Rev. Fac. Agron. (LUZ): 1996, 13: 13 - 24

Evaluacién cualitativa y cuantitativa de
microalgas en la rizosfera del cultivo <lie frijol
(Vigna unguiculata (L) Walp).

Qualitative and quantitative evaluation of microalgae in
cowpea (Vigna unguiculata (L) Walp) rhizosphere.

Katiuska Acosta?
Rixio Santos
Soraya Silval

Douglas Esparza4

Resumen

Se efectuaron aislamientos de microalgas de suelos ubicados en la grarja
"Ana Maria Campos" de la Facultad de Agronomia de la Universidad el
Zulia, bajo las siguientes condiciones: sin siembra de frijol por ser un suelo
virgen para el cultivo (A), siembra de frijol por vez primera (B) y stemkra
continua de frijol (C), para los cuales se hicieron muestreos tres semanas
después de la siembra (1) y tres semanas antes de 1a cosecha (2), y suelo donde
se dejé de sembrar frijol (D), con el fin de estudiar la fluctuacién poblacional
de microalgas en la rizosfera. Las cuentas totales de microalgas/gramo de
suelo efectuadas a las 48 horas de su aislamiento en solucién CHU-NO,
mediante la técnica de platos de suelo fueron los siguientes: suelo A: 849.180;
B1:575.440; B2: 677.642; C1:1.566.751; C2: 1.522.051 y D: 1.435.489.40. Las
microalgas aisladas por la técnica de los platos de dilucién corresponden a los
géneros de Anabaena, Nostoc, Oscillatoria, Spirulina, Nodularia y la divisién
Bacyllariophyta. Los datos de las poblaciones de microalgas fueron analizados
estadisticamente bajo el modelo de parcelas divididas en el tiempo,
completamente aleatorizado, cuyo resultado muestra que existe diferencias
altamente significativas en las poblaciones de microalgas presentes en la
rizosfera segin el estado de desarrolle del cultivo frijol v el tiempo de
permanencia de éste en el suela.
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Abstract

Microalgae isolation were made from soil located in the farm "Ana Maria
Campos" of the Agronomy Faculty, Zulia University, under the following
conditions: without cowpea sowing for being a virgin soil to this crop (A);
sowing of cowpea by the first time (B) and continuos sowing of cowpea (C),
taking samples three weeks after sowing (1) and three weeks before
harvesting (2), and soil where cowpea was not sowed any more (D), to study
the population fluctuation of microalgae in the rhizosphere. The total counts
of microalgae per gr of soil made at 48 hours of incubation in CHU-NO
solution were as follows: A: 849.188; B1: 575.440; B2: 677.642; C1: 1.566.751;
C2:1.522.051 and D: 1.435.489. The microalgae isolated by the dilution plate
technique belong to the genera Anabaena, Nostoc, Oscillatoria, Spirulina,
Nodularia and the Bacyllaciophyta Division. The data of the microalgae
population were analyzed by means of a split plot in the time, completely
aleatorized model who showed differences highly significatives betwen the
populations according to the growth state of the cowpea crop and the time of

permanence of it in the soil.
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Introduccion

Las algas constituyen un grupo
muy diverso de organismos, variando
en tamano, desde células individuales
tan pequefias como un micrémetro
hasta las grandes algas marinas que
crecen mas de 50 metros (3, 12).

Las mayorias de las algas son
acudticas, viven en aguas dulces o
marinas y es posible encontrar algu-
nas algas en habitats muy diversos
como troncos, desiertos, aguas ter-
males. En el suelo son virtualmente
ubicuas sobre o cerca de la superficie
(8, 5, 12). Las algas verdes unicelu-
lares, verde azul y las diatomeas son
las formas que se encuentran con
mayor frecuencia ubicandose en can-
tidades que oscilan entre 10.000 a
10.000.000 de unidades que forman
colonias por gramo de suelo, regis-
trandose cifras mayores en la super-
ficie 0 a unos cuantos centimetros de

ésta, encontrandose grandes nime-
ros de células vivas a mayor profun-
didad del suelo, hasta un metro o
mas en algunos casos (5, 9).

Una de las principales funcio-
nes de las algas en el habitat terres-
tre es el resultado de su nutricién
fotoautotréfica. Esta funcién es la
generacién de materia organica a
partir de sustancias inorgéanicas.
Las algas que viven en la superficie
del suelo convierten el CO2 en mate-
riales carbonados, consecuentemen-
te, la microflora fotosintética en al-
gunos habitats es la responsable de
incrementar la cantidad de carbono
organico {9). La magnitud de estas
adiciones en el suelo de cultivos no
se ha estimado con precisién, pero el
papel de las algas de suministrar
carbono organico, al colonizar dreas
desnudas, estériles o erosionadas,
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estd por encima de cualquier discu-
sién. Ademas, tienen la capacidad de
intemperizar las rocas, ya que capas
delgadas de algas recubren rocas y la
materia organica de esta células al
morir propicia el crecimiento de bac-
terias y hongos que se constituyen en
colonizadores secundarios.

Se sabe también de las interac-
ciones simbidticas de algas y hongos
(liquenes) que liberan compuestos que
llevan a cabo la intemperizacién. Las
algas son notables también debido a su
contribucién con la estructura del sue-
loy el control de la erosién. Otro aspec-
to resaltante de las microalgas es su
capacidad de fijar nitrégeno atmosféri-
co en ambientes carentes del elemento;
variando la cantidad fijada de acuerdo
a la especie de microalga presente. Se-
gun diversos estudios, el contenido de
nitrégeno del suelo aumenta con la
inoculacién de estos con cepas de mi-
croalgas. Esto ha arrojado resultados
que han puesto de manifiesto que las
algas fijan cantidades alrededor de
22.5 kilogramos de nitrégeno por hec-
tdrea, mientras que las plantas ab-
sorben 4.8 kilogramos del elemento (1,
2,4,7).

Las algas verde azul son espe-
cialmente nimerosas en arrozales,
fijando cantidades apreciables de ni-

trégeno. Este nivel de fijacién au-
menta cuando la planta tiene su ma-
ximodesarrollo (2, 4), y este estimulo
es debido aparentemente al COg2, que
alcanza un alto nivel cuando las
plantas de arroz crecen vigorosa-
mente. Otros autores senalan la im-
portancia de las algas en el rescate
de las praderas, gracias a que ellas
son capaces de remover determira-
dos elementos a base de hierro clel
terreno y absorber algunas sustan-
cias toxicas de los terrenos, por los
que las algas resultan ser decisivas
en la composicion quimica del suelo
y su productividad. Se ha sefialado
15 especies de microalgas verde-azul
fijadoras de nitrégeno pertenecien-
tes al género Nostoc, asi como clos
especies de Galotrix. De igual mane-
ra, se reporta que a temperaturas
altas o condiciones tropicales, la fija-
cién de nitrégeno por las algas con-
tribuye de forma notable en el erri-
quecimiento del nitrégeno del suelo.

Todo ello sugiere que el estudio
de las poblaciones de microalgas in-
teractuantes en la rizosfera del cul-
tivo frijol, puede brindar una alter-
nativa para resolver problemas de
productividad y aprovechamiento
industrial (11).

Materiales y métodos

Recoleccion de las muestras de
suelos.

Las muestras de suelos se to-
maron de la granja "Ana Maria
Campos" perteneciente a la Facul-
tad de Agronomia de La Universidad
del Zulia, ubicada en la Planicie de

Maracaibo, Estado Zulia, bajo las si-

guientes condiciones:

Suelo A: Suelo virgen que nuica
ha sido sembrado con fri-
jol.

Suelo B: Suelo en el que se ha esta-
blecido la sitembra de frijol
por primera vez.
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Suelo C: Suelo que ha sido sembra-
do con frijol por un perio-
do minimo de tres tempo-
radas continuas.

Suelo D: Suelo donde se ha dejado
de sembrar frijol por lo
menos durante 6 meses.

En los suelos que correspondie-
ron a las condiciones Ay D se toma-
ron 6 muestras de suelo a una pro-
fundidad de 15 cm; mientras que los
que cumplieron con la condicién B y
C, seles tomaron 12 muestras a cada
uno, las cuales fueron discriminadas
de la siguiente forma:

6 muestras a las 3 semanas después
de la siembra.

6 muestras a las 3 semanas antes de
la cosecha, bajo la misma condicién
de profundidad que para los suelos A
yD.

Posteriormente, las muestras
fueron trasladadas a la Unidad Técni-
ca Fitosanitaria de la Facultad de
Agronomia, de La Universidad del Zu-
lia, para su posterior procesamiento.
Aislamiento de microalgas.

Aislamiento de la rizosfera.

El aislamiento de las microal-
gas de la rizosfera del cultivo frijol se
realizé mediante la técnica de los
platos de dilucion y platos de suelo:

a) Platos de Dilucion:

Se tomaron 25 g de suelo para
preparar diluciones (102, 1074, 10°5)
de suelo, transfiriendo 1 ml de cada
dilucién a frascos contentivos de 50

ml de la solucién CHU-NO (8, 14).

Estos frascos fueron incubados
a una temperatura alrededor de
26°C, durante un periodo de 1-2 se-

manas bajo condiciones de luz natu-
ral.

b) Platos de suelo:

Se tomé 1 g de suelo y se colocé
en frascos conteniendo 50 ml d= so-
lucién CHU-NO, incubandose du-
rante un periodo de 24-48 horas, bajo
condiciones de luz natural (8, 14).

Contaje de Microalgas:

Luego del periodo de incuba-
cién se procedié a realizar el contaje
de las microalgas desarrolladas. El
mismo se hizo mediante el contaje
directo al microscopio con la ayuda
de la camara de Neubauer (13, 14).

Purificacion de Microalgas:

De los frascos de dilucién se
procedié a tomar ansadas del medio
liquido y realizar un estriado en for-
ma radial sobre la superficie del me-
dio Agar CHU-NO (CHU-NO + 15 ¢
de agar), de manera de lograr la se-
paracién de las diferentes colonias
de microalgas. Estas placas fusron
incubadas durante un periodo de 3-7
dias a una temperatura alrededor de
26°C, bajo la condicién de 24 horas
de luz continua.

Una vez obtenidas las colonias
de microalgas bien desarrolladas y
aisladas, se tomaron muestras de
cada una de ellas y se colocaron aue-
vamente en frascos con 50 ml d» so-
lucién CHU-NO. Este medio se reno-
v6 cada tres semanas, manteniendo
puros los cultivos, para su posterior
identificacién.

Disefio Estadistico:

Las poblaciones de microelgas
por gramo de suelo enlarizosfera, para
la condicién de suelo y edad de 1a plan-
ta, fueron evaluadas mediante un
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arreglo de parcelas divididas en el
tiempo en un disefio experimental
completamente aleatorizado, con seis
repeticiones y la unidad experimental
epresentada por cada una de las
muestras de suelo tomadas.

Identificacion:

De cada una de las colonias de
microalgas purificadas y desarrolla-
das en medio agar CHU-NO, se hi-
cieron observaciones de sus caracte-
risticas microscépicas, realizando
montajes de las mismas en las ldmi-
nas portaobjetos con una gota de gli-
cerina (15, 16).

Resultados y discusion

De los aislamientos realizados en
la rizosfera se pudieron observar una
gran variedad de colonias de microal-
gas diferencidndose éstas por la gama
de tonalidades verdosas que se obser-
varon en el medio inoculado. Estas
variaban desde colonias verde amari-
llento a verde-azul. La coloracion del
medio CHU-NO transparente comen-
zaba a cambiar a verde después de los
5-7 dias de incubacién para los platos
mads concentrados, ya que, para los
frascos correspondientes a las ltimas
diluciones, este cambio se apreciaba
alrededor de los 10-14 dias, y en los
mismos, la variabilidad de los colores
verdosos era menor y se veia la predo-
minancia de una sola tonalidad. De
igual manera, el grado de frecuencia
con que se presentaban las diferentes
microalgas en cada frasco variaba de
acuerdo a la dilucién, por lo que se
observaba dominancia y abundancia
de éstas de acuerdo a la muestra estu-
diada.

Otra caracteristica observada
en cuanto al desarrollo fue la forma
de crecimiento, ya que muchas colo-
nias se presentaban adheridas a las
paredes del frasco mientras que

otras crecian tanto en el fondo ccmo
en la superficie del medio liquidc.

Cuantificacion:

Las poblaciones de microalgas
se presentan en el Cuadro 1. De
acuerdo al anilisis de la variaaza
para las poblaciones de microalgas
por condicién de suelo, se pudo apre-
ciar que existen diferencias altamen-
te significativas entre los valores del
nimero de microalgas desarrolla-
das, por lo que las poblaciones de
microalgas se ven influenciadas por
la presencia y ausencia del cultivo de
frijol en el suelo.

En la comparacién de meclias
presentadas en el Cuadro 1, se puede
apreciar que existen dos grupos de
medias, en los cuales las condiciones
C1, D, A, B2 y Bl se ubican dentro
del grupo a, no observiandose dife-
rencias significativas entre las po-
blaciones de microalgas desarrclla-
das en estas condiciones de suelo.
Los valores medios del nimero de
microalgas obtenidas en la condicién
C2, se diferencian del resto obten.én-
dose los valores de poblaciones mas
bajos con 152.054.75 microalgas/g
mientras que la condicién C1, fue la
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Cuadro 1. Valores medios de las poblaciones de microalgas por
condicion de suelo.

~ Condicién de Suelo Valor Medio Grupo
Ci 1.566.751,10 A
D 1.435.489,40 A
A 849.180,48 A
Bg 677.641,51 A
Bi 575.439,94 A
Ce _152.054,75 B

Tukey al 5%. Medias con letras iguales no difieren significativamente.

Cuadro 2. Valores medios para las poblaciones de microalgas para el
estado de desarrollo del cultivo de frijol.

_ Estado de Desarrollo Valor Medio _ Grupo ]
1 948.418,46 A
2 311889 B

Tuckey al 5%. Medias con letras iguales no difieren significativamente.

que presentd los méaximos valoresde  Cuadro 3, en la cual se muestran 3
poblaciones con 1.566.751,10 mi-  grupos de medias obtenidas para el

croalgas/g. analisis de la interaccién condicién
En el Cuadro 2 se presenta la  de sueloy estado de desarrollo (CD x
comparacién de medias de las pobla-  ED). La condicién de suelo C1, en el

ciones de microalgas de acuerdo al  BTUPO, la condicién Bl y B2 =n el
estado de desarrollo de la planta,  8rupo b, no encontrandose difzren-
Como puede apreciarse, los mayores  ¢ias significativas entre estos valo-
valores corresponden a aquellas  TeSYypor ultimo, el grupo C, integra-
plantaciones con 21 dias de desarro- do por la condicién C2.

llo, con un valor promedio de A medida que el suelo es sem-
948.418,46 microalgas/g de suelo, y  brando continuamente, se observa
aquellas plantaciones con un tiempo  en plantas adultas una disminucién

de desarrollo alrededor de 2 meses,  significativa en el nimero dz mi-
alcanzaron poblaciones de croalgas, existiendo una relacijn in-
311.888,96 microalgas/g de suelo. versa, ya que a mayor edad de la

planta menor sera la poblaciin de

Sin embargo, este comporta- ¢ !
microalgas presente en la rizosfera

miento varia de acuerdo al tiempo de !
permanencia que tenga el frijol en el (Figura. 1).
suelo como se puede apreciar en el

[
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Cuadro 3. Prueba de media para la interaccién condicion de suelo y

Estado de Desarrollo

Estado de desarrollo Sembrado Sembrado
primera vez Continuamente
3 semanas después 575.440° 1.566.751°
de la cosecha.
3 semanas antes 677.642° 152.055°¢

de la cosecha.

Tuckey al 5%. Medias con igual letra no difieren significativamente.

N° de Microalgas /gr de suelo
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CONDICION DE SUELO

Fig. 1

Efecto contrario es observad.
en aquellos suelos donde se establece
por vez primera la siembra de frijol,
ya que las poblaciones se vieron esti-
muladas; reflejando un mayor nivel
poblacional cuando las plantas de
frijol tenian un estado de desarrollo
més avanzado (Figura 2), aunque

Poblaciones de microalgas por condicién de suelo

éste aumento no fue diferentemente
significativo.

Parece ser que las poblaciones
de microalgas de la zona de la rizos-
fera responden ante los exudados,
secreciones y composicién de los teji-
dos jévenes de las plantas, mas que
a los productos resultantes del rneta-
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Fig.2 Poblaciones de microalgas en suelos sembrados con frijol

bolismo de la planta cercano al final
de su ciclo de desarrollo. Por ello, el
resultado obtenido en la condicién de
suelo B, es una respuesta ante la
estimulacién de las raices nuevas en
el suelo que crean condiciones favo-
rables: un microhabitat que permite
activar y desarrollar las poblaciones
de microalgas presentes en bajas
densidades y romper el estado de
latencia o quistes que tienden a for-
mar bajo condiciones desfavorables,
y una vez adaptadas y estimuladas
por las nuevas condiciones, comien-
zan a responder ante estos exudados
y tejidos muertos de la planta que
pueden ser reutilizados como fuente
de energia y carbono, haciendo que
se pueda apreciar un aumento de la
poblacién al final del ciclo de la plan-
ta.

20

Efecto de la condicién de suelo y
estado de desarrollode laplanta
sobre los grupos de microaljsas.

En los montajes microscépicos
se pudieron apreciar las caracteristi-
cas presentadas en el Cuadro 4, que
permitieron diferenciar a nivel de
género los grupos de microalgas ais-
ladas (Figuras 3 y 4).

Desde el punto de vista cualita-
tivo se aprecia (Cuadro 5) que . ma-
yor porcentaje de microalgas presen-
tes en el suelo pertenecen al grupo
de las Cianophytas o algas varde-
azul, siendo los géneros més repre-
sentativos Anabaena y Oscilaioria,
las cuales permanecen constantes en
el suelo, sin verse influenciadas por
la presencia o ausencia del frijo] en
el mismo y la edad de la planta; y
otros géneros como Nostoc, Spiruli-
na, Nodularia son de comportamien-
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Cuadro 4. Caracteristicas de los géneros de microalgas aisladas de
la rizosfera del cultivo del frijol.

Géneros Caracteristicas

Anabaena - Presencia de tricomas simples, sueltos, rectos,
SINuUOS0s

Nostoc - Presencia de Heterocistos y Acinetas.

Oscillatoria - Talos gelatinosos, tricomas entreverados.
- Heterocistos intercalares.
- Tricoma recto la mayor parte de su longitud, pero
marcadamente combados, algo afinado en sus
extremos apical, redondeados.

Nodularia - Tricoma uniseriado, no ramificados con vainas
- Células en discos o comprimidos.
- Heterocistos intercalares.

Spirulina - Tricoma unicelular, espiralados sin septas, casi
del mismo didmetro y ancho.

Diatomeas - Diatomea Pennada no identificada.

Cuadro 5. Géneros de microalgas aisladas de la rizosfera del cultivo
de frijol por condicién de suelo y estdo de desarrollo.

7 'Condiciéh de Estédo de 7 _Géne;'c;s
Suelo Desarrollo

A -- Anabaena, Oscillatoria

B 1 Anabaena, Oscillatoria Nodularia.

B 2 Anabaena, Oscillatoria Spirulina,
Nostoc, Diatomeas.

( 1 Anabaena, Nostoc, Nodularia,
Oscillatoria.

C 2 Anabaena, Oscillatoria Nodularia,
Spirulina, Nostoc.

D - Anabaenai)sﬁcﬁillatoria SpAirulina. i

to selectivos de acuerdo a la condi-
cion de suelo y edad de la planta,
controlando la madurez de la planta,
el efecto de la rizosfera y el grado de
respuesta por grupo de microalgas
especificos.

De igual forma se presentaron
poblaciones de microalgas pertene-
cientes a las Bacillariophytas o Dia-
tomeas, del grupo de las Pennadas,
quienes estin presentes en el suclo
en menor frecuencia, pudiendo ser,
ya que estos son mas susceptibles a
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Fig.3. Microaigas aisladas de la Rizosfera del cultivo frijol
A: Anabaena B:Oscillatoria
C: Spirulina D: Diatomea

22
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Fig. 4.
A: Nostoc; B: Nodularia

las condiciones de desecacidn, a dife-
rencia de las Cianophytas que son
maés resistentes y pueden permane-
cer en el suelo en estado de latencia

Microalgas aisladas de la rizosfera del cultivo del frijol:

por varios afios; ademads de su mayor
afinidad a pH alcalino presente en el
suelo, que las diferencias de las pri-
meras.

Conclusiones

- Las poblaciones de microalgas
estan influenciadas por la ausencia
o presencia del cultivo frijol en el
suelo.

- Las poblaciones de microalgas
estan influenciadas por la edad de la
planta, dependiendo del tiempo de
permanencia del cultivo en el suelo.

- El niimero de microalgas tien-
de a incrementar con la edad de la
planta, en suelos donde se establece
por vez primera el cultivo.

- En suelos sembrados conti-
nuamente las poblaciones de mi-
croalgas disminuyen a medida qu:la
planta envejece.

- Los grupos de microalgas do-
minantes en el suelo corresponden a
las Cyanophytas o algas verde azul,
representados en su mayor parte por
los géneros Anabaena y Oscillatcria
y en menor grado por Nostoc, Nodu-
laria y Spirulina.

- El grupo de las Bactllariophy-
tas o Diatomeas son de presercia
ocasional en los suelos estudiados.
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Recomendaciones

- Analizar las poblaciones de
microalgas presentes en suelos don-
de se cultivan otros rubros agricolas.

- Estudiar el efecto de las pro-
piedades fisico-quimicas del suelo
sobre las poblaciones y grupos de
microalgas presentes en el mismo.

- Evaluar el potencial bioferti-
lizador de las microalgas aisladas,
mediante la realizacién de bioensa-
yos en los que se compare la caraci-
dad fijadora de nitrégeno.
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