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FRACCIONAMIENTO QUIMICO DE CARBONO ORGANICO Y
SU RELACION CON LA ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA,
BIOMASA MICROBIANA Y CANTIDAD DE ADN EN SUELOS
CACAOTEROS VENEZOLANOS

Arnaldo J. Armado M. *", Froilan Contreras °, Pablo Garcia Lugo °

RESUMEN

Se estudio la relacion de diferentes parametros de humidificacion con la actividad
microbioldgica, biomasa microbiana y contenido de ADN en muestras de suelos de tres zonas
cacaoteras venezolanas. El fraccionamiento quimico se realizo en base a las diferencias de
solubilidad de las sustancias humicas en acidos y bases, obteniéndose las fracciones carbono
extraible, acidos humicos, acidos fulvicos y sustancias no himicas. Los parametros de
humificacion obtenidos son: indice de humidificacion, grado de humidificacion, razon de
humificacion y relacién acidos htimicos/acidos fulvicos. La actividad microbiologica
correlaciond significativamente con los parametros de humificacion calculados y el contenido
de carbono de las fracciones obtenidas, excepto con la fraccion de sustancias no humicas. El
carbono de la biomasa microbiana correlacion6 significativamente con el carbono organico
total, la respiracion, el contenido de ADN, la fraccion de sustancias no humicas y la relacion
acidos humicos/acidos fulvicos. Los parametros de humificacion calculados pueden servir
como indicadores de la actividad microbiana en los suelos estudiados ya que presentaron
correlaciones significativas con la respiracion basal de los suelos en estudio.

Palabras clave: Parametros de humidificacion, extraccion de ADN en suelos,
respiracion basal, respiracion inducida por sustrato.

CHEMICAL FRACTIONATION OF ORGANIC CARBON AND
RELATIONSHIP WITH MICROBIAL BIOMASS, MICROBIAL
ACTIVITY AND DNA CONTENT IN VENEZUELAN CACAO
SOILS

ABSTRACT
The relationship between humidification parameters, microbiological activity, microbial
biomass and DNA content was studied in soils samples of three Venezuelan Cacao zones. The
chemical fractionation has been obtained through solubility differences of humics substances
in acids and bases, having obtained the humic acid fractions, fulvic acids and non-humified
substances. The humidification parameters obtained were: humidification index,
humification degree, humidification ratio and humic acids/fulvic acids ratio. A significantly
correlation were obtained between microbiological activity and calculated humidification
parameters and carbon of obtained fractions, except non-humified fraction. A significantly
correlation between microbial biomass C and total organic C, DNA content, non-humified
fration C, ratio AH/AF were also obtained. It is proposed that humidification parameter may
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be use as soil microbial activity indicators due to the excellent correlations achieved in these
work between these parameters and soil respiration.

Key words: Humification parameters, soil DNA extraction, basal respiration, substrate
induced respiration.

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) esun cultivo ligado a la cultura venezolana, tanto por su origen
como por su importancia en el desarrollo econdmico y social del pais desde que se establecio
su comercializacion hace ya mas de trescientos cincuenta aios. Venezuela llego a ser el primer
productor mundial de cacao, y este producto supuso la fuente principal de ingresos durante un
largo periodo de la época colonial. Todavia, a pesar de basar su economia fundamentalmente
en el petrdleo, el cacao venezolano es reconocido en el ambito mundial como uno de los
mejores del mundo. La calidad del cacao y de cualquier otro cultivo se ve influenciada por el
tipo de sueloy los nutrientes que éste pueda proporcionar al cultivo', lo que esta intimamente
ligado ala calidad y cantidad de la materia orgénica del suelo (MOS).
Las comunidades microbianas son componentes de la fraccion organica del suelo, y estan
asociadas con la fertilidad del suelo, los ciclos biogeoquimicos, la descomposicion de
adiciones naturales o sintéticas de carbono y la formacion estructural y estabilizacion fisica de
los agregados. Las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, asi como la
presencia de plantas, tienen influencia sobre el numero y la actividad de las poblaciones
microbianas. La cantidad y calidad de materia organica del suelo permite hacer inferencias
acerca de su fertilidad, asi también, para enmiendas organicas, podemos evaluar la calidad y
cantidad de materia orgénica que se incorpora al suelo en el momento de utilizarlas en un
suelo determinado’. El contenido de carbono organico total frecuentemente estd
correlacionado con diferentes factores, como la mineralizacion de materia organica, biomasa
microbianay la actividad enzimatica en suelos, entre otros’.
La fraccion orgénica del suelo, también llamada humus, ha sido clasificada desde diversos
puntos de vista. Atendiendo a su composicion quimica, hay clasificaciones que hacen énfasis
en la constitucion de los compuestos del humus y en su comportamiento desde el punto de
vista fisico-quimico. Estas clasificaciones de los compuestos organicos se hacen
esencialmente basadas en la solubilidad de esos constituyentes en distintos solventes dando
como resultado la distincion de dcidos fulvicos, dacidos humicos y huminas. Los dcidos
fitlvicos son la fraccion del humus extraible tanto en reactivos acidos como alcalinos y no
precipitables en medio acido, pudiendo distinguirse acidos fulvicos libres y acidos fulvicos
ligados a los acidos humicos. Los dcidos humicos son los compuestos orgdnicos, extraibles
con reactivos alcalinos pero que se precipitan en medio acido, lo que hace posible su
separacion de los acidos fulvicos. Las huminas, representan la fraccion que solamente es
extraible con hidréxido de sodio en caliente y que se considera dificilmente mineralizable e
intimamente ligada a los coloides minerales” °. En base a este fraccionamiento se han
planteado diferentes indices o parametros de humidificacion. Entre ellos: el indice de
humificacion (IH), grado de humificacion (GH), razén de humificacion (RH) y relacion de
carbono de dcidos humicos y acidos fulvicos (C, )"
Un conocimiento mas preciso del contenido de materia organica y su calidad, asi como de la
diversidad microbiana del suelo, podria contribuir en la formulacion de mejores modelos
técnicos de manejo de las plantaciones de cacao®. Esta investigacion se llevé a cabo con el
objetivo de realizar el fraccionamiento quimico del carbono organico en muestras de suelos de
tres zonas cacaoteras en Venezuela, determinar diferentes parametros de humidificacion y
correlacionarlos con la actividad microbioldgica, la biomasa microbiana y el contenido de
ADN en el suelo.
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PARTE EXPERIMENTAL

Muestreo y preparacion de las muestras. La toma de muestras se realizd en tres zonas
cacaoteras del occidente venezolano, a saber:

- Zona 1 (S)): Estacion Experimental San Juan de Lagunillas INIA-M¢érida (ubicada a
8°30' latitud norte, 71°20' longitud oeste, 1100 msnm, Temperatura promedio anual
28,6°C).

- Zona 2 (FP): Finca El Pedregal, Tucani, Estado Mérida (ubicada a 8°50' latitud norte,
71°23" longitud oeste, 700 msnm, temperatura promedio anual 28,6°C, precipitacion
promedio anual 1969,6 mm, bosque hiimedo tropical, superficie de 125 ha). Tipo de suelo
Entisol, textura arenosa™"”.

- Zona 3 (CH): Estacion Experimental Chama INIA-Zulia (ubicada a 8°43' latitud norte,
71°44' longitud oeste, 10 msnm, temperatura promedio anual 26°C, precipitacion
promedio anual 1743,1 mm, bosque seco tropical, superficie 6)'".

Utilizando un barreno, se recolectaron en bolsas plasticas (polietileno) muestras compuestas
(aproximadamente de 2 kg) de 4 sub-muestras, tomadas al azar entre 0-10 cm de profundidad,
en cada parcela.
Para la determinacion de carbono organico total y parametros de humidificacion, las muestras
de suelo se secaron al aire durante 72 h, luego se realiz6 lamolienda y se pasaron a través de un
tamiz de 2 mm. Se almacenaron en recipientes con tapa a temperatura ambiente. En la
determinacion de Cy, ., actividad microbioldgica y extraccion de ADN, las muestras frescas
se extendieron sobre un plastico limpio y seco, se les retir6 el material grueso (piedras, hojas,
tallos, raices), luego se tamizaron y se almacenaron a -20°C .
Cuantificacion de la materia orgdnica. El carbono organico total se determiné en las
muestras de suelo utilizando el método colorimétrico basado en la oxidacion de la materia
organica con dicromato de potasio”. El carbono de cada fraccion de materia organica (CE,
AH, AF,NH) se determind por el mismo método.
Fraccionamiento de carbono orgdnico. La extraccion del carbono organico en las muestras
de suelo se realizo con una solucion de pirofosfato-hidroxido de sodio, " siendo este el carbono
extraible (CE); posteriormente, de acuerdo al método propuesto por Ciavattay col.’, se llevd a
cabo el fraccionamiento basado en la diferencia de solubilidad de las sustancias humicas en
acidos y bases, obteniéndose dos fracciones: acidos humicos (AH), y acidos falvicos (AF)
mas sustancias no humicas (NH). Las fracciones de AF y NH se separaron mediante una
columna de polivinilpirrolidona (PVP). Los parametros de humificacion que se determinaron
fueron: indice de humidificacion (IH), grado de humificacion (GH), razén de humidificacion
(RH) y relacion acidos hiimicos/acidos fulvicos (AH/AF).
Actividad microbiologica y biomasa microbiana. Se determind la actividad microbiologica
del suelo mediante la cuantificacion del desprendimiento de CO, producto de la actividad de
los microorganismos, usando el método de incubaciones estaticas”, siguiendo el
procedimiento descrito por Anderson”. El carbono de la biomasa microbiana (C,, \,c) S€
determiné por el método de la respiracion inducida por sustrato, RIS *.
Extraccion de ADN. La extraccion de ADN se realiz6 mediante una modificacion del método
empleado por Yeates y col." usando perlitas de vidrio y SDS (método mecanico-quimico) para
la ruptura celular seguida por una doble extraccién, primero con una mezcla ternaria
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (24:24:1), y luego una mezcla binaria
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se precipitd el ADN incubandolo con alcohol
isopropilicoa-20°C, 2 h. EIADN se cuantificé midiendo la absorbanciaauna de 260 nm.

Analisis estadistico. Se obtuvo el promedio de cada variable y su desviacion estandar; se
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determind la correlacion lineal entre las variables utilizando el coeficiente lineal de Pearson
() y se calculd el error estandar de r para determinar su significancia. Todos los analisis se
realizaron utilizando Microsoft Office Excel 2007.

RESULTADOS Y DISCUSION
Parametros fisicoquimicos, carbono organico y fraccionamiento quimico.
Los valores determinados de pH, CE, CIC, y textura se presentan en la tabla 1. El pH de las
muestras de San Juan (SJ) fue de 7,8+0,5 ligeramente alcalino, para las de Chama (CH) y la
Finca Pedregal (FP) result6 un pH acido de 4,9+0,4 y 4,1+0,2, respectivamente. La
conductividad eléctrica en las muestras de SJ fue de 5734243 S cm™ algo mayor que en las
muestras de CH y FP que fue de 241+87 y 245+46 S cm”. La CIC result6 similar en las
tres zonas siendo de 35+4, 35+5 y 25+5 cmol(+) kg' de suelo seco en SJ, CH y FP,
respectivamente. De los parametros fisicoquimicos determinados hubo diferencias
significativas entre el pH y la CE para las tres zonas en estudio. Segun Vera y col.” estas
diferencias fundamentalmente se deben al tipo de suelo de cada zona, ya que en los suelos de
los andes venezolanos, los materiales parentales poseen gran influencia sobre sus
caracteristicas fisicas y quimicas.
EIC,, . resulto de 33+3 gCkg" de suelo seco en la zona SJ, siendo el mayor valor comparado
con las otras dos zonas, en FP fue de 18+6 gCkg"' yen CH de 10+2 gCkg'.
Los valores de carbono extraible obtenidos fueron de 3,4+ gC kg, 5,8+ gC kg y 10,7+
gCkg", respectivamente en las tres zonas, SJ, CH y FP. Se observa que en los suelos de FP, por
ser de textura arenosa, se obtuvo el mayor valor de CE, seguido de CH que posee textura
franca y, por ultimo, los valores de SJ fueron los menores, y se debe a su textura franco-
arcillosa (tabla 1). Esta reportado que en suelos arenosos la interaccion de la materia organica
con la fraccion mineral (inorgénica) de los suelos es mucho menor que en suelos arcillosos'*;
por lo tanto, la extraccion de materia organica se facilita en las muestras de suelo de la finca
Pedregal.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de las muestras de suelo.

Conductividad Capacidad de Intercambio
ZONA pH Eléctrica Catiénico (CIC) Textura
uS cm’™ cmol(+) kg'l
SJ 7,8+0,5" 573+243" 3544 Franco arcillosa
FP 4,1+0,2° 245+46" 25+5" Arenosa
CH 4,940,4° 241+87" 3545 Franca

Enuna misma columna, valores con la misma letra no poseen diferencia significativa (p<0,05)

Brito’ reporta una clara agrupacion de suelos en base a los tipos de sustancias hiimicas que
presentan, y sefiala que las relaciones AH/AF muestran buena correlacion con el tipo de
evolucion de los suelos. Asi, se ve que los suelos de mayor evolucion, presentan una relacion
AH/AF mayor a la unidad, con un intervalo de variacion de 1,15 a 2,0. En suelos menos
evolucionados esta relacion es inferior a la unidad, en un intervalo de 0,36 a 0,53 *. Segtin los
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valores obtenidos para la relacion AH/AF, los suelos de SJy FP son mas evolucionados ya que
presentan valores de 1,1+0,1 y 1,4+0,4, respectivamente. En caso de CH tiene un valor de
0,5+0,1.

El indice de humidificacion, NH/(AH+AF), puede ser considerado como un valor util para
determinar si un suelo o enmienda organica posee altos contenidos de material humificado o,
por el contrario, predomina la materia no humidificada. Asi, los primeros dan valores cercanos
a cero y los otros, incrementan el valor de esta relacion marcadamente’. Por otra parte, los
valores del grado de humidificacion y la razén de humificacion, reflejan porcentajes del
material humidificado (AH+AF) con relacion al carbono extraible y el carbono orgéanico total
del suelo, respectivamente. Valores elevados de estos parametros indican también un alto
contenido de material humificado ® (tabla 2).

Tabla 2. Carbono organico total y fraccionamiento en muestras de suelos cacaoteros.

C ORG TOTAL* C EXTR* C AH* C AF* C NII*
SJ-1 34 3,0 0,7 0,6 1,7
SJ-2 29 3.2 0,7 0,8 1,7
SJ-3 33 3.3 1,1 0,9 14
SJ-4 36 40 1,0 0,9 2,1
PROMEDIO SJ 3343 31 0,9:0,2 0,8+0,2 1,7+0,3
CH-1 12 4,1 0,8 1.4 1,9
CH-2 9 49 0,9 14 2,6
CH-3 10 53 0,9 1,7 2,7
CH-4 10 6,1 1,1 1,8 3.2
CH-5 10 7,9 0,6 2,1 53
CH-6 7 6,7 0,7 1,6 44
PROMEDIO CH 10+2 62 0,80,2 1,703 341
FP-1 25 12,2 5,0 34 3,7
FP-2 25 13,0 6.2 3,1 3,7
FP-3 13 9,7 2,9 2,9 3,9
FP-4 15 9,5 34 24 3,7
FP-5 14 10,9 2,9 2.8 47
FP-6 13 9,1 34 2,5 3,7
PROMEDIO FP 186 1143 442 2,840,5 3,9+0,6

" Expresado en g C/Kg suelo sec
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Tabla 3. Parametros de humificacion en muestras de suelos cacaoteros.

Ca/Car
SI-1 1,1
SJ-2 1,0
SJ-3 13
SI-4 1,1
PROMEDIO SJ 1,120,1
CH-1 0,5
CH-2 0,6
CH-3 0,5
CH-4 0,6
CH-5 03
CH-6 0,4
PROMEDIO CH 0,5+0,1
FP-1 1,5
FP-2 2,0
FP-3 1,0
FP-4 14
FP-5 1,2
FP-6 1,1
PROMEDIO FP 1,4£0,4

IH

1,0+0,1

1,3%0,5
04
04
0,7
0,6
0.8
0,7

0,6+0,2

GH (%)

44,0

46,8

59,6

RH (%)
47
6.2
7.0
54

61

32,8

265

57+13

Segun los parametros de humidificacion obtenidos (tabla 3), se observa que el suelo de FP
posee mayor contenido de material humidificado; en segundo lugar, el suelo de SJ y el suelo de
CH posee la menor cantidad de material humidificado. Sin embargo, los valores de RH en los
suelos de SJ son muy bajos, ya que el material extraible fue muy poco respecto al carbono
organico total presente en el suelo, como se sefial6 anteriormente. Esto nos indica que para
suelos arcillosos o franco-arcillosos la RH no proporciona valores adecuados, ya que la
extraccion de carbono organico no es muy eficiente, con el procedimiento empleado.
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Tabla 4. Parametros bioldgicos en muestras de suelos cacaoteros de Venezuela.

Respiracién Basal Biomasa Microbiana Contenido de ADN
(mg C-CO, kg dia™) (mg C-CO, 100g™) (ug ADN g™)
SJ-1 6,6 7,33 960
SJ-2 5,5 10,04 988
SJ-3 6,6 10,72 985
SJ-4 7,1 12,07 985
PROMEDIO SJ 6,5+0,7 10+2 98013
CH-1 1.4 2,58 733
CH-2 1,7 1,22 1040
CH-3 1,3 1,22 730
CH-4 32 1,90 815
CH-5 1,0 1,22 712
CH-6 1 2,58 802
PROMEDIO CH 1,6+0,8 1,8+0,7 805+122
FP-1 10,8 7,24 1112
FP-2 9,4 5,60 1028
FP-3 7,6 3,95 773
FP-4 6,6 2,30 604
FP-5 8,2 4,71 948
FP-6 8,2 6,42 1106
PROMEDIO FP 8+1 542 9294202

Actividad microbiolégica, biomasa microbianay contenido de ADN.

El carbono mineralizado, en forma de CO, resultd mayor para las muestras de FPy SJ. En CH
el valor mas bajo (tabla 4). Estos valores indican que la actividad microbioldgica de los suelos
de FPy SJfue mayor que en los de CH.

El carbono de la biomasa microbiana resulté mayor para las muestras de SJ, seguidas por las
muestras de FP, siendo los menores valores para las muestras de CH.

En el caso del contenido de ADN, no se observaron diferencias significativas entre las tres
zonas, sin embargo para CH dio valores ligeramente menores. Estos resultados pueden
deberse a la contaminacion con sustancias hiimicas, que son comunmente co-extraidas con el

ADN e interfieren en la cuantificacion espectrométrica del ADN'.
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Correlacion de los parametros de humidificaciéon con la actividad microbiolégica,
biomasa microbianay contenido de ADN.

Los resultados indican que los cuatro parametros de humidificacion calculados correlacionan
significativamente (p<0,05) con la respiracion basal de los suelos en estudio. Ademas,
la respiracion basal correlacioné significativamente (p<<0,05) con el contenido de Cgo e
Core romar» contenido de ADN vy las fracciones CE, AH y AF. En general, el carbono orgénico
presenta relacion con la actividad microbiana y observamos una correlacion significativa
entre Cpgroma ¥ 12 respiracion basal (p<0,01); sin embargo, larelacion C,,/C,, resultod con una
correlacion mas significativa, lo que sugiere que esta relacion seria un mejor indicador de la
actividad microbiana de los suelos en estudio. De los pardmetros de humidificacion
calculados, el carbono de la biomasa microbiana y el contenido de ADN sélo correlacionaron
significativamente con larelacion AH/AF. E1 Cy,,, correlaciond significativamente (p<0,05)
con el Cpromr, la respiracion, el contenido de ADN y el carbono de las sustancias no htimicas.
El contenido de ADN correlaciond significativamente (p<0,05) con el Cgrg 1o, 12
respiracion, y el Cy o, (tabla 5).

Tabla 5. Coeficiente lineal de Pearson para los diferentes parametros en estudio.

RESP. CONT.
C EXTR C AH C AF C NH CAH/CAF IH GH RH CB[() MIC
BASAL ADN

Corgrorar  -0.26 0,08 -037 -0,60° 0,56° -028 025 -027 0,57° 0,50° 0,91°
C extr 0,88* 0,97° 0,77° 0,53° -0,44° 0,60° 097" 0,54° 0,09 -023
[ 084" 040 082" -0,73" 0,86" 092" 0,77° 033 0,08

C Ar 075"  0,42° -047° 0,61° 097° 047° 0,04 -031
Cn 0,04 0,18 -0,02 065" 0,04 024 -0,52°
Can/Car -0,79° 0,84 0,57° 090" 046°  0,50°
H -0,97" -0,56" -0,74 -0,36  -0,29

GH 0,70° 0,78° 036 025

RH 053 0,13 027
RESP. BASAL 0,57° 061"
CONT. ADN 0,62"

" (p<0,001); " (p<0,01); * (p<0,05)

CONCLUSIONES
Los parametros de humidificacion calculados pueden servir como indicadores de la actividad
microbiana en los suelos estudiados ya que presentaron correlaciones significativas con la
respiracion basal. De estos parametros, la relacion de carbono AH/AF resultd el mejor
indicador de la actividad microbiologica, ya que presenta la mayor correlacion con la
respiracion basal, biomasa microbiana y cantidad de ADN.
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El contenido de ADN no es confiable como indicador de la actividad microbiolégica de un
suelo, debido a que la cuantificacion se realiza basada en una extraccion no selectiva. Se deben
realizar nuevas mediciones para corroborar las correlaciones obtenidas y plantear un indice de
actividad microbiologica en los suelos cacaoteros estudiados, que constituya una herramienta
pararecomendaciones en las técnicas de manejo empleadas en diferentes suelos agricolas.
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