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RESUMEN

Con la finalidad de estudiar los organismos relacionados con la solubilizacién y captaciéon del Fdsforo del
suelo en una sabana tropical, se tomaron muestras rizosféricas de los principales cultivos de una sabana
localizada en El Sombrero, Estado Guarico: Zea mays y Phaseolus vulgaris. Las muestras fueron tomadas en
la estacién humeda del afio 1.997 y en ecllas se cuantificé la microflora total y las bacterias y hongos
solubilizadores de fosfatos (fosfato célcico y de la roca fosforica Riecito). También se realizaron determina-
ciones relacionadas con la presencia de las micorrizas arbusculares (MA). El numero de esporas de hongos
formadores de MA y la diversidad de especies fue mayor en la rizésfera de maiz. También lo fueron el nimero
de hongos y bacterias solubilizadores de ambos fosfatos. Se realizo un test del Nimero méis Probable utilizan-
do como hospederos las plantas Sorghum vulgare y Phaseolus vulgaris, para determinar el poder infectivo de
los propagulos de la MA en el suelo de sabana. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los potenciales infectivos registrados para ambas plantas, lo cual indica que estas mostraron el mismo
nivel de sensibilidad a ser colonizadas por los propagulos de MA. Se identificaron ocho especies de hongos
formadores de MA, tipicos de suelos dcidos tropicales. Se discute sobre las implicaciones agrondémicas de
estos resultados para los sistemas agricolas estudiados.

SUMMARY

In order to study organisms related to phosphorus uptake, solubilization and the phosphate status of a-
tropical savanna soil, rhizospheric samples were taken in 1997 from Zea mays and Phaseolus vulgaris crops
in a savanna area of El Sombrero in Guérico State, Venezuela. Samples were taken during the rainy scason to
determine the abundance of P-solubilizing bacteria and fungi in relation to total soil microflora. Arbuscular
mycorrhiza (AM) determinations such as the number of mycorrhizal fungi spores and species number were
also carried out in each rhizospheric sample. Both parameters showed that maize rhizosphere was rich in P-
solubilizing fungi, bacteria and AM spores abundance and diversity. A Most Probable Number Test to
determine Arbuscular Mycorrhizal status was used to compare the propagules infective potential on Sorghum
vulgare and Phaseolus vulgaris. No statistical differences were found between the plant species indicating
that both showed the same degree of sensibility to the kind of A.M. propagules that predominate in these
soils. Eight A. M. fungal species typical from tropical acid soils were identified. Agronomic implications of
these results are discussed.
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INTRODUCCION

Las sabanas son ecosistemas naturales constitui-
dos fundamentalmente por gramineas, que ocupan
una gran extension del territorio venezolano. En su
mayoria, los suelos de dichas sabanas son acidos,
poseen baja fertilidad y son por lo general de los
ordenes Oxisol, Ultisol ¢ Entisol, en los que el con-
tenido de P v N es muy bajo. Esto incide en su
baja productividad, encontrandose que por ejemplo,
algunas sabanas del Estado Amazonas poseen una
productividad de solo 2 Ton. ha'.afio! (Lopez-
Herndndez y col., 1997). Para el manejo agricola
de estos sistemas se ha recomendado la aplicacion
de las rocas fosforicas, fertilizantes fosforados de
lenta liberacién que se producen en yacimientos na-
turales en nuestro pais. Las rocas fosféricas se
solubilizan espontaneamente en los suelos acidos fa-
voreciendo el crecimiento y desarrollo de los culti-
vos, sin embargo, parte del Fosforo (P) solubilizado
puede fijarse nuevamente en el suelo quedando de
forma no disponible. Una manera de aumentar la
eficiencia de la captacion del P del suelo por la
planta la constituye la presencia de las micorrizas
arbusculares (MA). Las MA son simbiosis mutua-
listas presentes en la mayoria de las especies vege-
tales que incrementan la superficie de captacion de
nutrientes de la rafz, particularmente de aquellos
elementos de muy ienta movilidad en el suelo como
el P (Jeffries y Barea 1994). Las MA pueden in-
crementar la nutricion fosforada de las plantas al
actuar de forma sinérgica con otros organismos del
suelo como ciertos hongos y bacterias que pueden
solubilizar roca fosforica, fosfato calcico y otras
fuentes fosforadas (Toro 1996). Este trabajo se
realizé con la finalidad de estudiar la presencia de
las MA y de microflora solubilizadora de roca
fosforica y/o fosfato calcico en una sabana ubicada
en El Sombrero, Estado Guarico como un primer
paso para evaluar las posibilidades de manipular es-
tos microorganismos para el desarrollo sostenido de
las sabanas venezolanas.

MATERIALESYMETODOS

Determinaciones en suelo. Se selecciond
como zona de estudio la Finca L.a Marinera, ubica-
da en las cercanias de El Sombrero, Estado
Guarico, en la zona centro-norte de Venezuela. En
esta finca se siembran anualmente los cultivos de

maiz (lluvia) y frijol (verano). En consecuencia, el
maiz es fertilizado con las férmulas comerciales de
Nitrégeno, Fosforo y Potasio (NPK) todos los afios
y se aprovecha el efecto residual de dicha aplica-
cién para el cultivo del frijol. El suelo ha sido clasi-
ficado taxonémicamente como Oxic haplustalf. Para
la caracterizacién general del suelo se tomaron cin-
co muestras, a una profundidad entre 0 y 20 cm, a
las que se realizaron las siguientes determinaciones:
pH en H,0, analisis textural mediante el Método del
Bouyucos, andlisis de materia organica (%), asi
como el contenido de Fosforo disponible y de los
elementos K, Ca, Na y Mg seglin la metodologia
descrita en TSBF Handbook of Methods (1989).
Los resultados se expresan en la Tabla 1.

Cuantificacion de organismos solubilizadores
de roca fosforica y fosfato de calcio en la
rizosferas de frjol y maiz. Se tomaron 5 muestras
de suelo rizosférico de los cultivos predominantes
en la sabana: Phaseolus vulgaris y Zea mays.
Para la cuantificaciéon de los microorganismos con
actividad solubilizadora de fosfatos se tomé 1 g de
suelo proveniente de cada una de las muestras, y
se realizan diluciones seriadas, en condiciones de
esterilidad. Se siembran 0.1 mL. de la dilucion en
placas de Petri con un medio especifico para el
aislamiento de organismos solubilizadores de fosfato
calcico. El medio estd conformado por 0.1 g
Asparagina, 0.5 g extracto de levadura y 0.5 g de
fosfato calcico diluidos en extracto de maiz (Toro
1996). En el caso de la determinacion de
solubilizadores de roca fosférica se mantienen todos
los componentes y se sustituye el fosfato calcico
por la roca fosférica Riecito. Seglin se vaya a de-
terminar hongos ¢ bacterias solubilizadores de
fosfatos el medio descrito va adicionado de 150 pg/
mL de cicloheximida 6 sulfato de estreptomicina
respectivamente. Posteriormente se incubaron las
muestras a 28°C durante cuatro dias 6 mas. El
hongo 6 bacteria solubilizadora de fosfatos se elige
por tener alrededor de la colonia, un halo de acla-
ramiento indicativo de que se ha solubilizado la
fuente fosforada utilizada (Ramos y Callao 1967).
Luego cada organismo se aislé cultivandolo aparte
para su posterior identificacion.

Determinaciones sobre las microrrizas
arbusculares. Potencial infectivo de las MA.
Para esta determinacion se realizo un test del Nua-
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Tabla 1. Analisis del suelo de la sabana de E1 Sombrero, con siembras de frijol y maiz (1997)

Rizosfera Arcilléw leo Arena  Textura _pH (1 1)  Materia orgdnica P K Ca Na Mg N
(%} (%) (%) _ Ag_a._la (%) (ppm) (o)  (ppm)  (ppm) (ppm)
Frijol 204 46.8 32.8 Franco 4.62 231 53 101 156 43 114
Maiz 164 50.8 328  Franco/ 4774 1.85 8 S0 215 19 74
limoso

mero Mas Probable (Sieverding 1991). Se realiza-
ron diluciones seriadas del suelo de sabana (tamiza-
do a 2 mm) sin esterilizar, teniendo como base el
mismo suelo estéril. Las diluciones, realizadas en
proporcién 1:5 para obtener un volumen final de
250 g, contienen los propagulos infectivos de las
MA autéctonas del suelo de sabana: esporas de los
hongos formadores de MA, micelio y raicillas colo-
nizadas por los mismos hongos. Luego de colocar
en cada maceta la dilucion respectiva, se siembran
plantas hospederas en macetas de 250 g, cuyas
raices pueden ser colonizadas por los propéagulos
autoctonos de la sabana. Se utilizaron como hospe-
deros las plantas: Phaseolus vulgaris y Sorghum
vulgare (1 individuo/maceta). Luego de seis sema-
nas se cortd la parte aérea y se realizd la tincion
de las raices segin la metodologia de Phillips y
Hayman (1970) y se cuantificé el % longitud de
raiz colonizada por MA (%LRC) segin Giovannetti
y Mosse (1980) en las raices de los hospederos
utilizados.

Cuantificacion de las esporas de hongos
formadores de MA. Se tomaron cinco muestras
de cada una de las rizosferas de maiz y frijol y se
procedié a la extraccion de las esporas de los hon-
gos formadores de MA, segin la metodologia de
filtracion hameda y decantacidn (Anatomy
Workshop Handbook, 1993). Posteriormente, las
esporas se separaron mediante centrifugacion y un
gradiente de sacarosa y se cuantificaron utilizando
un microscopio estereoscopico, expresandose la
cantidad total de esporas cuantificadas por 100 g/
peso seco de suelo.

Identificaciéon de las esporas de hongos
formadores de MA. Se establecieron diez mace-
tas trampa de 2 kg de suelo para reproducir las
esporas de los hongos formadores de MA. Se utili-
zaron como hospederas cinco plantas de Sorghum
vulgare y cinco de Phaseolus vulgaris, colocin-

dose una planta por maceta. Las plantas se mantu-
vieron por un lapso de seis meses y se les adiciond
mensualmente 25 mL de la solucién nutritiva des-
crita por Hepper y O’Shea (1984). En los in6culos
resultantes se estudiaron los diferentes tipos de es-
poras fungicas para su identificacién en base a las
caracteristicas fisicas como tamafio, forma, color y
tipos de paredes, segiin la metodologia descrita por
Shenck y Pérez (1987).

Analisis Estadisticos. [as muestras se analiza-
ron mediante un test de ANOVA, con una probabi-
lidad de p=0.05, para identificar diferencias entre
las medias poblacionales. En los casos en que se
encontraron diferencias, se aplicé un test de
Duncan para las diferencias significativas entre los
tratamientos.

RESULTADOSY DISCUSION

Determinaciones microbiologicas de las ri-
zosferas de frijol y maiz. El analisis microbiologi-
co (Tabla 2) de las muestras rizosféricas estudiadas
no mostré diferencias significativas a nivel de
microflora total, indicando que ambas rizosferas
muestran en general la misma riqueza microbiana.
Se observaron diferencias, aunque no significativas,
en los contenidos de hongos y bacterias
solubilizadores de los fosfatos utilizados, constitu-
yendo los primeros un poco mas de la mitad de la
microflora total determinada. Es particularmente no-
table la ausencia de hongos solubilizadores de
fosfato célcico en la rizosfera de plantas de frijol.
El maiz es conocido por la riqueza de exudados
radicales en su rizosfera (Laheurte y Berthelin,
1986; Lalande y Col., 1991), lo que incide directa-
mente en el alto nimero total de organismos deter-
minado, y se manifiest6 de forma particular en
grupos funcionales como los solubilizadores de
fosfato célcico y roca fosforica.
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Tabla 2. Cuantificacién de lamicrofloratotal, hongos y bacte-
rias solubilizadores de fosfato calcico yrocafosforica (Riecito)
en las rizosferas de maiz y frijol ubicadas en una sabana de El
Somibrero durante la época de lluvia (1997). (ufc: unidades
formadoras de colonias)

Rizosfera de Maiz ~ Rizosfera de Frijol
(ufc/g suelo seco)  (ufc/g suelo seco)
Microflora Total 1.7 x 107 2.0x 107
Hongos P-Célcico 1.7 x 10¢ -
Hongos Roca Fosforica
(Riecito) 4.0x10° 5.6x10¢
Bacterias P-Calcico 72x10° 1.7 x 10¢
Bacterias Roca Fosforica
i (Riecito) 1.1x 10 4.5 x 10¢

El test de Duncan no arroj6 diferencias significativas entre es-
tos parametros

Potencial infectivo natural de las micorrizas
arbusculares. Los propagulos infectivos de mico-
rrizas arbusculares incluyen basicamente a las es-
poras de hongos formadores de MA, las raicillas de
plantas colonizadas por MA y el micelio del hongo
que sale de las raices y explora el suelo circundan-
te (Jeffries y Barea 1994). La determinacion del
potencial infectivo de MA permite verificar cuan
importante es la capacidad de colonizacién sobre
las raices de las plantas utilizadas como hospedero,
de cada uno de estos propagulos presente en el
sistema evaluado. Por lo tanto, da una idea de
cémo seria la colonizacion de las plantas por las
MA al sembrarse en el suelo estudiado.

El estudio del potencial infectivo del suelo de
sabana (Tabla 3) mostr6 un namero bastante bajo
de propagulos de micorrizas arbusculares (2-3
propagulos/ 100 g suelo seco).

" Tabla 3. Numero de propagulos infectivos de micorrizas
arbusculares presentes en el suelo de una sabana de El
Sombrero durante la épocade lluvia(1997)y cuantificados en
Sorghum vulgare y Phaseolus vulgaris

Sorghum vulgare — Phaseolus vufgarfsJ

i No. de propdgulos
l infectivos / 100 g de 2.58 3.40
l suelo seco (/ 100 g suelo)

Los valores no difieren significativamente entre si de acuerdo al
Test de Duncan para P=0.05.

Sélo se observaron diferencias significativas en-
tre las dos plantas para la segunda dilucion utilizada
(6 dilucién 2), en la que las plantas de frijol mos-
traron una colonizacién significativamente mayor
por MA (Figura 1).

< —<&— Frijol

12 + —— Sorgo

% LRC

1 2 3 -~ S
Dilucion del Suelo  (-)

Figura 1. % de longitud de raiz colonizada por micorrizas
arbusculares para frijol y sorgo segin el método de Namero mas
Probable. (* Valores significativamente diferentes para p= 0.05

segtin Test de Duncan)

En otros ecosistemas estudiados como las saba-
nas naturales de Colombia, el nimero de propa-
gulos oscilaba entre 36 y 2.506 por 100 g de suelo
seco (Sieverding 1991). Un namero de propagulos
de MA adecuado o alto, a partir del que puede
obtenerse una buena colonizacion de MA en las
plantas, seria de unos 21.000 propagulos/100 g sue-
lo seco (contenido en indculos de invernadero). Ello
evidencia la necesidad de incrementar este para-
metro en el caso de que estas sabanas se manipu-
laran con fines agricolas y se desarrollara la
tecnologia de la inoculacion con propagulos de
micorrizas arbusculares. El bajo valor de infec-
tividad obtenido en esta sabana podria explicarse
por el hecho de que este es un sistema en el que
se realizan practicas de cultivo convencional, como
la fertilizaciéon y labranza. Este manejo afecta a los
propagulos de la MA, ocasionando la ruptura del
micelio del hongo externo a la raiz y afectando la
calidad de las esporas (Vivekanandan y Fixen
1991). Requena (1996) observé que el micelio ex-
terno es uno de los propagulos mas efectivos en la
colonizacion de las raices en suelos erosionados o
perturbados. La aplicacion de la labranza estaria
incidiendo directamente en los resultados de infec-
tividad obtenidos, al ser un agente de ruptura del
micelio externo y disminuir su potencial de coloniza-
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cion radical (Jasper y Col., 1989). Quedarian en el
suelo como principales propagulos las esporas y las

raicillas infectadas, las primeras, en muchos casos

consideradas como el principal propagulo infectivo
de la MA. Sobre este punto habria que profundizar
estudios que permitan concluir sobre la efectividad
de los diferentes propagulos de MA presentes en
este ecosistema.

Diversidad de hongos formadores de
micorrizas arbusculares. Se observaron diferen-
cias significativas entre las dos rizosferas estudia-
das en relacion a la cantidad de esporas vy
diversidad de especies de los hongos formadores de
MA, siendo la rizosfera de maiz la que mayores
valores mostro en los pardmetros mencionados (Ta-
bla 4).

Tabla 4. Cantidad y diversidad de esporas de hongos
formadores de micorrizas arbusculares cuantificadas en las
rizésferas de maiz y de frijol ubicadas en una sabana de El
Sombrero durante la época de lluvia (1997).

Rizosfera de maiz  Rizdsfera de frijol

Cantidad de esporas

(No. de esporas/ 94 a 39b
100 g suelo seco)

Diversidad

(Tipos de esporas) 6a 3b

Letras diferentes, dentro de la misma linea, indican diferencias
significativas segun el Test de Duncan para P=0.05

Al igual que en el caso de la microflora total y
demas organismos solubilizadores de fosfatos, la ri-
queza de exudados del maiz podria incidir positiva-
mente en los resultados obtenidos para el nimero
de esporas de hongos formadores de MA y la di-
versidad de éstos (Laheurte y Berthelin 1986). La
alta micotrofia de esta planta explicaria el mayor
nimero de esporas y diversidad encontrgda en rela-
cidn al frijol.

En una observacidon y clasificacion. general de
los hongos reproducidos en las macetas trampa se
pudo determinar que en la rizosfera de frijol las
especies  predominantes eran: Acaulospora
appendicula, Glomus fecundisporum y Glomus
occultum. En tanto que en la rizésfera de maiz,
ademas de las especies mencionadas pudo también
observarse a las especies Acaulospora sp. (con
caracteristicas de Acaulospora mellea), Acaulos-

pora scrobiculata, Acaulospora spinosa, Glomus
etunicatum, 'y Scutellospora sp. o=

De las especies encontradas, 4. appendicula,
G. fecundisporum, G. occultum, A. mellea, A.
scrobiculata 'y A. spinosa se han encontrado en
suelos acidos tropicales (Schenck y Perez 1987).
La especie Glomus etunicatum es descrita como
cosmopolita, ya que ha sido observada en una am-
plia gama de ecosistemas del mundo. Los indivi-
duos observados del género Scutellospora sp., no
pudieron ser identificados hasta especie, pero mu-
chas esporas de este género se han encontrado en
suelos tropicales (Shenck y Pérez 1987; Sieverding
1991).

A pesar de que el numero de esporas encontra-
do en la rizosfera de maiz fue bastante alto en
relaciéon a otros sistemas estudiados (Requena,
1996), ello no es necesariamente indicativo de que
todas las esporas sean efectivas en la colonizacion
de las raices de los cultivos a sembrar en el siste-
ma estudiado. Como se menciond anteriormente, las
practicas agricolas aplicadas pueden afectar la cali-
dad y viabilidad de éstas esporas (Vivekanandan y
Fixen 1991). Es interesante resaltar los resultados
de Porter (1979), quien observd que la determina-
cion del Namero Mas Probable de propagulos de la
MA arrojaba valores mas reales al ser determinada
como la capacidad de colonizacién en raices de los
propagulos autdéctonos, que el nimero de esporas
presentes. Es recomendable profundizar estudios en
este sentido que permitan verificar la efectividad y
calidad de cada uno de estos propagulos en la sa-
bana estudiada.

CONCLUSIONES

La riqueza microbiana de las rizésferas depende
de la especie vegetal considerada. Este resultado
se presentd tanto para los microorganismos estudia-
dos por su capacidad de solubilizar fosfatos como
para las especies de hongos formadores de mico-
rrizas arbusculares. El alto nimero de solubili-
zadores de fosfatos conseguido permite pensar que
bajo manejos adecuados, tanto éstos, como las
Micorrizas Arbusculares podrian actuar de forma
sinérgica en estos ecosistemas favoreciendo la nu-
tricién fosforada de las plantas.
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Los bajos valores del potencial infectivo de MA
registrados indicarian la necesidad del manejo agri-
cola sostenido y conservacionista de estos sistemas.
Esto podria realizarse, entre otras formas, mediante
la siembra y rotacion de cultivos de micotrofia cre-
ciente (Toro y Lopez Hernandez 1997), que con el
tiempo ocasionaria un incremento del numero de
propagulos infectivos de micorrizas arbusculares y
el enriquecimiento progresivo y/6 recuperacion del
potencial micorrizico natural de esta sabana. La di-
versidad de especies de hongos formadores de MA
registrada facilitaria las practicas agricolas
sostenibles recomendadas.
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