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RESUMEN

En las zonas semiaridas de Oaxaca, México, aproximadamente 15,000 ha han
sido cultivadas con Agave angustifolia Haw. (maguey espadin) durante los ultimos
100 afios. Este maguey se utiliza como un ingrediente bésico en la produccion de
mezcal, una bebida alcohdlica tipica oaxaquefia. Actualmente, el manejo del suelo
implica tres condiciones topograficas asociadas con diferentes sistemas de
labranza: traccion mecéanica (TM) en valles, traccion animal (TA) en lomerio v,
labranza minima (LM) en montafia. Las regiones semiaridas poseen suelos muy
susceptibles a la degradacion. No obstante, hay poca informacion con respecto a
la manera como la actividad enzimatica y la biomasa microbiana del suelo son
afectadas por las practicas de manejo y por los regimenes de humedad en esas
regiones. Por ello, el objetivo de este estudio fue determinar la actividad de
hidrolasas que patrticipan en los ciclos de C (celulasa), N (ureasa) y P (fosfatasa
acida y alcalina) en la rizésfera de maguey espadin bajo tres condiciones
topogréficas (valle, lomerio y montafia) asociadas con (i) tres tipos de labranza
(TM, TA y LM, respectivamente), (ii) edad de la planta vy, (iii) estacionalidad. Las
edades de la planta de maguey fueron 0-2 afos, 2.1-4 afios y > 4.1 afios. Para
ello, se muestreé el suelo rizosférico durante un afio en parcelas de 4,000 m?
dentro de cada sitio y edades de la planta de maguey. La actividad de las
hidrolasas, el valor de pH, carbono organico (CO), nitrégeno total (NT) y fosforo
disponible (PD) del suelo rizosférico cambio significativamente entre los sitios y su
sistema de labranza asociado. El pH del suelo vari6 de moderadamente &cido
hasta alcalino y disminuy6 en el siguiente orden: lomerio (TA) > planicie (TM) >
montafia (LM). El contenido mas alto de CO y NT se obtuvo en los suelos de
montafia (LM) y lomerio (TA). El nivel de PD fue bajo y el valor més alto se detecto
en el suelo de planicie (TA). La actividad de fosfatasa acida varié de 53.08 ug p-
NF g* suelo h* a 115.77 pg p-NF g* suelo h! y fue mas alta en los suelos de
montafia (LM). La actividad de fosfatasa alcalina fluctu6 de 95.29 pg p-NF g™
suelo h* a 175.32 g p-NF g* suelo h! y su mayor actividad se registré en los
suelos de lomerio (TA). La actividad de ureasa varié de 5.25 pg de N-NH', g*
suelo h* a 6.98 pug de N-NH*4 g* suelo h' y fue méas elevada en los suelos de



montafia (LM). La actividad de celulasa oscil6 entre 0.070 pg de glucosa g™ suelo
h' a 0.116 ug de glucosa g* suelo h™ y fue mas alta en los suelos de montafia
(LM) y lomerio (TA). El CBM fluctué de 1687.8 pg C g’ suelo a 1798.5 pug C g™
sueloy no cambié significativamente entre los sitios. Independientemente del sitio,
la actividad de fosfatasa acida fue mas alta en la rizésfera de plantas de maguey
de 0-2 afios de edad. La actividad de fosfatasa alcalina fue mayor en la rizosfera
de plantas de maguey de 2.1-4 afios de edad. La actividad de ureasa y celulasa
no cambidé con la edad de la planta de maguey. El valor mas alto de CBM se
presento en la rizésfera de maguey de 2.1-4 afios. Independientemente del sitio, la
actividad de las fosfatasas no mostré6 cambios anuales significativos. La actividad
mas alta de celulasa se obtuvo en diciembre y su actividad mas baja en junio. La
ureasa mostré su mayor actividad en octubre y febrero y, su menor actividad en
agosto. EI CBM mostr6 un incremento en agosto y disminuyd en diciembre y
febrero. En general, la actividad enzimatica fue mayor en la rizésfera de plantas de
maguey localizadas en montafia bajo LM, lo que sugiere que este tipo de labranza
favorece la actividad de las hidrolasas del suelo, lo cual puede contribuir a un
manejo sustentable del cultivo de maguey espadin bajo condiciones semiaridas.
No se pudo establecer un patrén constante en el comportamiento anual de cada
una de las enzimas, por ello, seria conveniente realizar mas investigaciones que

profundicen en el estudio de la variabilidad temporal de las enzimas edéficas.

Palabras clave: edad, estacionalidad, hidrolasas, maguey espadin.



ABSTRACT

In the semiarid regions of Oaxaca, Mexico, approximately 15,000 ha have been
cropped with Agave angustifolia Haw. for at least 100 yrs. This agave is used as a
basic ingredient in the production of mezcal, a typical alcoholic beverage in
Oaxaca. At present, soil management involves three topographic conditions, each
associated with a different tillage system: disk ploughing (DP) in valleys, animal
drawn ploughing (ADP) in hills, and minimum tillage (MT) in mountain slopes. The
semiarid regions possess soils that are very susceptible to degradation. However,
little information is currently available on soil enzyme activities and soil microbial
biomass carbon (SMBC) as affected by soil management practices and seasonality
in semiarid regions. The objectives of this study were to (i) determine the hydrolase
activity involved in the cycles of C (cellulase), N (urease) and P (acid phosphatase
and alkaline phosphatase) in the rhizosphere of A. angustifolia under three
topographic conditions (valley, hill and mountain) associated with the tillage
systems DP, ADP and MT, respectively, (ii) evaluate the effects of plant age on
enzyme activity and (iii) determine temporal trends in the selected enzyme
activities. The ages of the agave plants were 0-2 yrs, 2.1-4 yrs, and > 4.1 yrs.
Rhizosphere soil sampling was carried out over one year, in plots of 4.000 m? each
for each site and plant age class. Significant differences were observed in
hydrolase activity, pH values, organic carbon (OC), total nitrogen (TN) and
available phosphorous (AP) in the rhizosphere between sites and associated tillage
systems. Soil pH varied from slightly acidic to alkaline and decreased in the
following order: hill (ADP) > valley (DP) > mountain (MT). AP levels were low; the
highest AP value was detected in valley soil (DP). Acid phosphatase activity varied
from 53.08 pg p-NF g™ soil h* to 115.77 pg p-NF g* soil h*, and was highest in
mountain soils (MT). Alkaline phosphatase activity ranged from 95.29 ug p-NF g™
soil h™! to 175.32 ug p-NF g* soil h''; its greatest activity level was observed in hill
soils (ADP). Urease activity varied from 5.25 pg of N-NH*4 g* soil h™* to 6.98 pg of
N-NH*4 g* soil h™* and was highest in mountain soils (MT). Cellulase activity ranged
from 0.070 pg of glucose g* soil h* to 0.116 ug de glucose g* soil h* and was



highest in mountain soils. SMBC fluctuated from 1687.8 pug C g* soil to 1798.5 g
C g™ soil; no significant changes between sites were observed. Independent of the
site, acid phosphatase activity was highest in the rhizosphere in the agave plants
of 0-2 yrs old. Alkaline phosphatase activity was highest in the rhizosphere of
plants of 2.1-4 yrs old. Urease and cellulose activity did not change with plant age.
The highest SMBC value was observed in the rhizosphere of plants of 2.1-4 yrs
old. Independently of the site, phosphatase activity did not show significant yearly
changes. The highest cellulase activity was recorded in December; and its lowest
activity was recorded in June. Urease activity peaked in October and February,
and was lowest in August. SMBC showed an increase in August and decreased in
December and February. In general, soil enzyme activity was highest in the
rhizosphere of agave plants cropped in mountain soils under MT. These results
suggest that this type of tillage improves soil hydrolase activity, which can to
contribute to sustainable management of agave under semiarid conditions. No
clear temporal pattern for any soil enzyme activity was found. More research is
needed to determine the temporal variability of soil enzymes.

Key Words: plant age, temporal trends, hydrolase activity, A. angustifolia.
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INTRODUCCION

La actividad enzimatica del suelo puede ser Gtil como indicador del estrés de los
ecosistemas y agroecosistemas porque (i) es una medida de la actividad
microbiana del suelo, (i) estd estrechamente relacionada con los ciclos de
nutrientes y la transformacion de la materia organica (MO) (Puglisi et al., 2006) vy,
(i) puede responder rapidamente a pequefios cambios en las condiciones
edaficas originados tanto por factores naturales como antropogénicos en
comparacién con otras propiedades fisicas y quimicas del suelo (Aon et al., 2001).
En el suelo existen microorganismos, plantas y animales capaces de liberar
enzimas a través de lisis y muerte celular o por razones fisiolégicas (Gianfreda y
Ruggiero, 2006). Las comunidades microbianas son la principal fuente de enzimas
en el suelo y tienen una funcién muy importante en la mineralizacion de nutrientes
y en la descomposicion y transformacion de la MO (Sotomayor-Ramirez et al.,
2009). La medicién de la actividad de las hidrolasas (ureasa, fosfatasa, celulasa,
B-glucosidasa, invertasa, etc.) proporciona una indicacion temprana de los
cambios en la fertilidad del suelo, ya que estas enzimas estan relacionadas con la
mineralizaciéon de nutrientes como N, P y C (Trasar-Cepeda et al., 2008). Las
fosfatasas catalizan la hidrélisis de ésteres-fosfato y anhidridos-fosfato de la MO
para liberar fésforo inorganico, el cual es asimilable por las plantas (Tarafdar y
Marschner, 1994; Cruz-Flores et al., 2007). La ureasa es una metaloenzima del
tipo amidohidrolasa que cataliza la hidrdlisis de enlaces C-N no peptidicos y en
amidas lineales, siendo la urea su principal sustrato (Suéstegui-Méndez et al.,
2012), su origen es basicamente microbiano y su actividad es en gran parte
extracelular (Bremmer y Mulvaney, 1978). La celulasa es la responsable de la
hidrdlisis de la celulosa (Goyal et al., 2005), este es el polisacarido mas abundante
en la pared de las células vegetales y representa una aportacion significativa de C
a los suelos (Richards, 1987). La actividad microbiana determina directamente la
fertilidad del suelo y la estabilidad del ecosistema (Smith y Papendick, 1993). De
acuerdo con Bastida et al. (2006) un buen nivel de actividad microbiana es
esencial para mantener la calidad del suelo.



Las regiones semiaridas ocupan cerca de 40% de la superficie del planeta
(Dick-Peddie, 1991) y poseen suelos muy susceptibles a los procesos de
degradacion (Zamora et al., 2005). Actualmente hay poca informacion con
respecto a la manera en que la biomasa microbiana y la actividad enziméatica del
suelo son afectadas por los regimenes de humedad (Roldan et al., 2005), por el
manejo y uso del suelo en regiones semiaridas (Acosta-Martinez et al., 2008).
Estos ultimos autores establecieron que el funcionamiento del suelo y su
productividad dependen de su componente biol6égico. Numerosas investigaciones
han reportado que la actividad enzimatica se puede usar para discriminar entre las
diferentes practicas de manejo del suelo, tales como la labranza (Gupta y
Germida, 1988). La actividad microbiana esta determinada por numerosos
factores, como la entrada de C, los cambios estacionales, regimenes hidricos y
térmicos del suelo (Aon et al., 2001.; Gianfreda y Ruggiero, 2006). Por ello, la
actividad enzimatica presenta diversa magnitud y patrones temporales de
variabilidad natural, factores que podrian enmascarar el efecto originado por las
practicas de manejo del suelo (Garcia-Ruiz et al., 2009).

En las zonas semiaridas del estado de Oaxaca, México, aproximadamente
15,000 ha han sido cultivadas con Agave angustifolia Haw. durante los ultimos 100
afios (Chagoya-Méndez, 2004). Este agave es llamado comUnmente "maguey
espadin" y se utiliza como un ingrediente basico en la produccion de mezcal, una
bebida alcohdlica tipica oaxaquefia (Bautista-Cruz et al., 2007). Actualmente, el
manejo del suelo implica tres condiciones topograficas asociadas con diferentes
sistemas de labranza: (a) traccion mecanica (TM) en planicies, (b) traccion animal
(TA) en lomerio y, (c) labranza minima (LM) en montafia (Chagoya-Méndez,
2004). En un estudio sobre la fertilidad del suelo en plantaciones de maguey
espadin, Bautista-Cruz et al. (2007) encontraron que algunas propiedades del
suelo no rizosférico, tales como carbono orgénico (CO), nitrdgeno disponible y
biomasa microbiana fueron mayores en los sitios de montafia en comparacion con
los sitios de planicie y lomerio. El presente estudio constituye la primera referencia
regional acerca de la actividad enzimatica del suelo en una extensa area cultivada

con maguey espadin.



Objetivo general

Generar informacion cientifica basica de la actividad de hidrolasas (ureasa,
fosfatasa y celulasa) en la rizosfera de Agave angustifolia Haw. cultivado en
Oaxaca, México.

Objetivos especificos

e Determinar la actividad de enzimas que participan en los ciclos de C
(celulasa), N (ureasa) y P (fosfatasas acida y alcalina) en la rizésfera de
maguey espadin bajo tres condiciones topogréficas (planicie, lomerio y
montana)

e Determinar la actividad de celulasa, de ureasa y de fosfatasas acida y
alcalina en la rizésfera de maguey espadin asociadas a la edad de la
planta.

e Determinar los patrones temporales de actividad de las enzimas
seleccionadas.



Hipotesis
e Ho.l1 La actividad enzimatica es mayor en la rizosfera de maguey espadin
cultivado en los sitios de planicie.

e Ho.2 La actividad enzimatica en la rizosfera de maguey espadin incrementa

con la temporada de mayor humedad del suelo y la edad de la planta.



Antecedentes

Garcia-Ruiz et al. (2009) estudiaron la influencia de la estacionalidad y del
manejo convencional y organico sobre la actividad de la deshidrogenasa, [-
glucosidasa, arilsulfatasa, fosfatasas acida y alcalina en huertos de olivo.
Encontraron una mayor actividad enzimatica en suelos con manejo organico.
También indicaron que la actividad enzimatica present6 variabilidad temporal sin
tendencia definida.

Rivas et al. (2009) investigaron el efecto de la estacionalidad y el cambio de uso
del suelo sobre la actividad de ureasa, proteasa e hidrélisis de fluoresceina
diacetato en un bosque templado de Nothofagus obliqua (Mirb) y una plantacién
de Pinus radiata D. Don. Concluyeron que la actividad enzimatica presenté una
variacion estacional sin un patron definido y que la menor actividad enzimatica se
registré en la plantacion de pino.

Toresani et al. (2009) evaluaron el efecto de la labranza, fertilizacién y cultivos
de cobertura sobre la actividad de fosfatasa acida, deshidrogenasa y ureasa del
suelo en dos parcelas con la rotacion de maiz-trigo/soya-soya. Encontraron que la
actividad enzimética disminuyo con el empleo de labranza combinada.

Acosta-Martinez et al. (2008) reportaron el efecto de las practicas de manejo y
uso del suelo (pastizales, arboles frutales y cultivo de hortalizas) sobre el carbono
de la biomasa microbiana (CBM), la actividad de B-glucosidasa, a-galactosidasa,
B-glucosaminidasa, arisulfatasa y fosfatasa acida en suelos de una regién
semidrida. Encontraron que las actividades enzimaticas y el CBM disminuyeron en
el siguiente orden: pastizales > arboles frutales > hortalizas.

Rivero et al. (2008) estudiaron el efecto de la cero labranza y de la labranza
reducida asi como de la incorporacién de residuos vegetales sobre el CO vy la
actividad de fosfatasa acida y deshidrogenasa. Los resultados mostraron un
incremento en la actividad de fosfatasa acida en el primer afio de muestreo como
consecuencia de la edad del cultivo. Al tercer afio de muestreo (etapa de floracion)
se presentd la actividad mas alta de deshidrogenasa como resultado de la
incorporacion de residuos vegetales. El nivel de CO aument6 bajo el tratamiento

de cero labranza.



Alvear et al. (2007) evaluaron el efecto de los cambios estacionales y
sucesionales sobre la hidrdlisis de la fluoresceina diacetato, CBM, nitrégeno de la
biomasa microbiana, carboximetilcelulasa, B-glucosidasa y fosfatasa acida en
suelos de un bosque templado. En general, las enzimas registraron su mayor
actividad en otofio y, el CBM fue mas alto en primavera en arboles de edad
madura.

Yoshioka et al. (2006) investigaron el impacto de tres sistemas de manejo
(convencional, tradicional y agroecoldgico) y de la edad del cultivo sobre la
actividad de fosfatasas &cida y alcalina en suelo rizosférico de platano (Musa
AAB). Los resultados reflejaron una mayor actividad de fosfatasa &cida bajo el
manejo tradicional y en plantas de platano de seis meses de edad. La actividad
mas alta de fosfatasa alcalina se encontrd en el manejo convencional y en plantas
de platano con 12 meses de edad.

Zamora et al. (2005) evaluaron el efecto de la rotacién de cultivos (tomate-
cebolla-tomate) sobre la actividad de deshidrogenasa, fosfatasa alcalina y CBM.
La actividad deshidrogenasa fue mayor en el monocultivo de tomate, el CBM
aumentd en el sistema de rotacion y la actividad de fosfatasa alcalina no presento
diferencia significativa entre los sistemas de rotacion.

Carcamo et al. (2004) determinaron durante un afio la actividad
deshidrogenasa, fosfatasa acida y ureasa del suelo en un bosque de N. obliqua.
Los resultados revelaron que la actividad de fosfatasa acida y deshidrogenasa fue
mayor en la estacibn hiumeda y que la ureasa no presenté un comportamiento

estacional definido.



MATERIALES Y METODOS
Sitios de estudio

El area de estudio se localiza en el Distrito de Tlacolula, Oaxaca, México. Los
sitios de muestreo se ubicaron en las localidades San Baltazar Guelavila, San
Juan del Rio y Santiago Matatlan (Fig. 1, Cuadro 1). Las posiciones geograficas se
determinaron con un GPS Garmin 12XL. De acuerdo con el mapeo de suelos
reportado por la Comision Nacional de Biodiversidad (2004) y la Secretaria de
Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca (1998) a la escala 1:4,000,000, las
principales unidades de suelo (FAO, 1998) a 1060-1700 m de altitud son
Regosoles y Leptosoles (Fig. 1). EI material parental es roca caliza con lutita del
Cretécico inferior (Castillo y Castro, 1996). La precipitacion media anual es de 726
mm. La temperatura media anual varia entre 28 y 32°C. El clima es templado-
semiérido (Comision Nacional de Biodiversidad, 2004). La vegetacion original es
selva baja caducifolia (Lorence y Garcia Mendoza, 1989), las especies dominantes
son Acacia spp., Bursera spp., Ipomea spp., Leucaena esculenta y Prosopis
laevigata. Una extensa area de la vegetacion original se ha talado y quemado, el
suelo aclareado se ha utilizado para el cultivo de maguey espadin. De acuerdo
con Bautista-Cruz et al., (2007), el area de estudio se ha usado para el cultivo de
este maguey por mas de 100 afios (Bautista-Cruz et al., 2007).
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Figura 1. Ubicacion de los sitios de muestreo.

Cuadro 1. Descripcion de los sitios de muestreo en el distrito de Tlacolula, Oaxaca, México.

Santiago Matatlan San Baltazar Guelavila San Juan del Rio
Muestras de Suelo 27 27 27
Sistema de labranza Traccion mecanica Traccion animal Labranza minima
Pendiente minima (%) 3 15 35
Pendiente méaxima (%) 10 30 45
Altitud (m) 1788 1380 1180
Ubicacién geografica 16°51'14"N 16°51'15"N 16°54'33"N

96°24'15"0 96°19'1"0 96°13'1"0

Distancia entre sitios (km)
Santiago Matatlan 0 10.97 23.68
San Baltazar Guelavila 0 14.64
San Juan del Rio 0

LM, labranza minima; TA, traccién animal; TM, traccibn mecanica.



Manejo del cultivo y disefio experimental

Para el cultivo de maguey espadin se practican tres sistemas de labranza, la
seleccion de cada uno de ellos esta condicionado por la topografia (Sanchez-
Lépez, 2005). La LM predomina en zonas montafiosas con pendientes de 35 a
45%; la TA en lomerio con pendientes de 15 a 30% y la TM en valles con
pendientes de 3 a 10%. En cada uno de los sitios de muestreo se seleccionaron
tres parcelas cultivadas con maguey de diferentes edades: edad incipiente (0-2
afos), edad intermedia (2.1 a 4 afios) y edad avanzada (= 4.1 afios).Cada parcela
fue considerada una repeticion en cada sitio. Todos los agricultores cooperantes
proporcionaron informacion acerca de la edad de sus plantas de maguey.
Bautista-Cruz et al. (2007) indicaron que el maguey espadin alcanza la madurez
sexual entre 7 y 10 afios después de haber sido plantado. Durante la cosecha, las
hojas de la planta se cortan y se dejan en el terreno y paulatinamente se pueden
incorporar a la parte superficial del suelo. Los periodos de descanso del suelo no
se emplean frecuentemente en la produccion de maguey espadin. De acuerdo con
los agricultores entrevistados, no se han aplicado herbicidas ni fertilizantes a
ninguna de las plantaciones de maguey muestreadas. Sin embargo, los efluentes
de las destilerias normalmente se incorporan al suelo en todos los sitios
estudiados (Bautista-Cruz et al., 2007).

El disefio experimental fue bloques al azar con tres repeticiones. El sitio, la
estacionalidad y la edad de las plantas de maguey fueron las variables
independientes.

Muestreo y analisis de suelo

Dentro de cada sitio se delimitaron parcelas representativas de 4,000 m? con
plantas de maguey con las edades ya especificadas. El suelo se muestre6 de
acuerdo con los procedimientos descritos por Dick et al. (1996), Petersen y Calvin
(1996) y Boone et al. (1999) durante un afio en los meses de agosto, octubre y
diciembre (temporada lluviosa) y febrero, abril y junio (temporada seca) en cada
una de las parcelas. Para ello, se seleccionaron cinco plantas de maguey, la
primera en el centro de la parcela y las otras estuvieron separadas 25 m de la
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planta central, siguiendo la direccién de los cuatro puntos cardinales. En cada
planta de maguey, se tomaron cuatro submuestras de suelo rizosférico a una
profundidad de 0-20 cm, incluyendo fragmentos de la raiz. Un total de 20
submuestras de suelo rizosférico se colectaron en cada parcela, las cuales se
mezclaron para formar una muestra compuesta. Las muestras de suelo se
transportaron al laboratorio en bolsas de plastico selladas.

Zornoza et al. (2006) mostraron que la actividad enzimatica y el CBM en
muestras de suelo secado al aire se correlaciond significativamente con la
actividad enzimética y el CBM obtenido en muestras de suelo himedo. Por ello, la
actividad de las enzimas seleccionadas, el CBM y las propiedades quimicas se
determinaron en muestras de suelo secadas al aire y tamizadas en mallas de 2
mm de abertura. El fésforo disponible (P Olsen) se extrajo con una solucion de
NaHCO3; 0.5 M ajustada a pH 8.5. El fosforo extraido se determiné siguiendo el
procedimiento modificado de Murphy-Riley (Kuo, 1996). El pH del suelo se midi6
usando una relacion suelo-agua 1:2 y un medidor digital de pH Orion modelo 710
A. El nitr6geno total (NT) se cuantifico por la técnica de microKjeldahl. El CBM se
estimd por el método de fumigacion-incubacioén descrito por Jenkinson y Powlson
(1976). Una muestra de 25 g de suelo a humedad de campo se fumigdé con
cloroformo libre de etanol durante 24 h. Después de la fumigacién, las muestras
de suelo se incubaron a 25°C en recipientes de acrilico por 10 dias en presencia
de NaOH para absorber el CO, liberado del suelo. Al mismo tiempo el suelo no
fumigado se incubd bajo las mismas condiciones. La produccion de CO, se
determiné por titulacién del NaOH que permanecié en el sistema después de la
incubacion con HCI. Finalmente, el CBM se calculé6 como la diferencia entre el C
extractable en las muestras fumigadas con cloroformo y en las no fumigadas
(Voroney et al., 1993; Horwath y Paul, 1994). La actividad de la fosfatasa &cida y
alcalina se determiné por el método de Tabatabai y Bremner (1969). Este método
se basa en la determinacion espectrofotométrica del p-nitrofenol liberado cuando
el suelo se incuba a 37 °C durante 1 h con una solucion tamponada (pH 6.5 para
la fosfatasa &cida y pH 11.0 para la alcalina) de p-nitrofenilfosfato. EI método
colorimétrico para medir el p-nitrofenol liberado se basa en el hecho de que las
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disoluciones alcalinas de este compuesto tienen color amarillo (en medio &cido,
pH < 5.0 son incoloras). La actividad de la celulasa se midi6 por el método de
Pancholy y Rice (1973). Este método se fundamenta en la deteccién de los
azlcares reductores después de que las muestras se incubaron con
carboximetilcelulosa y los testigos con tampon fosfato pH 5.5 por 24 h a 37 °C. Los
azucares liberados se extrajeron por filtracién en papel filtro Whatman No. 1 y se
cuantificaron por el método de Somogy-Nelson (1944), para ello se tom6 1 ml del
filtrado y se adiciond 1 ml del reactivo de Somogy, se calentd a 100 °C durante 15
minutos, la reaccion se detuvo en un bafio de hielo y se le adicioné 1 ml del
reactivo de Nelson, se agito y se llevé a un volumen final de 15 ml. Finalmente las
muestras se leyeron en un espectrofotémetro digital Spectronic 21D. La actividad
de la ureasa se determind con el método descrito por Kandeler y Gerber (1988)
modificado por Kandeler et al. (1999). El fundamento de este método radica en la
determinacién colorimétrica del amonio liberado durante la incubacién de muestras
de suelo a 37 °C durante 2 h, posteriormente la reaccion se detuvo en un bafio de
hielo y se filtr6. Se tom6 1 ml del filtrado al cual se le adicionaron 9 ml de agua
destilada, 5 ml de solucion de salicilato s6dico en hidroxido de sodio y 2 ml de la
solucion de dicloroisocianurato de sodio, se dejo reposar por 30 min y se leyd a
una densidad o6ptica de 690 nm. Durante los analisis de suelo, 10% de las

muestras se duplicaron al azar para controlar la calidad del andlisis.

Andlisis estadistico

Se calculé la media, el error estandar y el coeficiente de variacion de las
propiedades del suelo en cada uno de los sitios de estudio utilizando el software
SAS (SAS Institute, 1990).

El valor medio de cada variable en los sitios de estudio se compard con la
prueba de Tukey. Para examinar la relacion entre las propiedades del suelo se

empled un analisis de correlacion de Pearson.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades quimicas en larizosfera de Agave angustifolia Haw.

El valor de pH, el contenido de CO y NT del suelo fue estadisticamente
diferente entre los sitios y su sistema de labranza asociado (P < 0.0001). El valor
de pH del suelo de los tres sitios vari6 de moderadamente acido (6.4) hasta
alcalino (8.1) y disminuy6 en el siguiente orden: lomerio (TA) > planicie (TM) >
montafa (LM) (Fig. 2). De manera similar, Bautista-Cruz et al. (2007) encontraron
el valor mas bajo de pH en suelos no rizosféricos de montafia asociados con LM
en plantaciones de maguey espadin.

El CO y el NT tuvieron valores mas altos en los suelos de montafia (LM) y
lomerio (TA) con respecto a los suelos de planicie (TM) (Fig. 2). En una primera
referencia regional sobre las propiedades de la fertilidad del suelo en plantaciones
de maguey espadin, Bautista-Cruz et al. (2007) encontraron los contenidos mas
altos de CO y N disponible en suelos no rizosféricos bajo LM. La menor
perturbacién ocasionada al suelo con sistemas de LM tal vez contribuya a explicar
el incremento en el contenido de MO en estos suelos (Six et al., 2000).

El suelo de los tres sitios presentd un nivel bajo de fésforo disponible (P Olsen),
el contenido significativamente méas alto de este nutriente se detecto en el suelo de
planicie (Fig. 2). El bajo contenido de fosfato facilmente disponible para el
desarrollo vegetal podria ser debido a que el suelo tuvo un valor de pH
ligeramente alcalino, el cual disminuye la solubilidad del fésforo (El-Baruni y Olsen,
1979).
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Figura 2.Valor de pH, carbono organico (CO), P disponible y nitrégeno total (NT) en la rizosfera de Agave angustifolia Haw. en plantaciones ubicadas en tres sitios del Distrito de
Tlacolula, Oaxaca, México. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).
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Cambios en la actividad enzimatica y carbono de la biomasa microbiana en
larizosfera de Agave angustifolia Haw.

La actividad de fosfatasa 4cida en el suelo vari6 de 53.08 pg p-NF g suelo h ™
a 115.77 pg p-NF g* suelo h !y fue significativamente diferente entre los sitios y
su sistema de labranza asociado (P < 0.0001). La actividad de esta enzima fue
mas alta en los suelos de montafia (LM) en comparacion con los suelos de
planicie (TM) y lomerio (TA) (Fig. 3a). Este resultado probablemente se deba a
que el suelo de montafia (LM) también tuvo el valor mas bajo de pH (Fig. 2). De
hecho, la actividad de fosfatasa &cida se correlacion6 negativamente con el pH del
suelo (r = -0.633, P < 0.0001) lo cual parece indicar que la actividad de fosfatasa
acida es significativamente afectada por el pH, variable que controla la
disponibilidad de fésforo en el suelo (Acosta-Martinez et al., 2007). Lo anterior
sugiere que la actividad de esta enzima varia segun la condicién de alcalinidad o
acidez, porque los hongos (microorganismos que excretan la mayor cantidad de
fosfatasa), modifican su poblacién y actividad de acuerdo con el pH del suelo
(Alvear et al., 2007). Otro factor que puede contribuir a explicar la mayor actividad
de fosfatasa acida en el suelo de montafia (LM) es que este sitio también presentd
el contenido mas alto de CO (Fig. 2). Se ha reportado que las enzimas pueden
llegan a ser estabilizadas en la MO del suelo (enzimas extracelulares) (Klose y
Tabatabai, 1999; Acosta-Martinez et al., 2004), lo cual, en este caso puede
inferirse por la asociacion positiva entre la fosfatasa acida y el CO (r = 0.243, P <
0.002).La actividad de fosfatasa alcalina en el suelo fluctué de 95.29 pg p-NF g™
suelo h! a 175.32 pg p-NF g™* suelo h™ y cambi6 significativamente entre los sitios
y su sistema de labranza asociado (P < 0.0001). La mayor actividad de esta
enzima se registré en el suelo de lomerio (TA) y la actividad mas baja en los
suelos de planicie (TM) (Fig. 3b). Aunque este ultimo suelo también tuvo el mayor
valor de pH, no hubo una correlacion significativa entre la actividad de fosfatasa
alcalina y el pH (r = 0.204, P > 0.06). Este resultado posiblemente se deba a la
interaccion de otras propiedades intrinsecas del suelo que afectan la persistencia

y la expresion de la fosfatasa alcalina (Acosta-Martinez y Tabatabai, 2000).
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Figura 3. Actividad de fosfatasa acida (a) y actividad de fosfatasa alcalina (b) en la rizésfera de Agave angustifolia
Haw. en plantaciones ubicadas en tres sitios del Distrito de Tlacolula, Oaxaca, México. Barras con diferente letra
difieren sianificativamente (P < 0.05).

La actividad ureasa vari6 de 5.25 ug de N-NH*; g’suelo h™* a 6.98 pg de N-
NH*; g* suelo h'' y fue significativamente afectada por los sitios y su sistema de
labranza asociado (P < 0.0005) (Fig. 4). La actividad de esta enzima fue
significativamente mas alta en el suelo de montafia (LM) (Fig. 4). Liu et al. (2006)
indicaron que la actividad de ureasa fue mas alta en suelos sin labranza que en
suelos con labranza convencional cultivados con maiz. El incremento en la
actividad de esta enzima en el suelo de montaiia (LM) se puede asociar con el
mayor contenido de CO en este sitio (Alvear et al., 2006). La distribucion de
ureasa en el suelo esta relacionada con una cuantiosa acumulacion de MO y una
alta actividad microbiana (Deng y Tabatabai, 1996). Dicha actividad facilita el
proceso de descomposicion y mineralizacién del material organico cuando las
condiciones de humedad del suelo son favorables, lo cual genera una mayor
cantidad de sustratos y compuestos nitrogenados que favorecen la actividad de la
ureasa (Contreras et al., 1995).
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Figura 4. Actividad de ureasa en la rizésfera de Agave angustifolia Haw. en plantaciones ubicadas en tres sitios

del Distrito de Tlacolula, Oaxaca, México. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).

La actividad de celulasa oscil6 entre 0.070 pg de glucosa g™ suelo h* a 0.116
ug de glucosa g* suelo h™ y fue significativamente diferente entre sitios y su
sistema de labranza asociado (P < 0.0001). La actividad mas alta de celulasa se
encontro en los suelos de montafia (LM) (Fig. 5).

Una elevada actividad de las enzimas del suelo puede acelerar la tasa de
reciclaje de la MO, favoreciendo con ello, el desarrollo vegetal (Roldan et al.,
2005).

Estudios previos han reportado un incremento en la actividad enzimatica en
suelos sin labranza con relacion a suelos sometidos a practicas de labranza
(Acosta-Martinez, 2004; Roldan et al., 2005; Alvear et al., 2006). Los sistemas de
labranza pueden afectar indirectamente la actividad enzimatica del suelo a través
de cambios en la estructura de la comunidad microbiana (Gianfreda y Ruggiero,
2006) y mediante la pérdida de MO, lo cual origina una baja de la actividad
bioloégica (Bayer et al., 2001). La pérdida de MO mediante la labranza se ha
atribuido a la destruccién de macroagregados y a la subsecuente mineralizacion
del material organico I4bil (Roldan et al., 2005). Sin embargo, el efecto de la

labranza depende del tipo de enzima (Palma et al., 2000, Trasar-Cepeda et al.,
2008).
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Figura 5. Actividad de celulasa en la rizosfera de Agave angustifolia Haw. en plantaciones ubicadas en tres sitios
del distrito de Tlacolula, Oaxaca, México. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).

El valor medio general para cada actividad enzimatica fue de 122.82 ug p-NF g’

! suelo h, 77.89 pg p-NF g* suelo h*, 5.974 pg de N-NH.* g*suelo h*, 0.099 pg
de glucosa g™ suelo h* para fosfatasa alcalina, fosfatasa acida, ureasa y celulasa,

respectivamente. Los valores para la actividad de fosfatasa son similares a los

reportados por Dick (1994) de 110 ug p-NF g™ suelo h™ y Contreras et al. (1996)

de 120 ug p-NF g* suelo h™. Pero fueron méas bajos que el encontrado por Deng y

Tabatabai (1997) de 180 pg p-NF g™ suelo h™. La actividad de ureasa fue menor a

la encontrada por Paolini (2003) de 15 pg de N-NH,* g™*suelo h™ en bosques semi

deciduos, por Leirés et al. (2000) de 14 pg de N-NH4" g'suelo h™en bosques de

Quercus sp. y por Albiach et al. (2001) de 28 pg de N-NH,* g*suelo h™* en suelos

agricolas. La actividad de la celulasa mostré valores inferiores a los indicados por

Alvear et al. (2007) de 0.84 pg de glucosa g suelo h* en la rizésfera de arboles

jovenes de N. oblicua y de 1.18 pg de glucosa g’ suelo h en la rizésfera de

arboles maduros de la misma especie, Sanomiya et al. (2006) reportaron valores

de 188 pg de glucosa g™* suelo h! y 125 pg de glucosa g™ suelo h™ con la adicién

de paja y vinaza en suelos agricolas, respectivamente.
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La actividad de fosfatasa acida y fosfatasa alcalina predominé sobre la actividad
de celulasa y ureasa. Otros estudios en suelos semiaridos (Acosta-Martinez et al.,
2003) y suelos humedos (Klose y Tabatabai, 2002) establecieron que las
glucosidasas son menos abundantes que otras enzimas. De acuerdo con
Tabatabai (1994) el predominio de una actividad enzimatica estd mas relacionado
con la funcién ecoldgica y las caracteristicas cinéticas de la enzima a pesar del
efecto de las propiedades fisicas y quimicas, de la geologia y el uso del suelo.
Tarafdar y Jungk (1987) expresaron que las enzimas tipicamente mas abundantes
en la rizésfera son las fosfatasas, cuya actividad esta asociada con la disminucion
de fosforo organico.

El CBM fluctud de 1687.8 pg C g suelo a 1798.5 ug C g* sueloy no cambio
significativamente entre los sitios (Fig. 6). El valor de esta variable fue mas alto
que el reportado para suelos tropicales relativamente secos de 290-450 ug C g*
suelo (Srivastava, 1992; Srivastava y Lal, 1994) y que el valor de 230-510 yg C g*

suelo establecido por Zamora et al. (2005) en parcelas de zonas semiaridas.
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Figura 6. Carbono de la biomasa microbiana en la rizésfera de Agave angustifolia Haw. en plantaciones ubicadas en
tres sitios del Distrito de Tlacolula, Oaxaca, México. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).
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Cambios en la actividad enzimatica y carbono de la biomasa microbiana en
larizosfera de Agave angustifolia Haw. asociados ala edad de la planta

La actividad de fosfatasa acida fue mas alta en la rizésfera de plantas de
maguey de 0 a 2 afos de edad. En cambio, la actividad de fosfatasa alcalina fue
mayor en la rizésfera de plantas de maguey de 2.1 a 4 afios de edad (Fig. 7).
Otros estudios indicaron que la edad de la planta tiene influencia directa sobre la
actividad enzimatica, especialmente en la actividad de fosfatasa &cida (Li et al.,
2002; Yadav y Tarafdar, 2004). Yoshioka et al. (2006) reportaron que tanto la
actividad de fosfatasa acida como de fosfatasa alcalina estuvieron determinadas

por el manejo agronémico y el estado fisioldgico del cultivo de platano.
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Figura 7. Actividad de fosfatasa acida (a) y actividad de fosfatasa alcalina (b) en la riz6sfera de plantas de Agave
angustifolia Haw. con diferente edad. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).
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La actividad de ureasa y celulasa no fue significativamente afectada por la edad

de la planta de maguey (Fig. 8). Estos resultados sugieren que la actividad de

ambas enzimas esta determinada en mayor grado por las practicas de manejo del

suelo mas que por la edad de la planta tal como concluyeron Mogollon et al.
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Figura 8. Actividad de ureasa (a) y actividad de celulasa (b) en la rizosfera de plantas de Agave angustifolia Haw. con

diferente edad. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).
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El valor mas alto de CBM se presentd en la rizésfera de maguey de 2.1 a 4
afos (Fig. 9), tal vez porque en esta fase las condiciones rizosféricas inducidas
por la etapa de desarrollo vegetal favorecen el aumento de la biomasa microbiana
(Mandal et al., 2007). El elevado contenido de CBM en esta edad de las plantas de
maguey también se puede deber a los cambios temporales en la proporcion de
bacterias con respecto a los hongos del suelo; debido a que las bacterias tienen
una relacion C:N mas baja en comparacion con los hongos (Bardgett et al., 1999).
Se requieren investigaciones posteriores en este agroecosistema para determinar
los cambios temporales en las comunidades microbianas edéficas y el significado

funcional de estos cambios durante la fenologia del cultivo (Mandal et al., 2007).
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Figura 9. Carbono de la biomasa microbiana en la rizésfera de plantas de Agave angustifolia Haw. con diferente
edad. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).
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La actividad de las fosfatasas no mostr6 cambios estacionales significativos
durante el aflo de muestreo (Fig. 10).

En contraste, Garcia-Ruiz et al. (2009) reportaron que la mayor actividad de
fosfatasa acida ocurri6 durante la primavera y la de fosfatasa alcalina de
primavera a otofio. Grierson y Adams (2000) concluyeron que la heterogeneidad
espacial y estacional de la actividad de fosfatasa acida en el suelo rizosférico

depende de la composicion vegetal y del tipo de raiz (raices ramificadas o raices
micorrizadas).
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Figura 10. Actividad de fosfatasa &cida (a) y actividad de fosfatasa alcalina (b) en la rizésfera de Agave angustifolia
Haw. durante los diferentes meses de muestreo. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).
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La actividad mas alta de celulasa se obtuvo en el mes de diciembre (finales de
otofio) y su actividad mas baja en el mes de junio, a finales de la primavera (Fig.
11). Estos resultados coinciden con los reportados por Alvear et al. (2008),
guienes encontraron un aumento significativo en la actividad de celulasa en la
época de invierno probablemente debido al inicio del proceso de descomposicion
de la MO. También reportaron que la actividad de esta enzima fue menor en
primavera posiblemente por la disminucion en el contenido de humedad del suelo
y a la reduccién en la concentracion de celulosa, como consecuencia del proceso
de degradacion.
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Figura 11. Actividad de celulasa en la rizésfera de Agave angustifolia Haw. durante los diferentes meses de
muestreo. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).
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La ureasa mostr6 su mayor actividad en los meses de octubre y febrero
(principios de otofio y mediados de invierno, respectivamente) y su menor
actividad en el mes de agosto a mediados del verano (Fig. 12). Similarmente,
Rivas et al. (2009) encontraron los valores mas bajos para la actividad de la
ureasa en los meses de verano. Contrariamente, Carcamo et al. (2004) reportaron
la menor actividad de esta enzima en los meses de octubre y febrero y el valor

mas alto en los meses de diciembre y mayo en un suelo forestal.
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Figura 12. Actividad de ureasa en la rizésfera de Agave angustifolia Haw. durante los diferentes meses de
muestreo. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).

El CBM mostré un incremento en el mes de agosto (mediados de verano,
temporada de lluvias) y disminuyd en diciembre y febrero (invierno, temporada de
sequia) (Fig. 13). Tremont y Cuevas (2006) también encontraron que el CBM en
suelos forestales fue mas alto durante la temporada de lluvias.
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Figura 13. Actividad del carbono de la biomasa microbiana en la riz6sfera de Agave angustifolia Haw. durante

los diferentes meses de muestreo. Barras con diferente letra difieren significativamente (P < 0.05).

Algunos autores han mostrado que la respuesta de la actividad enzimatica del
suelo puede ser anual y estacionalmente diferente (Kandeler y B6hm, 1996; Curci
et al., 1997). Los cambios en la humedad, temperatura y entradas de carbono al
suelo también pueden tener un efecto importante sobre la biomasa microbiana y
su actividad, lo cual, en consecuencia, afecta la disponibilidad de nutrientes (Ross,
1987).

El coeficiente de variacién general para la fosfatasa alcalina fue de 65.82%,
para la fosfatasa acida fue de 52.00%, para la ureasa fue de 40.29%, para la
celulasa fue de 63.02% y para el CBM fue de 43.13%. Bolton et al. (1985)
mostraron una variabilidad intra-anual (tres muestreos en un afo) tan baja como
de 2% a 7% para la actividad de fosfatasa y ureasa. Sin embargo, los resultados
aqui indicados coinciden con los de Aon y Colaneri (2001), quienes obtuvieron
coeficientes de variacion aproximadamente de 50% para la actividad de fosfatasas
(acida y alcalina) (tres muestreos durante el periodo de desarrollo de la soya), o
con los de Debosz et al. (1999), estos autores reportaron mas de 50% de variacion
temporal para el CBM y actividad de celulasa, con base en 19 muestreos durante
dos afios en suelos de Dinamarca. Los resultados derivados de este estudio

25



también son coincidentes con los de Sinsabaugh et al. (2003), quienes
encontraron coeficientes de variacién temporal mayores a 45% para cuatro de las
10 enzimas del suelo que evaluaron en un bosque de liquidambar.

No se pudo establecer un patrén constante en el comportamiento anual de cada
una de las enzimas edaficas analizadas. Aunque de manera general, se encontrd
una variabilidad intra-anual relativamente alta para cada actividad enzimatica. En
este sentido, es conveniente mencionar que las investigaciones enfocadas a

determinar la variabilidad temporal de las enzimas del suelo son aln escasas.
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CONCLUSIONES

La mayor actividad de fosfatasa acida, de ureasa y de celulasa se registré en
los suelos de montafa bajo labranza minima, sugiriendo que este tipo de labranza
favorece la actividad de las hidrolasas del suelo, lo cual puede contribuir a un
manejo sustentable del cultivo de maguey espadin bajo condiciones semiaridas.
En cambio, la actividad de fosfatasa alcalina fue méas alta en los suelos de lomerio
bajo traccibn animal. El carbono de la biomasa microbiana no fue

significativamente diferente entre los sitios.

La actividad de fosfatasa acida fue mas alta en la rizésfera de plantas de
maguey de 0-2 afos de edad. La actividad de fosfatasa alcalina y de carbono de la
biomasa microbiana fue mayor en la rizosfera de plantas de maguey de 2.1-4 afios
de edad. La actividad de ureasa y de celulasa no cambi6 con la edad de la planta
de maguey.

La actividad de las fosfatasas no mostr6 cambios anuales significativos. La
actividad mas alta de celulasa se obtuvo en diciembre y su actividad mas baja en
junio. La ureasa mostré su mayor actividad en octubre y febrero y, su menor

actividad en agosto y disminuyé en diciembre y febrero.

RECOMENDACION

No se pudo establecer un patrén constante en el comportamiento anual de cada
una de las enzimas estudiadas, por ello, seria conveniente realizar mas
investigaciones que profundicen en el estudio de la variabilidad temporal de las

enzimas edéficas.
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