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Resumen

La enzima fenol oxidasa cumple un papel importante en el control de las tasas
de descomposicion de la materia organica en humedales tipo turbera, pero con el
aumento en el gradiente de profundidad y por ende la ausencia de oxigeno, la actividad
de la enzima se ve restringida por condiciones de anaerobiosis dando paso a una
mayor acumulacion de compuestos fendlicos en relacién al nivel del agua y el
contenido de materia organica. Para abordar los problemas del cambio climético a raiz
de los indices de emision o acumulacion de gases de efecto invernadero, se requiere
estimar los patrones que afectan de forma directa en los procesos de degradacion y
descomposicion de la materia dentro del ecosistema. Por lo anterior, se plante6 como
objetivo de estudio analizar la actividad de la enzima fenol oxidasa y la concentracion
de compuestos fendlicos en un humedal de alta montafia del paramo de Belmira,
Antioquia como una forma de conectar la actividad microbiana y la estructura del sitio
con la tasa de descomposicién de materia. Para ello se tomaron muestras de suelo y
agua en un gradiente de niveles de inundacion a diferentes profundidades con el fin
estimar la actividad enzimética en el complejo y el contenido de compuestos fendlicos
ligado a dicha actividad. Los resultados revelan que la enzima describe una relacion
inversa con la profundidad. Por su parte la concentracion de los compuestos fendlicos
se ve aumentada a medida que las profundidades se hacen mas grandes. Asi la
Enzima desempeia un papel fundamental en la descomposicion de material vegetal y
compuestos organicos en las zonas mas superficiales del humedal de alta montafa,

donde el nivel freatico es menor a un metro. Por tanto es indispensable impulsar la
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adopcién de estrategias locales de mitigacion y adaptacién a su vez que planes de
conservacion en las zonas de humedal en paramo, para disminuir los efectos negativos
sobre el sistema a causa de agentes antropogénicos, en concordancia con las politicas

de ordenamiento a nivel nacional.

Palabras clave: Actividad Enzimatica, Compuestos Fendlicos, Degradacion,

Paramo, Tropico.



Abstract

The phenol oxidase enzyme has an important role in controlling the
decomposition rates of organic matter in peatland wetlands, but with the increase in the
depth gradient and therefore the absence of oxygen, the activity of the enzyme is
restricted by anaerobic conditions giving way to a greater accumulation of phenolic
compounds in relation to the water level and the content of organic matter. To address
the problems of climate change as a result of emission or accumulation rates of
greenhouse gases, it is necessary to estimate the patterns that directly affect the
processes of degradation and decomposition of matter within the ecosystem. Therefore,
the objective of the study was to analyze the activity of the enzyme phenol oxidase and
the concentration of phenolic compounds in a high mountain wetland of the paramo of
Belmira, Antioquia as a way to connect the microbial activity and the structure of the site
with the rate of matter decomposition. To do this, samples of soil and water were taken
in a gradient of flood levels at different depths in order to estimate the enzymatic activity
in the complex and the content of phenolic compounds linked to the activity. The results
reveal that the enzyme describes an inverse relationship with depth. For its part, the
concentration of phenolic compounds is increased as the depths become larger. Thus
the Enzyme plays a fundamental role in the decomposition of plant material and organic
compounds in the most shallow areas of the high mountain wetland, where the Water
sheet is less than one meter. Therefore, it is essential to promote the adoption of local

mitigation and adaptation strategies in turn, as well as conservation plans in the wetland
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areas in paramo, in order to reduce the negative effects on the system caused by

anthropogenic agents, in accordance to national planning policies.

Key words: Enzymatic Activity, Phenolic Compounds, Degradation, Paramo,

Tropics.
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Introduccién

La fenol oxidasa, es una enzima encargada de catalizar los procesos de
oxidacion de compuestos fendlicos, ya que permite transformar la materia organica en
compuestos mas pequefos y solubles a través de procesos de oxidacion parcial,
liberacion de productos intermedios oxidativos o completa degradacion y formacion de
productos finales no fendlicos, como el CO2 (Duran, Rosa, D’Annibale, & Gianfreda,
2002; Jung, Lal, & Ussiri, 2011). Es por esto que dicha enzima cumple un papel
importante en el control de las tasas de descomposicién en sistemas de humedal tipo
turbera y por consiguiente en la produccion de gases de efecto invernadero por accién
de la poblacién microbiana.

Freeman, Ostle, Fenner, & Kang (2004), afirman que la ausencia de oxigeno en
turberas restringe la actividad de la enzima fenol oxidasa por condiciones de
anaerobiosis como se muestra en figura 1 y a su vez posibilita la acumulacion de
compuestos fendlicos capaces de inhibir o regular en el suelo de la turba la accién de
otras enzimas como la hidrolasa, la cual ejecuta de igual manera procesos de efecto
catalitico para sustancias organicas en presencia de agua y no es relativamente
afectada por la disponibilidad de oxigeno, caracteristica que la hace ideal para la
degradacion en condiciones de suelos saturados a mayor profundidad. Entonces la
supresion de las fenol oxidasas y la acumulacion resultante de compuestos fendlicos
particularmente en turberas, es considerada como la principal razéon por la cual tales

ecosistemas acumulan vastos depésitos de carbono organico (N. Fenner, Freeman, &
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Reynolds, 2005; Freeman, Evans, Monteith, Reynolds, & Fenner, 2001; Freeman et al.,
2004).
Figura 1. Diagrama esquematico que muestra el papel del oxigeno en el control de la
descomposicion. Las flechas sélidas muestran los efectos del aumento de oxigeno y
las flechas discontinuas muestran los efectos del bajo nivel de oxigeno en el proceso.
El signo "+ " Indica los efectos estimulantes (positivos) y el signo " - " indican efectos
supresores (negativos). Los procesos en el lado derecho ocurren cuando se da un
blogueo enzimatico y el proceso en el lado izquierdo muestra cuando se desbloquea el

proceso.

Alto oxigeno Bajo Oxigeno
4 —

Microrganismos -

Fenol Oxidasa

— +
Compuestos
Fendlicos

Hidrolasas

Descomposiciéon

Fuente: Modificado de Saraswati, Dunn, Mitsch, & Freeman, (2016)
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Es importante resaltar que cuando la materia organica se encuentra en zonas
con baja disponibilidad de oxigeno los compuestos presentes no se degradan o lo
hacen de forma paulatina y sosegada, debido principalmente a que la velocidad de
produccién supera la tasa de degradacién (Freeman, Evans, et al., 2001; Jung et al.,
2011; Pind, Freeman, & Lock, 1994), como se da en sistemas tipo turbera en donde la
tasa de produccién de materia organica es relativamente elevada. Sumado a lo
anterior, con el aumento en el gradiente de profundidad se dan significativos cambios
fisicos y quimicos en el conjunto agua-suelo en los humedales; cambios que a su vez
promueven que la actividad de las poblaciones microbianas tiendan a producir
compuestos fendlicos solubles como el humus, los cuales inhiben la produccion de la
enzima fenol oxidasa y con ella la tasa de descomposicibn de materia organica
(Sinsabaugh, 2010). Este aspecto afecta el ciclo del carbono e induce a que los
microorganismos que actlan en sinergia con la fenol oxidasa existan en menor
proporcién asi que decrece la tasa de produccién de carbono (Carreiro, Sinsabaugh,
Repert, & Parkhurst, 2000).

Hoy en dia, existe cuantiosa informacion, sobre los comportamientos de turberas
en paises extratropicales, pero, cuando se trata de estudios en ecosistemas a nivel
tropical y subtropical, se encuentran reducidas referencias que den respuesta a las
dinamicas de los mismos. Entonces, se hace relevante estudios mas detallados
respecto a la turberas tropicales (Bacon et al., 2017; Lawson, Jones, Kelly, Coronado,
& Roucoux, 2014), puesto que difieren de las turberas extratropicales por aspectos

biologicos de dominancia vegetal; aspectos respecto al ciclo hidrolégico por
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fluctuaciones de mayor amplitud en la capa freatica, disponibilidad de nutrientes y
diferencias marcadas de temperatura. Ademas del porcentaje de &rea especifico a
cada sitio de estudio y la magnitud de almacenamiento de carbono (Brown, Strack, &
Price, 2017; Dieleman, Branfireun, McLaughlin, & Lindo, 2016; Sanchez, Chimner,
Hribljan, Lilleskov, & Suarez, 2017; Strack et al., 2016; Yu, Loisel, Brosseau, Beilman, &
Hunt, 2010).

Por otro lado, Kelly et al., (2014) y Lawson et al., (2014) sugirieren que, incluso
debajo del nivel fredtico, las turbas tropicales pueden estar bien oxigenadas (ver
también Bacon et al., 2017; Wust & Bustin, 2001) y presentar conductividades
hidraulicas mas altas que en muchas turberas no tropicales (Baird et al., 2017; Kelly et
al., 2014). Dichas afirmaciones representan un interrogante frente a el analisis
enzimatico, y especificamente de la fenol oxidasa la cual se ve restringida segun la

cantidad de oxigeno disponible.
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Justificacion

Las turberas de latitudes tropicales, debido a que sus grandes depdsitos de
carbono tienen el potencial de generar una retroalimentacion positiva sobre la
acumulacion atmosférica de gases de efecto invernadero. Las acumulaciones de turba
son el producto de un ambiente caracterizado por baja disponibilidad de oxigeno, bajo
pH y baja temperatura. Estas condiciones limitan la descomposiciéon de la materia
organica en la medida en que su almacenamiento aisla efectivamente compuestos del
ciclo global del carbono. Por su lado, el alto contenido fendlico de la turba es inhibidor
de microorganismos y enzimas extracelulares. Por lo tanto, las actividades de fenol
oxidasa es especialmente critica para comprender las posibles respuestas al cambio
climético global (Freeman et al., 1996, 2004; Freeman, Ostle, & Kang, 2001).

Esta investigacion, se hace relevante ya que a través del andlisis de la fenol
oxidasa y la acumulacién de compuestos fendélicos se puede dar una base acerca del
comportamiento de los procesos en el ecosistema y las tasas de ciclo de nutrientes y
carbono. Este conocimiento es necesario para estimar los indices de emision o
acumulaciéon de gases producto de biogénesis en la descomposicién de la materia
organica. Ademas, constituye una directriz para establecer posibles mecanismos de
conservacion y prevencion, y para la adopcion de estrategias locales de mitigacion y
adaptacion al cambio climatico, en busca de disminuir sus efectos negativos. Por su
parte, La actividad enzimatica también es considerada a modo de indicador de la

calidad del suelo (Sinsabaugh, 2010) como resultado de la dependencia directa de la
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dinamica de la biota del suelo y la sensibilidad al manejo aplicado. La determinacién del
funcionamiento de los procesos enzimaticos se puede utilizar como una medida de la
diversidad funcional microbiana y la evaluacién de las caracteristicas ecoldgicas
microbianas.

Ademas, se busca contribuir con la estructuracion del analisis del proceso de
secuestro de carbono y de las emisiones de metano en humedales de alta montafia ya
gue este conocimiento es de vital importancia para el disefio de politicas y lineamientos
de planes de manejo en pro de la conservacion de ecosistemas de humedal y la oferta
de servicios ambientales que ofrecen. Cabe resaltar que los resultados obtenidos
durante el proceso investigativo seran utilizados para desarrollar uno de los objetivos
especificos de la investigacion en curso “Acumulacién de carbono y emisiones de
metano en un humedal de alta montafia del paramo de Belmira”, del grupo de
investigacion aplicado al medioambiente GAMA de la corporacién universitaria

lasallista.
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Pregunta de investigacion
Con el fin de conocer los indices de emisidbn o acumulacion de gases producto
de biogénesis en sistemas de humedal tipo turbera se plantea el siguiente interrogante.
¢ Como varia la actividad de la enzima fenol oxidasa y la concentracion de
compuestos fendlicos a lo largo de un gradiente de niveles de agua y diferentes

profundidades de suelo en un humedal de alta montafia?
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Objetivos
Objetivo general
Analizar la actividad de la enzima fenol oxidasa y la concentracion de
compuestos fendlicos a lo largo de un gradiente de niveles de agua y diferentes
profundidades de suelo en un humedal de alta montafia del paramo de Belmira.
Antioquia.
Objetivo especifico
e Determinar la variacion de la actividad de la enzima fenol oxidasa a lo largo de
un gradiente de niveles de agua y diferentes profundidades de suelo.
e Determinar la variaciébn en la concentracion de compuestos fendlicos en el

gradiente de niveles de agua y en las diferentes profundidades de suelo.
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Metodologia

Area de estudio

Las muestras se recolectaron en el humedal del pdramo Santa Inés, sitio sin
intervencion antropogénica ubicado en la parte alta del norte de la Cordillera Central de
los Andes, Noroccidente medio del departamento de Antioquia (6°40'39.17"N,
75°40'20.57"0) en el municipio de Belmira. El area hace parte del "Sistema de
Paramos y Bosques Altoandinos”, una unidad administrativa de la autoridad ambiental
regional (Corantioquia), quienes se encargan de garantizar la proteccion de la
biodiversidad en la zona (Morales et al., 2007). En esta region, la vegetacion
caracteristica en altitudes medias a altas (2800-3000 msnm), consiste en formaciones
de bosques andinos montanos y areas de mosaico que incluyen diversos tipos de
coberturas y bosques naturales en diferentes etapas de sucesién ecolbgica; por su
parte, en las elevaciones mas altas (3000-3350 msnm) existe una configuracion
dominada por vegetacion de paramo, compuesta principalmente por pastizales
naturales, algunos parches de bosque y otras especies propias de la cobertura de
paramo (Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt,
2011). Debido a su posicion en el paisaje, este humedal recibe y almacena agua lluvia,

la cual es la principal fuente de entradas de agua a la cuenca que abastece el humedal.

Figura 2. Area de estudio del Paramo de Belmira en los Andes tropicales centrales del
norte.
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Toma de Muestras

Para la recoleccion de las muestras de turba, se seleccionaron varias
comunidades de plantas, cuyos individuos subsistian a lo largo de tres gradientes de
profundidad en el cual se establecieron tres niveles: (1) parcialmente seco a -6.3 cm,
(2) una zona de transicién a -0.3 cm y otra (3) zona mayormente inundada a 72.1 cm;
denominados Dry, Transition y Deep, respectivamente. Se crearon parcelas con

dimensiones de 1.50 m y en cada una de ellas se establecieron 6 puntos de muestreo
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para la extraccion de monolitos de 70 cm x 70 cm y agua de poro, ambos en las
regiones de 0-10 cm y de 10-20 cm. En cada parcela se extrajeron 6 muestras del
nacleo de la turba dentro de un muestreador cilindrico de Policloruro de vinilo (10 cm
de didmetro y 50 cm de longitud). Posteriormente se almacenaron en bolsas
herméticas de polietleno a 4°C (Wright, A.L, Reddy, 2001) para garantizar la
preservacion hasta la medicion evitando el congelamiento.

Respecto a las muestras de agua, en el momento del muestreo, la capa freética
estaba cerca de la superficie. Se utilizaron tubos perforados (Peepers) en cada uno de
los 6 puntos de cada parcela, garantizando que el agua de poro tomada perteneciera a
las profundidades establecidas. La extraccion se realiz6 mediante un sistema de
bombeo al vacio utilizando la diferencia de presion como principio para trasportar el
agua a través de mangueras de corta longitud hasta el recipiente de almacenamiento.
Las muestras se almacenaron en envases de 120 ml hasta el aforo para evitar la
interferencia del oxigeno y se transportaron al laboratorio de Quimica Ambiental de la
Corporacion Universitaria Lasallista para los analisis enziméticos. Durante el transporte
y hasta su procesamiento, las muestras se almacenaron bajo 5°C (nunca por debajo de
4°C) (Dunn, Jones, Girard, & Freeman, 2014; Floch, Alarcon, & Criquet, 2007; Pind et
al., 1994; Wollum, 1994) y se regreso a temperaturas de campo por 2 hora antes de

realizar cualquier analisis.
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Procesamiento y andlisis de muestras

Actividad enzimética

Se retiraron raices y restos de material vegetal en las muestras de suelo a traves
de un proceso de tamizaje de tamafio 0.5 pm. Con el fin de minimizar la disrupcién
celular, se utiliz6 un Stomacher (AES Laboratoire MIX 2 Vpl.13) para la
homogeneizacion y se realiz6 una dilucién 1: 1 con agua desionizada (tanto en las
muestras de agua como en las de suelo). Se transfirieron alicuotas de 4.5 ml para
replicar en tubos de centrifuga de 15 ml (Pind et al., 1994). A cada tubo, se afiadieron
4.5 ml de solucion de L-Dopa (L-Dopa en buffer Acetato a concentracién de 10 mM) y
para el control 4.5 ml de agua desionizada. Los tubos se incubaron en un agitador
durante 1 y 3 minutos. Inmediatamente después, se realizd centrifugacién a 12000
r.p.m durante 5 minutos para terminar la reaccion. El sobrenadante se filtré a través de
membranas de Nylon (diametro 47mm y tamafio de poro de 0.22um). La absorbancia
se midié a 450 nm durante 1 hora en Placas de microtitulacién para obtener la cinética
de la reaccion. Finalmente, la actividad se expreso6 en términos de uMol digc g—1 min-1
(MMol de 2, 3-dihidroindol-5,6-quinona-2-carboxilato por minuto por g de turba utilizado
en cada ensayo) (Delgado, Lopez, & Giraldo, 2001; Tabatabai, 1994), utilizando la ley
de Beers (Pind et al., 1994)y un coeficiente de extincion micromolecular para diqgc de
3,7 x 10* (Dunn et al., 2014; Mason, 1948; Waite, 1976), coeficiente que da razén de
cuan fuerte la sustancia absorbe la luz a la longitud de onda dada (Carreiro et al., 2000;

Sinsabaugh, Gallo, Lauber, Waldrop, & Zak, 2005). El Tiempo de incubacion se vario
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entre 1 y 3 minutos (Freeman et al., 2004; Pind et al.,, 1994) para determinar las
condiciones 6ptimas de incubacién en el momento en que se diera linealidad en el
proceso de oxidacion de L-DOPA a lo largo del tiempo para cada tipo de suelo. Vale la
pena mencionar que dicho tiempo de incubacién puede variar de un minuto (Pind et al.,
1994) a una hora (Prosser, Speir, Stott, & Dick, 2011). Sin embargo, se ha demostrado
previamente que no debe permitirse que el ensayo exceda una hora ya que la L-DOPA
se vuelve inestable en presencia de oxigeno y, por lo tanto, las velocidades de reaccion

ya no son lineales (Sinsabaugh, Klug, Collins, Yeager, & Petersen, 1999).

Compuestos Fendlicos

La concentracion de compuestos fendlicos se determiné utilizando la prueba
estandar de fenoles test 1-75 NANOCOLOR ® (REF 918 75 rango de medicion 0.01-
7.0). Basada en la determinacion fotométrica de fenoles y compuestos capaces de
formar colorantes de antipirina por acoplamiento oxidativo con 4-aminoantipirina. Para
esto se adicion6 en matraces volumétricos, hidroxido de amonio (Reactivo R1) y unas
cuantas particulas de Fosfato dipotasico (Reactivo R2 que contiene sodio nitrito 1-5 %)
hasta que la solucién fuera incolora, se tomaron 20 ml de agua de las muestras de poro
y se adicionaron a la mezcla seguido de una agitacion manual, finalmente se agregé
una solucion de aminoantipirina (Reactivo R3 que contiene sodio carbonato 10-20 % y
Ferrocianuro de potasio), se agito nuevamente y se llevé al aforo; alli, el fenol
reacciono con el compuesto logrado (4-nitroanilina diazotada) para formar un colorante

entre amarillo, marron y rojo (American Public Health Association [APHA], 2012; Box,
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1983; Folin & Ciocalteau, 1927). Pasados 5 minutos se realizd la lectura de
absorbancia a 470 en el espectrofotometro (Modelo NUV0766, Version 5.0) para
finalmente obtener las concentraciones en cada transepto.
En la matriz de suelo, se utilizaron 5 g de suelo himedo en una solucién con 50
ml de agua destilada y 1g de carbdn activado, para eliminar interferencias en la lectura
de absorbancia por parte de la descomposicién de la materia organica y los &cidos
humicos (APHA, 2012). Posterior a esto se realiz6 una filtracion de membrana con
filtros de acetato de celulosa de 47 mm de 0.45 ym, para eliminar los materiales
coloidales y para la esterilizaciéon por filtracibn (Dunn & Freeman, 2017; Pind et al.,
1994). Los homogenados de turba se prepararon usando un Stomacher como se indica
anteriormente. El contenido fendlico fue determinado usando el ensayo 1-75

NANOCOLOR ®y los principios de Box (1983).

Andlisis de la informacion

Se intentd relacionar la actividad de la enzima con las concentraciones de
compuestos fendlicos (Box, 1983; Freeman et al., 2004; Min, Freeman, Kang, & Choi,
2015) encontrados en el perfil de la turba. Para ello, se sometieron los datos a una
prueba de normalidad e igualdad de varianzas en busca de determinar si era posible
comparar entre sitios y profundidades. Posterior a esto se realizO la prueba t de
muestras independientes para observar las diferencias. La prueba t supone que los

datos son continuos, al menos aproximadamente distribuidos normalmente y que las
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varianzas de los dos conjuntos son homogéneas (estas suposiciones fueron probadas
antes de que la prueba se llevara a cabo).

Para cuantificar la actividad especifica de la enzima fenol oxidasa, se obtuvo la
variacion lineal de la absorbancia respecto al tiempo en la cinética de la reaccion. La
pendiente de dicha reaccion es el valor expresado para una unidad enziméatica respecto
a su Coeficiente de extincion micromolecular, valor tomado como la cantidad de enzima

que transformo 1 pumol de L-Dopa a Diqgc (Figura 3) en un min.

Figura 3. Estructura quimica del compuesto obtenido, Dopaquinona. (CoHsNO4, WT.

192.149)

HO o

A\
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Resultados y discusion

La igualdad de varianzas sugiere que no hay evidencia de que las varianzas

sean desiguales (valores iguales o menores a 0.05) como se muestra en la Tabla 1y 2;
por lo que es muy poco probable que los dos medios de muestra provengan de una
poblacion con la misma media real, razon por la cual no hubo razones para suponer
que la distribucion de los analisis distaron mucho de una comportamiento normal y fue
posible comparar entre profundidades y entre sitios las matrices de estudio, ademas se
obtuvo, que las muestras no presentan diferencia estadistica significativa (p<0.5) ya
gue los valores medios de los dos grupos no son mayores a los esperados por

casualidad.

Tabla 1. Descriptivos actividad enzimatica.

Dry Transition Deep
Test de Normalidad 0.064 0.809* 0.317 0.058* 0.511 0.440*
Ilgualdad de Varianzas 0.790 0.380* 0.581 0.822* 0.456 0.734*
Diferencia estadistica 0.001 0.013* 0.321 0.418* 0.170 0.102*
t 4.457 3.037* 0.233 0.846* 1.480 1.798*

* Matriz de agua de poro

Tabla 2. Descriptivos Compuestos fendlicos.

Dry Transition Deep
Test de Normalidad 0.135 0.497* 0.123 0.915* 0.774  0.050*
Igualdad de Varianzas 0.26 0.444* 0.426 0.617* 0.050 0.652*
Diferencia estadistica <0.001 0.245* <0.001 0.535* 0.002 0.818*
t -16.2 -1.236* -5.29 -0.643* 21.00 37.00*

* Matriz de agua de poro
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La actividad de la enzima fenol oxidasa se correlacioné positivamente con la
concentracion fendlica a lo largo del gradiente con un Intervalo de confianza del 95 por
ciento para la diferencia de medias y segun la distribucion espacial de la enzima en
profundidades. Dentro del perfil de la turba, se evidencié que la actividad cae
rapidamente con la profundidad, por lo que describe un comportamiento inverso en
relacion a la concentracion de compuestos fendlicos como se muestra en la figura 4
reafirmando lo expuesto por Dunn & Freeman (2017).
Por su parte, los ensayos preliminares mostraron que la tasa de oxidacion de L-
Dopa a Digc se aproxima a la linealidad en periodos cortos de incubacion, por lo tanto,
los ensayos posteriores se realizaron durante periodos de incubacién de 3 minutos. La
ventaja de un tiempo de incubacién corto (menor a una hora) fue que elimind los
efectos del crecimiento microbiano y el metabolismo que pueden ocurrir durante largos
ensayos lo que permitié evitar el uso de inhibidores microbianos como el tolueno, que
no es adecuado porque los microorganismos que producen el material enzimatico
pueden usar tolueno como Unica fuente de carbono (Kaplan & Hartenstein, 1979). Por
supuesto, se puede prever aumentar este tiempo de incubaciéon cuando la actividad de
la fenol oxidasa en las muestras sea mucho menor. Cabe resaltar que los valores de
actividad y por ende de concentracién de fenoles fueron mayores en la matriz de suelo
respecto a los obtenidos en agua de poro por lo cual seria pertinente pensar un ensayo
con tiempos de incubacion mas prolongados en relacion a las diferentes matrices de

estudio evaluadas por separado.
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Figura 4. Actividad enzimatica Vs concentracion de compuestos fendlicos en la matriz
de suelo (a) y agua de poro (b) en el humedal (media = S.E., n = 6). Donde o: Actividad

de la enzima fenol oxidasa, A: contenido de compuestos Fendlicos.

0.25 0.06
= 0-10cm| e Dry 14 i 0-10 cm 15
‘\\ e  Transition |
0.20 ¢ \ e Deep
13 0.04
0.15 f —
b
i 12 £
£ 010} = ~ -
g ) 1y 002 )
. < <l
1 "R 1 &) E (o))
> 0.05t e 1B o £
O ~ o ~
Ry (72} 3 (7))
kS g = | 9
S 0.00 L : : 03 § 0.00 L— : s 00 3
s -10 0 10 70 9 ) ! -10 0 10 70 9
< 025 = =l 0.06 £
> [e] = 1 (o]
= 10-20 cm I 140 = 10-20 cm 115 O
2 = o © e
B 020 = < 1 2
2 {13 2 T 004 | b
®© 015+ o IS 110 o
£ > |
> N
o 2 10
W 0.10F}
0.02 1
105
0.05 ey 1 ]
0.00 Lt ' ' 0 0.00 Lt ' : 0.0
-10 0 10 70 -10 0 10 70
Water Level (cm) Water Level (cm)

Ademas, el sitio Transition y el sitio Deep mostraron similitudes en la cinética de
actividad enzimatica en agua, por lo que es posible inferir que en el humedal de estudio,
la mayor actividad se concentré en profundidades con un nivel de agua no mayor a un
metro (0-6 cm sobre la superficie) en zonas parcialmente secas. Por su parte, la enzima
se comporta de forma diferente en el suelo, siendo los sitios Dry y Transition muy

similares con el incremento de profundidad.



29

Entonces, a mayores profundidades se logr6 una menor actividad enzimatica,
similar a lo encontrado por (Freeman et al.,, 2004; Sinsabaugh, 2010); debido
principalmente a restricciones segun la disponibilidad de oxigeno en el punto de
muestra en el humedal. Lo anterior pudo haber permitido que los materiales fendlicos
se acumularan, como lo sugiere la fuerte correlacion inversa entre la concentracion
fendlica y la actividad enzimética (p<0.05) siendo esta acumulacion mas marcada en el
gradiente de inundacion con mayor profundidad en la lamina de agua, sitio Deep del
estudio; donde los procesos de oxidacion son bajos por la reducida disponibilidad de
oxigeno y la poca respuesta de la enzima bajo dichas condiciones. Sin embargo, la
tendencia de acumulacion de fenoles, describe un comportamiento lineal a lo largo del
perfil de la turba con excepciones en la matriz de suelo en los niveles superficiales del
muestreo (0-10 cm).

En el estudio, se encontré que el uso de 5 g de suelo era satisfactorio para
detectar rutinariamente la actividad de la enzima y la concentracion de fenoles en cada
muestra, sin embargo, esto depende tanto del tipo de suelo como del tipo de enzima
seleccionada. Por ejemplo, Eivazi & Tabatabai, (1988) mostraron que se obtuvieron
relaciones lineales utilizando hasta 2 g de suelo para 10 ml de solucién de incubacién.

Finalmente A través de este andlisis de la actividad de la fenol oxidasa y la
acumulacion de compuestos fendlicos se crea un acercamiento mas acertado con
miras a entender el comportamiento de los procesos en el ecosistema, y las tasas de
ciclo de nutrientes y carbono, ya que las oxidasas, y especificamente para este estudio

las fenol oxidasas, estan implicadas en la transformacion lenta de compuestos
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recalcitrantes como la materia organica disuelta de dificil degradacion o la presencia de
lignina y compuestos organoclorados u aromaticos. La baja tasa de degradacion de
estos compuestos recalcitrantes, es uno de los factores clave en los procesos
biogeoquimicos en los ecosistemas de suelo parcialmente inundados (Floch et al.,
2007). Asi, el ensayo es particularmente Gtil para comprender el papel desempefiado
por la fenol oxidasa en estas bajas reacciones y para estudiar sus patrones espaciales
en relacién a la acumulacion de compuestos fendlicos. Ademas, con la perspectiva de
la calidad del suelo y las evaluaciones del riesgo ambiental, este andlisis permite que la
actividad de la enzima se utilice como un bioindicador para estimar las tasas de
degradacion de compuestos organicos y el almacenamiento o produccién de trazas de
gas basadas en carbono (CO2 y CHa), puesto que los flujos medios de carbono en el
cuerpo del humedal, segun afirman Deng, Dick, Freeman, Kandeler, & Weintraub,
(2017); Dunn & Freeman, (2017) estan igualmente relacionados de forma inversa con
el contenido de material fendélico. Lo anterior permite comprender los procesos de
descomposicion en los humedales y cémo estos se ven afectados por los cambios en
los factores ambientales (Nathalie Fenner & Freeman, 2011), los niveles de COz, la
temperatura y los cambios en el uso del suelo.

Se obtuvo entonces, que la medicion de la actividad enzimatica y el contenido de
compuestos fendlicos ofrece un medio relativamente rapido y directo de investigar los
ciclos en suelos y aguas puesto que a medida que nuestro clima continia cambiando,
comprender coOmo estos factores controlan los ciclos biogeoquimicos puede permitirnos

prevenir las condiciones que producen procesos potencialmente dafiinos, es decir, una
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mayor descomposicién de la materia organica que conduce a mayores emisiones

biogénicas de Gases de efecto invernadero.
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Conclusiones
La variacion de la profundidad en el sitio, a través de un gradiente de niveles de
agua Yy diferentes profundidades de suelo, demuestra que la actividad de la enzima
fenol oxidasa es un factor relevante en la transformacion de los compuestos orgéanicos
gue conforman el complejo del humedal, por lo que puede revelar parte de las
dinamicas que en el suceden asi como indicar los niveles de acumulacién de
compuestos fenodlicos y que dan pie a describir la funcion ecosistémica en relacién a el

almacenamiento de carbono.
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Recomendaciones

El protocolo para analizar la actividad de un conjunto de enzimas fenol oxidasas
permite una investigacion en profundidad de la biogeoquimica de los humedales. La
actividad de las enzimas en los suelos de los humedales se ha determinado durante
una gran cantidad de estudios que abarcan una amplia gama de tipos de suelos de
humedales, pero sigue habiendo una falta de coherencia en los procedimientos
metodologicos empleados. Como resultado, actualmente es dificil comparar de manera
confiable las actividades informadas por diferentes estudios donde se han utilizado
métodos diferentes. Se sugiere entonces que se adapte un método comun de
determinacién de la actividad enzimatica como el propuesto por Deng et al., (2017);
Dunn et al., (2014), que pueda aplicarse universalmente a los suelos y el agua de los

humedales.
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