Biomasa fungica y bacteriana como indicadoras del secuestro de C
en suelos de sabanas sustituidos por pinares en Uverito, Venezuela

Magalis Zabala! & Yrma Goémez!

1.

Departamento de Ciencias, Laboratorio de Investigaciones Biologicas, Universidad de Oriente, Estado Anzoategui,

Venezuela; irmagomez52@hotmail.com

Recibido 01-VII-2008. Corregido 19-11-2010. Aceptado 22-111-2010.

Abstract: Fungal and bacterial biomass as indicators of soil C sequestration in savannas soils substituted
by pine plantations. A transformation of any natural ecosystem to an agricultural or forest system leads to an
important soil modification, not only in the total carbon pool, but also in the carbon associated to the micro-
bial biomass. This way, carbon quantification on soil quality is important for the determination of impacts of
agricultural practices and land use changes. The aim of this study was to the determine, through the selective
inhibition technique, the fungal and bacterial biomass, and fungal-to-bacterial ratio (F:B) in pine plantations
(Pinus caribaea var. hondurensis), to establish if these parameters are sensible indicators of changes in the car-
bon content in Uverito soils (Venezuela). Furthermore, the inhibitor additivity ratio (IAR) and total combined
inhibition (TCI) were carried out to determine if the antibiotics caused non-target inhibition. The quantification
of fungal and bacterial biomass was carried out by using of cyloheximide as fungal inhibitor, and streptomycin
and chloranphenicol as specific bacterial inhibitors. This research evidences that this land use change exerted
a significant effect on soil microbial biomass, and shows that in pine plantations there is a dominance of the
fungal component, in contrast to the native savanna, in which the bacterial biomass dominates. The substitution
of native savanna by pine plantation in Uverito promotes a major soil carbon sequestration. The values of the
inhibitor additivity ratio (IAR) as for native savanna as pine system, were both >1.0. The total combined
inhibition (TCI) was smaller in the pine systems, from which it is possible to infer that a high proportion of
microbial biomass was affected by the combination of the inhibitors. Rev. Biol. Trop. 58 (3): 977-989. Epub

2010 September 01.
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En Venezuela la superficie ocupada por
las sabanas se estima en 260 000km?, de las
cuales 189 000km? se localizan en los llanos
orientales. Estas son usadas en gran medida
para la ganaderia extensiva, aunque cada vez
se extiende mas su conversion a sistema de pro-
duccion agricola y forestal (Lopez-Hernandez
& Ojeda 1996). Actualmente unas 615 000 has
han sido sustituidas por plantaciones de pino
caribe (Pinus caribaea var. hondurensis Barr.
& Golf)), lo cual representa la mayor area del
tropico con una plantacién forestal monoes-
pecifica (Cedefio et al. 2001). El estudio de
este cambio de uso de la tierra reviste interés,

ya que puede conducir a una modificacion
importante en la cantidad de carbono total en
el suelo (Blair et al. 1997). De éste total, el
carbono asociado a la biomasa microbiana ha
sido considerado como el principal indicador
de la tasa de recambio de carbono en el suelo
(Cuevas & Medina 1998) por su papel como
fuente y reservorio de nutrientes (Lodge et al.
1994, Leita et al. 1999); ademas de ser consi-
derada como un indicador ecolégico (Alef &
Nannipieri 1995) por su capacidad de respon-
der a corto plazo a los cambios en la calidad
del suelo (Jenkinson & Ladd 1981). Por otro
lado, la biomasa microbiana a través de su
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interaccion con otros componentes bioldgicos,
juega un papel preponderante en la regulacion
de las emisiones de algunos gases de efecto
invernadero tales como el CO, y en el secuestro
de carbono; contribuyendo asi, a mitigar los
efectos negativos sobre el cambio climatico.

Ya que el suelo forestal constituye una
fuente de secuestro de carbono, es importante
cuantificar la masa de carbono que se incor-
pora o se pierde en el suelo cuando un siste-
ma de vegetacion es sustituido por otro. La
cuantificacion de la proporcion de la biomasa
fungica y bacteriana del total de la biomasa
microbiana, puede llevarse a cabo a través de la
respiracion inducida por sustrato (RIS) (Ander-
son & Domsh 1978), mediante la utilizacion
combinada de inhibidores selectivos (Naka-
moto & Wakahara 2004). Su cuantificacion, en
términos de distinciéon de ambos componente
microbianos es importante, ya que estos grupos
de microorganismos juegan diferentes papeles
en el reciclaje de nutrientes, y difieren en su
capacidad para secuestrar el carbono dentro de
su biomasa. Asi, es posible establecer la con-
tribucion de cada componente al carbono total
almacenado en el suelo y su longevidad; asi
como el destino del sustrato afladido al mismo
(Bailey et al. 2002, 2003).

Si las bacterias tienen una eficiencia
menor en la asimilacion del C con respecto a
los hongos, y por lo tanto almacenan menos
carbono que el que metabolizan (Adu & Oades
1978), entonces es de esperar, que el carbono
secuestrado en la biomasa microbiana sea mas
persistente cuando esta mediado por la biomasa
fungica, y mas labil cuando esta mediado por la
biomasa bacteriana (Biley et al. 2002). Eviden-
temente, aquel manejo del suelo que promueva
una mayor abundancia de la flora micdtica,
promovera un mayor secuestro del carbono en
el suelo.

La técnica de la inhibicion selectiva de la
respiracion permite el calculo de la proporcion
relativa de hongos y bacterias del total de
la biomasa microbiana (Parkinson 1994), asi
como la determinacion de la relacion biomasa
fungica:biomasa bacteriana (H:B), la cual no
solo expresa la estructura cambiante de las

poblaciones microbianas del suclo (Beare et
al. 1990, Wardle & Parkinson 1990, Frey et
al.1999), sino también los cambios en su con-
tenido de carbono. Una relaciéon H:B=1 indica
que los hongos y las bacterias contribuyen por
igual a la actividad microbiologica del suelo
(Biley et al. 2002).

Ya que el cambio de uso de la tierra puede
afectar la composicion de la biomasa micro-
biana y sus actividades (Carter et al. 1999),
nosotros formulamos, que la sustitucion de la
sabana nativa por pinares en Uverito, acarrea
consigo cambios en el contenido de carbono
del suelo; por lo que los objetivos de esta
investigacion fueron: determinar, a través del
método de la inhibicidn selectiva, la biomasa
fingica y bacteriana y la relacion (H:B) en
suelos de sabana nativa sustituidos por pina-
res, para establecer si estos parametros son
indicadores sensibles del secuestro de carbono
en el suelo. Por otro lado, para complementar
la informacion sobre la accion de los antibid-
ticos empleados, se determind la relacion de
aditividad del inhibidor (RAI) con el objeto
de establecer, si los inhibidores microbianos
(bactericidas y fungicidas), tuvieron actividad
sobre otros organismos para los cuales éstos no
estaban destinados; mientras que la inhibicion
total por efecto combinado del inhibidor (ITC)
se llevo a cabo para determinar el porcentaje de
la biomasa microbiana inhibido por la combi-
nacion de estos.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: El area de estudio esta
localizada en Uverito, Venezuela, a una altitud
entre 50-60 m por encima del nivel del mar. Es
parte de una antigua altiplanicie del Pleisto-
ceno conocida como Mesa de Guanipa (Brito
et al. 1975). La sabana nativa de esta area
estd dominada por una vegetacion herbacea
(Trachypogon spp.) con aislados parches de
arboles de bosques de vegetacion semidecidua
(Curatella americana, Bowdichia virgiloides y
Byrsonimia crassifolia).

La zona esta caracterizada por suelos alta-
mente meteorizados y de baja fertilidad (Brito
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et al. 1975), lo cual se explica por su origen
e historia erosiva. Estos han sido clasificados
como Arenic Haplustox, Psamentic Haplustox
y Oxic Haplustults (Marquez et al. 1994). Las
caracteristicas fisicas y quimicas predominan-
tes en los suelos de Uverito se muestran en el
Cuadro 1.

El muestreo fue llevado a cabo durante
el periodo de lluvias (valores promedio men-
suales: precipitacion 188.3mm, evaporacion
154.46mm). La media anual de la temperatura
del aire durante este periodo fue de 22.4°C,
y la temperatura del suelo registrada en los
primeros 10cm de profundidad fue de 28.1°C
(Vizaes 2004). El muestreo del suelo se realizd
durante el periodo de lluvias, ya que en éste se
ha registrado una mayor biomasa microbiana
(Gomez 2004).

En el area objeto de estudio se selecciona-
ron tres sitios: la sabana nativa (8°31° N, 62°38’
W), considerada como control, una plantacion
de P. caribaea var. hondurensis de 20 afios
(8°38’ N, 62°45° W) y 29 afios de edad (8°39’
N, 62°38” W). En cada una se demarcaron 3
transectos, a lo largo de los cuales se esta-
blecieron cinco puntos de muestreo. En cada
punto de muestreo se tomaron muestras por tri-
plicado. Las muestras se homogenizaron para
formar tres muestras compuestas por transecto,
para un total de nueve muestras compuestas
por parcela. Las muestras de suelo fueron
recolectadas con un barreno a una profundidad
de 0-10cm. La hojarasca del piso del bosque

fue removida previamente al muestreo. Las
muestras fueron colocadas en bolsas plasticas,
transferidas al laboratorio, tamizadas (2mm) y
almacenadas a 4°C hasta su analisis.

Analisis fisico y quimico del suelo: El
contenido de humedad fue determinado median-
te un analizador de humedad, y el pH del suelo
se estim6 en agua (1:5). El carbono organico
total se llevo a cabo por el método de oxidacion
del dicromato de Walkey-Black (Anderson
& Ingram 1993), el N total por el método de
Kjeldal (Bremner 1965) y la concentracion de
P total por el método colorimétrico del azul de
molibdeno (Murphy & Riley 1962).

Biomasa microbiana: La biomasa micro-
biana (activa) se determin6 mediante la técnica
de la respiracion inducida por sustrato (RIS)
descrita por Stotzky (1965). Para ello, 50g
de suelo a humedad de campo, previamente
cernidos y estabilizados por 5 dias a tempera-
tura ambiente, se colocaron en recipientes de
vidrio, de 500ml de capacidad, y se mezclaron
con 400mg de glucosa disueltos en la cantidad
de agua destilada necesaria para ajustar las
muestras al 80 % de su capacidad de retencion
hidrica (CRH). El CO, liberado durante el
periodo de incubacion (4 horas a 22°C), fue
atrapado en una solucion de NaOH (0.1M) y
titulado con HCI (0.1M). La biomasa micro-
biana fue calculada tomando en consideracion:
que 1 mIHCI (0.1M), equivale a 2.2mg de CO,,

CUADRO 1
Propiedades fisicas y quimicas de los suelos de Uverito, Venezuela

TABLE 1
Soil physic and chemical properties of soils in Uverito, Venezuela

Sistema de Textura Humedad

vegetacion (%)
SN Arenosa 2.5%
P20 Arenosa 2.4
P29 Arenosa 4.1b

pH

4.9¢
3.4¢
4.7¢

COT Nt Pt

(g/kg) (g/kg) (g/kg)
1.86° 0.17i 27.09
1.81¢ 0.15! 26.77
2.19¢ 0.10 31.91k

SN=sabana nativa, P20=pinar de 20 afios, P29=pinar de 29 aflos.
En la misma columna las medias seguidas por la misma letra, no difieren significativamente al nivel del 5%.
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y que para un coeficiente de respiracion igual
a 1, se cumple que: Img de CO,/100 g.h=20.6
mg C-biomasa/100 g.

Inhibiciéon selectiva de hongos y bacte-
rias: La determinacion de la biomasa fungica y
bacteriana se llevo a cabo segun la metodologia
descrita por West (1986). La inhibicion selecti-
va de los hongos y bacterias se realizé6 median-
te el empleo de estreptomicina y cloranfenicol
como inhibidores bacterianos, y cicloheximida
como inhibidor fungico. En esta investigacion
la razon del empleo de la estreptomicina y el
cloranfenicol como inhibidores bacterianos se
fundamentd, en que a pesar de que ambos anti-
bidticos poseen actividad contra estos micro-
organismos (Malgor & Valsecia 1999), existen
discrepancias sobre la efectividad de los mis-
mos en la inhibicion bacteriana. Los informes
de Nakamoto & Wakahara (2004) sugieren que
el cloranfenicol tiene una actividad antimicro-
biana mas efectiva sobre las bacterias; mientras
que se ha sefialado que la estreptomicina puede
tener un efecto estimulante sobre la respiracion
microbiana (West 1986, Jonson et al. 1996, Lin
& Brookes 1999).

La seleccion de la concentracion de los
inhibidores: estreptomicina, cloranfenicol y
cicloheximida se realizd segin los informes
de Lin & Brookes (1999) y Nakamoto &
Wakahara (2004). Al igual que la glucosa, los
antibioticos seleccionados fueron disueltos en
la cantidad de agua destilada necesaria para
ajustar las muestras al 80% de su capacidad de
retencion hidrica. EI CO, determinado repre-
sento la respuesta de la inhibicion de la respira-
cion causada por el fungicida y el bactericida,
y fue expresado en mg de Cmic/kg.

Para la determinacién de la biomasa fun-
gica (BF), bacteriana (BB) y residual (BR),
las muestras de suelo recibieron el siguiente
tratamiento:

1. Suelo tratado con Glucosa (400mg/g).

2. Suelo tratado con Glucosa
(400mg/g)+estreptomicina (4mg/g) o clo-
ranfenicol (4 mg/g).

3. Suelo tratado con Glucosa (400 mg/g)
+cicloheximida (8mg/g).

4. Suelo tratado con Glucosa
(400mg/g)+estreptomicina (4mg/g) 6
cloranfenicol (4mg/g)+cicloheximida
(8mg/g).

De acuerdo a los basamentos de West
(1986), la BF, BB y la BR se calcul6 conside-
rando los siguientes aspectos:

A=biomasa microbiana activa
(A-B)=biomasa fungica
(A-C)=biomasa bacteriana
D=biomasa residual
A-B/A-C=relacion hongo:bacteria

El porcentaje de inhibicion de la biomasa
microbiana causado por el empleo de los anti-
bidticos en forma individual y combinada se
determino asi:

+ IBB=[(A-C)/A]100=porcentaje de inhi-
bicién causado por la estreptomicina o
cloranfenicol.

+ IBF=[(A-B)/A]100=porcentaje de inhibi-
cion causado por la cicloheximida.

* IBR=[(A-D)/A]100=porcentaje de inhibi-
cion causado por la combinacion de ambos
antibioticos.

* La proporcion de la biomasa fungica y
bacteriana se calcul6 asi:

*  100[{(A-B)*+(C-D)}/2]/(A-D)=proporcion
de hongos

*  100[{(A-C)*+(B-D)}/2]/(A-D)=proporcion
de bacterias

Relacion de aditividad del inhibidor
(RAI): Se ha senalado que un problema de la
técnica de inhibicion selectiva de la biomasa
microbiana, es la posibilidad de que los inhibi-
dores tengan actividad sobre organismos para
los cuales éstos no fueron destinados (ejemplo
bactericidas que actiian sobre los hongos y
fungicidas que actiian sobre bacterias) (Scheu
& Parkinson 1994, Johnson et al. 1996, Velvis
1997, Lin & Brookes 1999).
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En esta investigacion la RAI fue calcu-
lada a partir de la respuesta de la respiracion
inducida por el sustrato (RIS), expresada como
biomasa microbiana, de un suelo intacto y de un
suelo tratado con estreptomicina o cloranfenicol
como inhibidores bacterianos, y de cicloheximi-
da como inhibidor fingico; asi como mediante
el uso simultaneo de los inhibidores de ambos
grupos de microorganismos (Beare ez al. 1990).
Esta fue determinada de la siguiente forma:

RAI=[(A-B)+A-C)]/(A-D).

Se ha establecido, que la relacion de aditi-
vidad del inhibidor (RAI) seria igual 1.0 si no
ocurre efecto inhibitorio sobre otros organis-
mos para los cuales el antibidtico no fue ela-
borado. Una relacion de aditividad >1.0, indica
que el antibidtico tiene un efecto inhibitorio
sobre otros organismos para los cuales éste no
fue destinado (West 1986, Alphei et al. 1995,
Velvis 1997, Nakamoto & Wakahara 2004),
y una relacion de aditividad <1.0 indica que
éste tiene un efecto de estimulacion sobre los
microorganismos (Beare et al. 1990, Nakamoto
& Wakahara 2004).

Inhibicion total por efecto combinado
del inhibidor (ITC): Expresa el porcentaje
de la biomasa microbiana inhibida por la

combinacién de los inhibidores estreptomicina-
cicloheximida o cloranfenicol-cicloheximida
(Lin & Brookes 1999) y fue calculada mediante
la expresion:

ITC=((A-D)/(A))x100

Los resultados fueron analizados median-
te ANOVA de dos vias, para determinar las
diferencias entre las medias provocadas por
el efecto de los antibidticos empleados, en
forma individual o conjunta, sobre la biomasa
microbiana activa; asi como para determinar
del impacto del cambio de uso de la tierra sobre
la biomasa fungica, bacteriana y residual, y
la interaccion de ambos factores. Los analisis
estadisticos se realizaron a través del programa
SPSS para Windows.

RESULTADOS

Inhibicion selectiva: El porcentaje de
inhibicion microbiana por efecto de la estrep-
tomicina, el cloranfenicol y la cicloheximida,
usados individualmente o en combinacidn, en
suelos de la sabana nativa y las plantaciones de
20 y 29 aflos, no mostr6 variacion significativa
(Cuadro 2). Sin embargo, se puede apreciar que
el empleo por separado de los mismos ejercid

CUADRO 2
Biomasa inhibida por la adicion individual de estreptomicina, cloranfenicol y cicloheximida o por la adicion de la mezcla
de antibidticos en suelos de sabana nativa y plantaciones de pino de 20y 29 afios (%)

TABLE 2
Biomass inhibited by individual addition of streptomycin, chloramphenicol and cycloheximide or by the addition of
antibiotics mixture in soil of native savanna and pine plantations of 20 and 29 year-old (%)

Sistemas de IBB
vegetacion (%)
Estreptomicina Cloranfenicol
SN 66.37% 70.19%
P20 43.19* 42.61*
P29 43.492 42422

IBF IBR
(%) (%)
Cicloheximida Estreptorgic?na/ C'Ioranfe.nic.ol/
cicloheximida cicloheximida
32.142 73.522 61.192
62.12? 57.392 58.26%
55.132 56.782 58.37*

SN=sabana nativa, P20=pinar de 20 afios, P29=pinar de 29 afios.
IBB=porcentaje de inhibicion bacteriana, IBF=porcentaje de inhibicion fungica, IBR=porcentaje de inhibicion bacterias-

hongos.

En la misma columna las medias seguidas por la misma letra, no difieren significativamente al nivel del 5%.
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CUADRO 3
Biomasa total, fiingica, bacteriana y residual en suelos de sabana nativa y plantaciones de pino de 20y 29 aiios
determinados por el método RIS combinado con inhibicion selectiva

TABLE 3
Total, fungal, bacterial and residual biomass in native savanna and pine plantation soils of 20 and 29 year-old
determined by the SIR method combined with selective inhibition

Sistema de BM (activa) BF BB BR
vegetacion (mgCmic/kg) (mgCmic/kg) (mgCmic/kg) (mgCmic/kg)
SN 51.24° 14.492 34772 12.252
P20 91.82° 52.17° 37.42° 39.120
P29 99.06¢ 55.98° 43.34b 42.81°¢

SN=sabana nativa, P20=pinar de 20 afios, P29=pinar de 29 afios.
BM=biomasa microbiana total (activa), BB=biomasa bacteriana, BF=biomasa fiingica, BR=biomasa residual.
En la misma columna las medias seguidas por la misma letra, no difieren significativamente al nivel del 5%.

un mayor porcentaje de inhibicion con respecto
a su empleo en combinacion.

Los valores de la BM (activa), BF, BB y
BR obtenidos en suelos de la sabana nativa
y las plantaciones de 20 y 29 afios (Cua-
dro 3) variaron ente si (F=408.43, p<0.001;
F= 177.05, p<0.001; F=9.331, p<0.001; y
F=243.32, p<0.001, respectivamente). La plan-
tacion de 29 afios present6 el mayor contenido
de BM (99.06mg/kg) y BR (42.81mg Cmic/
kg). En los pinares de 20 y 29 afios domind
el componente fungico (52.17-55.98mg/kg,
respectivamente); mientras que en el sistema
de sabana se observo una dominancia del com-
ponente bacteriano (34.77mg/kg) y una menor
biomasa residual (12.25mg/kg).

La determinacion de las proporciones de
hongos y bacterias presentes en los sistemas
de sabanas y pinares (Cuadro 4), confirma que
en el suelo de las plantaciones de 20 y 29 afios
existe una mayor proporcion de hongos (63.99-
61.24%, respectivamente), en contraste con la
sabana nativa, donde la mayor proporcion de
la biomasa microbiana esta representada por
las bacterias (76.01%). La relacion hongos/
bacterias (H:B) determinada en los pinares de
20y 29 afios (1.39 y 1.29, respectivamente) no
mostré variacion significativa; sin embargo,
ésta fue mayor (p<0.01) con respecto a la saba-
na nativa (0.42) (Cuadro 4).

CUADRO 4
Porcentaje de hongos, bacterias y relacion hongos/
bacterias (H:B) en suelos de sabana nativa y
plantaciones de pino de 20 y 29 aiios

TABLE 4
The percentage of fungi, bacteria and fungi/bacteria
ratio (F:B) in native savanna and pine plantation soils

of 20 y 29 year-old
Sistema de Hongos Bacterias 0B
vegetacion (%) (%)
SN 23.99* 76.01* 0.422
P20 63.99° 36.00° 1.39°
P29 61.24° 38.76P 1.29°

SN=sabana nativa, P20=pinar de 20 afios, P29=pinar de
29 afios.

En la misma columna las medias seguidas por la misma
letra, no difieren significativamente al nivel del 5%.

Relacion de aditividad del inhibidor
(RAI): Los valores de la relacion de aditividad
del inhibidor (RAI) determinados por efecto de
la combinacion de los inhibidores: estreptomi-
cina-cicloheximida y cloranfenicol-ciclohexi-
mida, variaron estadisticamente (p<0.05) entre
si (Cuadro 5). Bajo ambas combinaciones de
los inhibidores, el valor del RAI fue >1.0 en
todos los sistemas estudiados; aunque éste
fue menor en la sabana nativa (1.26 y 1.39,
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CUADRO 5
Efecto de los antibioticos: estreptomicina-cicloheximida y cloranfenicol-cicloheximida sobre la relacion de aditividad del
inhibidor (RAI) y la inhibicion combinada total (ICT), en suelos de sabana nativa y plantaciones de pino de 20y 29 arios

TABLE 5
Effect of antibiotics action: streptomycin-cycloheximide and chloramphenicol- cycloheximide on the inhibitor additivity
ratio (IAR) and the total combined inhibition (TCI) in native savanna and pine plantation soils of 20 y 29 year-old

estreptomicina-cicloheximida

Sistema de vegetacion

cloranfenicol-cicloheximida

RAI (%) ICT (%) RAI (%) ICT (%)
SN 1.26* 76.09* 1.39% 61.18%
P20 1.70° 57.39° 1.64° 58.26°
P29 1.77° 56.78° 1.69° 58.38°

SN=sabana nativa, P20=pinar de 20 afios, P29=pinar de 29 afios.

RAI=relacion de aditividad, ICT=inhibicién combinada total.

En la misma columna las medias seguidas por la misma letra, no difieren significativamente al nivel del 5%.

respectivamente) con respecto a los pinares de
20 (1.70 y 1.64, respectivamente) y 29 afios
(1.77 y 1.69, respectivamente).

Inhibicion total por efecto combinado
de los inhibidores (ITC): La inhibicion total
de los microorganismos causada por la com-
binacion de los inhibidores: estreptomicina-
cicloheximida y cloranfenicol-cicloheximida
en la sabana nativa fue de 76.09 y 61.18%,
respectivamente. Estos valores variaron signi-
ficativamente (p<0.001) con respecto a los de
los pinares de 20 (57.39-58.26%, respectiva-
mente) y 29 afios (56.78-58.38%, respectiva-
mente), en los cuales este indice resulté menor
(Cuadro 5).

DISCUSION

A pesar de las controversias surgidas
sobre la efectividad del uso de la estrepto-
micina y el cloranfenicol como inhibidores
bacterianos (Nakamoto & Wakahara 2004), en
esta investigacion estos antibidticos, emplea-
dos individualmente y en combinacion con la
cicloheximida, no mostraron diferencias en
el porcentaje de inhibicién sobre la biomasa
microbiana (Cuadro 2), por lo que ambos pue-
den ser usados indistintamente para esta deter-
minacion en suelos. La accion combinada de

los inhibidores (estreptomicina-cicloexhimida
y cloranfenicol-cicloheximida) fue menos efi-
ciente que la individual; ya que la suma de los
efectos antibidticos individuales, superaron los
de la aplicacion combinada.

Las diferencias en los valores de la BM
(activa), BF y BB presentes en la sabana y
los pinares (Cuadro 3), podrian relacionarse
en parte con la calidad de los residuos y el
contenido de carbono de estos sistemas. Otros
factores que pueden estar relacionados con
estas diferencias son las mejores condiciones
microclimaticas presentes en los pinares y la
eficiencia en la utilizacion del carbono (qCO,)
de las poblaciones en estos sistemas, la cual se
ha determinado que es mayor en las plantacio-
nes de pinos de Uverito (Gomez 2004).

Los mayores valores de la biomasa fingica
(BF) observados en las plantaciones de pino de
20 y 29 afios (Cuadro 3), soportan los informes
de Anderson & Domsch (1975) y Scheu &
Parkinson (1994), sobre una mayor abundancia
de la proporcidn de hongos activos que de bac-
terias en estos sistemas, lo cual se asocia con
grupos de organismos que descomponen mas
eficientemente los sustratos de baja calidad,
que se caracterizan por poseer una alta relacion
C:N, altos contenidos de polifenoles recalci-
trantes a base de lignina y taninos, asi como
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los subproductos de su descomposicion (Paul
& Clark 1989).

La escasez de estudios dirigidos a deter-
minar el efecto de la edad de las plantaciones
sobre la biomasa microbiana, tanto en zonas
tropicales como templadas, dificulta la com-
paracion de los resultados obtenidos en esta
investigacion, en los cuales se observd un
incremento de la biomasa microbiana con la
edad de la plantacion (Cuadro 3). Esto con-
trasta con los informes de Bauhus et al. (1998)
quienes sefialaron, que en plantaciones de coni-
feras, la biomasa microbiana disminuye con la
edad de la plantacion; efecto que los autores
atribuyeron al bajo contenido de P presente en
estas parcelas. Sin embargo, en suelos de Uve-
rito, el pinar de 29 afios presentd la mayor bio-
masa microbiana (Cuadro 3), a pesar de poseer
el mayor contenido de P y C (Cuadro 1).

Los valores de la biomasa microbiana
residual (BR) (Cuadro 3) reflejan que en el
sistema de pinares existe un elevado conte-
nido de biomasa microbiana para la cual los
antibioticos empleados (estreptomicina, clo-
ranfenicol y cicloheximida) no cumplieron una
funcion inhibitoria total. En este sentido se han
seflalado varios factores que pueden reducir la
efectividad de los antibioticos: (1) el tiempo de
incubacion de las muestras con los antibidticos
(Badalucco et al. 1994, Landi et al. 1993), (2)
su utilizaciéon como sustratos por otros organis-
mos para los cuales no son especificos (Landi
et al. 1993, Scheu & Parkinson 1994, Bada-
lucco et al. 1994, Alphei et al. 1995), (3) la
resistencia a los antibidticos por ciertos micro-
organismos (Heilmann et al. 1995, Imberger &
Chiu 2001), (4) la ausencia o poco contacto de
algunos microorganismos con los antibidticos
en su paso a través del suelo (Alef & Spar-
ling 1995) y (6) la textura y el pH del suelo
(Coleman & Crossley 1996). Por consiguiente,
rara vez hay una absoluta especificidad por un
antibiodtico, y esto va a depender del suelo y
de la concentracion de los antibidticos (Alef &
Sparling 1995).

Con respecto al cambio de uso de la tierra
en Uverito, la presencia de pinares en estos
suelos ha traido consigo una serie de cambios

en el microclima y en muchas propiedades
fisicas y quimicas del suelo; factores que han
afectado sus comunidades microbianas nativas,
en los cuales se observa una mayor proporcion
de hongos (Cuadro 4), organismos capaces de
emplear como sustratos la lignina presente en
las aciculas de las coniferas (Dix & Webster
1995). Esto confirma los resultados de Flores et
al. (1982), quienes sefialaron que la sustitucion
de la sabana nativa por plantaciones de pino
en Uverito produce un cambio en la frecuen-
cia génica de las poblaciones, y sustenta los
informes que indican que en los suelos acidos
de bosques de coniferas, la biomasa fungica
excede a la bacteriana (Anderson & Domsh
1975, Scheu & Parkinson 1994).

Gran parte de la biomasa fungica de estos
sistemas, se deriva de microorganismos sim-
biontes tales como los hongos ectomicorrizo-
genos (Olsson 1999). Finlay & Soderstrom
(1989) informaron que estos hongos contribu-
yen sustancialmente con la biomasa fungica de
bosques de coniferas y son los colonizadores
dominantes de las especies de la familia Pin-
naceae (Smith & Read 1997). En Uverito las
plantulas de pino son inoculadas con la ectomi-
corriza Pisolithus tintoreus para alcanzar una
mejora en la nutricion mineral y sobrevivencia
de las mismas (Gross et al. 2004).

En contraste con el dominio de las pobla-
ciones fungicas en sistemas de pinares, en
el sistema de sabana la mayor proporcion de
bacterias (Cuadro 4) esta determinada por la
calidad de la materia organica incorporada
por la vegetacion nativa, la cual se caracteriza
por poseer una baja relacion C:N (Brito et al.
1975). Evidentemente, el cambio de uso de la
tierra en Uverito modifica en forma cuantita-
tiva y cualitativa las poblaciones microbianas
del suelo.

Los valores de la relacion H:B obtenidos
en esta investigacion estan en el ambito de los
sefialados por diferentes autores. Para el sis-
tema de pinares se ha informado una relacion
H:B entre 1.3 y 9.0 (Parkinson 1994), mientras
que para suelos madereros se ha indicado una
relacion de 1.1-1.4 (Alphei et al. 1995) y de 1.5
para la capa organica de sistemas de pinares
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(Scheu & Parkinson 1994). La relacion H:B
obtenida en esta investigacion en el sistema
de sabana (0.42) (Cuadro 4), confirma una vez
mas la dominancia del componente bacteriano
en este tipo cobertura; mientras que en sis-
temas de bosques los hongos comprenden el
componente dominante del total de la biomasa
microbiana (Anderson & Domsch 1975, Scheu
& Parkinson 1994). Por lo tanto, éste es un
parametro sensible que evidencia el cambio de
estructura poblacional, y por ende, el cambio
del contenido de carbono en el suelo por efecto
de la sustitucion de la sabana por pinares en
Uverito. Si consideramos que la relacion H:B
permite predecir el potencial de almacena-
miento del carbono en el suelo y su longevidad
(Bayley et. al 2002); y si se toma en cuenta
que los hongos almacenan mas carbono en su
biomasa por unidad de carbono respirada, es
evidente que en el sistema de pinares se pro-
ducira una mayor preservacion del carbono en
el suelo.

Los valores de la relacion de aditividad del
inhibidor (RAI) obtenidos con los tratamientos
estreptomicina-cicloheximida y cloranfenicol-
cicloheximida resultaron ambos >1.0 tanto para
la sabana (1.26-1.39, respectivamente) como
para los pinares de 20 (1.70-1.64, respectiva-
mente) y 29 afios (1.77-1.69, respectivamente)
(Cuadro 5). Bailey et al. (2002) sefialaron que
cuando el valor del RAI excede a 1.0, el exceso
multiplicado por 100% refleja la inhibicion de
los organismos para los cuales los antibidticos
empleados no estaban dirigidos; por lo que
existe un enmascaramiento de las actividades
de los mismos (West 1986). Los antibidticos
pudieron haber afectado una fraccion de las
poblaciones objeto o no de ataque. Al conside-
rar este razonamiento, podemos inferir que en
los bosques de pino existe una elevada inhibi-
cion (64 al 77%) de organismos para los cuales
los antibioticos no estaban dirigidos. Nuestros
valores estan en el ambito de aquellos obteni-
dos por Imberger & Chiu (2001), quienes infor-
maron sobre un valor del RAI de 1.62 en el
suelo mineral de un pinar. Asi mismo, Bailey et
al. (2002) determinaron para suelos de bosques
relaciones de aditividad de inhibidor de 1.25

y 1.13; mientras que Nakamoto & Wakahara
(2004) sefialaron valores del RAI de 0.97; 1.07;
1.26 utilizando diferentes concentraciones de
inhibidores para suelos humicos andosoles.
Las razones que determinan las diferencias en
el grado de inhibicién de los microorganismos
por antibidticos no especificos, es dificil de
explicar (Bailey et al. 2002). Una explicacion
alternativa para un RAI >1.0, dada por West
(1986), es que el uso de los antibidticos com-
binados no es tan eficiente, como cuando estos
son aplicados individualmente. Efecto que se
ve reflejado en esta investigacion en el por-
centaje de inhibicion sobre la biomasa residual
(IBR) (Cuadro 2). Beare et al. (1990) y Velvis
(1997) recomendaron que el RAI debiera ser
optimizado a 1.0, ya que el inhibidor que no
esta dirigido al blanco es una fuente de apa-
rente enmascaramiento del efecto inhibitorio
de los antibioticos. Por otro lado, West (1986)
propuso que maximizar la inhibicion total de la
combinacion de los inhibidores (ITC) era mas
importante que optimizar el RAIL

En esta investigacion, el efecto inhibitorio
total de la combinacion de los antibidticos
(ITC) empleados (estreptomicina-ciclohexi-
mida y cloranfenico-cicloheximida), resultd
menor en los pinares de 20 y 29 afios (Cuadro
5), lo cual confirma que en este sistema existe
un mayor porcentaje de biomasa microbiana
inhibida para la cual los antibidticos estaban o
no dirigidos. Lin & Brookes (1999) sefalaron
que cuando el valor el RAI=1.0, el valor de ITC
es maximo.

Cambio de uso de la tierra en Uverito y
su efecto sobre el secuestro de carbono en la
biomasa microbiana del suelo: El alarmante
incremento de la concentracion de didxido de
carbono en la atmosfera, uno de los gases de
efecto invernadero, es uno de los principales
factores del calentamiento global, y constituye
una de las principales preocupaciones de los
cientificos en la actualidad; por lo que una gran
parte de las investigaciones estan dirigidas
a tratar de contribuir en la solucion de esta
problematica. En este sentido, es conocido que
el secuestro de carbono constituye una de las
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actividades que contribuye a mitigar los efectos
negativos del CO, sobre el cambio climatico.

Los suelos forestales son los mayores
depositos de carbono en los ecosistemas terres-
tres, éstos contienen cuatro veces la cantidad de
carbono que posee la vegetacion (Jandl 2001).
Los bosques son importantisimas “bombas de
succion” de CO, atmosférico y por lo tanto
tienen un efecto depurador del aire. Este car-
bono secuestrado es mantenido durante mucho
tiempo en las plantas vivas, en el mantillo y en
el suelo forestal. Estas caracteristicas de alta
capacidad de fijacion, retencion de carbono, y
duracion del secuestro del carbono por unidad
de superficie, hacen que los bosques constitu-
yan importantes sumideros de CO, atmosféri-
co. Por eso merece especial atencion, cuando
se buscan mecanismos mediante los cuales se
puede contribuir con el secuestro de carbono
para mitigar el problema del calentamiento
global del planeta.

Nuestros resultados confirman que la bio-
masa fungica y bacteriana, y la relacion H:B,
determinadas a través del método de la inhi-
bicion selectiva, son indicadores sensibles de
cambios en el contenido de carbono del suelo.
Estos parametros evidencian que la conversion
de la sabana nativa a sistemas de pinares, con-
lleva a una variacion en la composicion micro-
biana del suelo, y que este cambio de uso de la
tierra promueve el incremento de las poblacio-
nes fungicas. Este grupo de organismos juega
un papel importante en el sistema de pinares,
ya que ellos no sélo reducen las pérdidas
por lixiviacion y mejoran la absorcion de los
nutrientes por las plantas (Hernandez-Valencia
& Montserrat 2005); sino que la eficiencia en
la utilizacién del carbono por parte de estos
organismos (Bailey et al. 2002), promueve
una mayor preservacion del mismo en el suelo.
Se ha sefialado que en sistemas de pinares los
hongos ectomicorrizégenos pueden contribuir
a incrementar el pool de carbono en el suelo
(Allen 1996). Estos organismos transforman
los carbohidratos que toman de su hospedero
a carbohidratos especificos tales como manitol
y trehalosa, los cuales son almacenados dentro

de su biomasa. Sylvia ef al. (1999) inform6 que
aproximadamente un 20% del total el carbono
asimilado por las plantas puede ser transferido
hasta el hongo simbionte. Dada las caracteris-
ticas de las ectomicorrizas de producir grandes
cantidades de hifas sobre las raices y el suelo
(Im de raiz colonizada puede estar asociada
con hasta 8km de micelio externo (Smith &
Read 1997), y en especial en condiciones de
bajo contenido de nutrientes, como es el caso
de los suelos de Uverito, estos hongos se con-
vierten en un importante sumidero de carbono
que permite contrarrestar el incremento del
mismo en la atmoésfera. Esta caracteristica
cobra especial interés, si se considera que estas
hifas persisten por prolongados periodos de
tiempo y que se expanden profusamente en el
suelo forestal (Dahlberg 1997; Bonello et al.
1998). Asociado a lo anteriormente expuesto,
estd la eficiencia que presentan los hongos en
la utilizacion el carbono, durante la cual, una
menor cantidad de CO, es perdido por la respi-
racion, mientras que una mayor proporcion de
carbono es incorporado a los tejidos microbia-
nos (Silva et al. 2007).

Otro aspecto de interés asociado al secues-
tro de carbono en estudios realizados en Uveri-
to, han demostrado que en esta zona ocurre una
baja tasa de mineralizacion del mismo (Gomez
2004), lo cual permite preservarlo por mas
tiempo dentro del suelo. Esta reducida tasa de
mineralizacion del carbono, esta asociada con
la calidad de la materia organica caracteristica
de este sistema (Melillo et al. 1982, Tian et al.
1992, Bird & Torn 2006). Evidentemente, en
este contexto, la sustitucion de la sabana nativa
por plantaciones de pino caribe, es un manejo
del suelo que contribuye al secuestro de carbo-
no en Uverito.
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RESUMEN

Cualquier transformacion de un ecosistema natural a
un sistema agricola o forestal conduce a una modificacion
importante no s6lo del pool del carbono total, sino también
del carbono asociado con la biomasa microbiana. Su cuan-
tificacion es importante en la determinacion del impacto de
las practicas agricolas y el cambio de uso de la tierra sobre
la calidad del suelo. El objetivo de este estudio fue deter-
minar, a través del método de inhibicion selectiva, la bio-
masa fungica y bacteriana y la relacion (H:B) en suelos de
sabana nativa sustituidos por pinares (Pinus caribaea var.
hondurensis), para establecer si éstos parametros son indi-
cadores sensibles de cambios en el contenido de carbono en
suelos de Uverito, Venezuela. La relacion de aditividad del
inhibidor (RAI) y la inhibicion total por efecto combinado
del inhibidor (ITC) se llevaron a cabo para determinar, si
los inhibidores microbianos tuvieron actividad sobre otros
organismos para los cuales éstos no estaban destinados. La
cuantificacion de la biomasa fingica y bacteriana se llevo
a cabo mediante el uso de la cycloheximida como inhibidor
fingico, y la estreptomicina y el cloranfenicol como inhi-
bidores bacterianos. Esta investigacion evidencia que este
cambio de uso de la tierra ejercidé un efecto significativo
sobre la biomasa microbiana del suelo, y muestra que en el
sistema de pinares existe una dominancia del componente
flngico, en contraste con la sabana nativa, en la cual domi-
na la biomasa bacteriana. La sustitucion de la sabana nativa
por plantaciones de pino en Uverito, promueve un mayor
secuestro del carbono en el suelo. Los valores de la rela-
cion de aditividad del inhibidor (RAI) tanto para la sabana
nativa como para el sistema de pinares, resultaron ambos
>1.0. La inhibicion total combinada (ITC) resultdo menor en
el sistema de pinares; a partir de lo cual, es posible inferir
que una elevada proporcion de la biomasa microbiana fue
afectada por la combinacion de los inhibidores.

Palabras clave: biomasa bacteriana, secuestro de carbono,
biomasa fingica, pinos, savana.
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