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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE UNA FOSFATASA INDUCIDA
POR DEFICIENCIA DE FOSFATO EN RAICES DE FRIJOL.

RESUMEN

El fosfato (Pi) es uno de los nutrientes minerales mas importantes para el
desarrollo de las plantas; sin embargo, mas del 50% se encuentra inaccesible y
no es posible asimilarlo. Se sabe que cuando las plantas crecen en condiciones
limitantes de este elemento, presentan estrategias para tratar de aminorar esta
deficiencia. Algunas de éstas estrategias estan dirigidas a la induccidén de
enzimas capaces de participar en la liberaciéon de Pi de compuestos orgénicos.
Las raices de plantas frijol negro INIFAP responden a la ausencia de Pi
induciendo la expresion de fosfatasas. La enzima intracelular corresponde a
una fosfatasa monomeérica de 34.6 kDa con un pl de 4.4. Sus parametros
cinéticos muestran una Km de 7.66 mM y una Vmax 162.3 mmoles min™ mg.
En cuanto a su caracterizacidn bioquimica se encontré que presenta un pH
optimo de 8 y una estabilidad a altas temperaturas en presencia de su sustrato,
mostrando su pico de actividad a los 70°C. Cuando se preincuba sin sustrato la
temperatura ¢ptima es de 37°C.

Adicionalmente al sustrato sintético utilizado (p-nitrofenil-fosfato), la enzima
hidroliza eficientemente pirofosfato, polifosfato, G1P y ATP; presenta muy baja
actividad hacia glucosa 5 difosfato y glucosa 6 fosfato. La actividad de la
fosfatasa alcalina fué inhibida por fosfato, molibdato y vanadato.

La afinidad por el pirofosfato y las propiedades bioquimicas sugieren que la
fosfatasa alcalina inducida en raices de frijol en deficiencia de fosfato presenta
actividad de pirofosfatasa y juega un papel importante en la movilizacion de

fosfato intracelular en la planta.



INTRODUCCION

El suelo es un cuerpo natural que s:rve de sostén y anclaje a las plantas
cultnvadas y a la vegetac:én es fuente de nutrimentos para el desarrollo
s senclales para las plantas se encuentran el
ufre (S) el potasio (K), el calcio (Ca) y el
todos los organismos vegetales necesitan

vegetal Dentro de los
mtrogeno {N),? el fosfo
magnesno (Mg) ‘Com
cubrir ciertos’ mveles minlmos‘
adecuado desarrollo La dlspombllldad de los elementos dependera en gran
medida de’ pH’ del suelo. en donde se facilitara la liberacién de algunos
compuestos y se limitara la existencia de otros (Marschner,1995).

e ‘estos nutrimentos para su supervivencia y

El fésforo (P) y su forma utilizable, el fosfato (Pi).

El fosforo (P) es uno de los macronutrientes mas importantes para el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Se ha postulado que después del
nitrdgeno (N) es el segundo elemento que limita la produccién de cultives
vegetales.

E! nivel de fosfato (Pi) libre en el suelo es regulado por las interacciones con
superficies organicas e inorganicas. Existen diferentes formas de Pi (H2POQy",
HPO4?, PO,%), pero se ha encontrade que la forma dihidrogenada del i6n
ortofosfato H,PO4 es la especie que principalmente es captada por las raices
y transportada por las células de la planta (Raghothama, 1999). La
disponibilidad de Pi en el suelo rara vez excede concentraciones de 10 uM, por
lo que las plantas tienen que buscar mecanismos alternativos para solubilizar el
P y aumentar los niveles de Pi (Bieliski, 1973). El Pi es uno de los sustratos
clave en el metabolismo celular. Esta involucrado en la biosintesis de acidos
nucleicos, membranas, fotosintesis y respiracion. Participa también en el
control de vias metabdlicas a través de la fosforilacion-defosforilacién de
proteinas.

El origen de la limitacion del Pi en el suelo es su alta reactividad y a pesar de
que la concentracion de P puede llegar a ser grande, generalmente los iones

solubilizados HzPO4" reaccionan rapidamente en el suelo para formar fosfatos
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insolubles con iones de calcio, con hidréxido de fierro o aluminio encontrandose
precipitado o formando parte de compuestos organicos (Holford, 1997).

La escasez de Pl se ha tratado de aminorar en algunos sistemas agronémicos
con el uso y ap! cac:én de fertilizantes. Esta estrategia sin embargo, representa
1at p oblema ya que en la mayoria de los suelos, el Pi que
do casi inmediatamente y la concentracién libre

una soluclén

o muy pequena. Adicionalmente, el uso de fertilizantes es

dxspomble sigu
una préctlca ‘m y‘cara ¥y es un recurso no renovable que muy pronto va a ser
limitante.” La def'mencua de Pi afecta de manera diferencial a las especies
vegetales. Dentro de una misma especie existen variedades que son mas
tolerantes que ‘otras. Es por ello que el conocimiento de cémo las plantas
responden a condiciones de deficiencia de Pi puede resultar en el desarrollo de

estrategias para optimizar el uso de éste nutrimento.
Respuestas a la inanicion de fosfato.

Algunas de las respuesta's a'la inanicion de Pi han sido bien estudiadas en
microorganismos. Tanto Eschenchla cofi como Saccharomyces cerevisiae
activan un sistema mumgémco de emergencia para buscar trazas de Pi usable
en el medio circundante. Ambos sistemas son conocidos como el reguldén pho y
consisten en al menos treinta genes. El| reguldn pho de Saccharomyces
cerevisiae contiene reguladores positivos y negativos de las vias de
sefalizacién que controlan la induccién y secrecidon de las fosfatasas acidas,
la expresion de transportadores de proteinas de union a Pi, etc. (Lenburg y
O'Shea,1996). La regulacion de este grupo de genes incluye la participaciéon
de proteinas cinasas (con actividad de serina y treonina), asi como factores de
transcripcion con la finalidad de aumentar la expresion de genes que ayudaran
a aumentar la disponibilidad de Pi. Un ejemplo es la regulacidon del gene pho S,
que codifica para una fosfatasa acida que se secreta y que es regulada (a nivel
transcripcional) por la dispconibilidad de Pi (Oshima, 1982). Con el uso de
mutantes que no expresan la fosfatasa o que lo hacen de manera constitutiva,
se ha llegado a identificar aigunos de los componentes de la via de
transduccion de sefales. Una clase de mutantes que no expresan la fosfatasa
presenta tres proteinas modificadas: Pho 4, Pho 2 y Pho 81, que son proteinas

3



que actian como reguladores positivos. En otra clase de mutantes en donde se
expresa la fosfatasa aan cuandoc el Pi es abundante, tres reguladores negativos
se han identificado: Pho 80, Pho 85 y Pho 84.

Pho 4 y Pho 2 son factores de transcripcion que se unen al promotor de pho §
para actlvarlo Actuan de manera coordinada y al parecer tienen que
mteraccuonar para que la fosfatasa se exprese. Cuando la célula esta creciendo
‘Pho 4 se encuentra fosforilado y en este estado no se puede
b y‘por lo tanto no promueve la expresion de PHO 5. Pho 4 es
' : or un- complejo cdk-ciclina (Pho 80.-y Pho 85 respectivamente).
Este complejo esté asociado a una proteina (Pho 81) que en condiciones de
deficiencia de Pi inhibe la actividad de cinasa de Pho 80- Pho 85 (Fig. 1)

(Lenburg y O'Shea, 1996).

en abgnd n_te

Abundante Pi Inanicion de Pi
e
CINASA cinasa )
acTiva INAGTIVA [oroec | @
&"»M g
-
.
=

_,m.a_l::‘

PHOS Apagado FHOS Encendido

Fig 1. Activacién de PHOS bajo condiciones de inanicion de Pi e inactivacién de PHOS
en condiciones de suficiencia de Pi en Saccharomyces cerevisiae.
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En el caso de E. coli el sistema de rescate tiene dos formas proteicas Pho R.
Pho RR, que es la forma _fepresora 'y que predomma cuando el Pi esta en
exceso (arnba de 4pM) y vla forma actlvadora Pho RA, la cual predomina en
condiciones Ilmutantes_de P (debajo».de '4,.1M) Pho R en cualquiera de sus

er lésmnca Existe un regulador de la

formas se encuentra ‘en la membrana

respuesta (Pho B) que. promueve cambios. en la expresion de muchos genes,

ho A que codifica para una fosfatasa periplasmica.

1 2 : hvc': RR'a Pho RA esta regulado por la
acuedo a esto. en condiciones limitantes de Pi, Pho R*

entre ellos
E! mecanismo’d

lirnitacion de’P
puede’ autofosfonlarse en un residuo de histidina y transferir su grupo fosforil a
un residuo de aspartato en Pho B confiriéndole la capacidad de unirse al
promotb'r para inducir la expresion del gene pho A (Fig. 2) (Parkinson, 1993;

Hoch y Silhavy, 1995).

(LA S 8}

Periplasm

SHe HYLLY
Cytoplasm

Fig 2b. Sistema de activacion de PHOA en Escherichia coli bajo condicion de
deficiencia de Pi (< 42M) por medio de la fosforilacion de residucs de aspartato.

En las plantas vasculares, la existencia de un sistema analogo multigénico se
ha propuesto (Golidstein et al., 1998) y la acumulacién diferencial de proteinas
durante la inanicion de Pi es indicativa de extensos cambios en la expresion de
genes. Muchas proteinas incluidas RNAsas (Green,1994), fosfatasas Aacidas
(Duff, 1994; Baldwin, 2001), fosfoenclpiruvato fosfatasa y fosfofructocinasa
(Theodorou y Planxton, 1993), fosfodiesterasas (Abel et al.,, 2000).
traﬁsportadores de Pi (Raghotama, 2000) y muchos genes que codifican para
proteinas de funcién desconocida (Liu et al., 1998) se incrementan bajo
condicion de deficiencia. Sin embargo, los mecanismos sensores de Pi y los

TESIS CON
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componentes de la via de transduccion que integra la respuesta a la inanicién
no han sido identificados (Ticconi y de |a Torre, 2001). Alrededor de 100 genes
estan relacionados con la adaptaciéon de las plantas a la deficiencia de Pi,
muchos de ellos tienen papeles especificos en la toma y utilizacicn eficiente de

este elemento (Raghotama,1999).

Modificaciones morfolégicas y bioquimicas.

Las plantas se enfrentan a muchas situaciones adversas para poder obtener e!
Pi suficiente para sus necesidades metabdlicas. Entre las respuestas
bioquimicas, fisioldogicas y estructurales que las plantas han desarrollado se
encuentran las estrategias para optimizar_ la adquisicion de Pi, como la
transformacién de la arquitectura de la raiz y la secrecidn de exudados
especificos. Alternativamente, existen estrategias para hacer mas eficiente el
uso de Pi que se ha asimilado, removilizandolo de los tejidos senescentes a
los tejidos en crecimiente (Yan, et al., 2001) y liberandolo de metabolitos
celurares por la accién de fosfatasas internas.

1. Alargamiernto del sistema radical.
La estructura y forma de la raiz son caracteristicas especialmente importantes
para la busqueda y captura de nutrimentos y se modifican cuando la planta
crece en ausencia de Pi (Lynch, 1985; Coello, 2001). En Lupinus albus se
presentan adaptaciones muy especificas de la estructura de !a raiz llamadas
raices proteoides. Este tipo de raices, que son raices primarias con grupos de
raices secundarias y terciarias, estan especializadas en la sintesis y secrecién
de acidos organicos y fosfatasas a la rizosfera (Raghotama et al., 1999). Bajo
condiciones de deficiencia de Pi este sistema radical se vuelve altamente
ramificado y mas largo, incrementandose hasta en un 63 % de su tamadfo
original (Grotz y Guerinot, 2002). La funcion de esta modificacién es la de
incrementar la superficie de contacto de la raiz con el suelo donde esta
creciendo y explorar por tanto un mayor terreno (Schachtman y Reid, 1998).
Muchas otras especies que no desarroilan raices proteoides, como el caso de
frijol, soya, jitomate y arabidopsis, también tienen cambios morfologicos en
respuesta a la deficiencia en Pi. En particular existe un mayor alargamiento y
se incrementa la ramificacion de la raiz (Lynch y Beebe, 1995 ).

(5]



2. Pelos radicales..
Los pelos’ fadicales'son extensiones subcelulares de la epidermis; tienen un

diametro muy pe ueﬁi y crecen perpendicularmente al eje de la rafz, con lo
- cual tienen una ‘mayor area de exploracxén de! suelo (Bates y Lynch, 2000). Los
pelos radlcales on |mportantes en la adquisicion de recursos poce disponibles
en el suelo omo es el caso del Pi. Muchos estudios han mostrado evidencias
|nd|rectas ‘del beneficio dé los pelos radicales en la adquisicion del Pi, pues en
condlcxones ‘o derc:enma aumentan su diametro, incrementan su elongacion y

su densrdad ‘(Bateé y Lynch 2000).

3. Trahsportadores de fosfato.

La adquisiéién de Pi por las plantas se realiza mediante un cotransporte que
requiere energia y que es impulsado por un gradiente de protones generado
por la bomba ATPasa-H+ de la membrana plasmatica (Muchnal et al., 1996).
Este es el mayor mecanismo por el cual las plantas absorben nutrientes
potencialmente limitados del suelo a la superficie de las raices. La absorcién
activa promueve una elevacién de la concentracidon de iones a lo largo de toda
la planta, (Raghotama, 2000). La toma de Pi muestra una fuerte dependencia
con el pH y los gradientes de membrana,; los transportadores tienen un pH
éptimo de 4.5 a 5.0, en el cual se moviliza preferentemente H2PO4 sobre
HPO.? (Raghotama, 1999).

Dos tipos de transportadores se han caracterizado, uno de aita afinidad
operando a bajas concentraciones de Pi (uM) y otro de baja afinidad
funcionando a altas concentraciones de Pi (mM). Los transportadores de alta
afinidad llevan el Pi de un medio externo que contiene concentraciones muy
bajas al citoplasma en donde generalmente existen concentraciones altas de
Pi. Los transportadores de Pi de baja afinidad son transportadores constitutivos
cuya expresion no se afecta por la disponibilidad de Pi, mientras que el sistema
de alta afinidad es regulado muy finamente por la cantidad de Pi presente
(Raghotama, 2000).

El numero de genes identificados que codifican para transportadores de Pi se
esta incrementando rapidamente. En Arabidopsis thaliana existen 9 genes con

alta similitud a aquellos que codifican para transportadores de alta afinidad y
7



todos los transportadores de membrana clonados hasta la fecha son proteinas
integrales de membrana. La expresié‘n de la mayoria de estos transportadores
ocurre en los pelos rédicéles y l'a, epidermis de la raiz, aunque se ha visto que
en plantas expuestas‘ a def’ciencfa de Pi la distribucién a lo largo de todo el
sisterna radical se generahza Algunos transportadores de alta afinidad en
jitomate (LePT1) y en papa (StPT1) estan presentes en otros érganos ademas
de las raices como tallo tubérculo y flores (Raghotama,1999).

4. Increm'entq de los exudados radicales y acidos organicos.

Los exudados ae la raiz contienen solutos de alto y bajo peso molecular, como
las ectoenzumas, acidos organicos, aztcares y compuestos fendlicos. La
capacxdad para secretar acidos organicos se correlaciona con la eficiencia de
las plantas para solubilizar cantidades significativas de P de fuentes que no son
utilizables, por ejemplo Ca-P, Al-P y Fe-P (Lopez-Bucio et al., 2000), presentes
principalmente en suelos acidos y alcalinos.

Al parecer el mecanismo de excrecion de acidos organicos es una estrategia
generalizada que muchas especies utilizan para aumentar la disponibilidad de
Pi, sin embargo, el tipo de respuesta y la magnitud de ésta es diferente entre

especies (Tabla 1).

Exudados({nmol/g peso freso de raiz/12h)

Especies Totat Malénico Fumarico Malico Citrico
Soya 2.83 — 1.03 0.78 1.02
Chicharo 66.54 7.04 6.87 12.67 35.63
Cacahuate 47.21 —_— 24 .44 12.84 9.17
Garbanzo 6.17 0.34 0.73 4.31 0.79

Tabla1. Cantidad de acidos organicos exudados de raices de diferentes especies de
leguminosas que han estado en deficiencia de fosfato (tomado de Marschner,1995)

El mecanismo por el cual se lleva a cabo la liberacion de Pi por tos acidos
organicos es mediante la solubilizacion de los compuestos que mantienen
inaccesible al Pi como Ca-P, Al-P y Fe-P , liberando asi al Pi (Marschner,1995)

(Fig 3).
8



Fosfato

Fosfato
de Fe"
y Al

Acidaos organicos

FeyAl

Fig 3. Representacion esquematica de la solubilizacién y liberacion de Pi de los
compuestos inorganicos por medio de los acidos organicos exudados de raices
(tomado de Marschner,1985)

A pesar de que la secrecion de acidos organicos proporciona una ventaja en la
adquisicién de Pl, no todo el P que se encuentra en el suelo esta en forma de
Pi-minerj‘alflyuhg ‘alta proporcion se encuentra formando parte de compuestos
orgénivéds»'y"pa,i_"a' la liberacion de! Pi de estos compuestos es necesaria la

presencia y activacién de las fosfatasas.

5. Produccion de fosfatasas.

La induccién de fosfatasas intracelulares y extracelulares en condiciones de
deficiencia de Pi es una respuesta universal de las plantas. Las fosfatasas
(monoester ortofosforico fosfohidrolasas 3.1.3.2) son un grupo de enzimas que
catalizan la hidrolisis de grupos monoester de fosfato incrementando la
disponibilidad de ortofosfato (Miller, 2001) en el medio.

fosfatasa
H,0 + R-O-P-O ——”l R-OH +HPOq

Se sabe que las fosfatasas pueden ser intracelulares o secretadas. Las
secretadas se relacionan con la recaptura de Pi presentes en compuestos
organicos de matrices extracelulares (Coello, 2002) y las intracelulares con la
recirculacién del Pi que se encuentra en el interior de la célula (dei Pozo et al.,

1999).
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La primera clasificacién hecha a estas enzimas es en base a su pH optimo de
reaccion, de esta forma las encontramos como fosfatasas alcaiinas (por arriba
de 7.0) y como fosfatasas acidas (por debajo de 7.0) (Gilbert, 1999).

1) Las fosfatasas alcalinas en plantas, generalmente muestran especificidad
por un sustrato y muchas de las estudiadas presentan termoestabilidad. Los
cationés bivalentes como zinc, manganéso, magnesio o cobalto, debeﬁ
hallarse prese‘ntes como acﬁvadorés (Jonery Van Aarle, 2000).

2) Las fosfatasas écldas normalmente no exhiben especificidad por un solo
sustrato v presentan una gran dlversndad en propnedades fisicas, por ello se
relacionan con dlstmtas func:ones metabéhcas la 3 fosfoglicerato fosfatasa
o la fosfoenolpnruvato' fosfatasa de Brassu:a mgra, muestran una clara

especlﬁcldad pero no abs

Ensayos mmunoléglcos hacia
tanto -las’ fosfata
antigénicos comune
gene ancestral
fosfatasas mas |

El |ncremento ‘nrla c
de novo de genes ‘oala
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L

Origen Vegetal Propiedades Cinéticas Propiedades Fisicas

Mejor sustrato no . . ply posible .

ﬂP_ sintélica Nativo  Subunidades fancion Referencias
Fosfatasas Vmax  Km Vmax Km
intracelulares  {Umg”) (mM} (Umg™") (mM) M{ka) M (kDa)
Cotileddn de soya ) 6.7, -
() 183 007 PPi 83 008 55 53 movP (Gibson y Ullah.1989)
ﬁ‘;"’e‘m" GeSO) 24 007 GR2P 16 030 50 50 55,fiasa  (Duffetal 1989)
Raiz de cebada 91 06 ATP 69 nd 78 38 60,nd  (Panaraetal. 1990)
Hipocotileddn VSP Tetra 47,
de soya Nd nd Poli-P 2 004 60 N5 polfosfatasa {Dewald et al. 1991)
Fosfatasas : :
extracelulares
{secretadas) U
Suspension de “Ea
células de soya 52 03 ATP 5,8; 'nd 144 76.68 Nd,nd  (LeBransky et al. 1992)
Suspensidn de ' .
células de maiz 26 035 GM3-P ‘nd.b 026 35 29 nd (Myernick 1992)
Suspension de S -
células de tomate 2 nd F6P ; 14 ‘nd - 51 51 Md,nd  (Paul y Wiliamson 1987)
Tubéreulos de el Nd, p-Tyr
papa 1250 1.1 P-Tyr 1917 099 110 51.55 proteina  (Gellatly et al. 1993)

fosfatasa

Suspension
célulasderaizde 11.08 232 PolyP 11594 0378 63 52 59,nd  (Coello 2002)
Arabidopsis

Cuadro 1. Propiedades fisicas, cinéticas y funcion propuesta de algunas fosfatasas dcidas de plantas purificadas. Abreviaciones:
Ppi, pirofosfato inorganico; F6P, fructosa 6 fosfato; GI-3-P, glucosa 3 fosfato; P-Tyr, O-fusfo-L-tirosing; VSP, vegelative storage
protein; nd, no determinado; GI-2-P, glucosa 2 fosfato y U, unidades {1 mmol de Pi producido por minuto).



ANTECEDENTES INMEDIATOS DEL TRABAJO.

El fruol comun (Phaseolus vu/gans L) es una de Ias legummosas comestlbles
mas |mportante en el mundo ‘es FCulti ivada en muchos palses especnalmente en

se afectan en- gran
cuando son crecndas

En nuestro -laboratori

variedades de! ‘en.Pi.;Los datos
indican que mi s cal

morfolégicas y':l .

presentan en 'p tron de'fosfatasas mtracelula ' sugmendo un papel muy

importante de éstas enz:mas en Ia toleranma ala defcnencna de Pi.

Con base en lo é'nterior. se prop‘oné la s’igdiente'_'hipéte'sis de’ trabajo:

12



HIPOTESIS
Si las plantas de frijol negro INIFAP crecen en condiciones de deficiencia de

Pi, entonces la planta expresara fosfatasas especlficas en respuesta a’‘ésta

condicion.

OBJETIVO GENERAL.

Purificar y caracterizar una fosfatasa de raices de frijol qu‘e,lncrémenté su
actividad por deficiencia de Pi. IR ‘
OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar una fosfatasa que aumente su actividad. en condiciones de

deficiencia de Pi.
Purificar la fosfatasa elegida .

Caracterizar la enzima bioquimicamente y fisicoquimicamente.

13



MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Semillas de frijol (Phaseolus vulgaris. L.) - variedad = negro INIFAP se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2.5%, se lavaron con abundante agua
i hitmedo. Las plantulas se

destilada y se germinaron en papel absorbent
transplantaron a agrolita y fueron regadas cada tercer dta con medio Hoagland
i, que contiene 3 mM KNOs, 2 mM C _ mM MgSO04, 0.004 mM MnCl,
4H20, 0.023 mM H;BOs3, 0. 0004 mM ZnSO', o 00015 mM CuSO., 0.00005 mM
HzMoO4 1gr/200 ml Fe (Ill) EDTA 0.5 mM fosfato de amonio. Para el
‘de amonlo fue. sustituido por 0.5 M de
' as de' tnjatamlento, las plantas fueron

Cada semana_ lantas  para. contar con  material

suficiente dura

Extractro Prbté(co

Las raices crecld

leupeptinay 1 rhM benzamndu
10 min. y el sobrenadante
manipulaciones se hlcueron a 4\"0

Actividad de fosfatasa.

La cuantificacién de la actividad se realizd utilizando p-nitrofenil fosfato (p-

NPP) como sustrato (Basha, 1984). La enzima (5-50pul) fué incubada con 20
: 14



mM de p-NPP en amortiguador de acetatos (0.1 M acetato de sodio pH 4.8, 3
mM MgClz, 1 mM EDTA y 10% glicerol) en un volamen final de 0.4 m! por 10
min. a 37°C. La reaccién fué detenida adicionando 1 ml de 1M NaOH. La
concentracion de p-nitrdfenol se determind midiendo la absorcion a 410 nm. La
cantidad de p-nitrofenol producido fué calculado utilizando un coeficiente de
extincion molar de 20 000 M cm®. Una unidad de actnvtdad de fosfatasa se
define como la produccién de 1 mmol de Pi por minuto. o S o

Analisis de /as_.isbfofnias de la fosfatasa.

El analisis de xsof mas de fosfatasa se} reahzo or

Cuantificacion de proteina:

Para la cuant:f‘cac:on de la prote S mégkici:_ de

Bradford (Bradford, 1976) con’ albumma " de Iz
curva patrén. S pusieron a reacclonar 20 pl de a
de bradford por 10 min. y se cuantifico espectofométncamente a 595nm la

cantidad de proteina fué calculada interpolando el valor obtenido 2 la curva

ml de reactwo

patréon construida.

Furificacién de la enzima

E! extracto protéico, obtenido como se describidé anteriormente, fué usado como

fuente de proteina para la purificacidon de la enzima. Todas las manipulaciones
15



se realizaron a 4°C.

a) Columna de intercambio idnico (DEAE-Sefacel) El extracto crudo obtenido
de las raices de frijol en def"cnencna de Pi, se. cargo en una columna de’
DEAE- Sefacel (30cm x 2cm). prevlamente equulxbrada con 20 mM'de Trls
pH’ 8 O 1mM EDTA 3 mM MgCIz v 10% ghcerol :

Porcentaje de precipitacién Cantldad de (NH4)2804 (g/L)
— 620 114
2040 123
40-60 132
60-80 143
Saturacion Saturacion

Es importante que la incorporacion de ia sal se realice Ientamente
suave y constante yen frio para evntar desnaturahzacuone :

prec:pntac:én se mantlene la ag:tacnén por 30 mln" y se ce trl a 'a' 22 000 x g

e pfotocolo. Las membranas se
he en'un volumen de 500 mi del
a dialisis completa.

mismo amomguador para pode aseg ar

16



c) Mini Prep Cell. El equipo (Fig. 2) consta de un tubo de vidrio en el que se
prepard un gel de poliacrilamida ne desnaturalizante como lo describe Laemmli
(1970). La muestra se separd en un campo 'eklécbtrico, a1 watt .consténte
utilizando 25 mM Tris-HC! pH 8 y 0.192 M glicinaZ:En 1a parte inférior del tubo
existe un orificio en donde se coloca  una membrana .y ‘ty.miydé a ella una
manguera por la cual se eluye la muestra‘ pa‘rab ser éeparada de acuerdo al
peso molecular y carga. Conectada a la manguera hay una bomba peristaltica
prendida con un flujo constante de 100 ul/min y las fracciones son colecfadas
en un colector. Todas las fracciones que presentaron actividad se monitorearon
en un gel nativo de poliacrilamida revelado por actividad .

Mini Prep Cell

Fig 2. Esquema detallado del Mini Prep cell de Bio Rad utilizado en 1a purificaciéon de la
fosfatasa expresada preferentemente en raices de frijol sometidas a inanicidn de Pi

17



Punto isoeléctrico.

El punto lsoeléctnco (pl) se determmé utnllzando un gel natlvo de acrllamlda al
5% con 10% glycerol y 0 8% anfolmas (pH 3.5~ 10 Bno-Lyte BlO ‘RAD). El'gel se
pre-corrié por 15 min a 200V 300V y 500V La muestra se corrlé a 200 V. pcr
1.5hy 400 \"4 por 1.5 h. La actividad de Ia fosfatasa se wsuahzé por lncubamén .

con o~ natll-fosfato y Fast Garnet como se deSCI‘lbIO anteno

cuantlfico con ‘un potencnometro

Masa molecular

10% de glicerol.
flujo de 0.5 ml/min. 3
La masa se calculd calibrando la columh‘a,c’bn‘ os S:gﬁleﬁtés rhai'ca'dares. 1)
tiroglobulina (670 kDa); 2) IgG bovina (158 kDaj; 3) Ovoalburriina (44 kDa); 4)
Mioglobina (17 kDa); 5§) Vitamina B12 (1.35 kDa).

I mismo amortlguador a un

Las proteinas fueron elutdas con

Caracterizacion de la enzima purificada.

Tiempo &ptimo de incubacion. En el caso de la determinacion del tiempo
optimo de incubacién, se utilizd p-NPP como sustrato y se manejo el rango de
5 a 30 minutos de incubacién. La reaccion se detiene al tiempo indicado con
1M NaOH y se cuantifica a 410 nm. La cantidad de enzima utilizada fué de 1.7

Hg.

18



Determinacién de pH. Para determinar el pH optimo .se utilizaron distintos
amortiguadores. Amortiguador de acetatos (0 1M) en el rango de pH de 3 a 6;
amortiguador Mes-NaOH (0 1M) en ‘el rango de S5a 7 y Tris- HCI (0 1M) en el
rango de 7 a 9: Después de mcubar la enzlma y el sustrato en estos pHs la

Estabilidad té
Tris-HCI pH 8

los arametros cmétlcos se
ntracaones de p-NPP (0.8 a
N ezcla por 10 min. Los valores
o de un programa que ajusta la

porla ad:cnon de 0.7. mi de reactlvo A (v1 .4% Acido ascérbico, 36% de molibdato
de amonio en 1 N HzSO4), seguxdo por una incubacidon de 20 min. a 45°C. La

19



absorbencia fué medida a 820nm. La curva estandar fué construida en el rango

de 0.01 mM a 0.1 mM de KaH2PO,.

SDS-PA GE :

Efectores 2
La enzima (5 ‘50]..1 incubada’,con p-NPP por 10 min a 37°C Y 10mM de

cada efector (mohbd 0, | nitrato sulfato fosfato ﬂuoruro, vanadato, ‘tartrato Y-
calcio) la reaccnon fué d 4 da adlcronando 1 mide 1 M NaOH y se cuantlﬁco
K de p-NPP hidrolizada por la enzima sin la presencia de

ningan efector se tomé como el 100% de actividad.

20



RESULTADOS

Plantas de frijol sometidas a inanicion de Pi presentaron caracteristicas fisicas
claras de la deficiencia, como son raices mas grandes y ramificadas, presencia
de manchas cloréticas y antocianinas en las hojas, ademas de una reducciéon

en el crecimiento del tallo y parte aérea (Fig 1).

Fig 1. Caracteristicas morfologicas de las plantas crecidas en suficiencia +Pi y

deficiencia -Pi de fosfato a las 3 ser de tratami ). A la ierda se observan
diferencias en las raices y a la d en los t. de los tallos.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Identificacién de una fosfatasa inducida por deficiencia de Pi

La actividad de la fosfatasa se determind en raices de plantas crecidas en
suficiencia de fosfato (+Pi) para el caso del control y en deficiencia de fosfato
(-Pi) para-la's plantas en tratamiento. Utilizando geles nativos tenidos por
actividad,” se detects’ un incremento en la actividad de la fosfatasa de mas
rapida rhigra‘éiéri"de plantas sometidas a deficiencia en Pi con respecto al
control (Ei'g._,z)b. Una vez identificada la actividad de fosfatasa inducida por
deficiéncia de Pi, se planted un esquema tentativo de purificacion.

Pi- Pi+

Fig 2. Actividad de isoformas especificas de fosfatasas en plantas de tres semanas en
condiciones de defeciencia (Pi-) y suficiencia de fosfato (Pi+).

Purificacién

Para el proceso de purificacion se eligid inicialmente una columna

cromatogafica de intercambio anidnico, como la de DEAE-Sefacel. E] extracto
crudo, procedente de plantas crecidas en deficiencia de Pi, fué cargado en esta
columna. La Fig. 3 muestra el perfil de elucién de la actividad de fosfatasa. A
pesar de ser un buen paso de purificacion, ya que las fosfatasas se separan
muy bien de otras proteinas, las distintas isoformas no se separaron y eluyeron
en la misma concentracidon de sales. Esto se corrobord con un gel de actividad

de las distintas fracciones (datos no mostrados).

oo
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Fig 3. Actividad de fosfatasa inducida por deficiencia de Pi (m ) elucién de todas las
fosfatasas presentes del extracto crudo; y pico de proteina determinado a 585nm (®)
en las diferentes fracciones obtenidas de la columna de DEAE-sefacel.

Otra estrategia de purificacién utilizada fué el método de precipitaciéon con
sulfato de amonio. En esta técnica cada una de las fracciones precipitadas
contiene a alguna de las proteinas presentes en el extracto crudo, lo importante
es saber si las distintas isoformas de la fosfatasa pueden precipitarse con
concentraciones diferentes de sulfato de amonio. Monitoreando cada fraccion
con ensayos y con geles de actividad se observé que en la fraccion de 40-60%
de precipitacion con sulfato de amonio habia ya un poco de la fosfatasa de
rapida migracién, pero aun contenlia una alta cantidad de las otras isoformas.
En la fraccidn de 60-80% de precipitacion con sulfato de amonio se encontré
casi limpia del resto de las enzimas, por lo que se decidié iniciar la

caracterizacion con ésta fraccion (Fig. 4).
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A pesar de la presencia mayoritaria de la enzima deseada en la fraccién de 60-
80%, existia también una pequefia proporcion de una de las formas de'baja
migracion y esa inﬁezcla de proteinas hacia que los datos no fueran muy
reproducibles entre las diferentes purificaciones.

40-60% 60-80%

Fig 4. Gel nativo de actividad que muestra las diferentes fracciones de la precipitacion
con sulfato de aminio.

Para purificar la enzima que nos interesaba, se decidid utilizar el equipo mini-
prep cell, pensando en que la distancia entre las dos fosfatasas facilitaria la
elucion del gel de la forma de rapida migracion y retrasaria la de lenta
migracion. La proteina, proveniente del extracto crudo se separd bajo las
condiciones indicadas en material y métodos. Después de aproximadamente 3
horas de que el frente comenzd a salir, las fracciones fueron colectadas y la
actividad de la fosfatasa evaluada. La fig. § rmuestra un gel nativo tenido por
actividad con distintas fracciones de la purificacion. Se observd que en la
fraccion proveniente del mini-prep cell existe solamente la forma de rapida
migracion mientras que en el extracto crudo y en el precipitado con sulfato de
amonio aparecen otras isoformas. La fraccién purificada se corrié también en
un gel desnaturalizante de SDS para conocer su composicion polipéptidica
(Fig. 6). En un gel tefiido con plata, la fraccion proveniente del mnii-prep cell
presenta un polipéptido mayoritario de aproximadamente 35 kDa de masa
molecular y dos polipéptidos minoritarios con masas molecular entre 65 y 45

kDa respectivamente.
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Fig 5. Gel nativo de actividad al 10%. En el carril 1 extracto crude, en el 2 fraccién
después de la precipitacién son sulfato de amonio y en carril 3 fraccién punf’cada
provenlente del mini prep cell.

130

35 kDa

Fig 6. SDS-PAGE al 10 % en condiciones reductoras con DTT y calentando la muestra.
En el carril 1 el extracto crudo y en el carril 2 {a fraccion purificada después del miniprep
cell. La proteina se visualizd por tincidn con plata.

TESIS CON |
FALLA DE ORIGEN

Ryt
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Peso molecular.

Para calcular la masa molecular de la: proteina natwa y la’ compos:cxén de
subunidades, la fosfatasa prbve e del mml-prep cell se” pasé por una

“\., Vitamina 812

20 25 30 as 40 45
Tlempo de retencidn.

Fig 7. Grafica de Ios estandares corridos en la columna de fitracién molecular, en Ia
cual por interpoiacion se calculd la masa molecular de la fosfatasa estudiada.
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Punto isoeléctrico : .
El punto isceléctrico (pl) es un P ‘rémetro fsncoqulmlco muy nmportante de una
r nzxma Y zéndo un gel de "actividad con
) e la |soforma de rapida

proteina y en partlcular de’ un

anfolinas para lograr un gradxent de e
migracién presento un pl de 4.4 (Fi formas con ‘actividad de

fosfatasa presentaron un pl muy cercano a 4.4 (dato no mostrados) razén por

la cual fue imposibie separarlas én collimnas de mtercambno IOnICO

pl=4.4

Fig 8. Determinacion del punto isoeléctrico de la fosfatasa inducida por deficiencia de
Pi en un gel nativo y tefido por actividad.

Caracterizacion
Tiempo optimo de incubacién.

Para conocer las condiciones iniciales de trabajo se establecié como el primer
parametro a determinar el tiempo 6ptimo de incubaciéon de la enzima (Fig. 9).
En éste experimento se observé que la actividad incrementa proporcionalmente
al tiempo de incubacion (= 0.998) utilizando 1.7 ng de proteina, por lo que se
decidid hacer el estudio a los 10 min de incubacién en todas las
determinaciones.

TESIS CON
DE ORIGEN
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Fig 9. Efecto del tiempo de’incu ai:l;én ‘en’ la actividad de la fosfatasa. La
determinacion fue realizada con p-NPP como sustrato midiendo fa actividad a 410
nm LIna unidad aadivale a 1mmat dr Pi oar min

pH 6ptimo

Para trabajar en las condiciones optimas de la enzima y conocer sus
caracteristicas estructurales basicas, es necesario la determinacién de su pH
éptimo. Se sabe que en condiciones de inanicidn de Pi las fosfatasas que
principalmente se inducen en las raices de frijol Pi son las de caracter acido.
Incubando la enzima en amortiguadores con diferentes piH's durante 10 min. a
37°C, se observd que existe un pico de actividad a un pH de 8 (Fig.10),
podemos decir que una de las fosfatasas que se inducen por deficiencia a Pi en

raices de frijol es una fosfatasa alcalina.
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Acthidad Especiica (Uimg de prot)

o
2 . . 6 6 10

Fig 10. Efecto del pH sobre la actividad éspeclﬂca. Se utilizaron amortiguadores (0.1 M) de
distintos valores de pH (pH 3-5 acetatos; pH 6-7 Mes-NaOH; pH 8-9 Tris-HCIl). U=

produccién de 1mmol de Pi por min.

Estabilidad de la enzima al pH.

Para determinar si la influencia del pH es sobre la actividad de la enzima o
sobre su estabilidad, se realizd un experimento en donde la fosfatasa fue
preincubada durante 15 min. a los diferentes pH's. Su actividad fué evaluada
durante 10 min. a 37°C y pH 8. La Fig. 11 muestra el perfil de actividad de Ia
fosfatasa. Se puede observar que a un pH entre 7-8 la enzima presenta la
maxima actividad. Por debajo d—e éstos valores, la estabilidad de la enzima se
ve muy afectada y lo mismo sucede en pH’s por arriba de 8.

29



2
—

2
T

Acthidad Es pecca {Umg de prof)
4

2 ) e 0

pH

Fig 11. Determinacidn de la estabilidad de la enzima por efé?:to dél bH. El estudio se
realizé preincubando la enzima por 10 min.U= producc!én de 1mmol de P’i por min.

Temperatura Sptima.

Conociendo ya el pH de trabajo, el siguiente parémetrd a determinar fué la
temperatura o6ptima de reaccién (Fig. 12). Como se puede observar, la
temperatura dptima de la fosfatasa es 70°C.

E

& wol
g sor
<

2 T
'é 4wl

e I e a——
Temperatura (*C).

Fig 12. Influencia de la temperatura sobre |3 actividad especifica de la enzima. La
fosfatasa presenta una temperatura éptima de 70°C.El estudio se realizé incubando ala
enzima por 10 min. a las diferentes temperaturas. Una unidad es 1mmol de Pi por min.
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Estabilidad térmica de la enzima.

La temperatura optima encontrada no corresponde a una temperatura
fisiolégica por lo era necesario realizar un ensayo de estabilidad térmica (Fig.
13). Para ello, la enzima se preincubd durante 15 min. a las diferentes
temperaturas en presencia de su sustrato y su actividad fué evaluada durante
10 min. a 37°C y pH 8. El perfil de actividad indica que la enzima es estable en
rangos de temperatura entre 20°C y 37°C. Por arriba o por debajo de éstos
valores, la estabilidad de la enzima se pierde muy probablemente por
desnaturalizacion. En los estudios anteriores de temperatura éptima se obtuvo
un valor de 70°C, cuando la enzima era incubada con su sustrato”Estos datos
sugerian que el sustrato generaba algun tipo de conformacién en la enzima que
la hacia estable a altas temperaturas. Para corroborar lo anterior se realizé un
experimento en el que se preincubd a la enzima con p-NPP por 15 minutos a
diferentes temperaturas y después de ese tiempo se cuantificé la actividad de
la enzima incubandola por 10 minutos a 37°C (Fig.14). Los resultados
obtenidos muestran que el sustrato protege a la enzima contra temperaturas

altas ya que la temperatura 6ptima es de 70°C.

B0
§' 60 -
£
g “r
g
i)
g 20}
° 20 ] SIC R
Temperatura (*C).

Fig 13. Determinacién de la estabilidad de la enzima medida por el efecto de la
temperatura en la actividad especifica. La proteina se sometio a preincubacién sin
sustrato por 15 minutos a las diferentes temperaturas y posteriormente se agregé (p-
NPP) durante 10 min a 37°C. Una unidad equivale a 1mmol de Pi por min.
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Fig 14. Determinacion de la estabilidad de la fosfatasa.’ La fosfatasa presenta una
temperatura optima a los 70°C. El estudio se realizd preincubando por 15 min la enzima
a las diferentes temperaturas con p-NPP y después. lncubando 10 mlnutos con nuevo
sustrato. Una unidad equivale a 1mmol de Pj por mln o SRR

Concentracion de sustrato.

Para conocer los parametros cinéticos de la enzima se determind su actividad
enzimatica a diferentes concentraciones de p-NPP (Fig.15). La relacion entre la
velocidad de la reaccién y la concentracion de sustrato es hiperbdlica indicando
que la enzima presenta un comportamiento Michaeliano. Los parametros
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Fig 15. La enzima presenta un comportamiento Michaeliano (Km= 7.684 y su Vmax=
162.29) utilizando PNPP como sustrato. Una unidad es 1mmol de Pi por min.
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obtenidos mediante un programa de computacidon indican un valor de Km
=7.684 mM y una Vmax =162.29 mmoles Pi min"' mg™' proteina.

Especificidad de sustratos de la fosfatasa .

E! p-NPP es un sustrato sintético que es utilizado por las fosfatasas; sin
embargo, no se encuentra naturalmente en los seres vivos, por lo que se
realizaron ensayos con un grupo de sustratos naturales para determinar la
especificidad de la enzima.

La mayor actividad fué observada con pirofosfato, polifosfato, glucosa 1-fosfato
y ATP respectivamente ( Tabla 1). Otros sustratos fueron defosforilados por la
enzima a una velocidad muy baja como es el caso de la glucosa 6 fosfato.

Sustratos % de actividad respecto al control
Adenosina trifosfato 74.71 = 0.005
Pirofosfato 659.32 « 0.040
Adenosina difosfato 68.67 = 0.025
Glucosa 6 fosfato 4.39 = 0.002
Fosfoenolpiruvato 142.82 » 0.025
Glucosa 1 fosfato 406.03 = 0.103
Acido Fitico 109.88 = 0.015
Polifosfato 448.89 + 0.064

Tabla 1. Especificidad de sustrato de la fosfatasa. La cuantificacion de hidrélisis es
dada con relacion a la cantidad de p-NPP tomada como el 100%. La velocidad con p-

NPP fué de 91.73 U mg™' proteina para 5mM de sustrato.

Propiedades cinéticas de la fosfatasa contra sustratos naturales

Los parametros cinéticos de los cuatro mejores sustratos fueron calculados
determinando la velocidad de ia reaccién a diferentes concentraciones.
Mediante un programa de computacion los valores de Km y Vmax fueron
obtenidos (Tabla 2). La especificidad mas alta medida como Vma/Km fué

obtenida para pirofosfato.
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o i Vinax T . Vmax/Km
Sustrato (mM) - - (Umg™ prot) Umg™ mMm™*
Polifosfato 1.44 1208 000 83.75
Pirofosfato 1.20 121450 " 109.5
Glucosa1 fosfato 1.78 66.6° . 37.41
Adenosina trifosfato 1.57 40,14 i 25.29
p-NPP 7.684 16229 21.81
Tabla 2. Propiedades cinéti de la fosfat: inducida por deficiencia de Pi y

purificada.

Accion de los efectores.

E! efecto de algunos compuestos sobre

la actividad de la fosfatasa fue

evaluado (Tabla 3). Los datos indicaron que la enzima es fuertemente inhibida
por molibdato, fosfato y vanadato, mientras que el nitrato, sulfato, fluoruro y

tartrato presentan una inhibicién parcial.

Efectores Actividad (% control)
Molibdato 2.96 + 0.089

Nitrato 45.84 + 0.002

Sulfato 21.93 + 0.003

Fosfato o}

Fluoruro 60.27 » 0.005
Vanadato [} -
Tartrato 74.53 + 0.012

Calcio 67.32 + 0.009

Tabla 3. Efecto de algunos efectores sobre la actividad de. Cada anion y ién metalico
fué usado a una concentracion de 10 mM. Solo fueron usadas sales de sodio para los
aniones y cloruros para los cationes. La actividad fué calculada usando p-NPP como

control del 100% de actividad.
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DISCUSION

Las respuestas que presentan las plantas que ‘crecen en. condiciones de
deficiencia de Pi son claras y espectﬁcas desde el alargamiento del sistema
radical, la formacion de pelos radlcales y raices laterales hasta la exudacion de
acidos organicos y fosfatasas (Lynch Vy Beebe ‘:‘995 En el caso del frijo!
(Phaseolus vulgaris L) yar:edad négljo espuestas tanto

especies (Narang et al.;

desarrollado, mcremento

de la fosfatasa de raplda mlgrac1 "
isoformas. El SDS-PAGE. mostré’ en Ia fraccnén purlﬁcada tres bandas, una
mucho mas intensa de 35 kDa y otras dos de aproximadamente 45 kDa y 65
kDa. Los experimentos en la columna de filtracién molecular confirmaron que la
banda de 35 kDa corresponde a la fosfatasa, mientras que los otros dos
polipéptidos son formas contaminantes acarreadas a lo largo del proceso de
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purificzcion, Adicionalmente, éstos resuliados indican que en su forma nativa la
enzima se encuentra como mondmero. Las masas moleculares de algunas
fosfatasas alcalinas de plantas han sido determinadas. Péra‘el caso de
amaranto la proteina  tiene una masa molecular. de 33 kDa (Mukherjee y
Pal.,1983), la de maiz de 36 kDa (Bennett et al.,’ ;la 'de sorgo de 43 kDa
(Krishnan y Gnanam., 1988) y en el caso de ho;as de splnaca de 53 kDa
(Jiang et al., 1997) En contraste las* fosfa normalmente se
encuentran en monomeros ° drm ros p ro d

altas (Duff et al 1994)

onfiere una proteccion con respecto a la
“la’ temperatura levandola a soportar
temperaturas de hastaySO ’C (Hemalata y Prasad, 2002). Otro tipo de
fosfatasas alcalinas son: las de hongos asociados a plantas, éstas enzimas
presentan caracteristicas de termoestabilidad de hasta 115°C (Zappa et al.,
2001). Se ha postuladd'que ja interaccion entre el sustrato y la enzima le
confiere cambios en su estructura que les permite tolerar ésas condiciones

extremas.
36



Los valcres de Km determinados para algunas de las fosfatasas estudxadas en
5"mM utlllzando p-NPP como sustrato

plantas indican rangos entre 0. 07 a
(Duff, et al., 1994). El valor dete
éste trabajo es de 7.6 mM

etabolitos i’ celulares’ especlf‘cos como el pnrofosfato.
Px mtracelular

se inactiva por la deficiencia de su sustrato y 1a PEP fo
necesario para la continuacion de la via sin necesidad de 1
y ATP libres en el éitosol, liberando ademas cantidades d
1990). '

Hasta ahbra no se sabe de ninguna pirofosfatasa que se active en condnc:ones
de deficiencia de - Pi, pero la especificidad hacia el pirofosfato y ailgunas
caracteristicas compartidas con otras pirofosfatasas como con la de hojas de
espinaca (Jiang et al.,, 1997) que presenta pH alcalino (8.5 - 9) y que es un

mondmero y con la pirofosfatasa de cotiledén de amaranto (Hemalatha y Siva,
37
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2002) que muesira ademas de un pH alcallno. una importante estabilidad a la
temperatura y una masa molecular de 20.8 kDa en forma de mondémero, nos
llevan a pensar que la enznma purlf‘cada se trata de una plrofosfatasa ‘alcalina
que puede estar presente en el cltosol Un factor |mportante para la deﬂmcnon'

de plrofosfatasas es su gran depe denc:a de |ones Mg para Ilevar a cabo su

con las demés fosfatasas presentes ‘en ralz de frijol sometldas a manlc:é‘l de :
Pi. Algunos estudxos (no mostrados en este trabajo) parecen indicar que 1a -
ta mlgraclon puede tener caracteristicas de fosfatasa ‘acida y

enZ|ma de mé

c ,de‘ féplda migracidén. Esto es importante pues de esta forma
la planta‘conta}é con la facilidad obtener Pi de diversos sustratos y asi suplir
mas répidam'én'té‘su‘ deficiencia, pues cada una de las enzimas presentara
caracterlstlcas cinéticas y bioquimicas especificas.

El trabajo muestra persgectivas muy importantes con respecto a las enzimas
inducidas en raices de frijol crecidas en deficiencia de Pi ya que para poder
tener un conocimiento completo es necesario estudiar todas las posibilidades
de cambios y modificaciones que esta condicidn genera en la planta. Seria
importante establecer en un futuro condiciones que nos indiquen si éstas
enzimas intracelulares son en realidad una opcién para la adaptacion de las
plantas a la deficiencia en Pi.
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CONCLUSIONES

1) Las ralces de plantas de frijol negré INIFAF’ crecidas en deficiencia de Pi
inducen el aumento en actnv:dad de una. fosfatasa de 35 kDa de masa

molecular.
2) El pH 6ptimo deié’fdsfaté‘sa’ fu "c_dél' la clasifica’ dentro de. las
fosfatasas alcalinas ‘ : : :

3) La fosfatasa alca

4) La fosfatasa  alcalina’: de vfruol presenta una* especnﬁcidad mayor para‘b

desfosfonlar sustratos naturales ‘comi plrofosfato. lo. cuél podrla clasif'carla

como una plrofosfatasa.

resenta una alta estabilidad térmica
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