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RESUMEN

En d ciclge de nutrientes dd suelo participan un snnimero de enzimas, las cuales
transforman los elementos unidos en formas organicas a formas inorganicas disponibles a las
plantas.

L as enzimas principa mente son de origen microbiano aunque también pueden derivarse de los
restos de animaes y vegetdes. En € suelo se encuentran en diferentes estados; variando desde
asociadas a los organismos vivientes (endoenzimas) hasta inmovilizadas en forma de compleos
con las arcillas y las sustancias humicas (exoenzimas o abidnticas). Debido a su origen
microbiano, las actividades enzimaticas pueden ser usadas como indicadores o biosensores para
detectar cambios tempranos en la biologia y bioquimica del suelo causados, por gemplo, por
diferentes formas de mangjo (adicion de fertilizantes y pesticidas, labranza, rotacion de cultivos,
etc.) y por factores ambientales.

En e presente trabajo se estudiaron las actividades enziméticas de suelos bajo condiciones
naturales del Alto Llano Central de Venezuda. Las enzimas escogidas estaban relacionadas con
el ciclo del nitrogeno (ureasa y proteasa), del fésforo (fosfomonoesterasas) y la actividad
biol égica (deshidrogenasa).

Los sudos bgo vegetacion boscosa mostraron mayores actividades en las enzimas
fosfomonoesterasa acida, proteasa y deshidrogenasa a compararse conlos suelos de vegetacion
natural de sabana, lo cual esta asociado a una mayor fertilidad natural de los mismos. Algunas de
las caracteridticas fisicoquimicas (Corg, Niota, conductividad y calcio intercambiable) se
correlacionan significativamente con |as actividades enziméticas.

INTRODUCCION

Dentro de las transformaciones biol égicas que tienen lugar en e suelo se sabe que las enzimas,
y laactividad que éstas desarrollan juegan un papel relevante (Burns, 1978).

Las enzimas son proteinas que actlian como catalizadores orgénicos, transformando sustancias

organicas e inorganicas sin experimentar cambios en s. Ellas disminuyen la energia de activacion



de las reacciones bioguimicas y permiten que las mismas se produzcan a temperaturas y
presiones a las que normamente no tendrian lugar.

Una parte de las enzimas ddl suelo son, sin duda, extracelulares siendo liberadas durante €l
metabolismo y muerte celular; otras son intracel ulares, formando parte de la biomasa microbiana
También existen enzimas inmovilizadas que son las que pueden mantener un nivel constante y
estable de la actividad enzimética en € suelo, independiente de la proliferacion microbianay de
las formas usuales de regulacion de la sintesis y secrecion de enzimas. Este tipo de enzimas
inmovilizadas pueden permanecer unidas a coloides minerales (arcillas) u organicos (sustancias
himicas) siendo muy resistentes alos procesos de desnaturalizacion.

Nannipieri et al. (1990) indicaron que las actividades enzimaticas son especificas de un
sudrato y estan relacionadas con reacciones especificas. Por ello es dificil inferir, mediante un
solo valor de actividad enzimética, € conocimiento del estado general de nutrientes de un suelo o
determinar la actividad microbiologica del mismo. Sin embargo, las mediciones simultaneas de
varias enzimas s pueden resultar Utiles como marcadores de bioactividad y pueden utilizarse
como indices de fertilidad bioquimica de los suelos (Gil Sotres et a., 1992).

De las enzimas determinadas en suelos, las hidrolasas son las més estudiadas, s bien también
lo han sdo otros grupos entre las que se pueden citar a las oxidoreductasas, liasas y transferasas.
Muchas de €llas estan relacionadas a los ciclos de elementos tan importantes como e carbono
(celulasas, b-glucosidasa), nitrogeno (ureasa y proteasa), fosforo (fosfatasa) y azufre
(arilsulfatasa).

Las determinaciones de actividades enziméticas han sido utilizadas con diferentes propdsitos
en los estudios redlizados sobre @ tema como indicadores de la productividad, como medidad
indirecta de la biomasa microbiana, para comparar los efectos de la rizosfera, como indice
potenciad del suelo para descomponer distintos materiales organicos (por gemplo composts,
residuos organicos, lodos activados, etc.), como indicadores de posble contaminacién con
metales pesados o pesticidas, etc. (Burns, 1982; Dick, 1992; Dick y Tabatabai, 1993).

A continuacion procederemos a discutir algunas de las caracteristicas de las enzimas
estudiadas en este trabagjo:

1. Actividad deshidrogenasa



Se considera que la actividad deshidrogenasa se produce de manera intracelular y que esta
asociada a los procesos respiratorios de los microorganismos, por €lo se estima que es més
dependiente del estado metabdlico y de la actividad biologica general que cuaquiera e las
demas enzimas presentes en e suelo. De esta manera ha sido utilizada como un indicador de la
actividad microbiana del suelo (Nannipieri et d., 1990). La medida de esta actividad enzimédtica
en e sueo comprende distintos sistemas de deshidrogenasas, involucradas en la oxidacion
bioldgica de compuestos organicos mediante procesos de deshidrogenacion, representadas por la
siguiente reaccion:

XH+A—» X +AH

Donde XH, es un compuesto organico (donador de hidrogenos) y A es un aceptor de
hidrégenos.

Este tipo de reacciones supone la existencia de un aceptor de electrones que en nuestro caso,
es una sa de tetrazolio (TTC, cloruro de trifeniltetrazolio) la cual sera reducida a la
correspondiente sal de formazano coloreada e insoluble en agua, y después se extragra con un
disolvente organico (p. . metanol). La medida colorimérica de la cantidad de sustrato
transformado en trifenilformazano, cuantificara la actividad deshidrogenasica.

2. Actividad de las fosfatasas

Ladisponibilidad del fésforo paralos cultivos depende, en gran parte de la mineralizacion que
experimenten las diferentes fracciones organicas, por 1o que las enzimas fosfatasas del suelo
tendrén un papel importante en las reacciones que tengan en dicho proceso. Las fosfatasas son
enzimas inducibles y la intensdad de su excrecion por las raices de las plantas y los
microorganismos, obviamente esta determinada por sus requerimientos de fosfatos de éstos. En
genera, los cambios producidos sobre estas enzimas por la aplicacion de fertilizantes se deben a
un aumento de los microorganismos del suelo y a un mayor desarrollo de la planta, 1o que

conlleva un incremento de la materia organicay de la actividad enzimética (Speir y Ross, 1978).

La determinacion de la actividad de la fosfatasa en los suelos se redliza con sustratos
artificiales de hidrdlisis rgpida como € pnitrofenolfosfato (p-NFF), € cual se hidroliza a p
nitrofenol (p-NF) desarrollando un color amarillo en medio bésico susceptible ala determinacidn
colorimétrica (Tabatabai, 1994), ta como se describe en la siguiente reaccion:



Fosfatasa

p-Nitrofenil Fosfato + H,O > p-Nitrofenol + Pinorg
Las fosfatasas poseen dos intervalos dptimos de pH para redizar su actividad catditica y
habitua mente se refieren a fosfatasas acidas y fosfatasas dcdinas. Tabataba (1994) indica que la
fosfatasa &cida es producida tanto por bacterias, hongos y actinomicetos, como por las raices de
las plantas. Sin embargo, éstas no producen fosfatasas acalinas, siendo totalmente de origen
microbiano.

3. Actividad de la ureasa

Laenzima ureasa cataliza la reaccion de hidrélisis de la ureaa amonio y dioxido de carbono, y
se encuentra presente en plantas superiores y en los microorganismos (particularmente las
bacterias). Bgo & nombre comin de ureasas se aglutinan numerosas amidohidrolasas e

hidrolasas que actlan sobre enlaces C-N (no peptidicos) de amidas lineaes.

Lareaccion catalizada por esta enzima puede ser representada por |a siguiente reaccion:

Ureasa
NH,-CO-NH, + H,O 2 NH3 + CO,

Durante largo tiempo, esta enzima ha sido objeto de numerosos estudios, puesto que afecta a
las reacciones de uno de los fertilizantes nitrogenados més utilizados en la agricultura, como lo es
la urea. Su presencia en los suelos, mayoritariamente, tiene un origen microbiano, liberada tanto
por células vivas como por céulas microbianas que se han desintegrado. Sin embargo, es
evidente que esta enzima debe de estar asociada y protegida por los condtituyentes del suelo ya

gue de otra manera seria rpidamente degradada o inactivada (Bremner y Mulvaney, 1978).

La actividad uredsica es afectada por la naturadeza de la cobertura vegetal y ademés
flucttia alo largo dd tiempo. Aquellos suelos que soportan densas poblaciones vegetales tienden

a presentar atos niveles, los cuaes pueden ser modificados por cambios de vegetacion.
4. Actividad de la proteasa

Las proteasas catalizan la hidrélisis de las proteinas a polipéptidos y la de oligopéptidos a
aminoécidos, por 1o que estén involucradas en € ciclo del nitrogeno. De acuerdo a Nannipieri et
a. (1979) la actividad proteasica tiene un origen inducido por la proliferacion de las poblaciones
microbianas que realizan una sintesis de esta enzima, la cua posteriormente disminuye por tener
una corta vida en € suelo. Asi como otras enzimas, ésta puede considerarse dependiente de la

biomasa microbiana, por ello valores bgos en esta actividad se asocian a una bgja actividad



microbiolégica del suelo. Para € ensayo de la actividad proteolitica del suelo se usan como
sustratos generalmente proteinas de elevado peso molecular, como por gemplo, caseina y
gelatina y se determinan los aminoécidos liberados espectrofotométricamente con € reactivo
Folin-Ciocalteu o en su defecto con sustratos sintéticos de bgjo peso molecular como la a-
benzoil-arginamida y € amonio liberado se determina con electrodos sensitivos a iones o

colorimétricamente.

El presente trabgjo tiene como objetivo, evauar la actividad de varias enzimas
(deshidrogenasa, fosfomonoesterasa &cida, ureasa y proteasa) en suelos del Alto Llano Centra
venezolano y establecer algunas relaciones entre las actividades enziméticas y las propiedades
quimicas del suelo.

MATERIALESY METODOS

Dos toposecuencias contiguas de suelos fueron seleccionadas en € area de Calabozo (Edo.
Guérico) (ver Tabla 1). La seleccion de los suelos se llevo a cabo de acuerdo a tipo de
vegetacion predominante (sabana o bosgue); informacion detallada puede ser consultada en
Montesy San Jose (1995).

Las propiedades quimicas de los suelos fueron determinadas por los métodos clésicos de

andisis y los ensayos enziméticos de acuerdo a las metodologias descrita por Tabatabai (1994) y
Ladd y Butler (1972).
Tabla 1. Formas de Paisgje y clasificacion de los suelos estudiados

Stio Paisge Clagficacion de Vegetacion
suelos
CAL1 |Mesadisectadade Caabozo Haplustox Sabana
CAL 2 | Mesadisectadade Cdabozo Haplustox Sabana
MAT Mesa disectada de Calabozo Haplustox Bosque semideciduo
BGAL |Panicieauvia del rio Orituco Haplustalf Bosque de Galeria mixto
PAL Planicieduvial ddl rio Orituco  |Chromuster Palmar
BAJO [Panicieauvial dd rio Orituco | Tropaquult Sabana inundable
BEC1 |Panicieauvid de rio Orituco Haplustox Sabana
BEC?2 |[Panicieauvia del rio Orituco Haplustox Sabana




RESULTADOSY DISCUSION
Los datos de |as propiedades quimicas se muestran en la Tabla 2.
Tabla 2. Propiedades quimicas de los suelos.

Sudo | pH C Nt Pt |Cond| Ca | Mg Na K Al H

@) | © | mg | uS cmol kg™
kgt | cm?

CAL1| 555 | 0,52 [ 0,050| 86 13 (058 | 040 001 | 0,02 | 010 | 010

CALZ2| 520 | 048 | 0049| 121 | 13 [ 061 | 045 002 | 007 | 015 | 0,01

MAT | 570 | 1,68 | 0,230 108 | 74 | 509 | 149 002 | 027 | 0,06 | 0,00
BGA | 482 | 099 (0108| 256 | 21 | 081 | 1,01 003 | 003 | 064 | 0,24

PAL | 560 | 1,35 | 0,147 92 14 (125 | 337 023|012 | 0,71 | 043

BAJ | 485 | 108 | 0,130 | 117 15 | 103 | 273 023 | 015 | 448 | 1116

BEC1| 485 | 1,00 | 0,108 | 53 14 (021 | 015 002 [ 003 | 1,09 | O61

BEC2| 465 | 1,35 | 0,142 | 74 14 (024 | 021 002 | 002 | 1,75 | 1,15

Todos los suel os presentan un pH é&cido, entre 4,8y 5,7. El contenido de carbono organico
varid de 0,48% a 1,68 % y, nitrogeno total de 0,05 a 0,23 %. Los valores mas altos corresponden
a suelo de la comunidad boscosa de la Mesa disectada de Calabozo (MAT) y los més bgjos alas
sabanas dominadas por |as especies de Axonopusy Trachypogon (CAL 1y CAL 2). Entodos los
suelos, los cationes intercambiables fueron extremadamente baos e inferiores a los niveles
criticos para muchos cultivos. El bgo status de nutrientes de los suelos, junto con otras
condiciones desfavorables como € fuego y la distribucion estaciona de la precipitacion, limitan
la productividad vegeta y hacen las sabanas inadecuadas para los cultivos, y en la mayoria de los
Casos SU Uso edta restringido a la ganaderia extensiva pero con una bagja carga animal de 0,1 UA
hai! en promedio.

En la Tabla 3 s muedtran los valores de las actividades enziméticas de los suelos
estudiados. Estas son similares alos encontrados para suelos naturales o agricolas.

Los sudos estudiados presentan diferencias, la mayor variacion fue para la ureasa
(max/min = 17,2) y la menor para la fosfomonoesterasa &cida (max/min = 5,3). El suelo bgjo
bosque de la Mesa disectada de Caabozo (MAT) mostré los vaores mas dtos de
fosfomonoesterasa acida, proteasa y deshidrogenasa coincidente con € hecho de que éste

presenta una mejor condicion de fertilidad que los otros.



Tabla 3. Actividades enziméticas de |os suel os estudiados.

Sudo | Deshidrogenasa Ureasa Fosfatasa acida Proteasa
Mg TFFg-24h* | ugN-NH, g" h=| pgp-NFg-h= pg tirosnag™ h-
CAL1 252 8 103 5
CAL 2 427 16 177 9
MAT 618 16 545 55
BGAL 270 7 197 14
PAL 195 86 258 15
BAJO 47 8 179 16
BEC1 193 5 248 10
BEC 2 254 19 390 19

DESHIDROGENASA

Laactividad de la deshidrogenasa (DH) en los suelos estudiados varia de 47 a 618 ng TFF
g' sudo 24 h' (media 282). El sudo bajo vegetacion de bosque en la Mesa disectada de
Cdabozo (MAT) presenta la actividad mas dta, en cambio en € suelo de bgio o sabana
estacional inundable (BAJ) la mas bga. Este Ultimo muestra los valores mas atos de aluminio e
hidrégeno intercambiable. Los niveles de actividad DH en los suelos de Venezuela son
comparables a los encontrados por Kulinska et a. (1982) y Baligar et a. (1999) en suelos del
cerrado brasilefio con una vegetacion similar ala de Los Llanosy en otros paises tropicales como
India (Bopaiah & Shekara, 1991; Sethi et d., 1990) y Costade Marfil (Bauzon et d., 1977).

La actividad deshidrogenésica correlaciona significativamente con la conductividad (r =
0,78), € cdcio intercambiable (r = 0,72), la actividad proteasica (r = 0,69) e inversamente con €
auminio (r=- 0,69) y e hidrégeno intercambiable (r = - 0,70).

FOSFOMONOESTERASA ACIDA.

Los niveles de la fosfomonoesterasa écida de los suelos de las toposecuencias son
comparables a los observados en otros tipos de suelos. El valor més alto fue hallado para el suelo
bajo vegetacion de bosque (MAT) y @ mas bajo corresponde a un suelo bajo vegetacion tipica de
sabana (CAL 1).

Asi en Venezuela para suelos de shana Paolini & Espafia (1998) encuentran valores

comprendidos entre 72 y 160 ng p-NF g* suelo 1! y LépezHernandez y colaboradores (1989)



entre 78 y 323 ny pNF g' sudo h'. Contreras et a. (1996), obtienen para suelos agricolas
degradados enmendados con abonos verdes bajo minima labranza, valores comprendidos entre 53
y 89 my p-NFg! suelo ht. En Brasil Kulinska et a. (1982) reportan valores entre 181y 905 ny
p-NF gy Bdligar et a. (1999) entre 55y 289 ngp-NF g.

La actividad de la fosfomonoesterasa acida correl aciona significativamente con e carbono
orgénico (r = 0,86), € nitrégeno total (r = 0,89), la conductividad (r = 0,80), € cdcio
intercambiable (r = 0,74) y laactividad protedsica (r = 0,90).

UREASA

Los valores de la activided ureésica varfan entre 5y 86 g N-NH4 g suelo. h* (media
21), la actividad mas dta fue observada para € suelo de pamar (PAL) y lamas bga parad suelo
de sabana de la Mesa disectada de Becerra (BEC 1). A excepcion del mas dto, los valores
observados coinciden con los reportados para suelos de sabana en otras areas tropicales (Bauzon
etd., 1977; Kulinskaet a., 1982 y Baligar et d., 1999).

La actividad de la ureasa no muestra ninguna correlaciéon ni con los pardmetros
fisicoquimicos ni con ninguna otra enzima.

PROTEASA (CASEINASA)

Los niveles de la enzima proteasa varian de 5 a 55 g tirosina g* suelo.h* (media 18). El
més ato se observo en d suelo bgo vegetacion de bosque en la mesa disectada de Calabozo
(MAT). A diferencia de las otras enzimas estudiadas, la disponibilidad de datos en suelos
tropicales no es tan abundante; sin embargo, |os valores observados son también similares a los
encontrados por otros autores en suelos de las zonas templadas (Klein & Koths, 1980; Ross &
McNeilly, 1975).

La proteasa mostro una fuerte correlacion con e carbono organico (r = 0,78), e nitrégeno
total (r = 0,89), la conductividad (r = 0,96) y € calcio intercambiable (r = 0,95) d igua que la
fosfomonoesterasa &cida 'y adicionalmente con € potasio intercambiable (r = 0,85).

A través de un andlisis de componentes principales con rotacion Varimax se relacionaron
las propiedades quimicas de los suelos y las actividades enziméticas con € objeto de determinar
la factibilidad de utilizar estas Ultimas como indicadores de la actividad biologica de los suelos
del Alto Llano Centra de Venezuela

El primer componente principa explicaun 49,7 % de |la varianzatota delos datos, y esta
asociado a la fertilidad quimica 'y biolégica ddl suelo dado que entre los parametros que tuvieron



dtas saturaciones podemos incluir a carbono organico, nitrdgeno total, conductividad, cacio
intercambiable, potasio intercambiable y las actividades de la fosfomonoesterasa &cida y la
proteasa. El segundo componente principal explica 21,9 % de la varianza total y representa la
acidez del suelo ya que se encuentra asociado a pH, € hidrogeno intercambiable y € auminio
intercambiable. La actividad deshidrogenasica tiene, también una ata saturacion.

El tercer componente principa incluye 13,5 % de la variables originales y muestra una
dta saturacion en € magnesio intercambiable, € sodio intercambiable y |a actividad ureasica. El

cuarto componente principa contiene apenas 8,5% de la varianza total y se correlaciona con €
fosforo total.

CONCLUSIONES

1. Las actividades enziméaticas de las dos toposecuencias en € Alto Llano Centra de
Venezuela son comparables a las reportadas anteriormente para suelos bajo vegetacion
natural y suelos agricolas.

2. Lossuelos bajo vegetacion de sabana presentan |os valores més bgjos, comparados con su
contraparte de vegetacion boscosa.

3. Algunas caracteristicas quimicas correlacionaban significativamente con las actividades
enzimaticas.
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