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RESUMEN
Las enzimas del suelo son importantes indicadores de la fertilidad del suelo al
estar implicadas en la descomposicion de la materia organica y en la
disponibilidad de nutrimentos para la planta, ademas se han propuesto como
indicadores de la calidad del suelo, debido a su alta sensibilidad a la presencia de
contaminantes y practicas de manejo del suelo. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la actividad enzimatica (ureasa, fosfatasa acida y alcalina, B-D glucosidasa
y catalasa) de un suelo agricola sembrado de maiz (Zea mays) acondicionado con
diferentes dosis de lodo residual (T1: 18 t ha™ de lodo residual y T»: 36 t ha™ de
lodo residual). El estudio se realiz6 en una pradera experimental ubicada en el
municipio de Xonacatlan, Estado de México, la toma de muestras se llevd acabo
segun la metodologia propuesta por Cochran 1977, a las muestras colectadas se
les realizaron andlisis fisico-quimicos conforme a la NOM-021 RECNAT 2000, asi
como el contenido de metales pesados (Cu, Ni, Cr, Zn y Cd), con el método 3050
de la EPA (Agency Proteccion Enviromental). La determinacién de la actividad
enzimatica se realiz6 mediante métodos propuestos por diferentes investigadores
(ureasa: Tabatai y Bremmer 1972 citado en Tabatai (1994), fosfatasa acida y
alcalina: Tabatai y Bremmer (1969) citado en Alef y Nanipieri (1995), B-D
glucosidasa: Tabatai 1982 y catalasa: Jhonson y Temple (1964). Se observo que
la adicién de lodo residual (18 y 36 t ha™ lodo residual) incrementé la actividad
enzimatica de la ureasa, fosfatasa acida y alcalina con respecto al suelo testigo (0

t ha™ lodo residual), por lo que se sugieren a estas enzimas como indicadores de
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calidad de suelos con LR debido a que presentan una mayor sensibilidad a la

aplicacion de dosis de LR.
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1. INTRODUCCION

Las enzimas del suelo son proteinas especializadas cuyo papel
fundamental es catalizar reacciones quimicas, transformandolas en productos que
forman parte de los ciclos bioldgicos; liberadas por los microorganismos y plantas
a través de secrecion o lisis celular. En el suelo participan principalmente en la
descomposicion de la materia orgénica, estabilizacion de la estructura del suelo y
en la liberacion de nutrimentos, (Coyne, 2000; Dick et al., 2000).

Los lodos residuales (LR) son residuos generados a partir del tratamiento
de las aguas residuales que presentan un alto contenido de MO y nutrimentos
como nitrégeno (N) y fésforo (P). Su aplicacion a suelos de cultivo, es una préctica
que se ha extendido y se considera una alternativa viable para su disposicion
debido a que puede mejorar las caracteristicas fisico-quimicas del suelo (Martin
del Campo, 1996).

La actividad enzimatica puede modificarse con la adicién de LR al suelo
como lo reportan trabajos realizados por Antonious (2009) quien menciona un
incremento en la actividad de las enzimas ureasa e invertasa al adicionar LR al
suelo. Asimismo, Furczak y Joniec (2007) reportan un incremento en la actividad
de las enzimas del suelo en funcion de la dosis de LR aplicada al suelo.

La importancia de este estudio radica en conocer la actividad enzimética
cuando se aplica lodo residual como enmienda organica a un suelo de cultivo, ya
gue estas enzimas pueden indicar cambios en la calidad del suelo al ser sensibles

a la presencia de contaminantes y practicas de manejo agricola.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Lodos residuales

Los lodos residuales (LR) son un subproducto derivado del tratamiento de las
aguas residuales industriales o municipales y estan compuestos de material
organico producido por desechos industriales o domésticos. Su composicion varia
segun el origen de las aguas donde son separados y el proceso de tratamiento
que es llevado a cabo para obtenerlos (Wild, 1992; Martin del Campo, 1996;
Guzméan y Campos, 2004).

Los LR industriales o municipales contienen un elevado porcentaje de
humedad, materia organica (MO) y nutrimentos como nitrégeno (N) y fésforo (P)
que son de utilidad para las plantas. Los LR contienen metales pesados tales
como cobre (Cu), cadmio (Cd), plomo (Pb), zinc (Zn), manganeso (Mn), niquel (Ni)
y mercurio (Hg), ademés de microorganismos patdgenos que pueden resultar
toxicos para las plantas, animales y ser humano (Jurado et al., 2004).

La disposicion de LR es un problema econémico y ambiental de las plantas
tratadoras de agua, por lo tanto la busqueda de opciones que aminoren este
problema resulta de gran importancia. Los LR se pueden disponer a cielo abierto,
en bosques erosionados y el mar, asi también, se reducen mediante el proceso
fisico de incineracion y pueden ser aplicados al suelo como fertilizantes en la

agricultura (Tchobanoglous, 1994).
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2.1.1 Aplicacién de lodo residual en la agricultura

El uso de los LR como mejorador bioorganico a suelos agricolas, se
presenta como la alternativa mas conveniente para su disposicion debido a que
permite el aprovechamiento de un recurso de bajo costo que permite mejorar la
relacion costo-beneficio (Cuevas y Walter, 2004).

La aplicacion de LR permite favorecer algunas propiedades fisico-quimicas
del suelo, debido al aporte de MO, mejorando la estructura, porosidad,
permeabilidad y retencion hidrica del suelo; asi mismo, incrementa la capacidad
de intercambio catiénico (CIC) y pH (Andrade et al., 2000; lllera et al., 2001), por lo
que la aplicacién a suelos agricolas degradados, puede ayudar a recuperar la
productividad, incrementando la disponibilidad de nutrimentos para la planta.
(Cuevas y Walter, 2004; Aravena et al., 2007).

Cuando se utilizan LR como mejoradores bioorganicos se han encontrado
buenos resultados. Por ejemplo, Ortiz et al. (1999) al aplicar dosis de 1y 5 t ha™
de LR a un suelo de cultivo, encontraron un incremento en la produccion de maiz,
y un aumento en la cantidad de MO, N y P total y disponible. Por otra parte,
Andrade et al. (2000), reportan un incremento en la concentracion de N, P y K
disponible, asi también, un incremento en la produccién de Hordeum vulgare y
Zea mays cuando aplicaron dosis de 5, 10, 20 y 40 t ha™ de LR. Mosquera et al.
(2000), llevaron a cabo un estudio utilizando LR proveniente de una industria
lactea encontrando un incremento en la productividad de raigras inglés y trébol

blanco. Por su parte Diez et al. (1996), estudiaron el efecto de la incorporaciéon de
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lodos secundarios de la industria de celulosa al cultivo de trigo y ballica

presentando un incremento (10 a 15%) en la produccién de estos cultivos.

2.2Enzimas

2.2.1 Generalidades

Las enzimas, son proteinas que actlan como catalizadores organicos
disminuyendo la energia de activacion, la cual se define como la energia
necesaria para desestabilizar los enlaces quimicos de un compuesto y de esta
manera facilitar la formacion de un producto al colocar los constituyentes quimicos
en una proximidad adecuada para que las reacciones se lleven a cabo,
transformando los sustratos organicos en inorganicos, sin presentar cambios en su
estructura quimica (Coyne, 2000; Ceron y Melgarejo, 2005).

Entre sus caracteristicas estan el poseer una elevada eficacia catalitica que
le permite aumentar millones de veces la velocidad de reaccion recuperando su
estado inicial al término del proceso catalitico. Las enzimas son catalizadores
especificos, tanto para el tipo de reaccién como para los compuestos sobre los

que actuan (Lehninger, 2003; Lozano et al., 2005).

La Figura 1 muestra al sustrato (S) y la enzima (E) que se combinan para
formar un complejo enzima-sustrato. Asi, el sustrato se transforma para liberar el
producto (P) y la enzima puede ser utilizada para catalizar reacciones adicionales

(Coyne, 2000).

10
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Figura 1. Representacion general del proceso catalitico (Coyne, 2000).

La interaccion enzima-sustrato es especifica dado que la enzima presenta

un centro de fijacion al sustrato que se compone de cadenas laterales de

aminoacidos dispuestos especialmente para fijarse a un sustrato especifico

(Devlin, 1999).

2.2.2 Clasificacion de enzimas

La Union Internacional de Biologia Molecular

y Bioquimica (IUBMB) ha

establecido un sistema por el que todas las enzimas se incluyen en seis clases

principales segun el tipo de reaccion catalizada como se muestra en el Tabla 1.

Tabla 1. Principales clases de enzimas

Clase Reaccion Enzimas
Oxidoreductasas Reacciones de oxido-reduccion Catalasas, Deshidrogenasas
(transferencia de electrones)
Hidrolasas Ruptura hidrolitica de algun enlace Esterasas, Glicosidasas,
del sustrato Lipasas, Peptidasas,
Fosfatasas y Ureasas.
Transferasas Transferencia de un grupo quimico Transaminasas,
de un donador a un aceptor Transmetilasas,
Transglicosidasas.
Liasas Ruptura de enlaces C-C, C-O, C-Ny Descarboxilasas, Desaminasas,
otros por eliminacién o adicion de Aldolasas.
grupos a dobles enlaces
Isomerasas Catalizan un cambio en Ila Triosafosfato isomerasas
configuracion geométrica o espacial
de una molécula
Ligasas Catalizan la unién de dos moléculas Glutamina sintetasas

con el acoplamiento de la hidrdlisis
de un enlace de alta energia

Fuente: Elaboracion propia con informacion de IUBMB (Devlin, 1999)

11




Actividad enzimdtica en suelo acondicionado con lodo residual como indicador de cambios en la calidad del suelo

Segun este sistema cada enzima tiene asignado un numero clasificatorio de
cuatro digitos y un nombre sistematico que identifica la reaccion catalizada y al

tipo de enlace en el que participa (Nelson y Cox, 2001).

2.2.3 Factores que afectan la actividad enzimatica

Estudios sobre la actividad enzimatica en suelos han demostrado que la
eficiencia con la que actla una enzima sobre el sustrato es afectada por varios
factores como: pH, MO y calidad de la misma, temperatura, textura, presencia de
metales pesados; entre otros.

Las enzimas son afectadas por los valores de pH en suelo, debido a que
valores extremadamente acidos o basicos, pueden causar desnaturalizacién de la
enzima, al modificar el estado de ionizacion de los grupos funcionales localizados
en el centro activo de la enzima, que puede alterar el reconocimiento del sustrato y
la reactividad de los sustratos implicados en la catélisis (Dick et al., 2000;
Quinteiro et al., 2003; Berg, 2007). Normalmente la actividad de una enzima es
méaxima alrededor de un valor de pH determinado denominado pH éptimo, (aquel
en el que el estado de ionizacion de los residuos de aminoé&cidos del centro activo
son idéneos para el reconocimiento y la transferencia del sustrato) el cual suele
estar para la mayoria de las enzimas proximo a la neutralidad (7), sin embargo
existen enzimas cuyo pH Optimo es basico (tripsina) o acido (pepsina) (Lozano et

al., 2005)

12




Actividad enzimdtica en suelo acondicionado con lodo residual como indicador de cambios en la calidad del suelo

La adicion de MO en suelo, modifica la actividad de las enzimas
incrementando su actividad debido al aporte de sustratos enziméticos que
estimulan la produccién de enzimas (Dick et al., 2000; Quinteiro et al., 2003).

La temperatura por su parte, afecta a las reacciones enziméticas ya que
elevadas temperaturas provocan una desnaturalizacion de las enzimas, lo que
ocasiona que disminuya la concentracion efectiva de la enzima y por tanto la
velocidad de reaccion (Li y Sarah, 2003). En general, las enzimas se inactivan a
temperaturas comprendidas entre los 10° a 15° C y los 55°C a 60°C, sin embargo,
existen excepciones, ya que algunas son estables y activas a temperaturas
mayores (70 - 80°C) y proximas a los 0°C (Garcia, 2010).

La textura es otro factor que afecta indirectamente la actividad enzimética
por la influencia que tiene en el crecimiento microbiano y disponibilidad del
sustrato, reflejandose en una menor sintesis de las enzimas en un suelo arcilloso
(Li y Sarah, 2003; Melero et al., 2007; Zhang et al., 2009).

La concentracion de elementos traza o metales pesados también inhibe la
actividad de algunas enzimas como la B-glucosidasas y [(-galactosidasas,
fosfatasas, arilsulfatasas y nitrato reductasa a través de la complejacién del
sustrato, por combinacién con los grupos de proteina activos de las enzimas, por
reaccion del complejo enzima-sustrato (Senwo y Tabatai, 1999; Bandick y Dick,
1999).

Otros factores que afectan su actividad son el contenido de N y C organico,
asi como, la concentracion de la enzima y sustrato (Dick et al., 2000; Quinteiro et

al., 2003).

13
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2.2.4 Origen e importancia de las enzimas en el suelo

En el suelo las enzimas son producidas por plantas, animales y
microorganismos. Se encuentran asociadas con células viables (enzimas
intracelulares) y fuera de las células (enzimas extracelulares). (Bandick y Dick,
1999; Askin y Kilsilkaya, 2005).

Las enzimas intracelulares juegan un rol central en los procesos de la vida y
se pueden encontrar en el interior del citoplasma de células metabdlicamente
activas; también se encuentran en las células inactivas asociadas con células
vegetativas, endosporas bacterianas, esporas fungales, quistes de protozoarios
viables, protozoarios y algunas semillas de plantas; ademas estan asociadas a los
residuos de las células después de su muerte, pero sin presentar lisis (Yokiosho,
2005).

Las enzimas extracelulares (exoenzimas o abionticas) descritas por Skujins
(1976) son secretadas al medio externo por los organismos vivos por lisis 0 muerte
celular (Joachim et al., 2008). Estas pueden encontrarse adsorbidas sobre las
superficies arcillosas externas o internas y complejadas con los coloides hamicos
a través de mecanismos de microencapsulacion, formando copolimeros,
entrampamiento o copolimerizacion durante la génesis de la MO (Rao et al., 2000,
Kinght y Dick, 2004; Acosta y Paolini, 2005). Cabe mencionar, que un bajo
porcentaje de las enzimas que abandonan las células se encuentran estabilizadas,
la mayoria son desnaturalizadas o degradadas por proteasas (Joachim et al.,

2008).

14
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Las enzimas extracelulares, son importantes por que solubilizan o
metabolizan  sustratos, produciendo nutrimentos necesarios para los
microorganismos y plantas. Ademas participan desintoxicando al ambiente y
modificando el microambiente de la célula viva, mejorando la probabilidad de
sobrevivencia celular (Bandick y Dick, 1999).

La importancia de las enzimas del suelo radica en las funciones que
realizan, al participar estabilizando la estructura del suelo, el reciclaje de
nutrimentos, descomposicion de residuos organicos y formacion de la MO.
Ademéas de que reflejan la actividad microbiana en el suelo actuando como
indicadores de cambios en el suelo (Dick et al., 2000; Joachim et al., 2008).

En el suelo, se han detectado numerosas enzimas, pero solo se han
evaluado hidrolasas como fosfatasas acidas y alcalinas, arilsulfatasas, celulasas, y
ureasas, asi como, oxidorreductasas como catalasas y deshidrogenasas, debido a
su relacion con la fertilidad del suelo y su participacion en el proceso de
descomposicion de la MO y mineralizacion de los elementos C, N, P, S y
(Narvéez, 2008).

2.2.5 Ureasa

La ureasa pertenece al grupo de las hidrolasas y es una enzima
ampliamente distribuida en la naturaleza que se encuentra en los
microorganismos, animales y vegetales responsable de la hidrolisis de urea
formando diéxido de carbono (CO;) y amonio (NHj3) utilizando el mecanismo
basado en la formacion de carbonato como intermediario (Quinteiro et al., 2003;

Joachim et al., 2008).

15
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La reaccion de la enzima ureasa [E.C. 1] se expresa de la siguiente

manera:
H2NCONH; + H,O <—> 2NH, + CO» [E.C. 1]

La actividad de ésta enzima, es resultado de la excrecion de las raices y la
proliferacion de microorganismos con la capacidad para sintetizarla (Tabatabai,
1994; Bachmeier et al., 2002). La actividad de la ureasa es afectada por las
concentraciones de los metales pesados, concentracion de O, y disponibilidad de N
en el suelo (Quinteiro et al., 2003).

La actividad de la enzima ureasa incrementa con fertilizaciébn organica
(adicion de estiércol de vaca) y es afectada por las practicas de manejo por lo que

se ha usado como un indicador de calidad del suelo (Gil et al., 2005).

2.2.6 Fosfatasa 4cida y alcalina
Las fosfatasas son enzimas inespecificas que pertenecen al grupo de las
hidrolasas y son las responsables de la mineralizacion del P organico a P
inorganico, hidrolizando esteres y anhidridos de H3PO, reemplazando un grupo
PO, por un grupo OH (Garcia et al., 2003; Criguet et al., 2007).

El tipo de reaccion general de las enzimas fosfatasas [E.C. 2] es la

siguiente:
c") & n
R-O-P-O + H20 HO-P-O+ R-OH
0 o°

[E.C. 2]

16
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Estas enzimas se clasifican en dos tipos: fosfatasas &cidas y alcalinas
dependiendo del pH en el que estan presentes en el suelo (Dalurzo et al., 2000).
Las fosfatasa acidas (pH optimo 4 a 6.5) son predominantes en suelos acidos;
mientras que las alcalinas (pH 6ptimo 9-10) se encuentran en mayor cantidad en
suelos alcalinos (Narvéaez, 2008). Las fosfatasas acidas, son producidas por los
microorganismos y plantas superiores, mientras que las fosfatasas alcalinas, son
sintetizadas principalmente por microorganismos (Speir y Ross, 1978; Tabatabai,
1994).

Estas enzimas son afectadas por el pH, temperatura, textura del suelo,
disponibilidad de P y contenido de MO (Garcia et al.,, 2000). Asimismo, su
actividad puede ser estimulada por la presencia de sustrato y el producto final
puede reprimir e inhibir la actividad de la fosfatasa (Garcia et al., 2000).

La actividad de las fosfatasas es de gran importancia, debido a que una
gran cantidad de compuestos de fésforo organico presente en el suelo, se
encuentran en forma de monoesteres y por su papel en la nutricién de las plantas
al convertir el P organico a inorganico que puede ser absorbido por la planta
(Fernandez et al., 2008).

Cabe destacar, que de manera general la actividad de la fosfatasa acida es
la mas usada para estimar cambios en la calidad y cantidad de la MO debido a
gue es altamente sensible a practicas de manejo y presencia de contaminantes.

(Gil et al., 2005).

17
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2.2.7 B-D glucosidasa
La B-D glucosidasa pertenece al grupo de las glicosidasas, y es la
responsable de la hidrdlisis de compuestos de celulosa (B glucésidos) a glucosa
presentes en la MO y en los residuos de las plantas en descomposicion (Joachim
et al.,, 2008). Esta enzima juega un papel fundamental en la degradacion de
carbohidratos de bajo peso molecular en el suelo proporcionando sustratos
organicos sencillos que pueden ser utilizados como fuente de energia para los

microorganismos del suelo (Garcia et al., 2003; Joachim et al., 2008).

La reaccion de la glucosidasa [E.C. 3] se esquematiza de la siguiente

manera:

CH,OH

[E.C. 3]

La B-D glucosidasa es muy sensible a cambios de pH en el suelo y ha sido
propuesta como un indicador de la calidad de suelo debido a que cataliza el paso
final en la biodegradacion de la celulosa y el siguiente paso en la liberacion de
glucosa (fuente de energia para los microorganismos). Ademas es sensible a la
presencia de contaminantes y cambios en el manejo del suelo modificando su

actividad (Knight y Dick, 2004; Garcia et al., 2008).
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2.2.8 Catalasa
La catalasa, es una enzima intracelular perteneciente al grupo de las
oxidorreductasas que participa en el metabolismo oxidoreductivo dentro del
organismo; estando presente en todas las bacterias aerdbicas facultativas y
ausente en las bacterias anaerdbicas obligadas. Se considera a esta enzima como
un indicador de la actividad microbiana aerdbica e interviene en la respiracion
microbiana y se relaciona con la biomasa microbiana en el suelo fertilidad del

mismo (Trasar et al., 1999).

La reaccion de la catalasa [E. C. 4] que descompone el peréxido liberando

agua y oxigeno se presenta a continuacion.

2H202¢—> 2H20+ O2 [E. C. 4]
Esta enzima se ve afectada por el tipo de suelo, adicion de MO, asi como

practicas de manejo en el suelo y laboreo a largo plazo (Jhonson y Temple, 1964).

2.3 Lodo residual y actividad enzimética

Las enmiendas organicas que contienen LR aumentan la actividad de las
enzimas en el suelo debido al aporte de MO y nutrimentos. El LR contiene
enzimas estabilizadas que ayudan a incrementar la fertilidad del suelo, sin
embargo ciertos contaminantes como los metales pesados y compuestos
organicos téxicos modifican la composicion y actividad de los microorganismos del

suelo y por ende la actividad enzimatica (Benitez et al., 2000).
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Los trabajos que tratan sobre la aplicacion y la actividad enzimatica
reportan resultados contradictorios. Kingth et al. (1997) hacen mencién de una
disminucién en la biomasa microbiana y actividad enzimatica, esta ultima se ve
modificada por la presencia de contaminantes en el suelo. Por otra parte, Sastre et
al. (1996) y Barenjee et al. (1997) encontraron que el LR incrementa la actividad
microbiana del suelo, respiracién y la actividad enzimatica (Kisilkaya y Bayrakli,
2005). Albiach et al. (2000) evaluaron el efecto de la aplicacion de cinco
enmiendas orgénicas encontrando un incremento en la biomasa microbiana y en
las enzimas deshidrogenasa, fosfatasa alcalina, fosfodiesterasa, arilsulfatasa y
ureasa cuando la enmienda contiene LR. Garcia et al. (2000) realizaron un
estudio donde evaluaron el efecto anual y por espacio de 9 afios de aplicacion de
LR composteado y abono organico sobre la actividad de las enzimas proteasa,
glucosidasa, fosfatasa, ureasa, oxidorreductasas, y biomasa microbiana en un
suelo agricola, encontrando un incremento en las enzimas proteasa y glucosidasa
asi como en las oxidorreductasas y biomasa microbiana, mientras la fosfatasa y
ureasa disminuyeron. Kilsilkkaya y Baykarli (2005) evaluaron el efecto en la
actividad de las enzimas B- glucosidasa, fosfatasa alcalina, arilsulfatasa y ureasa
al adicionar dosis de 0,100, 200 y 300 t ha™ de LR encontrando un incremento en
las mismas. Asimismo, Ros et al. (2006) y Criquet et al. (2007) evaluaron el efecto
de la adicion de compostas de LR y abonos organicos encontrando un incremento

en las enzimas fosfatasas.
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2.4 Actividad enzimética como indicador de calidad del suelo

Doran y Parkin (1994) definen la calidad del suelo como la capacidad del suelo
para funcionar dentro de los limites del ecosistema que sostienen la productividad
bioldgica y mantienen la calidad del ambiente (Schoenholtz et al., 2000).

La busqueda de indicadores de calidad del suelo ha sido una de las
principales prioridades en el a&mbito de la Ecologia del Suelo, durante las dos
Ultimas décadas. La dificultad de esta tarea radica en que el suelo es una entidad
dinamica con multitud de procesos bioldgicos y geoquimicos que muestran una
elevada heterogeneidad espacial y temporal (Ochoa, 2007). Un indicador edéfico
requiere cumplir con algunos de los siguientes criterios: i) describir procesos que
ocurren en el sistema ii) integrar propiedades y procesos fisico-,quimicos y
biologicos iii) ser accesible a muchos usuarios y aplicable a condiciones de
campo, iv) reflejar atributos de sustentabilidad, v) que su mediciébn pueda ser
reproducible, vi) ser aplicable en amplio rango de sistemas y condiciones
socioecondémicas, culturales y vii) ser sencillo de entender ademas de centrarse en
aspectos préacticos (Moron, 2005, Dale et al., 2008). La respiracion, biomasa
microbiana y actividades enzimaticas de un suelo son indicadores tempranos de
estrés, haciéndolas idoneas para su uso en los diferentes programas de

monitorizacion (Ochoa, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Evaluar la actividad enzimatica de ureasa, fosfatasa acida y alcalina, R-D
glucosidasa y catalasa como indicadores de cambios en la calidad de un suelo
agricola acondicionado con lodo residual al final de un ciclo de cultivo de maiz

(Zea mays).

3.2 Objetivos particulares

» Determinar la actividad enzimética de catalasa, 3-D glucosidasa,
ureasa, fosfatasa acida y fosfatasa alcalina de tratamientos y control.

» Determinar la influencia de parametros quimicos y fisicos en la
actividad enzimética de catalasa, R3-D glucosidasa, ureasa, fosfatasa
acida y fosfatasa alcalina de tratamientos y control.

= Establecer correlaciones entre los parametros quimicos y fisicos del
suelo y la actividad enzimética de catalasa, 3-D glucosidasa, ureasa,

fosfatasa acida y fosfatasa alcalina de tratamientos y control.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Zona de estudio

El estudio se llevd a cabo en una parcela perteneciente al municipio de
Xonacatlan, el cual se encuentra localizado en la parte Norte del Estado de México
en las siguientes coordenadas geogréficas 19° 24’ latitud norte y 99° 32’ longitud
oeste con una altitud de 2500 msnm. La Figura 2 muestra la localizacion del

municipio de Xonacatlan.

w%e |
Gab JILOTZINGO

OTZOLOTEPEC

LERMA

Figura 2. Localizacion del municipio de Xonacatlan (EMM, 2005)

El clima predominante de la regibn es templado subhumedo con
temperatura media anual de 12.4 °C y precipitacion de 700-800 mm. El suelo se
clasifica como Phaeozem héplico (INEGI, 2001). La vegetacion presente esta
conformada por especies propias del bosque de pino y encino y algunos arboles

frutales (EMM, 2005).
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4.2 Diseio experimental
Las dosis de lodo residual estudiadas fueron, 18 y 36 t ha™ tomando en
cuenta la cantidad de N aportada por el LR, de tal manera que los tratamientos

guedaron como se observa en la tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos utilizados en el experimento

Tratamiento Tipo de fertilizacién Dosis de LR
To Inorganica N, P, K (150-75-30)

T, LR 18 tha™

T, LR 36tha™

To: testigo, T1: suelo + 18 t ha™ LR, T,: suelo + 36 ton ha* LR

El estudio se realiz6 en una parcela (1306 m?) la cual fue dividida en 18
unidades experimentales (UE) de 64m?, con separacién de 70 cm entre cada UE.
Cada tratamiento conté con 6 repeticiones, distribuidos aleatoriamente como se

muestra en la Figura 3.

R1 R2 R3 R4 R5 RE
TO 1T T2 TO || T1 T2
T2 TO T1 T2 TO T1
T1 T2 TO T1 T2 TO

Figura 3. Distribucion de las parcelas experimentales
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4.3 Toma de muestras
4.3.1 Muestreo de suelo pre-cultivo

Se realizé un muestreo de suelo de cultivo en Abril de 2008, para evaluar
las condiciones iniciales; colectandose de manera aleatoria once muestras
utilizando una barrena de cilindro cerrado a una profundidad de 25-30 cm. Las
muestras tomadas posteriormente fueron secadas, molidas, homogenizadas y
tamizadas en una malla de 2 mm y colocadas en bolsas de polietileno para su
posterior analisis fisico-quimico (Cochran, 1977).

4.3.2 Muestreo del lodo residual

El LR se obtuvo de la planta de lodos activados de origen municipal Planta
Tratadora de Aguas Residuales “Toluca Oriente” perteneciente a Ecosistemas S.
A. de C. V. El muestreo y las determinaciones quimicas se realizaron como
especifica la Norma Oficial Mexicana (NOM-004- SEMARNAT 2002).

La incorporacion de LR se realiz6 de manera manual en cada una de las
unidades experimentales, distribuyendo el LR en el fondo del surco y colocando
suelo para cubrir el LR. En el control se usaron como fuentes de N, Py
fertilizantes quimicos como la urea, el superfosfato de calcio triple y el cloruro de
potasio respectivamente.

4.3.3 Muestreo de suelo post-cosecha

Las muestras pos-cosecha de suelo se obtuvieron en Octubre de 2008 y el
tipo de muestreo que se utilizé fue de tipo preferencial (Cochran, 1977), tomando
una muestra por triplicado de cada unidad experimental, para posteriormente

elaborar una muestra compuesta, que se secé a la sombra por aproximadamente
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15 dias y fue molida, homogenizada, tamizada en una malla de 2 mm y guardada
en bolsas de polietileno para su analisis fisico y quimico. Para la determinacion de
las actividades enziméticas las muestras compuestas fueron tamizadas con una

malla de 5 mm y mantenidas en refrigeracion a 4°C.

4.4 Analisis de laboratorio
4.4.1 Analisis fisico-quimico del suelo
Para determinar las caracteristicas del suelo se realizaron andlisis
fisicoquimicos antes de iniciar el estudio y después de recogida la cosecha.
Dichos analisis se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Analisis fisico-quimicos realizados al suelo precultivo, post-cosecha
y lodo residual.

Parametro Norma Analisis quimico Analisis  Andlisis
pre-cultivo guimico  quimico
post- LR
cosecha
pH AS-11- X X X
1997
MO AS-14-1997 X X
CIC AS-20-1997 X X
Ca™ Mg Na'y AS-20-1997 X X
K+
N AS-16-1997 X X
P AS-19-1997 X X
Cu, Zn,Ni,Pby 3050 de la X X
Cd Totales EPA (1988)
Cu, Zn, Ni, Pby Lindsay y X X
Cd Disponibles Norvell
(1978)
Textura Bouyoucos X X
(1963)

*Los analisis quimicos del suelo se determinaron siguiendo la NOM 021 RECNAT
2000 (Diario oficial de la federacion, 2001).
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4.4.3 Determinacion de actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas se determinaron al final de la cosecha
evaluandose las siguientes enzimas: ureasa, fosfatasa 4cida y alcalina catalasa, B-
D glucosidasasa.

4.4.3.1 Ureasa

La ureasa se determin6 mediante el método propuesto por Tabatai y
Bremmer (1972) citado en Tabatai (1994). Para ello se pesaron 2.5 g de suelo
tamizado en malla de 2 mm y se colocaron en tubos de ensaye de 70 mL (se
corrieron para cada suelo, una muestra blanco bajo el mismo procedimiento,
sustituyendo con agua, el volumen de la solucion de urea). Se agregaron 0.1 ml de
tolueno y 4.5 ml de solucion buffer THAM (Trishidroximetilaminometano), se
agitaron por unos segundos para homogenizar y se agregaron 0.5 mL de urea 0.2
M se agitaron e incubaron a 37 °C por dos horas. Posteriormente se colocaron 15
mL de KCI-AgSO,, se dejaron enfriar y se aforaron a 25 ml de volumen con esta
solucién se mezclaron nuevamente y se determiné el amonio por arrastre de

vapor.

4.4.3.2 Fosfatasa acida y alcalina
Para la determinacion de la fosfatasa acida y alcalina se siguié el método
propuesto por Tabatai y Bremmer (1969) citado en Alef y Nanipieri (1995). Para
ello se pesaron 1 g de suelo de cada muestra y se colocaron en tubos de ensaye
de 70 ml. Posteriormente se adicionaron 4 mL de MUB (Buffer Universal

Modificado) pH 5 para la fosfatasa acida o 11 para la fosfatasa alcalina. Se
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agregaron 1 mL de p-nitrofenil fosfato se agitaron los tubos y se incubaron a 37 °C
durante 1 h. Posteriormente se adicion6 1 mL de CaCl, y 4 mL de NaOH 0.5 M. La
suspension se agitd y filtr6 con papel Whatman no. 2 y se leyé a 400 nm de

absorbancia. El p-nitrofenol se comparo con base en una curva de calibracion.

4.4.3.3 3-D glucosidasa

La B- D glucosidasa se determiné siguiendo el método propuesto por
Tabatai (1982). Para ello se pesaron 1 g de suelo de cada muestra en tubos de
ensaye de 70 mL y se agregaron 4 mL de tampén MUB-HCI a pH 9 (previo ajuste
con curva de neutralizacion) y 2 mL de agua destilada a las muestras y controles.
A los patrones se agregaron 4 mL de tampén MUB-HCIl a pH 9 y 1 mL de agua
destilada. Se afadieron 1 mL de p-nitrofenil 3-D glucopirandsido 25 mM a las
muestras. El sustrato restante se transfirio a tubos de ensaye. Se agitaron los
tubos y fueron incubados a 37 °C durante 1 h. Posteriormente se colocé 1 mL de
CaCl, 05 M vy 4 mL de la disolucion extractante THAM
(Trishidroximetilaminometano) -NaOH, pH 12 a los tubos de ensaye. A los
controles y patrones se colocé 1 mL del sustrato incubado antes de agregar el
CaCl, y el THAM pH 12. Los tubos se agitaron y la cantidad de p-nitrofenol
liberado se determiné midiendo la absorbancia a 400 nm por referencia en la curva

de calibracion.
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4.4.3.5 Catalasa

La catalasa fue determinada por el método Jhonson y Temple (1964) y
medida del H,O, residual mediante permanganatometria. Para ello se pesaron 0.5
g de suelo en botes de polipropileno enseguida se afadieron 40 mL de agua
destilada y se taparon. Se agitaron durante 30 min y se agregaron 5 mL de
peroxido agitandose durante 10 min. Se colocaron 5 mL de acido sulfurico 1.5 My
se filtr6. Posteriormente se tomd una alicuota de 25 mL y se valor6 con

permanganato 0.01 M.

5.4.3.6 Andlisis estadistico

Los pardmetros fisico-quimicos en suelo precultivo y LR se analizaron
mediante estadistica descriptiva.

Por su parte, los parametros en suelo post-cosecha y las actividades
enzimaticas fueron analizados aplicando una prueba de ANOVA y Tukey con un
0.05 con el objeto de determinar diferencias significativas entre tratamientos
utilizando el paquete estadistico Statgraphics Plus 5.0 (Montgomery, 2005).

Para determinar relaciones existentes entre parametros fisico-quimicos del
suelo post-cosecha y las actividades enzimaticas se realizé una correlacion de
Pearson que mide el grado de covariacion entre distintas variables relacionadas

linealmente (Montgomery, 2005).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Parametros fisico-quimicos del suelo precultivo y lodo residual

En este apartado se muestran los resultados de los pardmetros fisico-quimicos
evaluados al suelo precultivo.

En la Tabla 4 se presentan los pardmetros fisico-quimicos del suelo, donde se
observa que el pH de la zona muestreada resulto medianamente acido (5.1),
segun la clasificacion de Porta et al. (2003). ElI pH encontrado indica una baja
disponibilidad de Ca, Mg y P de acuerdo USDA, 1998. Por su parte, el contenido
de MO se clasifico como medio y el porcentaje de N bajo segun la NOM 021
RECNAT-2000 El valor de la relacion C/N indica un buen balance en los procesos

de mineralizacion y humificacion del suelo de acuerdo a Wild (1992).

Tabla 4. Pardmetros fisico-quimicos del suelo precultivo.

Parametro Valores
pH 5.1
MO (%) 2.7
N total (%) 0.15
C/N (relacién) 10.3
CIC (cmol kg 23.1
Mg (cmol kg™) 1.4
Na (cmol kg™) 0.48
K (cmol kg™) 0.75
Textura F-ar-a

CIC: Capacidad de intercambio catiénico, F-ar-a: franco- arcillo- arenoso

La CIC se clasifica como categoria media. El contenido de cationes

intercambiables es bajo segun la NOM 021 RECNAT 2000. La textura fue
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clasificada como franco-arcillo-arenosa de acuerdo a Ortiz (1975). Este tipo de
textura indica que la fraccion arcillosa predomina sobre la arenosa y la limosa

El contenido de metales totales en suelo se muestra en la Tabla 5 y presento el
siguiente orden decreciente: Zn<Ni<Pb<Cu, donde el Cd no fue detectado por el

equipo.

Tabla 5. Contenido de metales totales en suelo precultivo.

Concentracion Limites permisibles
Metales

(mgkg™) (ug kg™)
Cu (mg kg™ 12.02 2-100
Zn (mg kg™) 44.38 10-300
Ni (mg kg™) 22.42 10-100
Pb (mg kg™) 18.02 2-200
Cd (mg kg™) ND* 0.01-7

ND: no detectable. Bohn et al., 1993

El contenido de metales pesados encontrados en el suelo no rebasa los limites
permisibles establecidos por Bohn et al., (1993) lo que indica que el suelo no
presenta problemas de contaminacién por metales pesados.

En la Tabla 6 se presentan los parametros quimicos encontrados en el LR y se
observa que el pH (6.5) es acido con tendencia a la neutralidad segun Porta et al.
(2003). Acosta et al. (2005) mencionan que el pH del LR aplicado al suelo debe
ser cercano a la neutralidad (pH=7) para no afectar al sistema biologico, el

crecimiento de las plantas y la estructura del suelo.
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Tabla 6. Pardmetros quimicos de LR

Parametros Valores
Ph 6.5
MO (%) 43.9

N total (%) 4.1

Ca (cmol kg™) 20.60
Na (cmol kg?) 5.88

K (cmol kg™) 3.31
Mg(cmol kg™) 2.3

El porcentaje de MO (43.9%) puede considerarse alto en relacion a otros LR
aplicados a suelos de cultivo como el utilizado por Hernandez et al. (2005);
Martinez de la Cerda et al. (2004) y Salcedo et al. (2004) quienes reportan
porcentajes de MO de 17.8%, 20% y 21.71% respectivamente. El contenido de
Nwta fue de 4.1%. Por su parte los cationes intercambiables presentaron
concentraciones en el siguiente orden decreciente: Ca <Na < K < Mg (20.60, 5.88.
3.31y 2.3 cmol kg™). EI' N, Ca, K y Mg son nutrimentos esenciales en la nutricién
de las plantas que al encontrarse en el LR le confiere un valor como fertilizante
organico.

El contenido de metales pesados totales en el LR Tabla 7 presenté el siguiente
orden decreciente: Zn<Cu<Pb<Ni, el Cd no fue detectado.
Los metales Zn y Cu se encuentran en mayor concentracion en el LR y son
microelementos importantes en la nutricién de las plantas (Luoé, 1988). Mientras
gue Pb, Ni presentaron bajas concentraciones, el Cd no fue detectado siendo este

metal potencialmente téxico para las plantas y ser humano (Jurado et al., 2004).
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Tabla 7. Concentracion de metales pesados totales en LR

Metal Concentracion Limites maximos permisibles
(mgkg™) NOM 004 SEMARNAT (2002)
Excelentes Buenos
(mgkg™) (mgkg™)
Cu (mg kg™) 278 1500 4300
Zn(mg kg™ 605 2800 7500
Ni(mg kg™) 8.4 420 420
Pb(mg kg™ 84.43 300 840
Cd (mg kg™) ND* 39 85

ND: no detectado

De acuerdo a la NOM 004 SEMARNAT (2002) el contenido de metales pesados
encontrados en el LR no rebaso los limites maximos permisibles y puede ser

aplicado a suelos de cultivo.

5.2 Propiedades fisico-quimicas del suelo post-cosecha

Este apartado presenta las propiedades fisico-quimicas evaluadas en el suelo
post-cosecha. La Tabla 8 muestra que el pH es medianamente acido para T,
(5.25+0.12), T, (5.284+0.16) y T3 (5.31+0.26) segun la clasificaciébn propuesta por
Porta et al. (2003) no encontrandose diferencias significativas entre tratamientos.
Lo anterior indica que la adiciéon de LR aplicada al suelo, no modifico este
parametro en los tratamientos, dado que el suelo tiene una alta capacidad buffer
que le permite recuperar su estado inicial. Por otra parte, el pH es una variable de
importancia en la actividad de las enzimas dado que puede modificar la estructura

terciaria de las enzimas importante para la catalisis enzimatica (Berg, 2007).
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Tabla 8. Propiedades fisico-quimicas del suelo post-cosecha

Parametro To d. e. T, d. e. T, d.e.
pH 5.25% 0.12 5.28* 0.16 5.31* 0.26
MO (%) 1.28* 0.40 1.85% 0.44 257  0.56
N total (%) 0.01* 0.009 0.01* 0.004 0.02* 0.006
CIC (cmol kg'l) 22.61%* 2.27 2256% 2.02 22.4* 3.08
Arcilla (%) 32.06° 2.03 30.92* 1.36 26.98% 1.78
Arena (%) 47.6% 9.48 47.88* 153 47.23% 2.64
Limo (%) 20.28% 7.45 21.19% 459 26.48% 6.90
Textura F-ar-a  ----- F-ar-a  ----- F-ar-a  ---—--

*F-ar-a=franco-arcillo-arenoso, d.e. desviacion estandar, To= Control,T;= LR 18 t
ha®, T,= LR 36 t ha™. Literales diferentes por columnas indican diferencias
significativas. p<0.05.

El porcentaje de MO en los tratamientos se clasifico como bajo segun la NOM
021 RECNAT 2000, presentando diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (F=5.31, p<0.05); en donde el mayor porcentaje le correspondi6 a T,
(2.5+£0.56 %) con respecto a T; (1.85+£0.44 %) y Ty (1.28+£0.40 %) esto se puede
atribuir a que T, fue el tratamiento con mayor dosis de LR aportando una mayor
cantidad de MO al suelo. Estudios similares realizados por Cuevas y Walter, 2004;
Aravena et al. (2007); Ortiz et al. (1999) reportan un incremento de MO en suelo
por adicion de LR. El incremento en el porcentaje de la MO influye de manera
positiva en la actividad enzimatica porque incrementa los sustratos disponibles
para las enzimas del suelo (Ochoa, 2007).

El Nwta, 1 CIC y el contenido de arcilla limo y arena no presentaron diferencias
entre tratamientos. El contenido de N se clasifico como bajo y la CIC como media
segun la NOM 021 RECNAT 2000. Asimismo el contenido de arcilla, limo y arena
no presento diferencias entre tratamientos.

Por su parte, la textura en los tratamientos fue franco arcillo arenoso segun la

clasificacion de Ortiz (1975).
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La Tabla 9 muestra el contenido de metales pesados totales (Cu, Zn, Ni, Pb y
Cd) presentes en el suelo en el muestreo post-cosecha. En donde el Cu presentd
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (F=14.86, p<0.05)
encontrandose una mayor concentracion en T, (18.93+3.77 mg kg™) con respecto
a Ty (14.94+2.71 mg kg™) y To (11.89+2,92 mg kg™). Asimismo, el Zn present6
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (F=14.18, p<0.05)
donde la mayor concentracién le correspondié a T (55.18+9.33 mg kg™) con

respecto a Ty (45.467.60 mg kg™) y To (37.78+6.94 mg kg™).

Tabla 9. Contenido de metales pesados totales y disponibles en suelo post-
cosecha

Totales Disponibles
Metal To Tl T2 TO Tl T2

Cu(mgkg?) 11.89% 14.94° 18.93° 0.83* 1.41° 1.83°
Zn(mg kg') 37.78% 45.46° 55.18° 1.91° 2.84% 574°
Ni(mg kg™) 16.83* 17.36* 17.09* 0.15* 0.17* 0.22°
Pb(mg kg?) 16.04* 17.23* 17.44* ND ND ND
Cd(mg kg?) ND ND ND ND ND ND

d.e. desviacién estandar,To= Control, T;= LR 18 t ha®, T,= LR 36 t ha™, ND. No
detectable. Literales diferentes por columnas indican diferencias significativas.
p<0.05.

El incremento en el contenido de los metales Cu y Zn en los tratamientos con
dosis de LR, puede ser atribuido al aporte de estos metales por parte de LR el cual
contenia grandes concentraciones de Cu y Zn. Por su parte, los contenidos de Niy
Pb no presentaron diferencias significativas entre tratamientos y el Cd no fue
detectado. El contenido de los metales pesados totales (Cu, Zn, Ni, Pby Cd) en la

etapa post-cosecha no rebaso los limites permisibles de acuerdo a Bohn et al.

(1993).
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En lo referente al contenido de metales disponibles por tratamiento se encontrd
que para el Cu no existen diferencias significativas entre los tratamientos que
contenian LR (Ty y T>), sin embargo si se encontraron diferencias (F=8.51 p<0.05)
con el tratamiento testigo o control (Tp) como se observa en la Tabla 9. Por su
parte, el Zn present6 diferencias significativas (F=8.15 p<0.05) siendo diferente el
tratamiento con mayor dosis de LR (T,) con respectoa Toy Ti.

El contenido de metales totales y disponibles, permite informar de los cambios
que se pueden presentar en los procesos bioquimicos del suelo que pueden
afectar la actividad enzimatica, debido a que los metales pueden provocar efectos
desnaturalizantes en las proteinas ademas de competir con los metales
involucrados en la formacion del complejo enzima-sustrato (Gianfreda et al.,
2005).

En la Tabla 10. se presentan los porcentajes de biodisponibilidad para los
metales Cu, Zn, Ni, Cd y Pb. En donde se observa que el porcentaje incremento

en T, con respectoa Toy T1.

Tabla 10. Porcentaje de disponibilidad de metales pesados (suelo post-cosecha)

Metal To T, T,
Cu(%) 711 9.53 9.75
Zn(%) 6.85 6.21 9.89
Ni (%) 0.89 1.01 1.28
Pb (%)
cd (%) :

To= Control, T;= LR (18 t ha), T,=LR (36 t ha™).
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El incremento en la biodisponibilidad en los metales Cu y Zn puede resultar
benefico para las plantas al ser microelementos importantes en la nutricion de las

mismas (Loué, 1988)

5.3 Actividad enzimatica en suelo post-cosecha
A continuacion se presentan los resultados obtenidos con respecto a la
actividad de las enzimas catalasa, ureasa, fosfatasa acida, alcalina y B-D

glucosidasa en los tratamientos en la etapa post-cosecha.

5.3.1 Ureasa

Con respecto a la actividad de la enzima ureasa Fig 4 se observa que su
actividad se modific6 en los tratamientos en el muestreo post-cosecha,
encontrandose diferencias significativas entre tratamientos (F=3.69, p<0.05). El
valor méas alto de actividad de la ureasa le correspondié a T2 (95.2 pg NH4 g* h™)
con respecto a T1 (67.32 pg NHs g h™) y To (39.78 ug NH, g* hh).
El incremento de la actividad de la ureasa en T; y T, que contienen LR, se
atribuye al contenido MO en el LR, que produjo una reactivacion de las
propiedades bioldgicas y bioquimicas del suelo, estimulando la proliferaciéon
microbiana y la actividad metabdlica, como consecuencia de aportes de nuevas
fuentes labiles de carbono que sirvieron como sustrato a la biota del suelo (Garcia,
2001). Por su parte, la actividad de la biomasa microbiana facilita los procesos de
descomposicion y mineralizacion del material organico que es depositado en la

superficie del suelo, lo cual genera mayor cantidad de sustratos y compuestos
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nitrogenados que favorecen el accionar de la ureasa y de otras enzimas capaces

de hidrolizar NH3 (Alvear et al., 2007).
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Fig 4. Actividad de la enzima ureasa en los tratamientos muestreo post-cosecha.
To= Control, T;= LR 18 t ha', T,= LR 36 t ha™. Literales diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05).

Los resultados encontrados coinciden con investigaciones realizadas por
Frankenberger, et al. (1983) quienes mencionan que altas dosis de LR
incrementan la actividad de la enzima ureasa, al realizar un estudio a nivel de
laboratorio en donde evaluaron cinco dosis de LR. Asimismo Albiach et al. (2000)
encontraron un incremento en la actividad de esta enzima en el tratamiento que
contenia dosis de 24 t ha™ de LR. Perotti et al. (2008) por su parte reportan, un
incremento en la actividad de la ureasa y deshidrogenasa al adicionar dosis de 0,
3,6y 12 t ha' de biosolidos en dos suelos Argiudoles. Asimismo, Gasco et al.
(2004) encontraron un incremento en la actividad de las enzimas fosfatasa y

ureasa al aplicar urea al 35.5% y LR composteado a un suelo Gypsisol.
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5.3.2 Fosfatasa acida y alcalina

La actividad de la fosfatasa &cida se presenta en la Fig 6 y se observa que
presentd diferencias significativas (F=8.43, p<0.05) entre tratamientos,
encontrando la mayor actividad en T, y T; (32.07 y 32.39 pmol pNP g* h*
respectivamente) con respecto a Ty (16.36 pmol pNP g* h™'). De lo anterior se
puede inferir que la adicion de las dosis de LR tuvo efecto sobre la actividad de
esta enzima. El incremento en la actividad de la fosfatasa acida en T, y T, que
contienen dosis de LR puede atribuirse a la adiciéon de MO por parte de LR que
puede contener enzimas intra y extracelulares que estimulan la actividad
microbiana (Tejeda et al.,, 2006). Singh y Agrawal (2008) mencionan que el
incremento en la actividad enzimética es debido al aumento de la actividad

microbiana estimulada por el alto contenido de nutrimentos y MO contenido en el

LR.
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Fig 6. Actividad de la fosfatasa acida en los tratamientos muestreo post-cosecha.
To= Control, T;= LR 18 t ha®, T,= LR 36 t ha®. Literales diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05).
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La fosfatasa acida ha sido ampliamente usada para estimar cambios en la
calidad del suelo, debido a su sensibilidad a la presencia de contaminantes y ha
sido considerada como un buen indice de calidad y cantidad de MO en suelo (Gil
et al., 2005).

Por su parte, la fosfatasa alcalina (Fig. 7) presentd diferencias significativas
(F=21.23, p<0.05) entre tratamientos encontrando una mayor actividad en T,
(13.44 umol pNP g™) con respecto a T; (9.05 pmol pNP g™) y To (4.91 pmol pNP g’
1)_

El incremento en la actividad de la fosfatasa alcalina puede ser atribuido a la
dosis de LR adicionada y al aporte de MO por parte del LR. De acuerdo con
Garcia et al. (1993) y Kilsilkkaya y Baykarli (2005) la MO contenida en el LR
presentd una alta cantidad de sustratos enziméticos que se encuentran en formas
facilmente disponibles lo que estimula la produccién de enzimas y el crecimiento
microbiano (Néble et al., 2007).

Al comparar la actividad enzimatica de la fosfatasa acida y alcalina. La primera
es mayor que la segunda, debido a que el pH del suelo es medianamente acido,
Fernandez et al. (2008) mencionan que las fosfatasas acidas predominan en

suelos con pH acido.
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Fig 7. Actividad de la fosfatasa alcalina en los tratamientos muestreo post-
cosecha. To= Control, T;= LR 18 t hal, T,= LR 36 t ha. Literales diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05).

Estos resultados coinciden con los estudios reportados por Antolin et al. (2005)
quienes reportan un incremento en la actividad de las fosfatasas en un estudio a
nivel de campo para evaluar el efecto de aplicaciones de LR en las actividades
enzimaticas. Por su parte, Kilsilkaya y Baykarli (2005) reportan un incremento en
la actividad de las fosfatasas al adicionar dosis de 0, 100, 200 y 300 t ha™ de LR a
un suelo. Asimismo, Criquet et al. (2007), quienes realizaron un estudio en la
actividad de las fosfatasas en suelos del mediterrdneo donde aplicaron
repetidamente LR, encontrando un incremento en esta enzima.

Cabe destacar que la actividad de la fosfatasa acida incremento con respecto a
la dosis de LR adicionada Baran and Bieli'nska (1998) and Baran et al. (1999)
reportan una alta correlacion entre la dosis de LR y la actividad enziméatica del

suelo (Jezierska y Frac, 2008).
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5.3.3 3-D glucosidasa
La B-D glucosidasa como se observa en la Tabla 11 no presenté diferencias
significativas entre los tratamientos.

Tabla 11. Actividad de la 3-D glucosidasa

Tratamiento RB-D glucosidasa d.e.
(umol pNP g* h™?)

To 1.37° 0.17
T1 1.83% 0.41
Ts 1.35° 0.20

d.e. desviacién estandar,To= Control, T;= LR 18 t ha™, T,= LR 36 t ha™. Literales
diferentes por filas indican diferencias significativas (p<0.05).

La ausencia de diferencias significativas entre tratamientos puede atribuirse al
incremento en el contenido de los metales Cu y Zn totales y disponibles en los
tratamientos que contenian dosis de LR, que pudieron haber inhibido la actividad
de esta enzima. Garcia et al. (2003) mencionan que la B-D glucosidasa es
altamente sensible a la presencia de contaminantes en el suelo por lo que su
actividad se ve modificada. Por otra parte Geiger et al. (1998) mencionan que el
Cu presenta alta afinidad por la -D glucosidasa por lo que inhibe su actividad.

Los valores reportados en esta investigacién son superiores a los reportados por
Lakhdar et al. (2008) en un estudio a nivel de laboratorio donde evaluaron el
efecto de la adicion de 13.3 y 26.6 g kg™ dosis de LR en las actividades
enzimaticas de un suelo salino.

Cabe destacar que los valores reportados en esta investigacion se encuentran

dentro del rango reportado por Garcia et al., 2003 quienes reportan un rango de

0.187 a 2.115 pmol PNP g* h™,
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5.3.4 Catalasa

La actividad de la enzima catalasa en los tratamientos no presentd diferencias
significativas entre tratamientos (Tabla 12). Sin embargo, sigue una tendencia,
siendo mayor en T, (0.95 pymol O, g™* h™') sequido de T,y T1(0.76 y 0.72 pmol O,
g* h' respectivamente).

Con lo anterior, se deduce que la dosis de LR adicionada al suelo no tuvo
efecto sobre la actividad de esta enzima, Estudios de Gawronska et al. (1992)
indican que, esta enzima es sensible a practicas como el monocultivo sostenido
por largos periodos de tiempo (Alvear et al., 2006). Esto pudo haber originado
cambios en la estructura de las comunidades microbianas del suelo descendiendo
de forma general las poblaciones de los microorganismos aerobios responsables

de esta actividad (Garcia, 2001).

Tabla 12. Actividad de la enzima catalasa

Tratamiento Catalasa (umol H,02 g h™?) d.e.

To 0.72% 0.02
T1 0.76% 0.02
Ts 0.95% 0.01

d.e. desviacion estandar, To= Control, T;= LR 18 tha™, T.= LR 36 t ha™. Literales
diferentes por filas indican diferencias significativas (p<0.05).

Otro factor que pudo haber afectado la actividad de la enzima catalasa fue el
incremento de Cu en Ty y T,. Mateos y Carcedo (1988) reportan una inhibicidén en
la actividad de esta enzima con el incremento de Cu en un estudio en donde se
evaluo la influencia de metales pesados y LR en las enzimas deshidrogenasa y

catalasa.
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Los valores encontrados en este estudio son inferiores a los reportados por
Alvear et al. (2006) quienes reportan rangos de 2,31 a 2,99 pmoles H,O, g* h*
para un Alfisol al Sur de Chile, sin embargo. estos resultados se encuentran dentro
del rango reportado por Garcia et al. (2003) quienes mencionan un rango de la
actividad para esta enzima de 0.60-1.50 pmol H,O, g* h™ para suelo agricola,

utilizando el método de Johnson y Temple (1964).

5.3.5 Correlaciones de la actividad enzimatica y las propiedades fisico-

quimicas del suelo post-cosecha.

Las correlaciones presentes entre los parametros fisicos y quimicos en
suelo y las actividades enziméticas se muestran en la Tabla 13. En donde el pH
correlacion6 negativamente con la enzima ureasa (r=-0.57, p<0.05).
Shahinrokhsar et al. (2008) mencionan que la actividad de esta enzima disminuye
con el incremento del pH en suelo. Por su parte. Montero et al. (2009), quienes
evaluaron la actividad ureasica en suelos de la Ciudad de Buenos Aires que
mencionan una correlacion negativa entre la enzima y el pH en suelo. Por su
parte.

Asimismo el pH se correlacion6é positivamente con la fosfatasa alcalina
(r=0.53, p<0.05) lo que puede ser atribuido a que la fosfatasa presenta una
dependencia con el pH presente en el suelo (Garcia et al., 2000)

La MO se correlacion6é positivamente con las fosfatasa acida y alcalina
(r=0.59 p<0.01 y r=0.55 p<0.05 respectivamente), lo que coincide con lo reportado

por Ross et al. (2006) quienes mencionan una relacion directa entre estas dos

44




Actividad enzimdtica en suelo acondicionado con lodo residual como indicador de cambios en la calidad del suelo

enzimas y el contenido de MO del suelo. Asimismo, Chang et al. (2008)
encontraron correlaciones altamente significativas entre la fosfatasa acida y la MO
del suelo. Por su parte Bergstrom et al. (1998) mencionan que las fosfatasas

podrian tomarse como indicadoras de la MO del suelo.

Tabla 13. Coeficientes de correlacion entre las actividades enzimaticas y

propiedades fisico-quimicas del suelo post-cosecha.

Parametros Glucosidasa Ureasa Fosfatasa acida Fosfatasa alcalina

pH -0.57 0.53
(p<0.05) (p<0.05)
MO (%) 0.59 0.55
(p<0.01) (p<0.05)
Arena -0.56
(p<0.05)
Cu total 0.51 - ---- 0.73
(p<0.05) (p<0.01)
Zn total - - ---- 0.77
(p<0.01)
Ureasa 0.54
(p<0.05)
Cu disponible 0.5926
(p<0.01)

La glucosidasa presentd una correlacion negativa con el porcentaje de
arena (r=-0.56, p<0.05) que coincide con lo reportado por Gianfreda et al. (2005),
quienes al evaluar dos sitios agricolas al Sur de Italia encontraron una correlaciéon

negativa entre la glucosidasa y el porcentaje de arena.

El Cu y Zn correlacionaron con la fosfatasa alcalina (r=073, p<0.01y r=0.77,

p<0.01 respectivamente) que coincide con lo reportado por Wagner (2004) quien
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encontrd correlaciones positivas entre los metales Cu y Zn y las actividades de las
enzimas: fosfatasa, ureasa, proteasa y [(-D glucosidasa al realizar una
investigaciéon sobre indicadores de suelos forestales en Galicia Espafia. Sin
embargo, el efecto de los metales pesados en las enzimas puede variar
considerablemente porque dependen de las propiedades fisicas y quimicas del
suelo tales como el contenido de MO vy arcilla, asi como, enzima involucrada
(Gianfreda et al., 2005). Asimismo la fosfatasa alcalina presentd correlacion

positiva con el contenido de Cu disponible (r=0.59, p<0.01).

Con relaciébn a las enzimas evaluadas la glucosidasa y ureasa se
correlacionaron (r=0.54, p<0.05). Jimenez et al. (2002) encontraron una alta
correlacion entre estas dos enzimas al evaluar parametros fisicoquimicos,

bioquimicos y bioldgicos de suelos con diferentes formas de manejo.
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6. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en donde se midieron propiedades fisico-
quimicas al suelo post-cosecha (pH, materia orgénica, nitrégeno total, capacidad
de intercambio catidnico, textura y metales totales y disponibles) y actividades

enzimaticas se concluye que:

Los pardmetros del suelo N, Capacidad de intercambio catidénico porcentaje de
limo y arcilla no presentaron influencia sobre la actividad de las enzimas

evaluadas.

El contenido de materia organica influyd positivamente en la actividad de las

enzimas ureasa y fosfatasa acida y alcalina.
El contenido de metales pesados totales y disponibles (Cu, Zn, Ni, Pb y Cd)
presente en el suelo de los tratamientos, no inhibié la actividad de las enzimas

ureasa, fosfatasa acida y alcalina.

La actividad de la enzima B-D glucosidasa fue inhibida por las concentraciones de

los metales Cu y Zn encontrados en el suelo post-cosecha.

La dosis de 18 y 36 t ha™* LR aplicado incrementé significativamente la actividad

de las enzimas ureasa, fosfatasa acida y alcalina.
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La dosis de LR aplicado al suelo no modifico la actividad de las enzimas catalasa y

B-D glucosidasa en los tratamientos con lodo residual con respecto al testigo..

La MO correlacion¢ positivamente con la actividad de las enzimas fosfatasa acida

y alcalina.

Las enzimas ureasa, fosfatasa acida y alcalina se pueden proponer como
indicadores de calidad del suelo, porque su actividad se modificé cuando se
adicion6 LR ademas de correlacionar con parametros quimicos del suelo como

MO y metales pesados Cu y Zn
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