EFECTO DEL USO DE BIOFERTILIZANTES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE SUELOS DE CAFETALES
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RESUMEN
Los biofertilizantes contribuyen a la captación de carbono orgánico mediante el efecto de la humificación de la materia orgánica. Al respecto, la actividad enzimática responde a su aplicación debido a que está fuertemente vinculada con la actividad microbiana. Es por anterior, que el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto del uso de Azospirullum brasilense y Glomus intraradice sobre la actividad enzimática del suelo en cafetales en Emiliano Zapata, Veracruz. Se determinó la actividad β-glucosidasa (β-glu) y β-galactosidasa (β-gal) en suelo de cultivos de café con aplicación de biofertilizante por 1 (CF B18) y 5 años (CF B13), así como sus respectivos testigos sin aplicación de biofertilizantes pero con el resto de las prácticas de manejo similares (CF T18 y CF T13, respectivamente). Además, se determinaron el pH, materia orgánica (MOS) y carbono orgánico del suelo. Los resultados demostraron que el empleo de biofertilizantes no afectó significativamente ninguna de las variables fisicoquímicas evaluadas, pero si la actividad de ambas enzimas. La actividad β-glu incrementó con el uso de biofertilizantes desde 2013 (133.28 µg PNP.g-1.h-1) con respecto al testigo (57.56 µg PNP.g-1.h-1), en cambio, fue mayor en CF T18 (120.45 µg PNP.g-1.h-1) que en CF B18 (90.78 µg PNP.g-1.h-1). Respecto a β-gal, la actividad fue mayor en CF B18 (41.10 µg PNP.g-1.h-1) que en CF T18 (14.44 µg PNP.g-1.h-1). La aplicación de los biofertilizantes en cuestión, tienen efecto sobre la actividad de las enzimas relacionadas con la dinámica de la MOS y el estado microbiológico del suelo. 
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1. INTRODUCCIÓN 
La actividad enzimática (AE) es considerada un indicador biológico de la calidad del suelo debido a que reflejan los cambios en el ciclo biogeoquímico, la dinámica de la materia orgánica del suelo (MOS), el intercambio de nutrientes y el estado microbiológico del suelo (Ceron & Melgarejo, 2005; Fekete et al., 2014; Acosta-Martinez, Cano, & Johnson, 2018). En la AE, específicamente las enzimas extracelulares (EE), son liberadas durante el metabolismo y actúan directamente en la descomposición de la MOS, regulan el almacenamiento de carbono (C) y el suministro de nutrientes esenciales (Henríquez, Uribe, Valenciano, & Nogales, 2014; Weintraub, Wieder, Cleveland, & Townsend, 2013). 
Las EE transforman compuestos orgánicos complejos en sustancias asimilables por las plantas, mediante la hidrolisis de enlaces químicos en la MOS, formando así parte esencial de los ciclos del carbono, fósforo y nitrógeno (Henríquez et al., 2014; Acosta-Martinez et al., 2018). Uno de los principales grupos de EE son las glucosidasas ya que participan en el ciclo de C mediante la degradación de carbohidratos de bajo peso molecular, produciendo azúcar;  principal fuente de energía de los microorganismos del suelo (Dodor & Tabatabai, 2005; Acosta-Martínez, Cruz, Sotomayor-Ramírez, & Pérez-Alegría, 2007). Dos de las EE glucosidasas más estudiadas y utilizadas como indicadoras de calidad del suelo, son la β-glucosidasa (EC 3.2.1.21) y β-galactosidasa (EC 3.2.1.23). 
La β-glucosidasa (β-glu)  participa en la hidrolisis de celobiosa a glucosa (Sardans, Peñuelas, & Estiarte, 2008), degradando las paredes celulares de las plantas y contribuyendo a las primeras fases de descomposición de los tejidos celulares vegetales (Aragón, Sardans, & Peñuelas, 2014). Respecto a β-galactosidasa (β-gal), cataliza la hidrolisis de galactolipídos  a glucosa (Dodor & Tabatabai, 2005; Pérez-Almeida & Carpita, 2006), ambas enzimas producen la glucosa (energía) necesaria para microorganismos y plantas, en estas últimas, la glucosa es la principal fuente de carbono, actúa en el metabolismo de los carbohidratos, provee nutrientes y es necesaria para la síntesis de la pared celular (Acosta-Martínez et al., 2007; Interdonato et al., 2010; Janse van Rensburg & Van den Ende, 2018; Sami, Siddiqui, & Hayat, 2019).Diversos estudios han demostrado la correlación entre la AE de glucosidasas y algunas propiedades del suelo tales como: pH,  tipo de suelo, carbono orgánico del suelo (COS), MOS, biomasa microbiana, entre otras (Dodor & Tabatabai, 2005; Acosta-Martínez et al., 2007; Sinsabaugh et al., 2008; Aragón et al., 2014; Henríquez et al., 2014; Wang et al., 2014; Acosta-Martinez et al., 2018). Así mismo, se ha demostrado que la AE responde a los cambios en el manejo del suelo (Acosta-Martínez et al., 2007; Leone, Alfani, Pagano, Morra, & Iovieno, 2009) como lo es la biofertilización (Acosta-Martinez et al., 2018), debido a que las enzimas están fuertemente vinculadas a la actividad microbiana ( Klose & Tabatabai, 2000; Dodor & Tabatabai, 2005). Al respecto, al estudiar la producción y descomposición de la MOS, los sistemas de producción orgánica han demostrado mejorar la fertilidad del suelo (Bowles, Acosta-Martínez, Calderón, & Jackson, 2014). Uno de los sistemas de producción orgánica comúnmente empleado es la aplicación de biofertilizantes, el cual es un material elaborado con microorganismo benéficos que se aplican para mejorar la absorción de nutrientes, estimular el crecimiento de la planta e incrementa el contenido de MOS (Dębska, Długosz, Piotrowska-Długosz, & Banach-Szott, 2016; Van Oosten, Pepe, De Pascale, Silletti, & Maggio, 2017). Además, pueden contribuir a la captación de COS mediante la promoción del crecimiento de las plantas o mediante el efecto de la humificación de la MOS (Fatunbi & Ncube, 2009; Piotrowska, Długosz, Zamorski, & Bogdanowicz, 2012). Algunos de los microorganismos empleados como biofertilizantes son los hongos micorrízicos arbusculares del género Glomus y las bacterias fijadoras de nitrógeno del género Azospirullum. Ambos microorganismos desempeña funciones en el suelo relacionadas con la AE, el ciclo del C y ciclaje de nutrientes, además,  están estrechamente relacionado con la rizosfera de la planta (Burke, Weintraub, Hewins, & Kalisz, 2011; Van Oosten et al., 2017). Debido a que los diferentes sistemas de cultivo varían en la medida en que alteran el entorno del suelo, las actividades enzimáticas que participan directamente en el ciclo de la MOS, pueden ser un indicador sensible de cambios biológicos tempranos (Dodor & Tabatabai, 2005; Henríquez et al., 2014). Así mismo, la comprensión de actividades enzimáticas específicas y la estructura de la comunidad microbiana del suelo, es de importancia para el entendimiento de la función de los agroecosistemas (Zhang et al., 2015). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de un biofertilizante en dos periodos de tiempo, en la AE de β-glu y β-gal, así como determinar la relación entre dichas enzimas y algunas propiedades del suelo, en cultivos de café. 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 
Muestreo de suelo. Los suelos fueron colectados en cultivos de café ubicados en el Estado de Veracruz, México. En cada cultivo se realizó un muestreo en suelos con aplicación de biofertilizante a base de Azospirullum brasilense y Glomus intraradice (Combo AM de Biofábrica Siglo XXI®) y otro sin aplicación de biofertilizante (testigo). Se consideró una finca con un manejo de 5 años de aplicación de biofertilizante (CF B13), así como su testigo (CF T13), además de una finca con aplicación de biofertilizante de aproximadamente un año (CF B18) al igual que su testigo (CF T18). En cada cultivo se seleccionó un lote con características homogéneas de suelo y pendiente, una vez que se eligió el lote, se tomaron completamente al azar 24 submuestras de suelo a una profundidad de 0-20 cm. De estas muestras de formaron 4 muestras compuestas.  
Análisis químico de suelo. Los análisis químicos se realizaron conforme a la Norma Oficial Mexicana 021 (SEMARNAT, 2000). Las muestras se secaron a temperatura ambiente, se molieron con un mazo de madera y se tamizaron con un tamiz de 2 mm de diámetro de acero inoxidable. El pH se determinó por el método electrométrico en una relación de suelo: agua 1:2 (p/v). La MOS y COS se determinaron a través del contenido de carbono orgánico (Walkley, A., & Black, 1934).
Actividad enzimática. La actividad de las glucosidasas se analizó según lo descrito por Tabatabai (1994). Se pesaron 0.2 gramos de suelo previamente secado al aire y tamizado en un tamiz de 0.5 mm de acero inoxidable, se realizaron cuatro repeticiones por muestra, a cada una se le añadieron 800 µL de buffer MUB (pH 6) 200 µL de sustrato 4-nitrofenil-β-D-glucopiranósido (β-glu) y 4-nitrofenil-β-D-galactopiranósido (β-gal). Se agitaron en vórtex por cinco segundos e incubaron a 37°C durante una hora en baño maría. Para detener la reacción enzimática se agregaron 200 µL de CaCl2 y 800 µL de NaOH-Tris. Se centrifugaron a 1500 revoluciones por minuto durante 5 minutos, el sobrenadante se midió en  espectrofotómetro a una absorbancia de 410 nm.
Análisis estadístico. Se realizó las correspondientes pruebas de normalidad a los datos empleados. Posteriormente se desarrolló un análisis de varianza (ANOVA), mediante la prueba de Tukey (P ≤ 0.05) se determinó las diferencias estadísticas significativas. Adicionalmente, se correlacionaron los datos de actividad enzimática con las diferentes variables. Todos los análisis se desarrollaron empleando el software estadístico SPSS versión 22.

3. RESULTADO Y DISCUSIÓN 
El análisis de varianza mostró una diferencia no significativa en las variables pH, MOS y COS, en los tratamientos donde se aplicó biofertilizante (Combo AM) y en aquellos donde no se realizó dicha aplicación. Estos resultados coinciden con los demostrados por Piotrowska et al., (2012), en donde menciona que no se presentó una diferencia significativa en COS, en tratamientos con aplicación de biofertilizantes a base de Pseudomonas spp, Penicillium y Actinomycetes, y un tratamiento control sin aplicación de biofertilizante. Sin embargo, algunos trabajos han demostrado que si se presentan diferencias significativas en COS, en tratamientos con aplicación de microorganismos como Azospirullum sp, Azotobacter sp y bacterias solubilizadoras de fosforo, y tratamiento sin aplicación (Carmen, Antonio, & Eduardo, 2010). Respecto a la actividad enzimática β-glu, si existen diferencias significativas en en los tratamientos CF B13 y CF T13 (P < 0.001, g.l.=7, F= 236.24), al igual que en los tratamientos CF B18 y CF T18 (P < 0.012, g.l.=7, F= 236.24). La prueba de comparación de medias de Tukey (P ≤ 0.05) mostró que la actividad enzimática de β-glu fue mayor en CF B13 (133.28 µg PNP.g-1.h-1) que en CF T13 (57.56 µg PNP.g-1.h-1), en cambio, fue mayor en CF T18 (120.45 µg PNP.g-1.h-1) que en CF B18 (90.78 µg PNP.g-1.h-1), lo que nos indica que la actividad de esta enzima podría tener efecto a largo plazo (Tabla 1).
Dodor & Tabatabai (2005) evaluaron la actividad enzimatica β-glu en un perido de un año en cultivos de maíz y frijol, en donde los rangos (91-177 µg PNP.g-1.h-1) son cercanos a los obtenidos en CF B18 y CF T18 (90-120.45 µg PNP.g-1.h-1). Los valores en general de β-glu también se encuentran dentro de los datos reportados por Henríquez y colaboradores (2014) en suelos de cultivos tropicales tales como palma, plátano y vainilla, con un promedio de 108.10 µg PNP.g-1.h-1 . Los valores del presente estudio muestran, para el caso de la aplicación de biofertilizante del año 2013, que la actividad enzimática podría tener un efecto a largo plazo. Al respecto y considerando la aplicación de A. brasilense y G. intraradice, una mayor actividad de β-glu puede sugerir que los microorganismos del suelo son metabólicamente más activos y de rápida proliferación, aumentando así la eficiencia de la producción enzimática y permitiendo otros beneficios al sistema suelo (Fatunbi & Ncube, 2009; Zhang et al., 2015). Además, los cambios en las poblaciones microbianas pueden influir en el potencial para la catálisis media por enzimas (Acosta-Martínez et al., 2007). Los cultivos de café con aplicación de biofertilizantes, tienden a incrementar su biomasa microbiana (Sánchez-De León, De Melo, Soto, Johnson-Maynard, & Lugo-Pérez, 2006). Larsen et al., (2009) demostró que la inoculación con G. intraradice en cultivos de pepino, incrementó la biomasa microbiana de la rizosfera, la cual esta relaciona con la actividad enzimática (Klose & Tabatabai, 2000). Así mismo, A. brasilense está estrechamente relacionado con la rizosfera y el mejoramiento del desarrollo de la raíz (García-Olivares, 2012; Van Oosten et al., 2017). 
Respecto a β-gal, hubo diferencias significativas en los tratamientos CF B18 y CF T18 (P < 0.001, g.l.=7, F= 51.334). Así mismo, la prueba de comparación de medias de Tukey (P ≤ 0.05) mostró que su actividad fue mayor en CF B18 (41.10 µg PNP.g-1.h-1) que en CF T18 (14.44 µg PNP.g-1.h-1), lo que indica que la actividad enzimática tiene un efecto a corto plazo, según los resultados observados (Tabla 1). El estudio elaborado por Dodor & Tabatabai (2005) en donde evaluaron la actividad enzimatica β-gal en un perido de un año en cultivos de maíz y frijol, arrojó valores cercanos (16-22.7 µg PNP.g-1.h-1) a los obtenidos en CF B18 y CF T18 (14.4-41.10 µg PNP.g-1.h-1). Otro estudio realizado en café y cítricos, demostró que β-gal tuvo rangos de 1.16-40.7 µg PNP.g-1.h-1 (Acosta-Martínez et al., 2007). 





	Tratamiento
	Medias

	
	β-glucosidasa
µg PNP.g-1.h-1
	β-galactosidasa
µg PNP.g-1.h-1
	pH
	M.O
%
	C.O
%

	CF B13
	133.28 a
	29.08 a b
	5.33 a
	3.03  a
	1.76 a

	CF T13

	57.56 c
	25.20 b c
	5.08 a
	3.17 a
	1.84 a

	CF B18
	90.78 b
	41.10 a
	4.78 a
	3.41 a
	1.98 a

	CF T18
	120.45 a
	14.44 c
	4.65 a
	2.76 a
	1.73 a


Tabla 1.- Cuadro de medias en donde letras distintas en columnas indican diferencias significativas entre la variable correspondiente y los tratamientos (Tukey, P ≤ 0.05).
Las pruebas de correlación no mostraron diferencias significativas. Estudios similares en cultivos tropicales de café, cítricos, palma, plátano y vainilla, se ha demostrado que no existe una correlación entre el pH del suelo, la M.O y la actividad enzimática de β-gal y β-glu, debido a la interacción que pueda existir con otras variables del suelo (Acosta-Martínez et al., 2007; Henríquez et al., 2014).

4. CONCLUSIONES 
La actividad enzimática de β-glucosidasa se incrementó mediante el paso del tiempo y bajo constantes aplicaciones del biofertilizante. En cambio, β-galactosidasa, presentó una mayor actividad biológica en aquellos sitios con un menor periodo de aplicación. Así mismo, las diferencias estadísticas no significativas observadas en pH, MOS y COS con los tratamientos reflejan igualdad de condiciones en los sitios donde se desarrolló la aplicación de biofertilizante y en donde no se realizó aplicación. Además, las pruebas de correlación entre las actividades enzimáticas y las variables, no fue significativa. La aplicación del biofertilizante Combo AM a base Azospirullum brasilense y Glomus intraradice, tiene efecto sobre la actividad de las enzimas relacionadas con la dinámica de la materia orgánica del suelo, el intercambio de nutrientes y el estado microbiológico del suelo. 
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