PON1 PINO0O PINI . Desconocido

Figura 3.3.3.1. Abundancia relativa de familias de HFMA asociadas al cultivo de maiz. A: estadio
fenoldgico V6. B, estadio fenoldgico R1. PONO testigo; PON1 fertilizado con N; P1NO fertilizado
con P; P1N1 fertilizado con P y N.

Los analisis de perMANOVA (andlisis multivariado permutado de la varianza) y NMSD
(Non-Metric Multidimensional Scaling o Escalamiento Multidimensional No Métrico, en
espafol) revelaron diferencias estadisticamente significativas entre la composicion de
comunidades en los tratamientos de P (PO vs P1) con un valor p de 0,047 y 0,039 en los
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estadios fenoldgicos V6 y R1, respectivamente (Cuadro 3.3.3.1). Las comunidades de
HFMA de los tratamientos PONO y PON1 se ubicaron juntos mientras que los tratamientos
PINO y P1N1 se agruparon entre si separandose de los tratamientos que no recibieron P.
Este patron pudo notarse tanto en el estadio vegetativo como en el estadio reproductivo
del cultivo (Figura 3.3.3.2).

Cuadro 3.3.3.1. Andlisis de comparacion de la composicién de comunidades de HFMA
(perMANOVA). En negrita valores p significativos, a: 0,05. Analisis basado en la matriz de
abundancia relativa.

Vegetativo (\V6) Reproductivo (R1)

Modelo gl SC R? F  ValorP gl SC R? F  ValorP
P 1 0,250 0,107 17,656 0,047 1 0,345 0,107 17,112 0,039
N 1 0,174 0,074 12,295 0,247 1 0,209 0,065 10,378 0,428
P*N 1 0,213 0,091 15,024 0,107 1 0,230 0,071 11,425 0,308
Residual 12 170 0,727 12 24 0,755

Total 15 234 100 15 32 100

Nota: Vegetativo: estadio fenolégico V6. Reproductivo: estadio fenolégico R1.

El efecto de la fertilizacion con P y N sobre el nimero de OTUs pertenecientes a cada
familia se observa en los Cuadros 3.3.3.2 y 3.3.3.3, respectivamente. El agregado de P
(P1) disminuyé el nimero de OTUs en la familia Glomeraceae de 154,9 a 122,7 (un
26,2% menos) en el estadio vegetativo y de 146,2 a 115,2 (un 26,9% menos) en el estadio
reproductivo (Cuadro 3.3.3.2).

A Vegetativo B Eeproductivo
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Figura 3.3.3.2. Composicién de la comunidad de HFMA (NMDS) presentes en la rizosfera del
cultivo de maiz. (A) muestras tomadas en estadio fenoldgico V6 (stress=0,095), y (B) muestras
tomadas en estadio fenolégico R1 (stress=0,13). Los andlisis estan basados en disimilitud de
Bray-Curtis. Las elipses (PO y P1) indican una unidad de desviacién estandar alrededor del
centroide de cada grupo. PONO testigo; PONL1 fertilizado con N; P1NO fertilizado con P; PIN1
fertilizado con Py N.
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Cuadro 3.3.3.2. Efecto de la fertilizacion a largo plazo con P (comparaciones PO vs P1) en el
nimero de OTUs (media + error estandar) pertenecientes a familias de HFMA en la rizosfera de
plantas de maiz en etapas vegetativas y reproductivas.

Vegetativo (V6)

Familia PO b1 e T
Acaulosporaceae 7,4+0,96 5,4+0,82 ns
Ambisporaceae 10,7+1,29 11,6+1,35 ns
Achaeosporaceae 3,2+0,65 3,7+0,76 ns
Claroideoglomeraceae 9,5+1,09 9,1+1,07 ns
Diversisporaceae 11,9+1,22 9,9+1,11 ns
Geosiphonaceae 6,2+1,21 7,3+1,36 ns
Gigasporaceae 12,6+1,38 10,3+1,23 ns
Glomeraceae 154,9+8,44 a 122,7£6,92 b 29,95 0,0001
Paraglomeraceae 33,8+3,64 33,9+3,64 ns
Familia Reproductivo (R1) _ i
PO P1 FO PO
Acaulosporaceae 4,1+0,72 5,0+0,79 ns
Ambisporaceae 7,6x1,00 7,5+0,99 ns
Achaeosporaceae 2,0+0,50 2,9+0,64 ns
Claroideoglomeraceae 8,0£1,00 8,9+1,05 ns
Diversisporaceae 6,3+0,88 6,8+0,92 ns
Geosiphonaceae 3,7£0,72 3,9+0,75 ns
Gigasporaceae 8,8+1,73 9,2+1,84 ns
Glomeraceae 146,2+14,27 a 115,2+#11,37b 29,95 0,0001
Paraglomeraceae 26,5+1,82 29,0+1,90 ns

(*) Valores F y P del test de Wald, letras diferentes indican diferencias significativas entre la fertilizacion
PO y P1 para las etapas de desarrollo vegetativo y reproductivo de las plantas por separado. Para los
modelos lineales generalizados mixtos (GLMMSs), se utilizd una distribucion de error Poisson
(enlace=logaritmo).

El agregado de N (N1) tuvo un mayor efecto sobre el nimero de OTUs pertenecientes a
cada familia estudiada si lo comparamos con el P, especialmente en el estadio
reproductivo del cultivo (Cuadro 3.3.3.3). En el estadio vegetativo el agregado de N
afecto positivamente al nimero de OTUs en la familia Archaeosporaceae llevando este
valor de 2,4 en NO a 4,7 en N1, es decir, un aumento del 95,8% (Cuadro 3.3.3.3). En el
estadio fenologico R1 del cultivo de maiz se registré un aumento del nimero de OTUs en
8 de 9 familias, siendo la familia Diversisporaceae la Unica que no respondi6 al agregado
de N. Con un aumento promedio de 90,4% en el nimero de OTUs en las 8 familias
afectadas por el N, la familia Glomeraceae present6 el aumento mas modesto de 26,4%,
mientras la familia Ambisporaceae fue la mas afectada por el N, con un aumento de 150%
sobre el nimero de OTUs (Cuadro 3.3.3.3). La familia Pacisporaceae se observo
solamente en las muestras de los tratamientos PONO y PON1 tomadas en el estadio
reproductivo, lo que imposibilit6é analizar la familia Pacisporaceae estadisticamente.
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Cuadro 3.3.3.3. Efecto de la fertilizacion a largo plazo con N (es decir, NO y N1) en el nmero de
OTUs (media = error estandar) pertenecientes a familias de HFMA en la rizosfera de plantas de
maiz en etapas vegetativas y reproductivas.

Vegetativo (V6)

Familia NO N1 FO  p®
Acaulosporaceae 6,0+0,87 6,8+0,92 ns
Ambisporaceae 10,6+1,28 11,7+1,36 ns
Achaeosporaceae 2,4+0,54 b 4,7£0,82 a 567 0,033
Claroideoglomeraceae 8,9+1,05 9,7+1,10 ns
Diversisporaceae 11,0+1,17 10,7+1,16 ns
Geosiphonaceae 6,0+1,19 7,37£1,38 ns
Gigasporaceae 10,6x1,24 12,3+1,33 ns
Glomeraceae 140,0+7,73 137,7+7,62 ns
Paraglomeraceae 34,5+3,69 33,4+3,59 ns
- Reproductivo (R1)
Familia - -
NO N1 FO  pO
Acaulosporaceae 2,620,57 b 6,5+0,90 a 12,3 0,003
Ambisporaceae 4,6x0,77 b 10,5+1,19 a 17,27 0,001
Achaeosporaceae 1,4+0.45b 3,3+£0,64 a 4,88 0,045
Claroideoglomeraceae 6,1+0,88 b 10,7£1,16 a 9,88 0,007
Diversisporaceae 6,0+0,87 7,0+0,94 ns
Geosiphonaceae 2,7£0,61 b 4,9+0,85 a 508 0,04
Gigasporaceae 6,9+1,40 b 10,7£1,88 a 555 0,034
Glomeraceae 115,4+11,39 b 145,9+14,25 a 29,01 0,001
Paraglomeraceae 20,9£1,62 b 34,6+2,08 a 26,68 0,001

(*) Valores F y P del test de Wald, letras diferentes indican diferencias significativas entre la fertilizacion
NO y N1 para las etapas de desarrollo vegetativo y reproductivo de las plantas por separado. Para los
modelos lineales generalizados mixtos (GLMMSs)GLMMs, se utilizd una distribucion de error Poisson
(enlace=logaritmo).

Se evaluo el efecto simple de cada tratamiento (PONO, PINO, PON1 y P1N1) sobre la
abundancia relativa de cada familia (Cuadro 3.3.3.4) y sobre el nimero de OTUs dentro
de cada familia perteneciente a Glomeromycota (Cuadro 3.3.3.5) en diferentes estadios
del cultivo. La abundancia relativa de Acaulosporaceae, Ambisporaceae,
Claroideoglomeraceae, Diversisporaceae, Geosiphonaceae y Paraglomeraceae mostraron
respuesta a los tratamientos en el periodo vegetativo del cultivo (Cuadro 3.3.3.4).
Acaulosporaceae, Claroideoglomeraceae y Geosiphonaceae manifestaron la menor
abundancia en el testigo (PONO), lo que indica que el uso de fertilizantes aumenté la
abundancia relativa de las familias. Ambisporaceae tuvo una reduccion de su abundancia
con el agregado de N (tratamientos PON1 y P1N1). Diversisporaceae presentd su mayor
abundancia relativa en el testigo, exponiendo que el agregado de fertilizantes tendié a
disminuir su abundancia relativa. Paraglomeraceae tuvo un aumento de su abundancia
relativa con el agregado de N, pero solamente cuando no se agregd P (tratamiento PON1)
(Cuadro 3.3.3.4). Pasando al estadio reproductivo del cultivo, Acaulosporaceae,
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Ambisporaceae, Claroideoglomeraceae y Glomeraceae manifestaron respuesta a los
tratamientos. Acaulosporaceae y Claroideoglomeraceae presentaron su mayor
abundancia relativa en ambientes de alta fertilidad (tratamiento P1N1). Ambisporaceae
aument6 su abundancia relativa con el agregado de P y N por separado (tratamientos
PINO y PON1). Glomeraceae se vio afectada negativamente con el agregado de P en
escenarios de baja oferta de N (tratamiento P1INO) (Cuadro 3.3.3.4).

Cuadro 3.3.3.4. Abundancia relativa de cada familia dentro de cada tratamiento. Se informan los
estimadores asintéticos promedios (EE) de cada familia de micorrizas (OTUs observados)
evaluados. También se incluyen las estadisticas del test de Wald (Valor P) para las
comparaciones. Para los GLMMs, se utiliz6 una distribucion de error Gamma (enlace=logaritmo).
Tratamientos: PONO testigo; PINO fertilizado con P; PON1 fertilizado con N; P1N1 fertilizado
conPyN.

Tratamiento

Familia PONO P1NO PON1 PIN1 ValorP
Vegetativo (\V6)
Acaulosporaceae 0,00424+0,0013b 0,01+0,004a 0,01+0,0016 ab 0,01+0,0016 ab 0,0432
Ambisporaceae 0,0540,04 a 0,1440,09a  0,01+0,0045b 0,0021+0,0014 b 0,0033
Achaeosporaceae NC
Claroideoglomeraceae  0,01+0,0031b  0,03x0,01a  0,02+0,01a 0,05¢0,01a  0,0037
Diversisporaceae 0,02+¢0,01a  0,01+0,0026 b 0,01+0,0029 ab  0,01+0,01ab  0,0491
Geosiphonaceae 0,0013+0,0053b  0,03+0,01a 0,02+0,01 a 0,03+0,01a  0,0005
Gigasporaceae 0,02+0,01 0,01+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 ns
Glomeraceae 0,77+0,05 0,65+0,04 0,66+0,04 0,74+0,05 ns
Paraglomeraceae 0,094£0,02 b 0,1240,02 b 0,20+0,03 a 0,11+0,02b  0,0487
Desconocido 0,01+0,0047 0,01+0,0036 0,01+0,0045  0,0045+0,0019 ns
Reproductivo (R1)

Acaulosporaceae 0,0014+0,0012b 0,01+0,01ab 0,01+0,0047 ab  0,02+0,02a  0,0416
Ambisporaceae 0.01+0,0043 b 0,07£0,04 a 0,03£0,02ab  0,01+0,0044 b 0,0451
Achaeosporaceae NC
Claroideoglomeraceae ~ 0,02+0,01 b 0,03£0,01 b 0,04+0,01 ab 0,11+0,04a  0,0455
Diversisporaceae 0,03+0,01 0,03+0,01 0,04+0,02 0,02+0,01 ns
Geosiphonaceae 0,05+0,03 0,01+0,01 0,02+0,01 0,01+0,01 ns
Gigasporaceae NC
Glomeraceae 0,64+0,06 a 0,41+0,04 b 0,67+0,07 a 0,66+0,06a  0,0031
Paraglomeraceae 0,14+0,06 0,18+0,07 0,12+0,05 0,11+0,04 ns
Desconocido 0,02+0,01 b 0,04+0,03 a 0,01+0,01 b 0,02£0,01 b  0,0411

Referencias: NC = No Convergencia; ns = no significativo. Promedios con letras diferentes presentan
diferencias significativas dentro de cada familia (p < 0.05).

Mdltiples familias presentaron variaciones en su composicion, es decir, el namero de
OTUs que conforman cada familia en respuesta a los tratamientos evaluados (Cuadro
3.3.3.5). En el estadio vegetativo del cultivo, dos familias variaron su composicion en
respuesta a los tratamientos. La familia Archaeosporaceae presenté sus mayores valores
en los tratamientos con N (PON1 y P1N1). Por su parte, la familia Glomeraceae presentd
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sus valores mas bajos con el agregado de P (PLNOy P1N1) (Cuadro 3.3.3.5). En el periodo
reproductivo se registré un mayor efecto de los tratamientos sobre las familias de HFMA.
Acaulosporaceae, Ambisporaceae, Claroideoglomeraceae y Paraglomeraceae
aumentaron el nimero de OTUs con la fertilizacion con N (PON1 y P1N1). Por su parte,
Glomeraceae mostré una reduccion en su nimero de OTUs con el agregado de P (P1NO)
y un aumento con el agregado de N (PON1) (Cuadro 3.3.3.5).

Cuadro 3.3.3.5. Numero de especies por familia. Se informan los estimadores asint6ticos
promedios (EE) de cada familia de micorrizas (OTUs observados) evaluados. También se
incluyen las estadisticas del test de Wald (Valor P) para las comparaciones. Para los GLMMs, se
utilizé una distribucion de error de Poisson (enlace=logaritmo). Tratamientos: PONO testigo;
P1NO fertilizado con P; PON1 fertilizado con N; P1N1 fertilizado con P y N.

Tratamiento

Familia PONO P1NO PON1 PIN1 Valor P
Vegetativo (V6)
Acaulosporaceae 6,00+1,22 6,00+1,22 8,75+1,48 4,75+1,09 ns
Ambisporaceae 8,70+1,54 12,43+1,88 12,68+1,90 10,69+1,73 ns
Achaeosporaceae 1,75+£0,66 b 3,00£0,87 ab 4,75+1,09 a 4,67+£1,25ab  0,0341
Claroideoglomeraceae 9,25+1,52 8,50+1,46 9,75+1,56 9,75+1,56 ns
Diversisporaceae 13,25+1,82 8,75+1,48 10,50+1,62 11,00+1,66 ns
Geosiphonaceae 5,56+1,38 6,52+1,54 677+1,58 7,97+£1,76 ns
Gigasporaceae 11,21+£1,75 9,96+1,64 13,95+1,97 10,71+1,70 ns
Glomeraceae 159,06+9,71a 120,97+7,86 b 150,84+9.31a 124,46+8,03b 0,0012
Paraglomeraceae 32,00+4,00 36,92+4,46 35,69+4,34 31,01£3,90 ns
Reproductivo (R1)

Acaulosporaceae 2,25+0,75 ¢ 3,00£0.87 bc  6,00+1,22 ab 7,00£1,32a  0,0285
Ambisporaceae 4,99+1,13 b 4,24+1,04 b 10,23+1,63 a 10,73+1,67a  0,0109
Achaeosporaceae 1,25+0,56 1,67%0,75 2,75+0,83 3,750,97 ns
Claroideoglomeraceae 6,50+£1,27 b 5,75£1,20 b 9,50+1,54 ab 12,00£1,73a  0,0400
Diversisporaceae 5,25+1,15 6,75+1,30 7,25+1,35 6,75+1,30 ns
Geosiphonaceae 2,73+0,84 2,73+0,84 4,71+1,13 5,21+1,19 ns
Gigasporaceae 7,23+1,65 6,63+1,83 10,60+2,16 10,84+2,20 ns
Glomeraceae 133,81+13,72 b 96,98+10,27 ¢ 158,61+16,04 a 133,32+13,68 b 0,0001
Paraglomeraceae 21,50+2,32b  20,25+2,25b  31,50+2,81 a 37,75+3,07a  0,0015

Referencias: NC = No Convergencia; ns = no significativo. Promedios con letras diferentes presentan
diferencias significativas dentro de cada familia (p < 0.05).

3.3.4. Biomarcadores

El método LDA (Abundancia Diferencial Logaritmica) es utilizado para identificar
diferencias en la abundancia de caracteristicas (como genes o especies) entre diferentes
condiciones o grupos. Sirve para encontrar los VTX marcadores de cada situacion. Se
utiliza para determinar la importancia de los taxones expresados de manera diferencial
para la comunidad microbiana. Se realiz6 un analisis LDA en ausencia de P (PO) vs en
presencia de P (P1), y en ausencia de N (NO) vs en presencia de N (N1) (Figura 3.3.4.1).
En el periodo vegetativo, los taxas indicadores de PO correspondieron a las familias
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Glomeraceae (VTX00107 - Glomus sp. y VTX00217 - Glomus kottke), Paraglomeraceae
(VTX00348 - Paraglomus alguacil), Achaeosporaceae (VTX00004 - Archaeospora
wirsel), y Gigasporaceae (VTX00041 - Scutellospora castanea). En P1 los taxas
indicadores pertenecieron a las familias Glomeraceae (VTX00114 - Glomus sp., y
VTX00111 - Glomus sp.), Geosiphonaceae (VTX00241 - Geosiphon pyriformis), y

Claroideoglomeraceae (VTX00193 - Claroideoglomus lamellosum) (Figura 3.3.4.1 A).

A Vegetative B Reproductive
Glomeraceae_VTX00107 Glomeraceae VTX00063 |
Paraglomeraceae_YTX00348
Glomeraceae_WTX00217 Glomeraceae_VTX00409
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Figura 3.3.4.1. VTX que respondieron a los tratamientos de P en el estadio fenoldgico V6 (A) y
en el estadio fenoldgico R1 (B) PO: sin agregado de P. P1: con agregado de P. VTX que
respondieron a los tratamientos de N en el estadio fenoldgico V6 (C) y en el estadio fenol6gico
R1 (D). NO: sin agregado de N. N1: con agregado de N. LDA: log-ratio differential abundance
analysis.

En el periodo reproductivo del cultivo, los taxa indicadores de PO correspondieron a las
familias Glomeraceae (VTX00063 - Glomus viscosum, VTX00409 - Glomus torrecillas,
y VTX00079 - Glomus sp.), y Diversisporaceae (VTX00040 - Diversispora sp.). En P1
los taxas indicadores pertenecieron a las familias Glomeraceae (VTX00319 - Glomus sp.
y VTX00322 - Glomus sp.), y a la familia Diversisporaceae (VTX00061 - Diversispora
epigaea) (Figura 3.3.4.1 B). Respecto al N, en el periodo vegetativo, el taxa indicador de
NO correspondio a la familia Diversisporaceae (VTX00262 - Redeckera fulvum) mientras
que en N1 los taxas indicadores pertenecieron a las familias Glomeraceae (VTX00270 -
Glomus yamato, y VTX00217 - Glomus kottke), y a la familia Paraglomeraceae
(VTX00350 - Paraglomus alguacil) (Figura 3.3.4.1 C). En el periodo reproductivo del
cultivo, en N1 los taxas indicadores pertenecieron a las familias Glomeraceae
(VTX00302 - Glomus sp., VTX00090 - Glomus manihotis, Voyriella - Glomus voyriella,
y VTX00073 - Glomus sp.), Paraglomeraceae (VTX00352 - Paraglomus alguacil, y
VTX00350 - Paraglomus alguacil), Acaulosporaceae (VTX00231 - Acaulospora sp.),
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Achaeosporaceae  (VTX00005 - Archaeospora sp.), Claroideoglomeraceae
(Claroideoglomeracea VIN - Claroideoglomus sp., VTX00193 - Claroideoglomus
lamellosum, y Claroideoglomerécea - Claroideoglomus sp.) (Figura 3.3.4.1 D). A su vez,
los tres VTX més abundantes a nivel general, en el estudio realizado, fueron VTX00111
(Glomus afrothismia), VTX00063 (Glomus viscosum) y VTX00308 (Paraglomus glom)
conun 18,28, 8,21y 6,92% de abundancia relativa, respectivamente.

3.4 Discusidén

La familia Glomeraceae fue la mas abundante el suelo rizosférico, como era de esperarse
en un agroecosistema. Este ambiente cultivado favorece a las especies ruderales frente a
las tolerantes al estrés y a las especies competidoras (Grime, 1979, Chagnon et al., 2013).
Este ensayo fue realizado bajo siembra directa, donde predominé Glomeraceae y no se
observo respuesta de la familia Gigasporaceae. Se sabe que la labranza altera la
colonizacion de HFMA en maiz. Tatewaki y colaboradores (2023) encontraron que las
comunidades de HFMA se vieron alteradas por la presencia o ausencia de labranza;
especificamente, la labranza aumenté la dominancia de las Gigasporaceae, mientras que
la no labranza aumento la dominancia de las Acaulosporaceae

La aplicacion de N incremento la diversidad alfa de las comunidades de HFMA,
aumentando el namero de VTX lo que también se manifesto en el indice de Shannon. A
mayor nimero de VTX distintos por muestra, la diversidad alfa de la comunidad de
HFMA es mayor. Solamente se identifico un efecto positivo del N sobre la diversidad de
HFMA en el estadio reproductivo del cultivo. Cabe destacar que la aplicacion de N se
realizé en el estadio fenoldgico V7, es decir, fue posterior al muestreo correspondiente al
periodo vegetativo del cultivo, realizado en V6. Por este motivo, los efectos verificados
del tratamiento de N en el muestreo realizado en el periodo vegetativo del cultivo se
deberian expresamente al efecto residual del N por el uso de urea en la rotacion y de ahi
la importancia de haber realizado el presente estudio en un ensayo de larga duracion
(Johnston y Poulton, 2018). Cabe acotar que en este experimento de larga duracion los
tratamientos se repiten anualmente en las mismas parcelas. La falta de respuesta de los
HFMA a los tratamientos con N en el periodo vegetativo del cultivo estaria asociada a
que la fertilizacion del afio tiene mas efecto que la historia de fertilizacion, lo que podria
interpretarse como la ausencia de efectos residuales del N en los sistemas agricolas sobre
las comunidades de HFMA. Si bien hubo diferencias en el N-NO* entre los tratamientos
al inicio del ciclo del cultivo (Cuadro 2.3.1.1 — Capitulo 2) estos no fueron suficientes
para producir modificaciones en la comunidad de HFMA. Sun y colaboradores (2023)
observaron que con dosis de 120 kg ha® de N se encontrd que el N incrementd la riqueza
y la biomasa de los HFMA en el cultivo de maiz, pero a dosis elevadas de N, por encima
de las dosis agronémicamente utilizadas, (360 kg ha*) redujo la diversidad de los HFMA.
Se ha reportado que la adicion de N resulté en un cambio significativo en la diversidad y
la estructura de la comunidad de HFMA en el cultivo de trigo (Zhu et al., 2018). Otros
autores, estudiando el cultivo de maiz en los estadios fenolégicos V6, R1 y R4
concluyeron que la fertilizacion con N a dosis agrondémicas tiene un impacto minimo en
la diversidad general de los HFMA (Tian et al., 2013). Contrariamente, también ha sido
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reportado el efecto negativo del N sobre la riqueza de HFMA (Egerton-Walburton et al.,
2007; Tian et al., 2013). Esta reduccién en nimero de especies ocurre porque algunas son
mas afectadas que otras por el incremento de N del suelo (Liu et al., 2015; Camenzind et
al., 2014). Es importante resaltar que los cambios en la comunidad de HFMA también
dependen de la planta huésped. Por ejemplo, se ha observado que especies como Lotus
tenuis ha mantenido alta diversidad de HFMA en la Cuenca del Rio Salado a pesar de
crecer en distintos suelos o presentar variaciones en el manejo como la aplicacion o no de
herbicidas (Garcia et al., 2023).

La ausencia de efecto del nivel de P del suelo sobre la alfa diversidad de los HFMA no
era esperada pero si ha sido reportada anteriormente. Algunos autores han arribado a la
misma conclusidn en experimentos a campo en Canada, con dosis de 22 kg ha y en
Estonia evaluando multiples sitios con distintas disponibilidades de P (Beauregard et al.,
2013; Mooraet al., 2014), mientras que otros encontraron reducciones de la riqueza luego
del agregado de P (Verbruggen et al., 2012; Gosling et al., 2013; Camenzind et al., 2014;
Klabi et al., 2015), e incluso un aumento en el nimero de VTX (Liu et al., 2015). Esta
respuesta erratica entre estudios también ocurre en la abundancia de especies. Finalmente,
es interesante considerar la estequiometria del N y P (Johnson, 2010). Se ha reportado
que el agregado de N en suelos ricos en P puede reducir tanto la riqueza de HFMA
(Egerton-Walburton et al., 2007) como la colonizacion micorricica (Mendoza et al.,
2016), pero que ello no ocurre en suelos deficientes de P. Wang y colaboradores (2024)
observaron que la aplicacion unica de N redujo significativamente la riqueza y diversidad
de la comunidad de HFMA, mientras que la aplicacion combinada de N y P las aumento
significativamente. En el presente estudio no se observo una respuesta a N o P
condicionada por la respuesta o interaccion entre ambos nutrientes, sino que los indices
de alfa diversidad respondieron a la fertilizacion N, independientemente de la oferta de
P. Ante estos resultados es posible inferir que la adicion de N al cultivo generd un
ambiente favorable para los HFMA, probablemente por una mayor oferta de C de la planta
(Albornoz et al., 2023).

La composicion de la comunidad fue significativamente afectada por la fertilizacion con
P. La adicion de P alterd la composicion de las comunidades de HFMA, agrupando a las
comunidades por tratamiento de P en ambos muestreos realizados. Gracias a
experimentos en condiciones controladas, se sabe que la disponibilidad de P determina si
la absorcion de P es directa o a través de las micorrizas (Smith y Read, 2008). Mayores
niveles de P en el suelo aumentan la absorcion directa del nutriente mientras que
deficiencias de P generan que mayor cantidad de P sea absorbida a través de las micorrizas
(Zhang et al., 2021). Un estudio reciente demostrd gue la adicion a largo plazo de N y/o
P tuvo un efecto significativo en la estructura y composicion de la comunidad de HFMA
(Wang et al., 2024). En coincidencia con el presente estudio, la composicion de la
comunidad de HFMA fue principalmente influenciada por la disponibilidad de P en el
suelo (Wang et al., 2024). Adicionalmente, en un cultivo intersembrado con soja y maiz
se observd una diversidad significativamente mayor y especies que coexistian en el grupo
sin fertilizar en comparacion con los grupos fertilizados con N, y se encontraron
diferencias significativas en la estructura de la comunidad en todos los tratamientos (Zeng
et al., 2021).
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Una especie indicadora es una especie bioldgica que define un rasgo o caracteristica del
ambiente en el que se encuentra. Por ejemplo, Lang y colaboradores (2022) cotejaron la
abundancia de los distintos taxones en 6 tratamientos de P en una rotacién de trigo y maiz
y encontraron respuestas diferenciales de los taxones frente a los tratamientos. La
abundancia relativa del taxon dominante Funneliformis caledonium disminuy6 mientras
que la del segundo taxén dominante Claroideoglomus lamellosum aument6 a medida que
aumentaba la dosis de fertilizante de P. En este estudio se identificaron las especies
indicadoras de cada tratamiento y los de mayor abundancia. Los tres VTX mas
abundantes a nivel general, en el estudio realizado, fueron VTX00111 (Glomus sp.),
VTX00063 (Glomus viscosum) y VTX00308 (Paraglomus glom) con un 18,28, 8,21 y
6,92% respectivamente. EI VTX00111 ha sido documentado en los 5 continentes, en
multiples cultivos, pero no ha sido reportado en el cultivo de maiz. EI VTX00063 ha sido
documentado en el cultivo de maiz en Hungria en experimento de 50 afios de monocultivo
(Sasvari et al., 2011), en Italia bajo distintas practicas de manejo y fertilizacién con N
(Boriello et al., 2012) y en China (Tian et al., 2013). Por lo tanto, podria deducirse que
se trata de un VTX caracteristico de ambientes cultivados con maiz.

El VTX 00308 tampoco ha sido reportado anteriormente en cultivos de maiz, sino que se
ha hallado en situaciones de remediacion de suelos con metales pesados (Beltran-Nambo
et al., 2021). Distintas especies de HFMA pueden presentar distinto nivel de beneficio
para las plantas. Por ejemplo, un estudio demostré que la inoculacion con Rhizophagus
intraradices en el cultivo de maiz mejord significativamente el crecimiento de las plantas
y los contenidos de P y aumento la colonizacion micorricica ante estrés por sequia (Zhao
et al., 2015). Por otro lado, la identidad de la planta y las condiciones ambientales han
demostrado influir en la intensidad de las interacciones planta-hongo y en las
retroalimentaciones posteriores (Klironomos, 2002; Helgason et al., 2002; Harrison y
Bardgett, 2010).

Para finalizar, es importante destacar que el mantenimiento de especies autdctonas de
HFMA tiene consecuencias favorables en el ecosistema debido a que la diversidad
estructural esta relacionada con la diversidad funcional (Hart y Reader, 2002). Ademas,
se ha demostrado que comunidades de HFMA con mayor riqueza estimularon mas la
productividad de la planta que una comunidad pobre en especies (Maherali y Klironomos,
2007). La identificacion de préacticas de manejo y de recursos que afectan la simbiosis
micorricica y en consecuencia los beneficios en la adquisicion de nutrientes, es un desafio
para incrementar las funciones de las micorrizas en los agroecosistemas. Chapin 111 y
colaboradores (2000) enfatizan la importancia del estudio de la abundancia de las especies
debido a que responde mas rapidamente a las actividades del hombre que los cambios en
la riqueza de especies, y porque tiene importantes consecuencias en el ecosistema mucho
antes que una especie desaparezca.

3.5 Conclusiones

La oferta de P tuvo una influencia significativa en la composicién de las comunidades de
HFMA. La fertilizacion fosfatada redujo el nimero de OTUs en Glomeraceae. La
aplicacion de N aument6 el namero de OTUs en 8 de 9 de las familias detectadas. Se
acepta la hipotesis A. La aplicacién de N mostré un impacto claro al incrementar la
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diversidad alfa de las comunidades de HFMA residentes en el suelo, reflejado en un
aumento del nimero de VTX por muestra y en el indice de Shannon. Es notorio el efecto
a corto plazo del N sobre la diversidad de las comunidades de HFMA, careciendo
practicamente de efectos residuales entre campafias agricolas. El efecto residual de la
fertilizacion nitrogenada incrementd el nimero de OTUs en la familia Archaeosporaceae
en el estadio V6 del cultivo. No obstante, la aplicacion de urea en el estadio V7 del cultivo
increment6 el nimero de OTUs en todas las familias excepto Diversisporaceae en el
estadio R1. Lo cual habla del efecto a corto plazo del uso de fertilizantes nitrogenados
sobre las comunidades de HFMA. Por otra parte, Glomeraceae fue la familia méas
abundante en todas las muestras. Se acepta la hipotesis B. Asimismo, se registré una
disminucion en el nimero de OTUs en la familia Glomeraceae debido a la fertilizacion
fosfatada, tanto en periodo vegetativo como reproductivo del cultivo. Gigasporaceae no
se vio afectada por la aplicacion de P. Se rechaza la hipotesis C. Estos hallazgos,
incluyendo la identificacion de taxones indicadores en cada tratamiento, respaldan la
hipétesis inicial sobre la alteracion de las comunidades de HFMA debido a la fertilizacion
fosfatada y nitrogenada, resaltando la importancia de estos nutrientes en la composicion
y diversidad de las mismas.
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4.1 La fertilizacion sobre el suelo y el cultivo de maiz

Los efectos de la fertilizacion de largo plazo sobre el suelo se visualizaron principalmente
en el P disponible en 0 - 20 cm de profundidad. EI N no tuvo efectos residuales a largo
plazo, lo cual era esperable por la dinamica del N en el suelo. Adicionalmente, como fue
hipotetizado, la absorcion de P y N estuvo ligada al uso de fertilizantes fosfatados y
nitrogenados, respectivamente. Seria un error intentar correlacionar la absorcion de
nutrientes con el nivel de colonizacion medidos en este trabajo. Hacer esto, en las
condiciones evaluadas, nos llevaria a pensar que un aumento en la colonizacion de HFMA
en las raices del cultivo de maiz se asociaria a una menor absorcion de nutrientes,
principalmente P. Por dltimo, en las condiciones experimentadas, el cultivo de maiz no
respondio estadisticamente en rendimiento a la aplicacion de P, pero mostr6 una tendencia
positiva al agregado de este nutriente.

4.2 Fosforo en la simbiosis

Se observé que la adicion de P disminuyé la simbiosis con HFMA, medida como
porciones de la raiz colonizadas por estructuras de HFMA, en gran parte del ciclo del
cultivo, como se predijo en las hipdtesis. Dicha disminucion de la simbiosis se vio
reflejada en una reduccion en el nimero de arbusculos observados a lo largo del ciclo del
cultivo. Al analizar mediante 18S rDNA observamos que el P alter6 la composicién de
las comunidades de HFMA, agrupando a las comunidades por tratamiento de P en el
periodo vegetativo y en el periodo reproductivo del cultivo de maiz. Como era de esperar,
en un ambiente antropizado, la familia Glomeraceae fue la mas abundante en todas las
muestras analizadas, tal como fue hipotetizado. En esta familia, el agregado de P
disminuyo la riqueza observada, disminuyendo su nimero de OTUs, tanto en el periodo
vegetativo como en el periodo reproductivo del cultivo.

4.3 Nitrogeno en la simbiosis

Desde el punto de vista de los HFMA, la adicion de N moduld la formacion de vesiculas
al final del ciclo del cultivo, disminuyendo la formacion de vesiculas en los tratamientos
fertilizados con N, como fue hipotetizado. Esto podria interpretarse como que las plantas
sin deficiencias de N mantienen la simbiosis hasta el final del ciclo del cultivo. En otras
palabras, la simbiosis sigue siendo beneficiosa para la planta al punto que el carbono que
pueda costarle mantener a los HFMA es compensado por el beneficio que estos aportan
al huésped, dando a entender un aumento en el mutualismo planta - HFMA. La aplicacion
de urea en V7 mostré un claro impacto al incrementar la diversidad alfa de las
comunidades autéctonas de HFMA, reflejado en un aumento del namero de VTX por
muestra y en el indice de Shannon medidos en R1. Incrementd la diversidad de las
comunidades de HFMA al incrementar el nimero de OTUs de la mayoria de las familias.
Adicionalmente, hizo que multiples VTX de diversas familias fueran diferencialmente
abundantes. EI N mostrd algunos efectos residuales en el sistema. Por ejemplo,
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incremento el nimero de VTX en la familia Archaeosporaceae y redujo la abundancia
relativa de la familia Ambisporaceae en el estadio V6, previo a la aplicacion de urea.

4.4 Conclusion general

La informacion obtenida en esta tesis, amplia el conocimiento de la interaccion entre el
cultivo de maiz y los HFMA en sistemas de produccion tipicos de la Regién Pampeana.
En este trabajo se observé un claro aumento de la simbiosis en los tratamientos no
fertilizados con P. Seria de utilidad intentar aislar la contribucion de los HFMA en la
nutricion fosfatada del cultivo en ambientes de baja disponibilidad de P y alta
disponibilidad de N. La identificacion de cambios en la abundancia relativa de diversas
familias de HFMA en respuesta a los tratamientos de fertilizacion en diferentes etapas
fenoldgicas del cultivo, indican que la composicion de las comunidades de HFMA en
suelo rizosférico en el cultivo de maiz es sensible a la disponibilidad de P y N. Estos
hallazgos, incluyendo el reconocimiento de taxones indicadores en cada tratamiento, no
solo respaldan la hipotesis inicial sobre la alteracion de las comunidades de HFMA debido
a la fertilizacion fosfatada y nitrogenada, sino que podrian ser el punto de partida en la
profundizacion en el conocimiento de estas especies como mejoradoras de los sistemas
productivos agricolas de la region.

4.5 Posibles lineas de trabajo

En base a los resultados, proponemos las siguientes lineas de trabajo de interés:

- Evaluar la simbiosis en otros niveles de fertilizacion con P y N. Especialmente a
menores y mayores disponibilidades de P en el suelo para analizar el
comportamiento de los HFMA.

- Integrar otros nutrientes cominmente utilizados en los sistemas agricolas
pampeanos como el azufre y zinc como fuente de variacion.

- Estudiar la dindmica de las comunidades de HFMA en la rotacion de cultivos.

- Aislar el impacto de las comunidades de HFMA mediante tratamientos
esterilizados.

- Medir méas parametros beneficiosos de la simbiosis como puede ser la proteccion
vegetal por parte de los HFMA.

- Evaluar estrategias de fertilizacion que potencien la simbiosis, como puede ser
niveles bajos a intermedios de P en ambientes ricos en N.

- Estudiar la potencialidad de los taxones indicadores como potenciales
herramientas para potenciar la produccion del cultivo de maiz.
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