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PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE UNA FOSFATASA INDUCIDA 

POR DEFICIENCIA DE FOSFATO EN RAiCES DE FRIJOL. 

RESUMEN 

El fosfato (Pi) es uno de los nutrientes minerales más importantes para el 

desarrollo de las plantas; sin embargo, más 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 están d;rigidas a la inducción . de 

enzimas capaces de participar en la liberación de Pi de compuestos orgánicos. 

Las raíces de plantas frijol negro INIFAP responden a la ausencia de Pi 

induciendo la expresión de fosfatasas. La enzima intracelular corresponde a 

una fosfatasa monomérica de 34.6 kDa con un pi de 4.4. Sus parámetros 

cinéticos muestran una Km de 7.66 mM y una Vmax 162.3 mmoles min·1 mg·'. 

En cuanto a su caracterización bioquímica se encontró que presenta un pH 

óptimo de 8 y una estabilidad a altas temperaturas en presencia de su sustrato, 

mostrando su pico de actividad a los 70ºC. Cuando se preincuba sin sustrato la 

temperatura óptima es de 37ºC. 

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 bioquímicas sugieren que la 

fosfatasa alcalina inducida en raíces de frijol en deficiencia de fosfato presenta 

actividad de pirofosfatasa y juega un papel importante en la movilización de 

fosfato intracelular en la planta. 



INTRODUCCIÓN 

El suelo es un cuerpo natural que sirve de sostén y anclaje a las plantas 

cultivadas y a fa· .vegetaclórÍ; 'e·~: fuerite de nutrimentos para el desarrollo 

vegetal. Dentro .. de los.elemento;. ·e;.enciáles para fas plantas se encuentran el 

nitrogeno (N), el f"Ósf.;~c; (P)~· ;;1·: ~zufie (S), el potasio (K), el calcio (Ca) y el 
, ... '",,«; .• ,- ·--·,·-'._·· .. ,, 

magnesio (Mg)."' Como'es\:~abidó::todos los organismos vegetales necesitan 

cubrir cierta;.· ·ni;;.~l~;.ic;,::;¡g¡~'~s'\:i.:>; ~stos nutrimentos para su supervivencia y 

adecuado de;.arrc~IÍo .. ._ La dispónibilidad de los elementos dependerá en gran 

medida de pH del suelo, en donde se facilitará la liberación de algunos 

compuestos y se limitará la existencia de otros (Marschner, 1995). 

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

El fósforo (P) es uno de los macronutrientes más importantes para el 

crecimiento y desarrollo de las plantas. Se ha postulado que después del 

nitrógeno (N) es el segundo elemento que limita la producción de cultivos 

vegetales. 

El nivel de fosfato (Pi) libre en el suelo es regulado por las interacciones con 

superficies orgánicas e inorgánicas. Existen diferentes formas de Pi (H2P04 -, 

HP04 -2 , Po.3-). pero se ha encontrado que la forma dihidrogenada del ión 

ortofosfato H 2 Po.- es la especie que principalmente es captada por las raíces 

y transportada por las células de la planta (Raghothama, 1999). La 

disponibilidad de Pi en el suelo rara vez excede concentraciones de 10 µM, 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. Está involucrado en fa biosfntesis de ácidos 

nucleicos. membranas, fotosintesis y respiración. Participa también en el 

control de vfas metabólicas a través de la fosforilación-defosforilación de 

proteínas. 

El origen de la limitación del Pi en el suelo es su alta reactividad y a pesar de 

que la concentración de P puede llegar a ser grande, generalmente los iones 

solubilizados H2Po.- reaccionan rápidamente en el suelo para formar fosfatos 
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insolubles con iones de calcio, con hidróxido de fierro o aluminio encontrándose 

precipitado o formando parte de compuestos orgánicos (Hoiford, 1997). 

La escasez de Pi se ha· tratado de aminorar en algunos sistemas agronómicos 

con el uso y aplicación de fertilizantes. Esta estrategia sin embargo, representa 

una solución pElrciiaÍ ·al pr;,,blema ya que en la mayoría de ros suelos, el Pí que 

se adi.ciona.~'es .:.~6':3.pt~;ado casi inmediatamente y la concentración libre 

disponible sigue siendo muy pequeña. Adicionalmente, el uso de fertilizantes es 

una práctica muy cara y es un recurso no renovable que muy pronto va a ser 

limitante. La deficiencia de Pi afecta de manera diferencial a las especies 

vegetales: Dentro de una misma especie existen variedades que son más 

tolerantes que otras. Es por ello que el conocimiento de cómo las plantas 

responden a condiciones de deficiencia de Pí puede resultar en el desarrollo de 

estrategias para optimizar el uso de éste nutrimento. 

Respuestas a la inanición de fosfato. 

Algunas de las respuestas a la inanición de Pi han sido bien estudiadas en 

microorganismos. Tanto E:scherichia coli como Saccharomyces cerevisiae 

activan un sistema multígéníco de emergencia para buscar trazas de Pí usable 

en el medio circundante. Ambos sistemas son conocidos como el regulón pho y 

consisten en al menos treinta genes. El regulón pho de Saccharomyces 

cerevisiae contiene reguladores positivos y negativos de las vias de 

señalización que controlan la inducción y secreción de las fosfatasas ácidas, 

la expresión de transportadores de proteínas de unión a Pi, etc. (Lenburg y 

O'Shea, 1996). La regulación de este grupo de genes incluye la participación 

de proteínas cinasas (con actividad de serína y treonina), así como factores de 

transcripción con la finalidad de aumentar la expresión de genes que ayudarán 

a aumentar la disponibilidad de Pí. Un ejemplo es la regulación del gene pho 5, 

que codifica para una fosfatasa ácida que se secreta y que es regulada (a nivel 

transcripcíonal) por la disponibilidad de Pi (Oshíma, 1982). Con el uso de 

mutantes que no expresan Ja fosfatasa o que lo hacen de manera constitutiva, 

se ha llegado a identificar algunos de los componentes de la via de 

transducción de señales. Una clase de mutantes que no expresan la fosfatasa 

presenta tres proteínas modificadas: Pho 4, Pho 2 y Pho 81, que son proteínas 
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que actúan como reguladores positivos. En otra clase de mutantes en donde se 

expresa la fosfatasa aún cuando el Pi es abundante, tres reguladores negativos 

se han identificado: Pho 80, Pho 85 y Pho 84. 

Pho 4 y Pho 2 S'on factores de transcripción que se unen al promotor de pho 5 

para activarlo. Actúan de manera coordinada y al parecer tienen que 

interacciomii'r ,~~ra'q,ue la fosfatasa se exprese. Cuando la célula está creciendo 

en abundante{ Pi; 'Pho 4 se encuentra fosforilado y en este estado no se puede 

asociar;a:Pllo':2',y por lo tanto no promueve la expresión de PHO 5. Pho 4 es 

fosforilada':·pC:,·r un complejo cdk-ciclina (Pho 80 y Pho 85 respectivamente). 

Este c6riiplejo .está asociado a una protelna (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). 

Abundanto PI 

CINASA 
l~ACtlVA 

Inanición de Pi 

Fig 1 . Activación de PHOS bajo condiciones de inanición de Pi e inactivación de PHOS 

en condiciones de suficiencia de Pi en Saccharomyces cerevisiae. 

TESlS CON 
iALLA DE ORIGEN 
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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 represora y que predomina cuando el Pi está en 

exceso (arriba de 4µM) y .1á fer;,,.; .activa.dora, Pho RA, la cuál predomina en 

condiciones Hn:itántes de f>i (deb.ájo •~e 4µM). Pho R en cualquiera de sus 

formas se enc~entra en la membrana periplás.mica. Existe un regulador de la 

::~~::~:as ~~~~i~i~t1:~Tlti;l~f gtb:~~f~t~: ==~~7:~:ic:~ muchos genes, 

El meeánii~ci"de i~·ter~o;:;.;e;~~ló~ ci.;>'f>hc:; RR .; Pho RA está regulado por fa 

limitación de· Pi;·. Óe ac:,'uedo a·:·esto; ;,.n condiciones fimitantes de Pi, Pho RA 

puede·autófosf~rif.;~;,.e en ún reslduo de histidina y transferir su grupo fosforif a 

un residuo de aspartato en Pho B confiriéndole la capacidad de unirse al 

promotó·r para inducir fa expresión del gene pho A (Fig. 2) (Parkinson, 1993; 

Hoch y Silhavy, 1995). 

Fig 2b. Sistema de activación de PHOA en Escherichia coli bajo condición de 

deficiencia de Pi(< 4WM} por medio de la fosforilación de residuos de aspartato. 

En fas plantas vasculares, fa existencia de un sistema análogo muftigénico se 

ha propuesto (Goldstein et al., 1998) y la acumulación diferencial de proteínas 

durante fa inanición de Pi es indicativa de extensos cambios en la expresión de 

genes. Muchas proteínas incluidas RNAsas (Green,1994), fosfatasas ácidas 

(Duff, 1994; Baldwin, 2001 ), fosfoenolpiruvato fosfatasa y fosfofructocinasa 

(Theodorou y Planxton, 1993), fosfodiesterasas (Abel et al., 2000), 

transportadores de Pi (Raghotama, 2000) y muchos genes que codifican para 

proteínas de función desconocida (Liu et al., 1998) se incrementan bajo 

condición de deficiencia. Sin embargo. los mecanismos sensores de Pi y los 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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componentes de la vfa de transducción que integra la respuesta a fa inanición 

no han sido identificados (Ticconi y de la Torre, 2001). Alrededor de 100 genes 

están relacionados con la adaptación de las plantas a la deficiencia de Pi, 

muchos de elfos tienen papeles especificas en la toma y utilización eficiente de 

este elemento (Raghotama, 1999). 

Modificaciones morfológicas y bioqufmicas. 

Las plantas se enfrentan a muchas situaciones adversas para poder obtener el 

Pi suficiente para sus necesidades metabólicas. Entre las respuestas 

bioqufmicas, fisiológicas y estructurales que las plantas han desarrollado se 

encuentran las estrategias para optimizar la a·dquisición de Pi, com" la 

transformación de la arquitectura de fa rafz y la secreción de exudados 

especificas. Alternativamente, existen estrategias para hacer más eficiente el 

uso de Pi que se ha asimilado, removifizándolo de los tejidos senescentes a 

los tejidos en crecimiento (Yan, et al., 2001) y liberándolo de metabolitos 

celurares por la acción de fosfatasas internas. 

1 . Alargamiernto del sistema radical. 

La estructura y forma de fa raíz son características especialmente importantes 

para la búsqueda y captura de nutrimentos y se modifican cuando la planta 

crece en ausencia de Pi (Lynch, 1995; Coelfo, 2001). En Lupinus a/bus se 

presentan adaptaciones muy especificas de fa estructura de la raíz llamadas 

raíces proteoides. Este tipo de raíces, que son raíces primarias con grupos de 

rafees secundarias y terciarias, están especializadas en la sfntesis y secreción 

de ácidos orgánicos y fosfatasas a la rizosfera (Raghotama et al., 1999). Bajo 

condiciones de deficiencia de Pi este sistema radical se vuelve altamente 

ramificado y más largo, incrementándose hasta en un 63 °/o de su tamaño 

original (Grotz y Guerinot, 2002). La función de esta modificación es la de 

incrementar la superficie de contacto de la rafz con el suelo donde está 

creciendo y explorar por tanto un mayor terreno (Schachtman y Reid, 1998). 

Muchas otras especies que no desarrollan raíces proteoides, como el caso de 

frijol, soya, jitomate y arabidopsis, también tienen cambios morfológicos en 

respuesta a la deficiencia en Pi. En particular existe un mayor alargamiento y 

se incrementa fa ramificación de la raiz (Lynch y Beebe, 1995 ). 
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2. Pelos radicales. 

Los pelos radicales son extensiones subcelulares de la epidermis; tienen un 

diámetro muy pe.q!Jeño ·Y. crecen perpendicularmente al eje de la raíz, con lo 

cuál tienen una ºmáyor área· de exploración del suelo (Bates y Lynch, 2000). Los 

pelos radicales''son. i+~6rta.r.i;.s en la adquisición de recursos poco disponibles 

en el suelo'c'Oma··es'elca'so del Pi. Muchos estudios han mostrado evidencias 
,. . . •"' 

indirectas.del ·beneficio' de los pelos radicales en la adquisición del Pi, pues en 

condicion.;,s c:lei:defo~iencia aumentan su diámetro, incrementan su elongación y 

su densidac:Í(B~t;¡;s y Ly'nch, 2000). 

3. Transportadores de fosfato. 

La adquisición de Pi por las plantas se realiza mediante un cotransporte que 

requiere energía y que es impulsado por un gradiente de protones generado 

por la bomba ATPasa-H+ de la membrana plasmática (Muchnal et al., 1996). 

Éste es el mayor mecanismo por el cuál las plantas absorben nutrientes 

potencialmente limitados del suelo a la superficie de las raíces. La absorción 

activa promueve una elevación de la concentración de iones a lo largo de toda 

ta planta, (Raghotama, 2000). La toma de Pi muestra una fuerte dependencia 

con el pH y los gradientes de membrana; los transportadores tienen un pH 

óptimo de 4.5 a 5.0, en el cuál se moviliza preferentemente H,Po4- sobre 

HP04-2 (Raghotama, 1999). 

Dos tipos de transportadores se han caracterizado, uno de alta afinidad 

operando a bajas concentraciones de Pi (µM) 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 expresión 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 número de genes identificados que codifican para transportadores de Pi se 

está incrementando rápidamente. En Arabidopsis thaliana existen 9 genes con 

alta similitud a aquellos que codifican para transportadores de alta afinidad y 
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todos los transportadores de membrana clonados hasta la fecha son protelnas 

integrales de membrana. La expresión de la mayorla de estos transportadores 

ocurre en los pelos radicales y la epidermis de la ralz, aunque se ha visto que 

en plantas expuestas. a deficiencia de Pi la distribución a lo largo de todo el 

sistema radical se generaliza. Algunos transportadores de alta afinidad en 

jitomate (LePT1) y en papa (StPT1) están presentes en otros órganos además 

de fas ralees .;~me tallo, tubérculo y flores (Raghotama, 1999). 

4. Incremento. de los exudados radicales y ácidos orgánicos. 

Los exUdados de la raiz contienen solutos de alto y bajo peso molecular, como 

las ectoenzimas, ácidos orgánicos, azúcares y compuestos fenólicos. La 

capacidad para secretar ácidos orgánicos 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 (López-Bucio et al., 2000), presentes 

principalmente en suelos ácidos y alcalinos. 

Al parecer el mecanismo de excreción de ácidos orgánicos 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 rafz/12h) 

Especies Total Malón ice Fumárico Málico Cltrico 

Soya 2.83 1.03 0.78 1.02 

Chicha ro 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 ácidos orgánicos exudados de raíces de diferentes especies de 
leguminosas que han estado en deficiencia de fosfato (tomado de Marschner.1995) 

El mecanismo por el cuál se lleva a cabo la liberación de Pi por los ácidos 

orgánicos es mediante la solubilización de los compuestos que mantienen 

inaccesible al Pi como Ca-P, Al-P y Fe-P. liberando asi al Pi (Marschner, 1995) 

(Fig 3). 
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Fosfato 

Acidos orgánicos 

Fig 3. Representación esquemática de la solubilización y liberación de Pi de los 

compuestos inorgánicos por medio de los ácidos orgánicos exudadas de raíces 

(tomado de Marschner, 1995) 

A pesar de. que la secreción de ácidos orgánicos proporciona una ventaja en la 

adquisiciónde Pi, no ·todo el P que se encuentra en el suelo está en forma de 

Pi-mineral. Una alta proporción se encuentra formando parte de compuestos 

orgánicos y ºpara la liberación del Pi de estos compuestos es necesaria la 

presencia y activación de las fosfatasas. 

5. Producción de fosfatasas. 

La inducción de fosfatasas intracelulares y extracelulares en condiciones de 

deficiencia de Pi es una respuesta universal de las plantas. Las fosfatasas 

(monoester ortofosfórico fosfohidrolasas 3.1.3.2) son un grupo de enzimas que 

catalizan la hidrólisis de grupos monoester de fosfato incrementándo la 

disponibilidad de ortofosfato (Miller, Lll01) en el medio. 

H 2 0 + R-0-P-O 

fosfatasa -- R-OH+H2P04 

Se sabe que las fosfatasas pueden ser intracelulares o secretadas. Las 

secretadas se relacionan con la recaptura de Pi presentes en compuestos 

orgánicos de matrices extracelulares (Coello, 2002) y las intracelulares con la 

recirculación del Pi que se encuentra en el interior de la célula (del Pozo et al., 

1999). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 9 



La primera clasificación hecha a estas enzimas es en base a su pH óptimo de 

reacción, de esta forma las encontramos como fosfatasas alcalinas (por arriba 

de 7.0) y como fosfatasas ácidas (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 

cationes bivalentes como zinc, manganeso, magnesio o cobalto, deben 

hallarse presentes como activadores (Joner y Van Aarle, 2000). 

2) Las fosfatasas ácidas normalmente no exhiben especificidad por un solo 

sustrato y presentan una gran diversidad en propiedades físicas, por ello. se 

relacionan con distintas funciones metabólicas, la 3- fosfoglicerato fosfatasa 

o la fosfoenolpiruvato::fC:,sfatasa 'de··arassica nigra, muestran una clara 

especificid~d pero>nC:, absi;l~ta ha!'.:ia ;;;I su~trato: 
··. - : .. - ... - · .. - ·- .. , .. , ·--~-. _, "-.,) , ___ . . 

Ensayos inmunológi!'.:~s ha!'.:i~ ~osf~ta~~·{ácida~ ele. C:itoplasm~ ·muestran que 

~~~~~-~~~~~G~~;i~~i~iJ~it~~~i~~.~~~;:~:: 
El incremento enla acti)'i~ad .de)as fosf~tasas'.puede.debersE! a la expresión 
de novo de gene~ ¡; ;;,, i~ a;:;t¡~.;;6·ió-n"ci;;; ;,r~t~Í~·;k µ;;~,,;i~t~~t~s> · . ·. · .. 
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Origen Vegetal Progiedades Cinélicas Progiedades Físicas 

PNPP Mejor sustrato no Nativo Subunidades pi y posible 
Referencias sintético función 

Fosfatasas Vmax Km Vmax Km 
M(kDa) intracelulares (Umg·1¡ (mM) (Um9·1¡ (mM) M(kDa) 

Cotiledón de soya 
153 0.07 PPi 83 0.08 55 53 6.7, 

(Gibson y Ullah.1989) (1) mov-P 
Cotiledón de soya 

2.4 0.07 Gl-2-P 1.6 0.30 50 50 5.5, fitasa (Duff et al. 1989) (1) 
Raíz de cebada 9.1 0.6 ATP 6.9 nd 78 38 6.0, nd (Panara et al. 1990) 
Hipocotiledón VSP Nd nd 

Tetra 0.04 60 31.25 4.7, (Dewald et al. 1991) de soya Poli-P polifosfatasa 
Fosfatasas 
extracelulares 
(secretadas) 
Suspensión de 512 0.3 ATP 5.8 nd 144 76.68 Nd, nd (LeBransky et al. 1992) células de soya 
Suspensión de 2.6 0.35 Gl-3-P nd 0.26 31.5 29 nd (Myernick 1992) células de maiz 
Suspensión de 24 nd F6P 14 nd 51 51 tld, nd (Paul y Williamson 1987) células de tomate 
Tubérculos de Nd, p-Tyr 
papa 1250 1.1 P-Tyr 1917 0.99 110 57.55 proteína (Gellatly et al. 1993) 

fosfatasa 
Suspensión 
células de raíz de 11.08 2.32 Poly-P 115.94 0.378 63 52 5.9, nd (Coello 2002) 
Arabido sis 

Cuadro 1. Propiedades físicas, cinéticas y función propuesta de algunas fosfatasas ácidas de plantas purificadas. Abreviaciones: 
Ppi, pirofosfato inorgánico; F6P, fructosa 6 fosfato; Gl-3-P, glucosa 3 fosfato: P-Tyr, 0-fosfo-L-tirosina: VSP, vegetative storage 
protein; nd, no determinado; Gl-2-P, glucosa 2 fosfato y U, unidades (1 mmol de Pi producido por minuto) . 

.... .... 



ANTECEDENTES INMEDIATOS DEL TRABAJO. 

El frijol común (Phaseolus vu/garis· L) es una· de las. leguminosas comestibles 

más importante en el mundo, es cultiv;,da e~ r..,Úch~s palse~, especialmente en 

América Latina y Afrlca (Posad.,¡ 'et.a1)199S) y junto. con el r;,alz es la principal 

f ~;~~~ªf~~~-~7ª#~1]~~~f~!~$~~~:3r,;:~~;~ 
programas para selecci.:.nar v~~ied~de~ t.;lera~ie~ ~-c~~dÍ~Í~n;,;s desfavorables. 

En cuanto a la deficiencia d~ ·¡:;¡:; ;;;' h~rí ide'n~'íficado <;~~iecÍades en las que no 

se afectan en . gran rr;edid~~;~t; ;c.rec;i_m;;nío' ~ ·. ~~. p~()d~ctfvidad (tolerantes) 

cuando son crecidás ~n caridíc::Íon~s·d~··d~fi~ién'c1a cié Pi y variedades cuyo 

crecimiento y pré;;ciu~ti~idad_'.~e ~e:.:ri~y 'átect~dO (s~scéptÍbles). 
... ;'::·.':..: '"·~:.- .,~ . . , . - . . - . 

En nuestro labo:ratori~·;~~ ; h;~ '.ivalu~do las dif~rencias q~e existen entre 

variedades de frijol .. tolerá11tes·y sucepÍibl.?s a la d~ficlencia ¡,;,n Pi. Los datos 

indican que mi~·ntr~:,';:;::¿; ';;,xi'st~n diferencias.impoitánt~~ .. ;¿f¡ l~s caracterlsticas 

morfológicas y 16s;exljd;,c:Íos de. !a ralz, las variE!cJ;jd.3°5"rr\'és tolerantes si las 

presentan en el patrón de' fósfetasas intracelulares; sugiriendo un papel muy 

importante de é~t!ls enzir;,as en.la toleranciá 8 la, deficiencia de Pi. 

:. < • .. 

Con base en lo anterior, se propone la siguiente hipótesis de trabajo: 
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HIPOTESIS 

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

Pi, entonces la planta expresará fosfatasas especificas en respuesta a ésta 

condición. 

OBJETIVO GENERAL 

Purificar y caracterizar una fosfatasa de raíces de frijol que Incremente su 

actividad por deficiencia de Pi. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Identificar una fosfatasa que aumente su actividad en condiciones de 

deficiencia de Pi. 

Purificar la fosfatasa elegida . 

Caracterizar la enzima bioquimicamente y fisicoqulmicamente. 

13 



MATERIALES Y MÉTODOS 

Material Vegetal 

~,·.''·~~· ... ~I..,-:: . 
..... _,,,,, - ,'·r:·~ ~'.?., . 

Cada semana '3e';. sembraron.·· nuevas plantas para contar con 

suficiente durante los .;;.¡;~·rimentós.: 
,-.- : -\~- -.~·-~~~;:· -~··-·-"'-.: 

~-~-~--~>:· :-..:~--:, -;;-,.-. _-;. 

material 

Las raíces creCÍ~'a'i¡,C.hrt;Í,,'sen'l~nas (~gr)iuero.:.homo~ena.;a~ en un ;,,artero 

con 1 vol. de an.;ortiguacto~que'co~t_;~1a2CÍ mrviT~Í~-Í-iCi pH a,a;,1so mM NaCI, 

1 mM EDTA, 2o~'~li~ero1; 1 :'mrvi fl.:mn.iro de fe~Í1_~.;,tH;.uÍionÚ (PMSF), 1 mM de 

leupeptina y 1 mM ben'iamidina: El homogenado s~'cerÍtrifugó a 20000 x g por 

10 min. y el sobrenadante ,se ~tiúi6 .com.o · fuente., protéicá>Todas ·las 
manipulaciones se hiCiero~"a-4·--0¿···· 

Actividad de fosfatasa. 

La cuantificación de la actividad se realizó utilizando p-nitrofenil fosfato (p

NPP) como sustrato (Basha, 1984). La enzima (5-SOfd) fué incubada con 20 
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mM de p-NPP en amortiguador de acetatos (0.1 M acetato de sodio pH 4.8, 3 

mM MgCJ,, 1 mM EDTA y 10% glicerol) en un volúmen final de 0.4 mi por 10 

min. a 37ºC. La reacción fué detenida adicionando 1 mi de 1 M NaOH. La 

concentración de p-nitrofenol se determinó midiendo ta absorción a.410 nm. La 

cantidad de p-nitrofenol producido fué calculado utilizando un coeficiente de 

extinción molar de 20 000 M"' cm'. Una unidad de actividad de fosfatasa se 

define como la producción de 1 mmol de Pi por minuto. 

Análisis de fas isaformas de la fosfatasa. 
· .. ·,· 

El análisis de isotermas de fosfatasa. se realizó por medio 'de .~li.te's nativos· de 

actividad en dC:.nde las prótelnas son separadas e,.;.~;,-·~;;;, d~ p~li~,6~i!a;;,ida no 

desnaturalizante c~mo to.·. describe •Lá~mmn·: c197o).'tcuaiicio'':; fi~.;¡¡¡z".;¡ ta 

::~~~~:2~~Zt~lf ~~r¿t~1,~t!E~!f~~~ft,~i~f~~~t.~
7

~::~ 
indica ta actividad de la io;f,;tas.;;. ' ' ::·: }· 

Para la cuantificación de la proteiná se .~füi~6,·e;:~~~od'6·c'ói6riméfrico de 

Bradford (Bradford, 1976) ca;, albú,.,:;i;,a séri~~ bo~ii-,;, ~ar.;;·¡,;.;e~Ji'.z",.cil!>n de la 

curva patrón. Se pusieron a reac_cioriar 2Cl µI de ,; ~~~irri~ ·'¿6~ 1 ;,.,, de reaétiv~ 
de bradford por 10 min. y se cuantificó espectofométricamente a 595nm, la 

cantidad de proteína fué calculada interpolando el valor obtenido a la curva 

patrón construida. 

Purificación de la enzima 

El extracto protéico, obtenido como se describió anteriormente, fué usado como 

fuente de protelna para la purificación de la enzima. Todas tas manipulaciones 
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se realizaron a 4ºC. 

a) Columna de intercambio iónico (DEAE-Sefacel): El extracto crudo obtenido 

de las ral,ces de frijol en deficiencia .de Pi, se cargó en una columna de 

DEAE-Sefacel (30cm x 2cm), previamente equilibrada con 20 mM de Tris 

pH 8.0, 1mM EDTA, 3 mM MgCl2 y 10% gÍi~er~J. La columna/~~ lavó 

extensamente ·con el mism.::i amortig:uador.' L<i eJÚción dé ,~;;: p~ot~in.~s se" . . ~ ' . . . . . . .. -· - - - . .. -· . . . 

realizó con. Üri. gradiente de NaCJ de. 0-0.5 M .. Las fraccionés con actividad 

fueron·.,. evaluadas <tanto .·· espectrofotoniétricamenté.;'como}éií :•geles . de 

actividad. - 'r?:~.·-·,. ·. 1. · •• ·· -~;·'.~ ,,::X'.·~::~: 
·:~\·; ','J <:::- .. ;· ,:\~ .. :;:: '( ::.::~·. 

b) Precipita~iéJl"Í C:6n sulfato de amonio. La precipifa~i6rirse. iievó a cabo de 

acuerd.; a'~ si~~iénie r~Jáción según el vaiú;;,.;;~·'ób't~;.;¡;¡.;~.;,·e;.t~acto; 
.· ;,_.,:-· . ., ,'-. 

,, 

Porcentaje de precipitación Cantidad de (NH4)2S04- (g/L) 

0-20 114 

20-40 123 

40-60 132 

60-80 143 

Saturación Saturación 

Es importante que Ja incorporación de Ja sal se realice lentamente, én:'agitación 

suave y constante y en fria para evitar desnaturalizaciones .. Des'pGé~ él-e" cada 

precipitación se mantiene Ja agitación por 30 min~ y se centrifÚge a· 22,000 X g 

durante 15 min., el sobrenadaríte Y,.s~. separa y.,se prosigue ~on· la segunda 

precipitación. < · '· · :.;{):;":. , / · ·" · ; "' 
Las pastillas se 'resuspel°ldieron er:i 2 '.Íi'íí de';~,.,:¡drtiguaci6r de acetatos y fueron 

:::~ti=~sfr70 d~~~~~~~~:;~~~~~~f~~~~t{·ª~:':;o~~c~~~~~:~ :::~~:; ds:i 

mismo amortiguacl6r para poder aseg.'.írar un~ diálisis completa. 
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c) Mini Prep Cell. El equipo (Fig. 2) consta de un tubo de vidrio en el que se 

preparó un gel de poliacrilamida no desnaturalizante como lo describe Laemmli 

(1970). La muestra se separó en un campo eléctrico. a 1 watt constante 

utilizando 25 mM. Tris-HCI pH 8 y 0.192 M glicina: En la parte inferior del tubo 

existe un orificio en donde se coloca una membrana y unida a ella una 

manguera por la cual se eluye la muestra para ser separada de acuerdo al 

peso molecular y carga. Conectada a la manguera hay una bomba peristáltica 

prendida con un flujo constante de 100 µl/min y las fracciones son colectadas 

en un colector. Todas las fracciones que presentaron actividad se monitorearon 

en un gel nativo de poliacrilamida revelado por actividad . 

Mini Prep Cell 

Fíg 2. Esquema detallado del Mini Prep cell de Bio Rad utilizado en la purificación de la 

fosfatasa expresada preferentemente en raíces de frijol sometidas a inanición de Pi 
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Punto isoeléctrico. 

El punto isoeléctrico {plrse determinó utilizando.un gel nativo de acrilamida al 

5% con 10% glycerol y 0.8% anfolinas (pH 3.5-10 8io-Lyte 810 RAD). El gel se 

pre-corrió por 15 mi,.; a 200V, 300V y 500V. La muestra se corrió a 200 V. por 

1.5 h y 400 V por 1.5 h. La actividad de la fosfatasa se visualizó por i;;C::ubación 

con a.-natil-fosfato y· Fast Garnet como se describió· aiiteriorrn.;nte.::. Para· la 

determinación· del· gradiente de pH, un carril sin· muestra: dél :.gel,.fúé cortado 

cada 0.5 cm• y eluldo con 0.5 mi de agua deslonizada;' El va.lór· del 'pH se 

cuantificó con un potenciómetro. 

Masa molecular 

... . .... 
La masa molecular fUé estimada en una columna de ~uperdex-200 .HR 10/30 

(Pharmacia Upsala, Sweden). La columna fué ·.;;.:¡:'.;ifrt,;;,;;;¡ai;;;,~ S ,;~íú;:,',e;~.;'~ de 

amortiguador que contenla 20 mM Tris-HCI pH B,3;;,'M MgCi2·:.~~rv1 EDTA y 

10% de glicerol. Las protelnas fueron eluld,;,s ca~ ~¡:¡.;;i;¡°,'.¡.¡';;·~;:,:iortigl:í.;;cior a un 
. . _, - ' ' ~<· . . ~ . ,,y . - _. •'~ . . . • 

flujo de 0.5 ml/min. 

La masa se calculó calibrando la columna con' lo~ ~l~ui.ent ... s·. marcadores. 1) 

tiroglobulina (670 kDa); 2) lgG bovina (158 kDa); 3) Ovoalbúmina (44 kDa); 4) 

Mioglobina (17 kDa); 5) Vitamina 812 (1.35 kDa). 

Caracterización de la enzima purificada. 

Tiempo óptimo de incubación. En el caso de la determinación del tiempo 

óptimo de incubación, se utilizó p-NPP como sustrato y se manejó el rango de 

5 a 30 minutos de incubación. La reacción se detiene al tiempo indicado con 

1 M Na OH y se cuantifica a 41 O nm. La cantidad de enzima utilizada fué de 1. 7 

µg. 
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Determinación de pH. Para determinar el pH óptimo se utilizaron distintos 

amortiguadores. Amortiguador de acetatos (0.1 M) en el rango de pH de 3 a 6; 

amortiguador Mes~NaOH (0.1M) én'el rango.de.' 5 a 7 y Tris-HCI (0.1M) en el 

rango de 7 a 9. Después de. incubar la en.zimél y ·e1. ·sustrato en estos pH's, la 

actividad se determinó como .;é indicó anteriormente: . 
;.-,:·~.<· .,.. 7-"·'!_;.::.-, 

~J~~~~~#~~~-1~~1~~il~!1~·~~~~?~~ 
Temperatura ·.óptima:;'.: ~ara ;1la.tdeterininación·.: (je .. , 1a·;;temperatüra',óptima la 

enzima·,-~~:-. i~~~-~.6-~f ~~~~·~:~:~t~~µ~i~~~}gri~~t~~t~~p-~:~}~~~!~~~~~~~f §:~-~~~,~~~~~~··:~:~~~~~~ -1 o 
min. La actividad fué'cuantificada"pór· la liberación de p-nitrofénol'a'410nní:.. 

:~~~:L~~~~lt f~t::0~illl~§~~::~.:: 
Parámetros ~-i~?~i~~~~.<:.·~~r~~1-~1_~-~ ~~té~~!¡.,~~¡~~. ~~~:fOs': P~rárTietros cinéticos, se 

=~a~~)I: ~=;€tái~t~:~{f iil~~f ili*~~~~~~:~~~1t~:~::;~~ ::-~::Pv~~~~e: 
de Km y VmCI)( fueron¡'d~teri;ni~ados P()r m.edio de un programa que ajusta la 

curva a un~ hiJ~iI.f~~l~~~fxt{if~~~~;~i~::~;·J· ·-

Afinidad a los distintos-,sustratos.:La.actividad fué ensayada con diferentes 
. . :.:. ¿-~·;~~,~;;.::(·;._-;¿-*p·~,¡-:;,:;;..;;A?¡;t.;-".i,"· ~:;;;.;,.."·,. ~. · .: . - • 

sustratos tomando,en~cuenta;la:,cantidad de fosfato liberado según el método 

de Ames (199s{o'Ei'S'i;'IJ~~~~~~'.!'i):~;';:i{;';"k 37"C con 5 mM (adenosina 5 difosfato, 

glucosa 6 fosfato'Y::f-á~f¿,';;,'...;ci(¡j'Í~Jta'fu\· ácido fitico), 2 mM (adenosina trifosfato y 

glucosa 1 fosf;,t~}'y,~.¡';,;:{M'~'{i;i~Ófo~f~to y polifosfato) la reacción fué terminada 

por la adición ch:;!·o;7 ;;,tc:¡;;;;·ie,a'~h~o ,A'c1.4% ácido ascórbico, 36% de molibdato 

de amonio en 1 N H2S04), seguido por una incubación de 20 min. a 45ªC. La 
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absorbencia fué medida a 820nm. La curva estandar fué construida en el .rango 

de 0.01 mM a 0.1 mM de K,,H2P04. 

SDS-PAGE 

Los geles desnaturalizantes de poliacrilamida se realizaron' di;;. acuerd~ a Jo 

estabteé:ido · pórLaemmll c197o)> Íncorp'orancio .. 2(). mM '.oTT y•· ci.;;1e~tando ta~ 
muestras ••. po~ 1 o .: min:;. a. ) oq•.c >a.nt~~.>de • 6ar~;.rlas • ~í ~;;,,·.·: s~ '. ÚtiHz6 

amortiguador d'7 corrida•ªº mM .Tris~Hcf pH ••a:3~a.s,' 1ó<y. glicin~' y •. 2<y.sos. 

una .véz.term'inaci? i:i.;; ~~rr~~;.;.,:•s<;i:':s~'Íiñ6 6(),.;~61~~16,; cíé'.ptata{.;,;,,~ánde 
después de vario's la~adcís' del gel cori agua y metano! al 50% sé le adid6na el 

reactivo C qu:. es un';.<¡.J1~~·¿,,;;,~e'.8"oiü~Íó;{·,6. (DA g de nitr,;to d~ pl.;,ta •.;.~ 2i;.;1 de 

agua mezclados~';,¡rt.;.~t;i+ñ~~)'ycie'solu~i6n .B (11ml d~ NaOH.al0.36% y 0.7 

mi d;;, NH~OH).'Pá'~.;.}.;;~eía'~~i g;;,('sé Jav.:i eXtensamerÍte con ag~a deionizada y 

se pone en Ja so1Jd~ri·~·o, (2,s~·;;,; cÍ.;. 1 % ácido cftrico, cí: 125; mi de 38% 

formaldehido en i.íii volúmen final dé 125 mi) hasta la aparición de las bandas. 
-_,''·. ~::'',. -,_:,. __ ,.,~·· . ' -

Efectores ~~L.·... :~e: .. 
La enzima (5~5o¡.Ít) iJé'i.ncGbi;ida,í::on p-NPP por 10 min a 37ºC y 10mM de 

cada efector (llloÍÍbd~~;'.'•i;Ítra"tC>;··~u'rfatC>, fosfato, fluoruro, vanadato, tartrato y 

calcio) la reaédón'fúé'8;;,~;;,~';c:icÍ adicionando 1 mi de 1 M NaOH y se cuantificó 

a 410 nm. La ca~tidac:i:(ci.;.~~N-PP hidrolizada por la enzima sin la presencia de 

ningún efector se 'tomó como el 100% de actividad. 
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RESULTADOS 

Plantas de frijol sometidas a inanición de Pi presentaron caracterlsticas flslcas 

claras de la deficiencia, como son rafees más grandes y ramificadas, presencia 

de manchas cloróticas y antocianinas en las hojas, además de una reducción 

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

Flg 1. Caracterlsticas morfológicas de las plantas crecidas en suficiencia +Pi y 
dellciencia ·PI de fosfato a las 3 semanas de tratamiento. A la Izquierda se observan 
diferencias en las ralees y a la derecha en los tamanos de los tallos. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEI 
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Identificación de una fosfatasa inducida por deficiencia de Pi 

La actividad de la fosfatasa se determinó en raíces de plantas crecidas en 

suficiencia de fosfato (+Pi) para el caso del control y en deficiencia de fosfato 

(-Pi) para las plantas en tratamiento. Utilizando geles nativos teñidos por 

actividad, se detectó un incremento en Ja actividad de Ja fosfatasa de más 

rápida migración de plantas sometidas a deficiencia en Pi con respecto al 

control (Fig. 2). Una vez identificada la actividad de fosfatasa inducida por 

deficiencia de Pi, se planteó un esquema tentativo de purificación. 

Pi- Pi+ 

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

Purificación 

Para el proceso de purificación se eligió inicialmente una columna 

cromatogáfica de intercambio aniónico, como la de DEAE-Sefacel. El extracto 

crudo, procedente de plantas crecidas en deficiencia de Pi, fué cargado en esta 

columna. La Fig. 3 muestra el perfil de elución de la actividad de fosfatasa. A 

pesar de ser un buen paso de purificación, ya que las fosfatasas se separan 

muy bien de otras proteínas, fas distintas isoformas no se separaron y eluyeron 

en Ja misma concentración de sales. Esto se corroboró con un gel de actividad 

de las distintas fracciones (datos no mostrados). 
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Flg 3. Actividad de fosfatasa Inducida por deficiencia de Pi (• ) elución de todas las 
fosfatasas presentes del extracto crudo: y pico de protelna determinado a 595nm (..., 
en las diferentes fracciones obtenidas de la columna de DEAE-sefacel. 

Otra estrategia de purificación utilizada fué el método de precipitación con 

sulfato de amonio. En esta técnica cada una de las fracciones precipitadas 

contiene a alguna de las proteínas 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 fracción 

con ensayos y con geles de actividad se observó que en la fracción de 40-60% 

de precipitación con sulfato de amonio había ya un poco de la fosfatasa de 

rápida migración, pero aún contenía una arta cantidad de las otras isoformas. 

En la fracción de 60-80% de precipitación con sulfato de amonio se encontró 

casi limpia del resto de las enzimas. por lo que se decidió iniciar la 

caracterización con ésta fracción (Fig. 4). 
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A pesar de la presencia mayoritaria de la enzima deseada en la fracción de 60-

80%, existía también una pequeña proporción de una de las formas de baja 

migración y esa mezcla de protefnas hacia que los datos no fueran muy 

reproducibles entre fas diferentes purificaciones. 

40-&0o/o 60-80% 

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

Para purificar fa enzima que nos interesaba, se decidió utilizar el equipo mini

prep cell, pensando en que la distancia entre las dos fosfatasas facilitarla fa 

elución del gel de la forma de rápida migración y retrasarla fa de lenta 

migración. La protelna, proveniente del extracto crudo se separó bajo las 

condiciones indicadas en material y métodos. Después de aproximadamente 3 

horas de que el frente comenzó a salir, las fracciones fueron colectadas y la 

actividad de la fosfatasa evaluada. La fig. 5 muestra un gel nativo teñido por 

actividad con distintas fracciones de la purificación. Se observó que en la 

fracción proveniente del mini-prep cell existe solamente fa forma de rápida 

migración mientras que en el extracto crudo y en el precipitado con sulfato de 

amonio aparecen otras isoformas. L;:t fracción purificada se corrió también en 

un gel desnaturalizante de SOS para conocer su composición polipéptidica 

{Fig. 6). En un gel teñido con plata, la fracción 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 

kOa respectivamente. 
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Ffg 5. Gel nativo de actividad al 1 Oº/o. En el carril 1 extracto crudo. en el 2 fracción 
después de la precipitación son sulfato de amonio y en carril 3 fracción purificada 
proveniente del mini prep cell. 

2 

130 

90 

70 
60 ,.,;;_;e 

40 

30 
35 kDa 

20 
_,..... 

IS '~ 

Fig 6. SDS-PAGE al 10 % en condiciones reductoras con DTT y calentando Ja muestra. 
En el carril 1 el extracto crudo y en el carril 2 fa fracción purificada después del miniprep 
cell. La proteína se visualizó por tinción con plata. 

TES1S CON 
1~ DE ORIGEN 
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Peso molecular. 

Para calcular la masa molecular: de la·. proteína nativa ·y la .. composición de 

subunidades, la fosfatasa .· proveniente .·del·· mini-prep .. cell ·.·se pásó por una 

columna de filtració~ ITloi;;,cul~r:_·lntE!~pol~,;do.el tiem1po quE! tard .. la fosfatasa 

~~~~gI~J~~~l!~~f t~~~i~~~~:-~~~:~~~~ 
contamin~nt~il':i:Acii~/o:ri~l~:~',;°í6'.;é~to~ dat~~ Indican que en su estado nativo 

ésta fosfatasa ~s ~n,:~~n·órri~~~- -

log 
PM. 

3.0 ~- Tiroglobulina 

2
.
5 

. • .~~ .· 1~~ Bovina 

::: ·. _ · .· -~;-t-~~~áJbumina 
.. 34.67 koa - •· .. · - ---!,"ª 

º·5 ·• • :; ... ••· :.~ . : ... · --- "-.~itamina 812 

o.a • 

20 25 30 35 •O .. 
Tiempo de retención. 

Fig 7. Gráfica de los estándares corridos en Ja columna de filtración molecular, en la 
cual por interpolación se calculó la masa molecular de la fosfatasa estudiada. 
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Punto isoeléctrico 

El punto isoeléctrico (pi) es un parámetro fisicoqufmico muy importante de una 

protefna y en particular d~ una e;nzima: ·Utilizando un~ gel. de actividad con 
- ,-., ._.: .... , .. _,· - - :·, .. --- .. ' ., -: ·. 

anfolinas para lograr un grádiente.de pH,'sé observó que la isoforma de rápida 

migración presentó unpl de 4:4 é'r':i~.;.á). Las ~tr.;.s',i~~fCÍnnas con actividad de 

fosfatasa presentaron un pÍ rnu~-;;i;.:C:~n~ ~ 4:4·(d~tos\i(). ;:;:;estrados) razón por . . 

la cuál fue imposible separarlas e·n .columnas de intercambio iónico. 

pi= -1.4 

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

Caracterización 

Tiempo óptimo de incubación. 

Para conocer las condiciones iniciales de trabajo se estableció como el primer 

parámetro a determinar el tiempo óptimo de incubación de la enzima (Fig. 9). 

En éste experimento se observó que la actividad incrementa proporcionalmente 

al tiempo de incubación (r2= 0.998) utilizando 1.7 µg de proteina. por lo que se 

decidió hacer el estudio a los 10 min de incubación en todas las 

determinaciones. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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'º 
1ie"l'O (min). 

Flg 9. Efecto del tiempo de ' incubación en la actividad de la fosfatasa. La 
determinación fue realizada con p-NPP como sustrato midiendo la actividad a 410 
nm 1 Jn;::¡ 1 Jnirf==-rl An11iv==iilA R 1 mmnl riA Pi nnr min 

pH óptimo 

Para trabajar en las condiciones óptimas de la enzima y conocer sus 

características estructurales básicas. es necesario la determinación de su pH 

óptimo. Se sabe que en condiciones de inanición de Pi las fosfatasas que 

principalmente se inducen en las ralees de frijol Pi son las de carácter ácido. 

Incubando la enzima en amortiguadores con diferentes pH"s durante 10 min. a 

37°C, se observó que existe un pico de actividad a un pH de B (Fig.10), 

podemos decir que una de las fosfatasas que se inducen por deficiencia a Pi en 

ralees de frijol es una fosfatasa alcalina. 
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·. 
pH 

Fig 10. Efecto del pH sobre la actividad especifica. Se utilizaron amortiguadores (0.1 M) de 
distintos valores de pH (pH 3-5 acetatos; pH 6-7 Mes-NaOH; pH 8-9 Tris-HCI). U= 
croducción de 1 mmol de Pi cor 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 realizó un experimento en donde la fosfatasa fué 

preincubada durante 15 min. a los diferentes pH"s. Su actividad fué evaluada 

durante 10 min. a 37ºC y pH 8. La Fig. 11 muestra el perfil de actividad de la 

fosfatasa. Se puede observar ~ue a un pH entre 7-8 la enzima presenta la 

máxima actividad. Por debajo de éstos valores, la estabilidad de la enzima se 

ve muy afectada y lo mismo sucede en pH's por arriba de 8. 
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pH 

Fig 11. Determinación de la estabilidad de la enzima por efecto del pH. El estudio se 
realizó preincubando Ja enzima por 10 min.U= producción de 1mmol de Pi por min. 

Temperatura óptima. 

Conociendo ya el pH de trabajo, el siguiente parámetro a determinar fué Ja 

temperatura óptima de reacción (Fig. 12). Como se puede observar. Ja 

temperatura óptima de Ja fosfatasa es 70ºC . 

... 

•.'--~~~-'--~~~~...,~~~--:"=--~~~~~~___, 

Temperaura c•c). 

Fig 12. Influencia de la temperatura sobre la actividad especifica de la enzima. La 
fosfatasa presenta una temperatura óptima de 70ºC.EI estudio se realizó incubando a la 
enzima por 1 O min. a las diferentes temperaturas. Una unidad es 1 mmol de Pi por min. 
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Estabilidad térmica de la enzima. 

La temperatura óptima encontrada no corresponde a una temperatura 

fisiológica por lo era necesario realizar un ensayo de estabilidad térmica (Fig. 

13). Para ello, la enzima se preincubó durante 15 min. a las diferentes 

temperaturas en presencia de su sustrato y su actividad fué evaluada durante 

1 O min. a 37°C y pH 8. El perfil de actividad indica que la enzima es estable en 

rangos de temperatura entre 20ºC y 37ºC. Por arriba o por debajo de éstos 

valores, la estabilidad de la enzima se pierde muy probablemente por 

desnaturalización. En los estudios anteriores de temperatura óptima se obtuvo 

un valor de 70ºC, cuando la enzima era incubada con su sustrato:-Estos datos 

sugerían que el sustrato generaba algún tipo de conformación en la enzima que 

la hacia estable a altas temperaturas. Para corroborar lo anterior se realizó un 

experimento en el que se preincubó a la enzima con p-NPP por 15 minutos a 

diferentes temperaturas y después de ese tiempo se cuantificó la actividad de 

la enzima incubándola por 10 minutos a 37ºC (Fig.14). Los resultados 

obtenidos muestran que el sustrato protege a la enzima contra temperaturas 

altas ya que la temperatura óptima es de 70ºC. 

~ 
·.~~~~,,....-~~~~=-~~-::-~~~,.....~~-:: 

Temperatura (-C). 

Fig 13. Determinación de Ja estabilidad de la enzima medida por el efecto de la 
temperatura en la actividad especffica. La proteína se sometio a preincubación sin 
sustrato por 15 minutos a las diferentes temperaturas y posteriormente se agregó (p
NPP) durante 10 mina 37ºC. Una unidad equivale a 1mmol de PI por min. 
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Flg 14. Determinación de la estabilidad de la fosfatasa:· La fosfatasa presenta una 
temperatura óptima a los 70ºC. El estudio se realizó prelnciJbando por 15 min la enzima 
a las diferentes temperaturas con p-NPP y después .incubando 10 minutos con nuevo 
sustrato. Una unidad equivale a 1mmol de Pi por min . . -·, · 

Concentración de sustrato. 

Para conocer los parámetros cinéticos de la enzima se determinó su actividad 

enzimática a diferentes concentraciones de p-NPP (Fig. 15). La relación entre la 

velocidad de la reacción y la concentración de sustrato es hiperbólica indicando 

que la enzima presenta un comportamiento Michaeliano. Los parámetros 

.··-/ 
~: 

p-NPP(mM). 

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 computación indican un valor de Km 

=7.684 mM y una Vmax =162.29 mmoles Pi min-1 mg-1 proteína. 

Especificidad de sustratos de la fosfatasa • 

El 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 fa 

especificidad de fa 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 
Adenosina trifosfato 
Pirofosfato 
Adenosina difosfato 
Glucosa 6 fosfato 
Fosfoenolpiruvato 
Glucosa 1 fosfato 
Ácido Fitico 
Polifosfato 

0/o de actividad respecto al control 
74.71 :!: 0.005 

659.32 :!: 0.040 
68.67 :!: 0.025 

4.39 :!: 0.002 
142.82 :!: 0.025 
406.03 :!: 0.103 
109.88 :!: 0.015 
448.89 + 0.064 

Tabla 1. Especificidad de sustrato de Ja fosfatasa. La cuantificación de hidrólisis es 
dada con relación a la cantidad de p-NPP tomada como el 100o/o. La velocidad con p
NPP fué de 91.73 U mg"' proteína para SmM de sustrato. 

Propiedades cinéticas de la fosfatasa contra sustratos naturales 

Los parámetros cinéticos de los cuatro mejores sustratos fueron calculados 

determinando la velocidad de la reacción a diferentes concentraciones. 

Mediante un programa de computación los valores de Km y Vmax fueron 

obtenidos (Tabla 2). La especificidad más alta medida como Vma•IKm fué 

obtenida para pirofosfato. 
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Sustrato 
Polifosfato 
Pirofosfato 
Glucosa1 fosfato 
Adenosina trifosfato 
p-NPP 

Km 
(mM) 

1.44 
1.20 
1.78 
1.57 
7.684 

Vmax 
(Umg-1 prot) 
120.6 

-121.4 
66.6 
40.14 
162.29 

83.75 
109.5 
37.41 
25.29 
21.81 

Tabla 2. Propiedades cinéticas de la fosfatasa lnducida por deficiencia de Pi y 
purificada. 

Acción de los efectores_ 

El efecto de algunos compuestos sobre la actividad de la fosfatasa fué 

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 inhibición parcial. 

Efectores 
Molibdato 
Nitrato 
Sulfato 
Fosfato 
Fluoruro 
Vanadato 
Tartrato 
Calcio 

Actividad (% control) 
2.96 !: 0.089 
45.84 !: 0.002 
21.93 !: 0.003 
o 
60.27 !: 0.005 
o 
74.53 !: 0.012 
67.32 + 0.009 

Tabla 3. Efecto de algunos efectores sobre la actividad de. Cada anion y i6n metálico 
fué usado a una concentración de 10 mM. Solo fueron usadas sales de sodio para los 
aniones y cloruros para los cationes. La actividad fué calculada usando p-NPP coma 
control del 1 OOo/o de actividad. 
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DISCUSIÓN 

Las respuestas que presentan las plantas que crecen en condiciones de 

deficiencia de Pi son claras y especificas; desde el alargamiento del sistema 

radical, la formación de pelos radicales y ralees laterales, hasta la exudación de 

ácidos orgánicos y fosfatasas (Ly~ch ·y B;.ebe, '1995).' En el caso del frijol 

(Phaseotus vulgaris L) variedad.:· neg~o<·.1Nlf=AP, l~s ·.respuestas tanto 

morfológicas como bioquímicas fueron similares~a las r7portadas para otras 

especies (Narang et al., 2000¡.;Est~' ~a~i;,;ctaci ,:n::,~trÓ un sistema radical más 

desarrollado, incremento e~ºex~d-adb~··~a~i~~l~~;~·aJ,;.;ento en la actividad de 

fosfatasa y un acortamiento\irrip()rta11t6 "'n:.el crecimiento del vástago. 

Comparando dos varieci.iib.;,~:; i:f'.;i ; friÍ~¡·: qu;. diftere~, e~ su t~l.;,ránciá ·• a .. la 

deficiencia en Pi, se ::~¡;;;~;Ó:~'~d~('¡,ií<lstí~n ;é~~bio~\ i,,:,~()rt;¡j,;!.;,s ~en la 

composición de isoformas. écíri:- ac,ti1Jlda'd \,dé ! f~sfátas¡a '. pr"'sentes:'E.ri ' la' raíz 

;::::t::: ::s:::as~~~~:~:ib~~:~1::~=~~:1:·t~f ~i~~ff~~~bt.1itff =jc¡: ~·== 
propiedades. ' ).•. ' •.> · .. ·•··.··. ; '•<: ' " . ! ·:;·e;;· ', e•' ');¿;. < . 

En extractos de. raíz someti~()s'.~ 'ci;;fici~~6¡~~J~"~L;~;.~~-clfn:~r,~r~~-~~~sentes 
varias isoformas con actividad de fosfatása.;um:1:jeri?particular;· 1a isoforma de 

de la fosfatasa de rápida mfgraciÓn y' sobre '_todo sep::irada del resto de las 

isoformas. El SDS-PAGE . mostró e·n la frac~ión purificada tres bandas, una 

mucho más intensa de 35 kDa y otras dos de aproximadamente 45 kDa y 65 

kDa. Los experimentos en la columna de filtración molecular confirmaron que la 

banda de 35 kDa corresponde a Ja fosfatasa, mientras que los otros dos 

polipéptidos son formas contaminantes acarreadas a lo largo del proceso de 
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purificación. Adicionalmente, éstos resultados indican que en su forma nativa la 

enzima se encuentra como monómero. Las masas moleculares_ de _algunas 

fosfatasas alcalinas de plantas han sido determinadas. Para el caso de 

amaranto Ja protelna tiene una masa molecular de ·33 kDa (Mukherjee y 

Pal., 1983), Ja de malz de 36 kDa (Bennett et al., 1973); la de sorg·o de 43 kDa 

(Krishnan y Gnanam., 1988) y en el caso de hojas de. espin~ca de 53 kDa 

(Jiang et al., 1 g97). En contraste, las• to,;iatás_a.; '.·á~ldas,~ ~'?~~almente se 

encuentran en monómeros o dímeros.pero de mas.as mol.eculáres nativas más 

altas (Duff, et al., 1994). :: é.•1; ~·i·:~; é:· •~0~;;:,:j; }':•: , , 

~~~~l~~f i~~~~E~§tf l!if f t~l~l!f fE 
La fosfatasa alcalina · pur1ficadé:i:•"en,;:éste.¡itraf)~JO}· P.r.e~e,nt~ ,·;una ·•:marcada 

~~~:f ~~f :~~~~z~~{iJ~l{f ~~~~;f~~ 
comprendidas dentro d'31·g~Jpo~d~,~~{¡.;;;it~Í~;;¡~~i;,;,;,~, Jas c~áles contienen un 

ión metálico en su cent¡::i ci.t;;;tttÍ6~~;:s~';;·~i:,E>·~.::..," algunas fosfatasas alcalinas 

como Ja de cotiledón de ~jciaj61rft~iiib'i~'ií ~é~uieren de un ión para su actividad 

óptima, en este caso es 'E>(M~;;.;'._' E;,te ~ofactor, además de ser requerido para 

la actividad catalítica, ta,.,;bién· le::é:ónfiere una protección con respecto a la 

desnaturalización: :.~or.::eie'c:í<:;:'. d.... la temperatura llevándola a soportar 

temperaturas de tiasta··:5a· •e (Hemalata y Prasad, 2002). Otro tipo de 

fosfatasas alcalinas son,Jas de hongos asociados a plantas, éstas enzimas 

presentan características de termoestabilidad de hasta 11 SºC (Zappa et al., 

2001). Se ha postulado que Ja interacción entre el sustrato y la enzima le 

confiere cambios en su estructura que les permite tolerar ésas condiciones 

extremas. 
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Los valores de Km determinados para algunas de las fosfatasas estudiadas en 

plantas indican rangos entre 0.07 a '3,5, mM utmzando p-NPP como sustrato 

(Duff, et al., 1994). El .valor determinado para la.fosfatasa alcalina purificada en 

éste trabajo es de 7.6 mM, ,1Í'al.;~ J.;poci; arriba del obtenfdo para las otras 

enzimas. Es probable qulf> rio.tod~~·I~~ ·~;,z:im'a~·~stén en el mismo grado de 
' , ·· __ :."<'..".>~.,:;_;c.·.-~,_;_:·.(-.,,-~,\.::·>,:;:_ii-::._,- < --~·:· .. - ·· --. ·. · , 

pureza y eso afecte 'ª. interacción!icOn;s~ •sustrato.' Utilizando sustratos 

naturales, observam~s qU~ ·¡a·¡;;~!.;;t'i.'~~·•,;¡¿;~·li~~. ci.;, ri-iJC:,j presenta una actividad 

if ~~~~~~s~~1111i~~[~:~~~:=;:~ 
f~[~f i{~f lllll~~~~;~cI~~ª~ 
deficiencia de Pi y su utilización. intra.celular, ·en µ'articular en la glicólisis (D;:,ff et 

al., 1989). É:sta enzima funciona.como . .:in puentlf>.que seactiv~'cuaríd0:1a 
cantidad de Pi es Úmitante y la conceritracÍó11 de ÁÓP y .ATP/ ;;~:·er-'.cüentra 
reducida 8 y 16 ~eces respectiv.;mente: Én,esta sit..¡,;;.;ió,:;~1.i pl~~-;,~.t.;;¿;i,,;,;sa 
que requiere de ATP para la conversiÓ~ cÍe;fo~foenblpl~;.Jvato'~''-á6k!c;:µi;..¡.,;i~o 
se inactiva por la deficiencia de su sustrato y Ja PEP fosf~Í~:~;,i~f~~e;';,,'·cilf>1 Pi 

necesario para Ja continuación de Ja vía sin necesidad de 1~,~t!l!.~.8:§.i~f~~rADP 
y ATP libres en el citosol, liberando además cantidades de '.F'i , (Léfevre ·et al. 

1990). 

Hasta ahora no se sabe de ninguna pirofosfatasa que se active en condiciones 

de deficiencia de Pi, pero la especificidad hacia el pirofosfato y algunas 

características 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 

monómero y con la pirofosfatasa de cotiledón de amaranto (Hemalatha y Siva, 
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2002) que mue&tra además de un pH alcalino, una importante estabilidad a la 

temperatura y una masa molecular de 20.8 kDa en forma.de monómero, nos 

llevan a pensar que la enzima·purificada se trata.de una pirofosfatasa alcalina 

que puede estar p~esente en el citosol. Unfactor lmpo'rtante para la definición 

de pirofosfatasas es s.u gra;, .dependencia de. iones Mg2 • para llevar a cabo su 

actividad. Las condici~~esiq'l.J~•uuiizair;os ;ie~pre.cÓnt~ban. cÓn presencia de 

~:::n~i::e~~:~":i~~e~~~1~iii;yj;~;;,ritr=I·~: ~;,~·de s~' ~v.ilú~ el ~fe~to de Ía 

·-e>·:·-~{~---·· ~t~s~!~~fo~i~;'.~)'fr~~v}~j~::.:,;:~·~ ::·::-~ ~:_7'., ~y/i:~----~·,~-,-~_- ~- ... ;.. _ .. . -: . 
Estudios de inhibición,;mueistran ,:~'al '.fluorur(); fosfato;. molibdato. Y., vanadato 

com~ tipicof i~iii~i~·~~~~g~'.íi~~fü~!~t~~~~:}:7i:f;,~a,~f~~~~ª.~ aé:i~éls .·púrpu.~~ son 
fas unicas.que presentan:•res1stenc1a'a'ia:1nh1b1c1ón•por tartrato (Duff, et al., 

1994)~· .L~{ti€.~~í~~~~:!~~~'.~e~~'.~~~~~S!~·~'.~~·6~~#~t!>&f6 ~.st.~.~i~ciél~ Y repC>rtes 
de inhibidores ,son raros:· En ho~gos,:se}han,presentado repc:¡rte~ en·los.que 

::s:b::~:'.·~~~~t€~~:f;f ~i*~[~~Er~\1~~~~~~~~~~f~(t~~~~~·t~.ii~;d:: 
ejercen una inhibición«. total;•: Ningún' compuesto•de)os;evaluados"presentó un 

efecto a~uJ~ci6?,'//~~?.ri~::2:~~:, ,;,~·· ~"'·,;::;:::\, :·· •• ~:~ 0 .. :f~;~.i:{,,•:,:.:: .... 
'· \:.,~-, -; I '.. ;· '"-'.' ·.'~-

Las cara~t~ristl'cas d~,J~~n~l~a ~~rificáda deben de estudiarse en conjunto 

con las demás i.;sfatasa's pres'ent;.s e,; raíz de frijol sometidas a i~anición de 

Pi. AlgUnos,' e;¡t~dio;¡ (no moÓ;trados en este trabajo) parecen indicar qu.;, la 

enzima de más .. lentá_!'Tligr~ción puede tener características de fosfatasa ácida y 

no básica como. la. de rápida migración. Esto es importante pues de esta forma 

la planta conta~á con la facilidad obtener Pi de diversos sustratos y así suplir 

más rápidamente su deficiencia, pues cada una de las enzimas presentará 

caracteríSticas cinéticas y bioquímicas especificas. 

El trabajo muestra perspectivas muy importantes con respecto a las enzimas 

inducidas en raíces 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 condición genera en la planta. Seria 

importante establecer en un futuro condiciones que nos indiquen si éstas 

enzimas intracelulares son en realidad una opción para la adaptación de las 

plantas a la deficiencia en Pi. 
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CONCLUSIONES 

1) Las ralees de plantas de frijol negro INIFAP crecidas en deficiencia de Pi 

inducen el aumento en actividad de una fosfatasa. de 35 kDa de masa 

molecular. 

2) El pH óptimo de Ja fosfatasa. fuéc de; 8 IÓ cuél Ja . clasifica dentro de las 

fosfatasas alcalinas:. ·> .. { ; ,, .. ·· · , <•+:: . " . . y. 
·~<~>:;;~-\ .,_e> . __ .,.,", .. ,-.·, . 

. ·~ ·- ; .\ ' ·J. ··,;i,c,,,'.''" • < : .. :·;,',.' . 

3) La fosfatasa alcalin .. :ciefatces:d.e'trijol presenta una alta estabilidad térmica 

cuando es incub.;¡~.;·ci:in'~Y''sU~.t~.:!to:''c: > '\ 
_:;:.,,/:,. !•' "-,<~·:~.:. -:-- .< ':'(:>.' - . '· 

4) La fosfatasa .;¡calina ·de : frijol' presenta 

((·~---.:::-.:::<'.~~~-·--_,. " ..... . -

. u~~ • espe~i~~ld~d ~ayer para 

desfosforilar susfrató·s natUrales como; pir.ofosfato, 10.,cuéi podrl.; clasificarla 

como una pirofo;.°fat.;~'a:' 
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