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RESUMEN

ta investigaciotn agricola constituye wuna alternativa para
resolver problemas relacionados con granos basiceos, aumentando las
posibilidades de obtener mayor rendimiento y mejorar su calidad
nutritiva. El presente trabajo intenta aportar un nivel mas en =1
conocimiento agricola, evaluando la actividad de la enzima focfatasa
acida (que es un mecanismo de adaptacion de las plantas al eshtrés de
féosforo en el medio radical), en Trigo y Triticale a diferentes
edades de las plantas (15, 22, 29 y 36 dias), con diferentes fuentes
de fosforo aplicadas en dos dbésis entre una detérmina:ibn v otra,

Se calibrd el método a utilirar, y esto llevé a reali:ar
mpdificaciones a algunos parametros de la técnica orginal. Empleando
el método modificado se midib 1la actividad de la enzima fosfatasa
acida (Ac—FA) de las ralces, obteniendo los siguientes ?esultados: en
la primera .determipacidn de la Ac-FA (a los 15 dias) se obtuvieron
los valores mas altos, los cuales oscilan en un rango de 64.362 a
85.816 ﬂmol p~NPP/gr de mat. fresca/hr. Para las dos siguientes
determinaciones (22 y 29 dias) la Ac-FA disminuye, sin embargo, en la
Gltima determinacion (346 dlas) se mantiene constante en casi todos
los genotipos.

En cuanto a los tratamientos. las plantas empleadas como testigos
(sin fuente de fbdsforo) presentaron invariablemente una mayor Ac-FA.
no asil las plantas tratadas con Super Fosfato Triple, donde el
fbsforo es soluble, respondieron con un decremento en la Ac-F&. lo

que implica un efecto directo del tratamiento.



En lo que respecta a las especies la mayor respuesta enzimatica sge
presentd en el Triticale variedad Alamos y la menor en el Trigo

variedad 8-029 y el Triticale variedad Tarasca.



INTRODUCCION.

En la actualidad uno de 1loz problemas mas agudos a nivel
mundial, es proporcionar a la poblacibn una alimentacibn balanceada,
pera debido al acelerado crecimiento demografico Y a la
correspondiente escasez de alimentos, esto resulta cada vez mas
dificil principalmente en zonas con menor grado de desarrcllo, coemo
son Asia, Africa, y América Latina.

Ante esto la investigacibn agricola constituye una alternativa
para solventar dicho problema, al aumentar las posibilidades de
obtener mayor rendimiento en productos basicos, asl como mejorar su
calidad nutritiva,

Uno de los cereales mas importantes a nivel mundial y al cual le
han sido explotados sus recursos genéticos por ®1 hombre, casi hasta
¢9u capacidad 1limite, lo constituye el trigo, tanto por su produccibn
mundial, cemo por superficie sembrada. A nivel Nacional el trigo
tiene un lugar preponderante ya que en volumen de produccibn se
logrd 4 321 000 toneladas en el afio 19913 1o cual colocd a México en
al tercer lugar de produccibn mundial. En cuanto a la superficie
cosechada ésta fué de 980 294 Ha para ese mismo afo, todo ello hace a
este cereal muy importante para la dieta nacional, comparado con
otros productos agricolas no menos importantes como el mafz y el
frijol (S.A.R.H., 1992).

Por otra parte, en un esfuerzo por aumentar la produccibn de

granos alimenticios, se ha desarvollado el triticale, especie vegetal

creada por el hombre y que resulta de cruzar el centeno con el trigo.



El Triticale ha demostrado prosperar hien en terrenos donde
otros cereales tienen problemas por carencia de macso y
micronutrimentos, incluse algunas variedades de éste son mas
resistentes a enfermedades comunes en los cereales., Su importancia
econbmica actual es escaza, pero muy seguramente serd importante a
corto plato, debido a las amplias posibilidades gue ofrece.

Uno de los factores que limita la producci&n de estos y otros
cereales bdsicos en algunas regiones de México, es la carencia o
indisponibilidad de 1los nutrimentas del sustrato, necesarios para
completar su ciclao vital. Uno de los mis significativas en este
sentido es el fbsforo (solo después del Nitrbgeno), ya que a falta de
éste la planta ve afectado su desarrollo y crecimiento en el tejido
de raices y tallos.

Las plantas (incluldos los cereales), han desarrollado
mecanismos de adaptacibn a la escasez de fbsforo. Entre los
mecanismos de adaptacidn se encuentra la activacidn de la enzima
fosfatasa acida por parte de la ratz para solventar la
indisponibilidad del f&sforo en el suelo (Horst, 19913 Tabatabai,
19823 McLachlan, 1980),

Por todo lo anterior, el presente trabajo se centrf en la
determinaciédn de la eficiencia radical de diferentes genotipos de
trigo y triticale en la produccidn de la enzima fosfatasa acida, come
mecanismo de tolerancia al estres ocasionado en la planta por la baja
disponibilidad del fé6sforo, empleando la técnica para determinacibn
da fogfatasas de Tabatabai (1982), modificada por Cruz, (1994) y

adaptada para los fines del presente trahbajo.



OBJETIVO GENERAL -

Evaluar la actividad de la enzima fosfatasa &cida epn dos
genotipos de Trigo (Triticum aestivum) y cuatro de Triticale (X
Triticosecale Wittmack), en distintas etapas de crecimiento de las

plantas y variando la fuente de f8sfora.

OBJETIVOS PARTICULARES.

— Evaluar cada parametro de la técnica de medicibn de la
actividad de la enzima, para utilizar los mas apropiados.

— Daterminar 1a actividad de 1la enzima fosfatasa Aacida en
distintas etapas de crecimiento del Trigo y Triticale.

- Evaluar la actividad de la enzima fosfatasa Acida variando la
fuente de fasforo en ambas aspecies.

— Determinar los genotipes de Trigo y Triticale que mejor se
adapten a la deficiencia de fbsforo, aumentando su actividad

fosfatdsica.

HIFPOTESIS.

Madiante la baja © nula disponibilidad de <fbforo para la
nutricidn de Trigo y Triticale, algunos genotipos incrementaran mas
rdpida o mds prolongadamente su actividad fosfathsica &cida, para asi
liberar fbsforo de compuestos en los cuales np estd disponible y’

asimilarlo.



REVISION BIBLIOGRAFICA.
TRIGO

GENERALIDADES. El Trigo es un componente esencial de la dieta de
las poblacibn mexicana y un producto bisico que contribuye en el
desarrollo de la economia. Ocupa el cuarto lugar en relacibn a 1la
superficie cosechada, después del maiz, sorgo y frijol y el tercer
lugar, censiderando el volumen de la produccibn obtenida, después del
maiz y del sorgo (S.A.R.H., 1992).

La produccibn nacional de Trigo para el afo de 1991 fue de
4 104 010 ton. repartidas de la siguiente manera: 3 703 985 toneladas
para el ciclo de otofie-invierno y 400 025 para el cicio primavera—
verano. Mientras que la superficie cosechada para ese mismo afo fué
de 980 294 Ha (S.A.R.H., 1992).

La produccibn de trigo se desarrolla en un marco de condiciones
privilegiadas, si se le compara con los demads cultivos basicos. Menos
expuesto a la aleatoriedad de las condiciones climdticas, debido a
que los productares de esta graminea son los beneficiarios directos
de las obras de lrrigncibn. A lo anterior se agrega el importante
apoyo que se ha otorgado para su cultivo, con coberturas en crédito y
seguro y la liberacibn de un gran numero de variedades mejoradas de
altos rendimientos, que ha sido posible difundir y adaptar con éxito
a las condiciones ecoldgicas de cada zona productora. Estos elementos
han convertido al Trigo en un cultivo muy atractivo, poco susceptible

a los siniestros y muy competitivo en algunas regiones (Noroeste y



Bajto) respecto a los demi&s productos basices (S.A.R.H., 1992}
CIMMYT, 1981).

La praoduccibn mundial del trigo ha aumentado enormemente durante
las wltimas décadas. Pero serd preciso incrementar todavia més si se
quiere alimentar a una poblacibn cada dia mads creciente. EL prbximo
aumento signifirativo de las recursos alimentarios hahra de
conseguirse principalmente, a través de nuevas mejoras en la
productividad del trigo, ya que nc es probable que se pueda disponer
de nuevas tierras cultivables en extensibn suficiente para resolver
el problema y la aplicacidn de ayuda agricola de alta energla, tales
como fertilizantes, pesticidas y herbicidas estan siendo
perjudiciales cuande se emplean en exceso (Feldman y Sears, 1981;
CIMMYT, 1987-1988).

Es por ello que de gran importancia estudiar los diversos tipos
de adaptabilidad de 1los ¢trigos ante la deficiencia de algln

nutrimenta.

CLASIFICACION TAXONOMICA. La clasificacibn taxondmica del Trigo es
la siguiente:

REIND. cvceetenesrasessasessssVegetal

DIVISION. . esssessccssse--nsssTracheophyta
CLASE..c.cesvessnssenssesses MoOnocotyledoneas
ORDEN:cecssscresacsasnasse-osGlumiferales
FAHILIA.............,........Gramineae
TRIBU..ovsecsnssnasnseereaseaTriticeae (Hordeae)

SUBTRIBU. svecevtencanseenssarsTriticeneae

GENERO...coocerasensvneaseanaaTriticum

7



TRITICALE

GENERALIDADES. En 1875, MWilson informd a la Sociedad Botanica de
Edimburgo gque habia obtenido una planta estéril a partir de un
cruzamiento de trigo y centenn., Si bien Rimpau produjo el primer
Triticale fertil en 18a8, éste cultivo continud teniendo
relativamente poca trascendencia hasta ya avanzadns los primeras
decenios del siglo XX (CIMMYT, 198¢). El primer adelanto en 1la
produccidn de triticales fértiles se alcanzd en 1937, con el
tratamjenta con colchicina (alcaloide derivado de los bulbos o de las
samillas del azafrdn de otofio (Colchicum autumnale). Este alcaloide
puede inducir la duplicacibn del aGmero de cromosomas de las plantas,
astao hizo posible la creacibn des triticales primérias fértilen
{Varughese, et al, 1987).

La segunda gran cantribucibn a la produccitn de Triticale se
produjs en el decenio de 1940, cuando se desarrollaron las técnicas
de cultivo de embriones (CIMMYT, 1981).

E]l perfeccionamiento de las técnicas de rescate de embriones y
de la colchicina fueron de gran utilidad para las investigaciones
sobre el triticale, por primera vez fué posible producir Triticales
en cantidades adecuadas (Varughese, et al, 1(987).

En la actualidad el Triticale ha dejado de ser una curiosidad
cientifica y se ha canvertide en una planta que ae estd mejorando
genéticamente para contribulr a la alimentacitin del hombre
principalmente. En al mundo  existen diversos programas de
mejoramiento de Triticaleg, destacando en este sentido el l:em:ro.

Internacianal de Mejoramiento de Malz y Trigo (CIMMYT), gue desde su

8



fundacidbn en Meéxico ha liberado muchas variedades nuevas (Varughese,
et al, 1987).

CIMMYT (1981) sefiala que el triticale es un cultivo que dia a dia
va cobrando mayor interés, reportando una extensibn sembrada de mas
de un millén de hectdreas en todo el mundo.

El Triticale ha sido estudiade por la FECOTRIGD en Brasil, desde
1969, desde entonces se han cultivado extensas zonas en éste pals y
en otros, con el fln de comparar y mejorar sus caracterlisticas con
respecto a sus pregenitores. En un ensayo comparativo de rendimiento
del triticale con e trigo, realizada por la CEP- FECOTRIGO, los
resultados obtenidos en produccibn, inmunidad, resistencia vy
tolerancia, fueron considerablemnete superiores al trigo (Svoboda,
1982).

Otros estudios muestran que al comparar el vrendimiento y la
calidad del forraje de diferentes especies de cereales de grano a
través de varios cortes, que los cultivares de Triticale fueron
similares al de la avena, superaron al de ¢trigo, pero fueron

inferiores a los de ceanteno (Brown y Almodares, 197&).



CLASIFICACION TAXONOMICA.

El Triticale es un anfiploide resultante de la duplicacibtn de
cromosomas del hibrido intergenérico producido al cruzar el Trigo
(Triticum aestivum) con e{ Centeno (Secale cereale). La clasificacibn
Taxonbmica del Triticale es la siguiente:

(Robles, 1978)

REIND...ovseecscencns=cseesssVagatal
DIVISION. cecacsenecreceessss.Tracheaphyta
SUBDIVISION:ccccessecesacssea.Pteropsidae
CLASE...ccscsoscecsscesassessANgiosperma
BUBCLASE. ssesesesseassessassMonocotiledoneae

GRUPO..cccavsessesansaccerssssGlunifora

it
1
H
{

ORDEN...cctssvecenssnsnsenaaGraminales
FAMILIA. s ctevecrecccsnesses-.Braminae
TRIBUsseeosesvaressansncrssssTriticeaes
GENERD. .+ es0s0acc00sansssscasTriticale
ESPECIEscsssscsscsnssesersa.-8p hexaploide

sp octaploide




CALIDAD NUTRITIVA DEL TRITICALE.

La calidad nutritiva del Triticale es semejante a 1la del Trigo y
en algunos aspectos llega a superarlo. En particular en =] mayor
contenido de lisina del Triticale, su mejor digestibilidad protelnica
y el balance de minerales lo hacen especialmente adecuado para
reemplazar o complementar a otraos cereales en la alimentacibn humana
o animal (CIMMYT, 1981).

Por otra parte, el contenido de fbsforo en el Triticale es mas
alto que el de cualquiera de las dos especies que le dieron arigen
(4.5 g/Kg de materia seca, en comparacibn cnﬁ 3.8 g/kg del Trigo y
4.1 g/Kg del Centeno), esto hace del Triticale un elemento
convenieante en la alimentacibn de animales cuyas necesidades de
fosforo sean considerables (como pudiesen ser cerdos y gallinas)
{Varughese, et al, 1987).

Los primeros Triticales contenlan un altlsimo porcentaje de
proteina debido a que sue granos arrugados tenlan un bajo contenido
de almidbn . Conforme se ha mejorado el llenado de 1los granos del
Triticale, el porcentaje de proteina ha disminuido segin se habla
predicho. Los granos de los Triticales de alto rendimiento tienen
ahora de 10,5 a 13.5 % de protelina, lo cual se compara con el 10 a
12 % de proteina de los trigos harineros que se cultivan. Por otra
parte el porcentaje de lisina es generalmente mayor en el Triticale,

que @n los trigos harineros (Hernandez, 1978).
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DISTRIDBUCION DEL CULTIVO DEL TRITICALE.

El Triticale es un cultivo que dia a dia va cobranda mavor
interés; se reporta una exctensibn sembrada de mads de un millédn de
hactareas en todo el munda, los pafses desarrollados son los mayores
productores, aunque otros palses en desarrollo, como Argentina y
Heéxico, va lo producen comercialmente (CIMMYT, 1981).

. Palonia cultivaba a finales de la década de los ochentas cerca
de 250 000 Ha de triticale, y para principios de la decada de los
noventas, proyectaba cantar con més de un millétn de hectbreas
dedicadas a este cultive. los triticales polacos se siembran hoy en
muchos pajses europens y en otras regiones donde se siembran cultivas
de invierao (CIMMYT, 1981; CIMMYT, 1987~ 1988).

Estacos Unidos, Suecia, Francia, Gran Bretafa, nlehania, Hungria
y otros pafises, proporcionan nuevas fuentes de diversidad genética,
En lo que respecta a Jas areas de cultivae en Méxica, el triticale
prospera bien on las regiones donde se cultiva actualmente trigae,
cebada ¢ avena, y en la mayarla de los casos se desarrolla mejor en
terraenos donde otros cereales tienen praoblemas por carencia de
microelementos, como en el caso de escaaez de zinc, o en los suelos
que contienen mayor cantidad de sales. Por 1o gue e refiere a
precipitaciédn  pluvial, si esta no es demasiado irregular, las
casechas de triticale son bugnas en 8reas donde la cantidad de lluvia
es de alrrededor de 300 a &00 milimetros (INIA., 19B84).

En 1983, en 1los Altos de Jalisco y 1a Sierra Tarasca se
cultivaba con éxito el triticale y en la parte Norgeste del Lago ‘de
fatzcuarg ha desplazado al trigo ya gque produce hasta 30 % mds de

rendimiento en siembras de temporal. En la regibn de los Valles Altos
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de los Estados de Puebla, Tlaxcala e Hidalgo, este cultivo tiene
posibilidades de prosperar, pues responde bhien a suelos arénosos, que
son frecuentes en esta Area y también porque las heladas erriticas de
julio no lo dafdan, como sucede en los cultivos de malz y frijol.

€1 &area potencial de siembra de temporal del triticale es
amplia, pues con las actuales variedades seria posible sembrar mis de
15 000 Ha en cada uno de los Estados de Jalisco y Michoacan, y al
rededor de 30 000 Ha en los Estados de Tlaxcala, Hidalgo, Puebla y
Estado de Mexico (IMIA, 1984).

La importancia social del cultivo de triticale aiun es reducida,
sl se le compara con la del trigo, pués de las variedades existentes
del primero, ninguna logra igualar las caracteristicas de la harina
del trigo para la elaboracibn de pan, aunque se tiene conocimiento de
que usando una mezcla de triticale-trigo en proporcibn 75-25, se
logran buenos resultados en la panificacibn (INIA, 19843 CIMMYT,

1981) .
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CARACATERISTICAS GENERALES DE LAS GRAMINEAS.

Las gramineas son plantas herbaceas con tallos cilindricos
fistulosas y articulados, con diafragmas transversales en los nudas
engrosados, las hojas se disponen en dos filas a lo largo de ellas,
son disticas. Su hoja se compong de una vaina, que abraza al 'tallo.

Las espiculas forman inflorescencias complejas especiformes o en
farma de panicuta. Cada espicula estd envuelta en su base por las
glumas, generalmente en nbmero de dos. Siguen a estas, dispuestas de
manera distica, les lemas o glumelas inferiores, que funcionan como
bracteas madres de las flores (Strasburger, 19743 Soldanao, 1978).

El embrién posee un cotiledbn transformado en un &8rganc absorbente
de forma abroquelada, el escutelo, mediante el cual se.aplica por el
flanco al endosperma.

La {mportancia de las gramineas en la bibsfera es muy elevada,
ellas determinan el caracter del paisaje en las sabanas , estepas y
praderas. La evolucibn de grandes gqrupos de animales no podrila
imaginarse sin ellas. Para el hombre es un cultivo que representa una
fuente alimenticia de enorme importancia (Strasburger, 1974).

Uno de los cereales mas importantes es el trigao, cuyas
caracteristicas son: esplculas solitarias, por lo comln con 3 a S
flores, gQlumas anchas y lemas aristados. El mds importante es el
trigo comiin hexaploide (Strasburger, 1974) Ver Fiqura 1 (a,b y é).

El trigo estd constituido por un sistema radical. tallo principal
y tallos secundarios o macollos, hojas inflorescencias. Las raices
gon numerosas, fibrosas y se extienden en la superficie y profundidad -

de acuerdo a las condiciones del suelo. Existen dos tipos de raices
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las primarias o seminales y las secundarias o adventicias (Soldano,
19780 .

Mackey (1973), citado por Solanoc (1986), sefiala gue las ralces del
trigo han sido modificadas, inadvertidamente como consecuencia del
mejoramiento genético orientado basicamente a la parte aérea.
Rappapart y Sachs (1977), citado por Solano (1983}, indican que el
sistema radicular es controlado por factores genéticos de la misma
amplitud que aquellos que controlan la parte aerea, y que el sistema
radicular puede ser visto como un reflejo de la parte aerea.

El Triticale es morfolbgicamente semejante al trigo, éste tiende a
sar mas vigoroso en su tallo con un grano més grande y una espiga mas
larga dependiendo de su habitat. El grano del Triticale suele ser mas
ancogido y arrugado gue el del trige (Bushuk y Larter, 1980).

El alto contenido de protelna en el grano del Triticale tiende a

estar asocliado con el arrugamiento del endospermo (Zillinski, 1974).
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Figura 1

a), Trigo (Triticum astivum).

b). Esplcula del triga: glumas (h), lemas (d), paleas (v).

c). Seccién Longitudinal mediana de la parte inferior de

un grano de trigo, pared lateral del surco del grano (f), en la
parte inferior izquierda del embribn con escutelo (sc), haz
conductor (vs) y epitelio cilindrico (ce), ligula (1), coleop-
tilo (), cono vegetativao caulinar (pr), epiblasto (11),
coleorriza (cl), radlcula (r), caliptra (cp) vy punto de
salida (m). 16



ENZIMAS.

ta enzimologia es la ciencia que se refiere al estudio de 1la
estructura y el funcionamiento de las enzimas. Esta ciencia reviste
espacial interés en el fendmeno bioldbgico debido a la asociacibn que
existe entre las enzimas y la vida mismaj tanto asl gque el origen de
la vida se ha relacionado, en gran medida, con el origen de las
enzimas.

Se sabe gue la vida de una célula depende de un complejo conjuntoc
de reacciones quimicas sucesivas conocidas como vias metabdlicas.
Cada una de estas vias es una secuencia de transformaciones quimicas
catalizadas por enzimas especificas. t.a modificacibn o la ausencia de
cualquiera de éstas enzimas puede ocasionar serios transtornos en
estos procesos e incluso la muerte de las células o los organismos
{SaAnchez, 1987).

La accibn encimdtica es un fenbmeno que presenta caracteristicas
relevantes, tanto para la biologla como para la fisicoquimica y otras
ciencias.

A partir de que Payeu y Fersoz descubrieran las enzimas (fermentos
o diastasas) en 1833 y de que Eduard Buchner reconociera, en 1897,
que los procesos enzimidticos no reguieren la presencia de la célula
viviente , el estudio de las enzimas se centrbd primordialmente en
conocer su naturaleza quimica. Los trabajos de Summer en 1926
(posteriormente ampliados y confirmados por WNorthrep en 1930)
demostraraon claramente que las enzimas son protelnas (Sanchez, 1987;'

Miller, 1981).
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Durante los 20 afos siguientes, se intensificaron las
investigaciones, lo que permitit descubrir y purificar un
considerable nGmero de enzimas, as{ como cristalizar algunas de
éstas. El avance logrado en este perlodo permitid internarse mas en
el aArea de la caracterizacidn quimica de las enzimas y profundizar en
el conoccimientc de 1a secuencia de los amino&cidos que las
constituyen. Avances posteriores de gran significacidn en el campo de
la cinética enzimatica, el intercambio de moléculas radiactivas y los
caracteres termodindmicos de los complejos enzima-sustrato,
permitieron comprender mejor algunas de las caracteristicas
fundamentales de la accibn enzimdtica, tales como su especificidad
por sustratos, el reconocimiento del sitio activo y sus mecanismos de
accibn.

Finalmente, el avance logradoc en los Gltimos tiempos en el
conocimiento de 1la estructura tridimensional de las enzimas, el
rgconocimiento de los "dominios" de las proteinas y su conservacibn
durante la evolucibn biolbgica, bhan contribuido a cambiar los
conceptos sobre la organizacibn y la regulacibin de las enzimas en las
células vivas (Sanchez, 1987).

Por otra parte, una de las caracteristicas de la célula activa
es @u habilidad para desarrollar reacciones complejas répidamente y a
la temperatura ambiente. Fuera de la célula estas reacciones se
desarrollarian con demasiada lentitud. La compleja maguinaria
metabdlica fundamental para 1l1a célula. no padria trabajar a
velocidades tan bajas. Los principales agentes que participan en las
notables transformaciones celulares pertenecen a un grupo de

protelinas denominadas enzimas (Conn y Stumpf, 1982).
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Una enzima es una proteina sintetizada por la célula v..a, que
cataliza o acelera, una reaccién termodindmicamente posible. De esta
manera, la velocidad de la rgacci6bn resulta compatible con el proceso
bioquimico esencial para' el mantenimiento de la vida czlular. La
enzima no modifica en forma alguna la constante de equilibrio o el AG
de una reaccibtin. Como son proteinas, todos los agentes capaces de
desnaturalizar a estos compuestos (como el calor, los &cidos vy las
bases fuertes, los solventes orgdnicos y otros materiales) hacen
perder a las enzimas sus propiedades catallticas.

La elevada especificidad de la funcién catalltica de las enzimas
ge debe a su naturaleza protéica. La extraordinariamente compleja
estructura de las proteinas les confiere tanto los medios para un
mecanismo de reaccibn particular, como la capacidad de molde para
identificar solo a un limitado grupo de sustratos. La célula puede
elaborar enzimas para diferentes funciones debido a que, en realidad,
la estructura primaria dictamima 1la estructura compleja final
{estructura terciaria) (Conn y Stumpf, 1982).

Especificidad mnzimdtica.

Una de las caracterlsticas mis saobresalientes de la catalisis
enzimidtica es el alto grado de especificidad de la enzima por el o
los sustratos de la reaccibn. Esta propiedad se limita a una sola
molécula o a un rango muy restringido de sustancias quimicamente
relacionadas con ella,

Los diferentes grupos de enzimas varian mucho su grado de
especificidad segun sean el o los sustratos de la reaccidn. Algunos,
como el de las deshidrogenasas, comprenden enzimas de las mas

especificas ya que, en términos generales, sélo aceptan un sustrato
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cone: danador de hidrégenos y otro como receptor. Sin embargo, obtras
enzimas actfian sobre un rango mads amplie de sustancias, aunque
difieren mucho en la velocidad de la catdlisics (Sanchez, 1987).

Existe, ademds, una notoria estereocespecificidad en las enzimas
que incluye la capacidad de distinguir entre dos sustratos con grupos
funcionales aparentemente idénticos colocados en uwna molécula
asimétrrica. Con el uso de isétopos radiactivos se ha podido confirmar
experimentalmente que las enzimas son capaces de seleccionar
golamente uno de los isémeras bpticos de upa mezcla D/L. Esta
observacitn en el comportamiento enzimdtico lleva a concluir gue la
unibn de la enzima con el sustrato requiere de la participacibn de un
minimo de tres grupos residuales de la cadena peptlidica para la
debida orientacitn del sustrato.

Asi pues, si se considera que estos catalizadores de alta
especificidad determinan no sblo la velocidad de cada una de las
reacciones celulares, sino que ademds pueden distinguir, en un
momento determinado, entre mGltiples metabolitos presentes, cudl o
cudles son los que van a ser transformados, se concluye que 1la
actividad interrelacionada de catalizadores muy especializados dentro
de una célula viva representa un sistema organizativo de 1la
naturaleza sumamente complejo. que permite una regulacibn precisa y

simultinea de 1las diversas vias metabblicas operantes (SAnchez,

1987).
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FOSFORO.

El fbsforo es uno de los 16 elementos esenciales para todas las
plantas (Miller, 1981), y el segundn mas critico nutrimento vegetal
de los macroelementos, esto es debido a que el total del suministro
de fbsforoc en la mayoria de los suelos es bajo y no esta realmente
disponible para las plantas (Deonahue, 1981}.

El f&sforo total en un suelo arable promedic es aproximadamente
de 0.1 % por peso, del cual solo una infinitésima parte esta
disponible para las plantas (Donahue, 1981).

Otros autores mencionan que la cantidad de fosfatos en el suelo es
inferiar a 1 kg/Ha y en casos muy especificos llega a ser hasta de
0.1 kg/Ha (Thompson, 1982).

No es tan importante la cantidad de fosfato en el suelo como la
velocidad a la cual ae va disolviendo. Las plantas pueden adquirir
un desarrollo satisfactorio con una cantidad muy pequeda de fosfato
en solucibn, siempre y cuando se mantenga esta concentracibn., Esto
significa que las condicionas para una rapida formacibn de fosfato
asimilable, a partir de los compuestos organicos y de los inorganicos
debe ser favaorable {(Thompson, 1982).

La fuente original de fbsforo en €l suelo es la apatita
Cag(P04)xF, un fosfato calcico de baja solubilidad. Los iones
solubilizados, HzPO04—, reaccionan rapidamente en el suelo para formar
fosfatos insolubles (este mecanismo es conocido como fijacibn de
fosfatos), con iones de calcio o con hidrbxido de hierro y aluminio,
esto sucede en suelos Acidas, en suelos alcalinos se forma fosfato

tricAlcico que también es poco soluble. Como se puede observar el
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féaforo no es muy mbvil en las soluciones del suelo y debe ser
aplicado donde sea necesario., Las pérdidas por lavado no son
considerables (Donahue, 1981; Mansivais, 1989).

No séblo las formas minerales de fbsforo tienen baja solubilidad
sino que no hay un mecanismo eficiente para absorcibn de iones
HoP04- como iones intercambiables en los cristales de arcilla o
particulas de humus por cationes. Como resultado, el fbsforo usado
por las plantas mas que al aplicado come fertilizante es derivado
principalmente de los fosfatos liberados durante la descomposicibn de
la materia organica en el suelo (Donahue, 1981).

Aunque se reconoce que el fbosforo se encuentra como anibn
intercambiable, se cree que el intercambio no es importante en 1la
nutricién de la planta con este elemento, es decir, las n:'alces de las
plantas toman directamente el fosfato de la solucibn ea una
proporcitn mucho mayor que el que absorben por intercambio (Thompson,
1982).

En afos recientes ha cobrado interés la determinacibn de 1la
actividad enzimadtica en los suelos y esto ha promovido wun
significativa avance en este campo. En particular los métodos
desarrollados para determinar la actividad de la enzima fosfatasa, la
cual libera al fosforo orgaénico, rompliendo los enlaces ester-fosfato
de los compuestos en la rizésfera, dicha actividad enzimdtica se
incrementa en relacibn a la deficiencia de fbsforo en el suelo
(Trasar y Gil, 198&).

Es importante recordar que el f&sforo no se encuentra en estado
de "pureza gquimica" (P) en el suelo, este se combina constituyendo
compuestos organicos (como los fosfolipidos. &cidos nucleicos, fitina
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e inositol, pertenecientes a la composicibn de la materia organica) e
inorganicos (procedentes ademas de la descomposicibn bacteriana del
material organico, de los minerales del suelo del grupo de la
apatita principalmente cun;o fluorapatita, clorapatita, hidroxiapatita
y de fosfatos especificos como los de Ca, Fe y Al) (Radriguez, 1982;
Monsivais, 1989).

Las diferentes funciones en las cuales interviene el fbsforo en
las plantas son muy diversas. El1 fbsforo inorgdnico actlia como
coenzima y mantiene el equilibrio con el fésforo organico dentro de
la planta. Por otra parte el fasforo organice interviene en 1la
constitucidn de compuestos de almacenamiento y de estructura (como la
fitina) en las semillas, fosfolipidos (como la lecitina), Acidos
nuclejicos y nucleoproteinas constituyentes de cromosomas; el fbsforo
organico también forma parte de compuestos del metabolismo
intermediario como el difosfato y trifoafato de adenosina (ADP Y ATP)
gque son los almacenadores y transportadores de energia y ademas
interviene en procesos de la reproduccibn de las plantas (Rodrigue:z,
19823 Gaucher, 1971).

En general el fosforo tiene una importancia vital en funciones
como la respiracibn, la fotosintesis, la divisitn celular, sintesis
de azlcar, grasas y proteinas, la acumulacibn de energia (ATP y NADF)
en los fenbmenos de la fosforilacitn y la requlacitin del PH de las
células. El1 fosforo normalmente se acumula en tejidos activos {de
sintesis y respiracibn), los meristemos (puntos de divisién celular?
semillas y frutos, en los cuales juega un papel primordial para el

buen desarrollo de las plantas (Rodriguez, 1982).
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€l fosforo también es necesario para ciertos procesns
enzimdticos, como la produccibn de alcohol a partir de azGcares, y la
transformacién de azGcares en almidhn, y viceversa (Miller, 1981).

Una buena disponibilidad de fbsforo produce un mayor desarrollo
radical, mayor crecimiento y mejor desarrollo general de la planta,
aceleraciéin de la floracibn y fructificacibn, mayor resistencia a
condiciones adversas (Rodriguez, 1982). El nlicleo de cada célula de
la planta contiene f&sforo, por lo que la divisitn y crecimiento
celular son dependientes de adecuadas cantidades de &1 (Donahue,
1981).

Por otra parte, la aplicacibn de grandes cantidades de fbsforo
soluble como fertilizante en suelos bajos en zinc disponible, puede
aoriginar deficiencia de este elemento en plantas coma -i malz, frijol
y lino ya que lo inmoviliza por la formacibn de fosfatos insolubles
de zinc (Donahuae, 1981).

Las plantas deficientes en fbsforo son de crecimiento lento y a
menudo enanas en la madurez. Las hojas son de colaor verde obscuro, y
el desarrollo de las antocianinas pueden estar aumentando
(Miller,1981).

8i hay deficiencia de f&sforo, la divisibn celular en los
vegetales se retarda y el crecimiento se detiene. Una coloracibn
verde oOscuro asociada a un color plhrpura en el primer periodo de
crecimiento es sintoma de deficiencia (Monsivais, 1989).

La deficiencia de fbsforo interfiere también con la normal
apertura de los estomas de ciertas plantas, creando temperaturas 10 %
mis altas en las hojas, mediante periodos de sol, que en las hojas de ’
plantas con adecuado fésforo, Las altas temperaturas en las hoias
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pueden afectar criticamente el crecimiento de la planta en Aareas
donde la temperatura aumenta demasiado . Sin embargo, las baljas
temperaturas ambientales afectan también directamente al crecimiento
de las plantas que toman el fOsforo procedente de la descomposicibn
de la materia organica, ya que el frio disminuye la descomposicibn y
la consecuente liberacibn de fosfatos, lo que provoca una baja
disponibilidad de fasforo y por consiguiente un menor crecimiento
{Donahue, 1981).

Los factores que afectan a la inmovilizacibn y a la mineralizacién
del fbsforo estan asociados con la actividad micraobiana. Cuando 1la
poblacidn microbiana se esta desarrollando rapidamente, los
organismos pueden agotar la cantidad de fosfato soluble de una manera
temporal. A medida que la poblacibn disminuye parte del fosforo del
tajido microbiano se mineraliza. La mineralizacibn Y la
inmovilizacién son reversibles, pero la reaccién no es un proceso en
equilibrio (Thompson, 1982; Donabhue, 1981).

La relacién entre el pH vy la cantidad de fésforo asimilable es muy
estrecha. Se cree gue @l pH Optimo para la solubilizacibn del fbsforo
se encuentra en el intervalo de 6.5 a 7.5. En el intervalo de pH gue
. encuentra en el sualo (entre 4 y 10) existen tres formas de
ortofosfato: el monovalente, HyPO4—3 el divalente, HPD;=, vy el
trivalente PD4:. La existencia de cualguiera de estas formas estd en

funcién del pH (Thompson, 1982).
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MECANISMOS PARA LA TOMA DE NUTRIMENTOS EN LAS PLANTAS.

Las plantas absorben los nutrimentos del suelo principalmente en
farma de iones, estas pueden obtenerlos también mediante la absorcibn
a través de las hojas o de las raices. El1 agua es absorbida por los
astomas, pero la cantidad es pequeda comparada con la cantidad que
entra por las ralces. Investigaciones con elementos radicactivos han
demostrada que solamente el hidrbgeno del agua es utilizado por 1la
planta; el oxigeno es liberado como un gas (Donahue, 1981},

Los nutrimentos son suministrados mediante los siguientes
mecaniamos: Flujo de masa, Difusiébn e Intercepcibn radical.

Las plantas transpiran gran cantidad de agua, la mayor parte de
ésta es absorbida por las rafces, la cual se mueve a través de las
migsmas y del tallo, y finalmente la mayor parte se pierde como vapor
por los estomas en las hojas. La continua absorcibin y transpiracibn
del agua por las plantas significa que grandes volumenes de éste
liquido deben moverse a través del suelo. El agua con loa nutrimentos
disueltos (llamada solucién del suelo), se mueve del suelo a las
ralces. De ah! gque el agua y los .nutrimentos son absorbidos por la
planta mediante diferentes mecanismos. €l movimiento de las
nutrimentos a través del suelo, en el agua en movimiento, @s llamado
flujo de masa (Donahue, 1981). -

Al momento que las ralices absorben nutrimentos de la solu:ivon del
suelo, otros nutrimentos disueltos se mueven hacia las ralces, esto
por las leves de difusibn (que es, de zonas de mayor concentracibn de

nutrimentos a zonas de concentracidn mds bajal.
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Con el crecimiento de las rafces, ellas se extienden a nuevas
Areas del suelo donde se encuentran o interceptan con iones en
solucién. La extensidn de la ralz disminuye la distancia necesaria
para que los nutrimentos ‘se muevan por flujo de masa o difusibn hacia
la superficie 'de las ralices (Donahue, 1981). Este mecanismo es
conocido como “Intercepcidn radical”, gue es el desarrolio de la
mayor elongacibn de la rafz bajo condiciones de estres, para tener
mayor espatio-volumen de exploracidn (Anuradha y Narayanan, 1991;
MclLaughlin y James, 1991; citados por Cruz, 1994).

La rafz es una combinacibn de un enrejado activo (formado por
paredes celulares), que esta en contacto con la solucién del suelo y
el protoplasma celular (la porcién viva interior), que estd rodeado
por una membrana. Una selectiva y discriminante absorcibn de iones
esenciales (tambien como la de no esenciales) ocurre a través de
éstas membranas celulares por procesos muy complejos.

A medida que las ralces absorben nutrimentos, excretan cationes H+
an una cantidad de cationes equivalentes o un anitn HCOx- por una
cantidad de nutrimento aniénico absorbido.

La principal fuente de nutrimentos anidnicos, es la materia
organica del suelo. La descomposicibn de la materia organica por
bacterias, hongos y actinomicetos (todos microorganismos) pone estos
nutrimentos anibnicos disponibles para la absarcitn de las plantas
(Donahue, 1981). La capacidad que tienen las sustancias hamicas de
formar sales disociadas, junto con la adsorcibn de cationes por las
arcillas, origina el complejo de cambio ibnico, mediante el cual
existe un equilibrio dindmico de cationes, llamado bases de cambio (y
en menpor grado de aniones), entre el complejo organomineral y la
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gsolucién del suelo, permitiendo asl la adecuada nutricibn vegetal
(Gallardo, 1980).

Los tones en el suelo se encuentran de diversas maneras:
1. En la saturacibn acuosa del suelo en donde son facilmente
asimilados por las plantas, la solucidn del suelo es el.principal
proveedar de iones.
2. En los coloides que forman el suelo, los iones se encuentran
adsorbidos alll por las atracciones eléctricas de los coloides
organicos e inorganicos y las cargas de los distintos iones.
3. En la eatructura cristalina de los coloides.

Las plantas utilizan los jones qua se encuentran en la solucién
acuosa del suelo y los adsorbidos en la superficie de las partficulas
coloidales. lLas plantas aprovechan can mayor facilidad los iones de
las soluciones edidficas, en cambio, los adsorbidos en los coloides
serdn mas dificiles de un aprovechamiento directo siendo
intercambiables con la soluci{én del suelo (Rodriguez, 1982).

Las sales nutritivas en el suelo al entrar en la solucibn tienden
a disociarse en sus partes conformantes, las aniones de carga
negativa y los cationes de carga positiva.

Mediante la llamada serie liotrbpica de los cationes u
ordenamiento de los cationes de acuerdo a la fuerza en gque estan
unidos a los coloides del suelo, se explica la facilidad que tiene
la planta de intercambiar iones directamente con las micelas.

Los coloides del suelo se pueden dividir en coloides minerales y
orgdnicos. Los minerales estin constituidos por las micelas de  los
distintos Qrupos de arcillas (caolinitas, varmiculitas,

montmorillonitas, cloritas, entre otras), las partlculas de Oxido de
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hierre y aluminio y los alofanos. Los coloides organices san el humus
(mor, mull, moder, anmoder y humus microbiano), y demas sustancias
organicas (Gallardo, 1980).

Los nitratos, sulfatos y bicarbonatos son aniones que se destacan
por una facil intercambiabilidad, con excepcibn de los fosfatos que
en suelos alcalinos precipitan en forma de fosfato de calcio vy
manganeso, y en suelos adcidos son fijados por las caolinitas y bxidos
de hierro y aluminio, par 1o tanto, los fosfatos no son facilmente

absorbidos por las plantas (Radrigez, 1982).

En el proceso de absorcibn de los nutrimentos se distinguen cinco

atapas:

1. El intercambio de iones entre micelas y la solucidn salina del
suelo., En la superficie de las micelas se encuentran adsorbidos los
distintos. cationess la fuerza con_gue esatadn adsorbidos depende del
tipo de catibn (determinando la serie liotrbpica), indicando la mayar
probabilidad de intercambio con la solucibn del suelo de aquellos
cationes que estén menos fuertemente unidos. Esta etapa es conocida

como “"adsorcidn de la interface micela-solucibn del suelo”.

2. Intercasbio de iones entre la ralz y el suelo.

La ralz puede hacer el intercambio de dos faormas respecto al
suelo:
— Directamente por contacto entre ralz y suelo.

- Indirectamente a través de la solucién del suelo.
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El intercambio directc se produce entre los iones de la superficie
de la ralz y los iones adsorbidos en el complejo de intercambio del
suelo.

€n el intercambio indirecto a través de la solucién del suelo la
ralz constantemente absorbe nutrimentos como Ca**, «*, NHI}*, Mg*t,
Al¥**, H* , Fe**, Na**, entre otros, y elimipna al suelo CO; que san

los desechos del proceso metabdlico y la respiracidn (Rodriguez,

1982) .,

3. Acumulaciébn de iones entre la pared celular y el plassa celular.
La bared celular de las ralces posee una gran permeabilidad que ~
permite una buena penetracidn de los iones, la cual actda
favoreciendo por medio de sus cargas eléctricas el pamaje de los

iones segln su carga.

4. Transporte activo y pasivo a través de la membrana. La absorcibn
de iones puede ser de una forma pasiva o activa. La pared celular,
el espacio intercelular y 1los vasos xilemdticos constituyen el
apoplasto, Ahl se forma un “espacio libre aparente"” en donde los
iones circulan en forma pasiva y libre. La entrada o salida de los
iones depende de un gradiente de difusibn, es decir que los iones se
van moviendo de acuerdo a las diferencias de concentracibn qye hay
entre un punto y otro (Rodrigez, 1982).

Los iones van avanzando al interior de la rafz siguiendo un
gradiente de concentracibn, van de un punto de mayor concentracibn a
atro de menor; al llegar a la endodermis se encuentran can las Bandas'

de Cagpari, que son impermeables, y para poder entrar al simplasto
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deben gastar =nergia metabblica, constituyendo de esta manera una
absorcibén activa,

El gasto de energia metabblica supone un gasto de respiracibn va
que la energlfa es obtenid‘a a partir de la respiracibn o consumo de
algunos substratos orgdnicos, utilizandose para este proceso el
oxigeno. La absorcibn activa promueve una elavacibn de la
cancentraciétn de iones en el simplasto hasta niveles muy superiores
que los del exterior, y esto se debe al gasto energético que realiza
la planta, pues se absorben iones en contra del gradiente de
concentracién {contrariamente de 1lo que ocurre en la absorcibn
pasiva), El simplasto es contintio en el Snter.'ior del vegetal; asti,
los iones llegan al cilindro central a través de los plasmalemas. En
el transporte activo intervienen unas sustancias especificas llamadas
"transportadores"”, situados en las membranas de las células. Los
transportadores dejan libres a los iones en el apoplasto del cilindro
central, es decir en los vasos xilemdticos, siendo allf las
concentraciones de los iones mucho mayor que en la salucibn del
guelo. Una vez en el xilema, los iones son transportados con el agua
a las diversas partes de la planta. El transporte activo origina una
acumulacidn constante #n las células en crecimiento y en las que se

produce una multiplicacién celular (Rodriguez, 1982).

S. Traslado y distribucibn de las salws inorgldnicas. los iones
inorgénicos absorbides por 1a rafz en forma de aniones {(que
constituyen los nutrimentos de la planta), son trasladadas por el
xilema en forma ascendente junto con el agua, En esta corriente

ascendante del xilema también se produce una difusibn lateral de los
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iones inorganicos hacia el floema (que transporta sustancias
orghnicas). Cuando las sales liegan a las células de las hojas se
combinan con las sustancias orgdnicas y migran hacia arriba y abajo

de los &rganos de la planta a través del floema.

Existen diversos factores que afectan la absorcibn idnica de tipo

interno y externo entre 1os cuales estan:

Factores internos.

-~ Los factores puramente genéticos de la especie que determina la
capacidad de absorcidn. .

- El1 wstado de desarrollo de las plantas, estas tienen mayor
absorecién de nutrimentos en este peribdo, ya que en el momento de la
floracidn se detiene relativamente la absorcibn puesto que la planta
asta gastando gran cantidad de energia en dicho proceso de
desarrollo.

- E1 sstado general de sanidad de la planta. Una planta enferma posee

menos capacidad de relacién con el medio.

Factores externos.

- Temperatura del suelo, el oxigeno, la luz y la concentracibin salina
lxt.rna’sun algunos de los factores que influyen en el proceso de
absorcitn de nutrimentos por la planta.
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METODOL.OGIA

El trabajo se realézb en el Laboratorio de la Seccidon de
Nutricién Vegetal del Instituto de Recursos Naturales del Colegio de
Postgraduados , Méxica.

Se utilizaron para el desarrollo del experimento, dos genotipos
de trigo (Triticum aestivum) y cuatro genotipos de triticale X
Triticosecale Wittmack).

Los genotipos de trigo utilizados en el experimento fueron:

§-027 acid soil
§-030 acid soil

Estos genotipos son variedades que prosperan muy bien en suelos
Acidos, y son variedades provenientes de Brasil.

Los genotipos de triticale utilizados en el experimento fueron:

Alamos Stier 25

Eronga 83 Tarasca 87

La siembra de las semjllas se hizo utilizando semilleros de
unicel para los primeros 7 dfas, al cabo de los cuales, se
transplantaron las plantulas a vasos de unicel del No. 110, como
sustrato se empled Agrolita, tanto en el semillero como en los vasos.
Se sambraron de tres a cuatro semillas por cada contenedor del

semillero. Después cada vaso fug¢ tomado como la unidad experimental.
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El experimento se realizb de acuerdo al siguiente disedo
experimental completamente aleatoria,
Donde:
A = DIFERENTES TRATAMIENTOS DE FOSFOROC.
ESPECIES
T = Trigo.
H = Triticale.
GENOTIPOS

T1-T2 = Distintos genotipos de Trigo.
Hi1-H4 = Distintos genotipos de Triticale.

TRATAMIENTO

DE FOSFORO A

ESPECIES T H

ta. Repeticién T T2 H1 H2 H3 Ha
2a. Repeticién Tt T2 Hif H2 H3 H4
3a. Repeticién T T2 H1 H2 H3 H4

Total de unidades experimentales por determinacibn = %0

( 6 ganotipos X S5 tratamientos X 3 repeticicnes = 90 )
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El riego se realizxb con agua destilada cada tercer dia
partiendo de la fecha de siembra y durante quince dlas, al final de
los cuales se tomb la primera muestra de ralz de cada genotipo de
cada especie, para determinar la fosfatasa &cida natural, es decir,
sin haber aplicado ningln tratamiento, solc agua destilada. A cada
vaso se le hicieron orificios para la percolacién.

Se realizaron tres observaciones de cada uno de los tratamientos
tanto en trigo como en triticale, la toma de muestras se realizb en
cada una de estas distintas unidades experimentales, de esta manara
se obtuvieron las tres repeticiones para cada genotipo de ambas
especies.

Pasados los quince dlas de edad de las plantulas, desde el momento
de la siembra, estas fueron sometidas al tratamiento con soluciones
nutritivas, para de esta forma asegurar que se vieran abastecidas de
todos los macro y micronutrimentos que requieran, excepto el fésforo
que fué el objetivo de estudio. El sumunistro de la solucidn
nutritiva fué aplicada con el agua destilada cada tercer dla, esta
solucién fué a base de:

Sulfato de amoniO.cecsseae. (NHg)n S0q0ceeel Muaeuees S5 meq/l

Nitrato de calcio......Ca(NOx}-4Hp0..0001 Mevueses B8 meq/l

Sulfato de magnesio.......MgS04°7Hz0.cc0001 Mevonees 3 meq/l

Sulfato de potasio........KpS50g400000c0caecl Novauvns 5 meq/l

FE—EDTA tcesteresrerocnnsnassassosssaarsassanasnnsss 0.5 ml/Y
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Y una soluci6n de micronutrimentos. compuesta de:
Sulfato de zinCeesseoesoeaeZnS04°7HR0 0 ceeeeaseesss0.010 g
Sulfato de cobrecseaieee.r.CuS04°5H0 0 0ceeneettcves0.005 g
Acido bOricos.eeoveseccees i HxBOgeciectsonerneseness.0.500 g
Sulfato de manganeso.......MnS04 Hp0veceurceserens...0.500 g

Estaos micronutrimentos disueltos en 100 ml de agua destilada.

Las difarentes fuentes de fbsoforo fueron las siguientest
Superfosfata Triple al 46 % (SFT).cicesconsssees 0.6 meq de P
Roca fosfbrica de Baja California al 30% de acidulacibn con
HoSDgetreeserrescnoecsoaesocesasncencrsonacscsses Q.6 meq/l de P
Fosfato de Calcio (Cfo‘;)z....................... 0.6 meq/l de P
Fosoforo orgnico (Fitina)l.ieesessacserscrancnanss O.b'ppm de P
Testigo (min FOSFOro).csceiscncssssnscnncensrsess 0.0 meq/l de P

Mediante dichas fuentes de obtencibn de fbsforo para la planta
se observd cual de ellas aporta mds rapida y/o prolaongadamente
fésforo, evaluandolo mediante la actividad fosfatAdsica de la ralz de
la plantula de cada especie y de cada genotipo.

Estas diferentes fuentes de fbsforo Fueron aplicadas como
tratamiento en dos dbsi; en el transcurso de la semana, esto es,
entre una determinacibn de fosfatasa y otra, a partir de los 1S5 dias
de siembra de la semilla. Las determinaciones de la actividad de la
anzima s realizaron una cada semana.

La segunda determinacibn de la enzima fosfatasa Acida se hizo a
los 22 dias de la fecha de siembra, es decir, siete dias después de

haber aplicado los distintos tratamiento o fuentes de fbsforo vy,
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cuando hipotéticamente empezaron las plantas a carecer de fbsforo vy
por consiguiente, incrementaron su actividad fosfatasica.

Una taercera determinacibn se realizti a los 29 dlas de edad de
las plantas, es decir, catorce dias después de la aplicacibn de las
fuentes de obtencién de fésforo, y una cuarta y Gltima a los 36 dias.

Las determinaciones de la enzima fosfatasa acida, se realizaron
mediante el Métoda del P-nitrofenil fosfato (Tabatabai, 11982),
partiendo de la modificacibn hecha por Cruz (1994), para evaluar con
material vegetal, se calibraron cada uno de los distintos pardmetros
de la técnica, lo cual nos llevb a a modificar algunos de ellos como

e musstra a continuacibn:
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METODO ORIGINAL DEL P-NITROFENIL FOSFATO.

A) Pesar 1| g de suelo y colocarlo en un matraz erlenmeyer.

B) Agregar 0.2 ml de Tolueno, 4 ml de Buffer Universal Modificado
{MUB) pH 6.5 (para determinacibn de fosfatasa 4&cida) o pH it
(fosfatasa alcalina)y 1 ml de solucibn de P-Nitrofenil fosfato y
homogenizar el contenido mezclando por unos segundos.

€) Tapar el matrdz y colocarlo a incubacidn por una hora a 37*°C.

D) Concluida la incubacibn sacar del bafo Maria y agregar
répidamente 1 ml de Cloruro de calcio (CaCly) 0.5 M y 4 ml de
Hidréxido de sodio (NaOH) 0.5 M.

E) Agitar y filtrar la suspencién con papel Whatman No 2.

F) Medir la intesidad del color amarillo del filtrado con un
colarimetro fotoeléctrico Klett-Summerson.

G) Calcular el contenido de P-Nitrofenol fosfato del filtrado con
referencia en la grAfica de calibracibn, obtenida con estandares

conteniendo 0, 10, 20, 30, 40 y S50 microgramos de P-Nitrofenol.

CURVA DE CALIBRACION.

A) Se toman allcuotas de O, 1, 2 ,3 , 4 ¥y 5 ml de solucibn
estadndar de P-nitrofenol 0,007 M y se ajustan los velumenes de cada
una hasta S5 ml, agreagando agua destilada.

B) Se procede igual que las muestras desde la incubacibn.
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METODO DEL P-NITROFENIL FOSFATD MODIFICADO POR CRUZ FLORES
(1994).

A) Pesar 0.1 g de raiz previamente lavada. El lavado debe ser
r&pido y con agua destilida,

B) Agregar 2 ml de Buffer Universal Modificado (MUB) pH 6.5 y
macerar la ralz utilizando arena de cuarzo.

C) Tomar 0.3 ml del homogenizado de raiz.

D) Tapar e incubar agregando 4 ml de M.U.B. pH &.5 y 1 al de p-
Nitrofenil fosfato 0.003 M. La incubacién se hace en bafo Maria a
37°C durante 10 min.

E) Concluida la incubacibn sacar del bafo Maria y agregar
rapidamente 1 ml de Cloruro da calcio tCaCly) 0.5 M y 4 ml de
Hidrbxido de sodio (NaOH) 0.5 M,

F) Agitar y filtrar la suspencién en papel Whatman No 2.

G) E1 filtrado se lee en el espectrofotbmetro a 400 nm, 1la

intensidad 'del color amarillo indica Ac—Fa en la muestra,

CURVA DE CALIBRACIDN.

A) 8e taman allcuotas de 0, 1, 2 ,3 , 4 y § ml de solucibn
estindar de P-nitrofenol 0.007 M y se ajustan los vollmenes de cada
una hasta 5 ml, agregando agua destilada.

B) Se procede igual que las muestras desde la incubacibn.
PARAMETROS MODIFICADOS EN Ef. METODD DEL P-NITROFENIL FOSFATO ADAPTADD
PARA RAIZ, EN EL PRESENTE TRABAJO.

- pH del Buffer Universal Modificado (MUB) de 4.5 a S5.5.
- Tiempo de incubacidbn de 10 min., a 20 min.

- Temperatura de incubacidn de 37°C a 30°C.
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RESULTADODS Y DISCUSION (Primera parte).
CALIBRACION DE LA TECNICA.

Partiendo de la tecnica para determinacibn de la actividad de
eanzimas fogfatasas (Acidas vy alcalinas) del suelo hecha por
Tabatabai, 1982; en éste trabajo se modificaron alqunos parametros
originales do dicha técnica para adaptarla y poder evaluar la Ac-FA
con material vegetal, en éste caso con las ralz de las plantas de
trigo y triticale,

Los diferentes parametros evaluados tuvieron un soporte para cada
uno de varios experimentos realizados, para decidir las condiciones
mas apropiadas de acuerdo a las caracteristicas del experimenta.

Se experimentaron diferentes pardmetros de la técnica original y

son los siguientess

1) Comportamiento a la concentracibin de Hidrbxido de Sodio (NadH).
2) Tiempo de incubacién.

3) Diferentes concentraciones del sustrato (p-Nitrofenil Fosfato).
4) Diferentes pH del Buffer Univarsal Modificado (M.U.B).

5) Diferente concentracibn del Extracto (Enzima).

6) Diferentes temperaturas en la incubacién.

Can dichos pardmetros calibrados y modificados ge realizb el
experimanto final, es decir, la respuesta de la actividad fosfatisica
en cada uno de los seis genotipos utilizados, en diferentes edades de

las plantas y con distintas fuentes de f&sfaro.
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COMPORTAMIENTO AL HIDROXIDO DE SODIO (NaOH).

En cuanto al compnr:tamiantc frente al MaOH, se evaluaron
diferentes concentraciones en molaridad (M), para observar el efecto
que este reactivo tiene en la determinacibn de la actividad de la
enzima fosfatasa &cida (Ac-FA), dado que en dicha técnica es
utilizado para desestabilizar a la enzima y detener la reaccion.

En la Cuadro 1 se muestra el rango de concentraciones molares
experimentadas y las concentraciones expresadas en micromoles de
p-Nitrofenil fosfato por gramo de materia Fr_'es:a por hora ( lmnl
p-NPP/ gr de mat. fresca/ hr), para tres observaciones de cada uno de
estos tratamientaos, as!l como el valor media (X) de las mismas.

Las figuras 2,3,4 y 5 muestran en graficos la actividad de 1la
enzima tomando los valores promedic de cada experimento realizado y
a sus diferentes concentraciones de NaOH.

Observando los valores ocbtenidaos y sus grAficas realizadas con el
dato promedio de cada serie de resultados (figuras 2, 3, 4, v 5 , se
decidid utilizar la concentracibn (C) de 0.5 M para desestabilizar a
la enzima y detener la reaccibn. E! motivo de utilizar esta
concentrracidn en el experimento se debié a que en las concentraciones
nulas de NaOH C1 o con bajas C2 los valores obtenidos son bajos. es
decir la Ac~FA se ve afectada de manera muy marcada con valores como
3.646, 1.4607 & 4.017 (Cuadro 1) que son bajos comparandolos con los
obtenidos para las C2, C3, C4 y C5 gue muestran valores casi
uniformes a pesar de ser distintas concentraciones (figura 3 y 4).

La C7 se observa que es muy alta y afecta la lectura final de la
Ac-FA, dando valores como 79.924, 70.115 & 68.292 (Cuadro 1) que son
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muy altos comparandolos con lous obtenidos para las C2, C3. €4 y CS
cuyos valores resultaron con valores con escasa diferencia de acuerdo
a las graficas (figura 2, 3, 4 y 5).

tas C2, C3, Ca4, C5 e incluso C& mostraron en los cuatro
experimentos realizados poca variacitn en el dato final 'y a las
cuales consideramos mas apropiadas para el experimento, dada la poca
variabilidad.

Otra de las razoneg por la cual se tomaron estas concentraciones
es que si hubiesen variacionmes involuntarias en la concentracibn de
NaOH, los datos no se verlan afectados de una manera muy marcada, lov
cual se observa con mayor claridad en la Figura 4.

Pe las €2, C3, C4, C5 y C& se decidid utilizar la C4 por ser la
intermedia entre las concentraciones que resultaron con menor
variabilidad en los datos, y por tanto en las graficas comparativas y
por ser la utilizada en dos experimentos similares anteriores al
presente trabajo. Zavala HMunguia (1993), utiliza para 1la
determinacién de la actividad de la enzima fosfatasa acida la técnica
de Tabatabai (1982), modificada por Cruz (1994), en la cual 1la
concentraci6tn de NaOH considerada apropiada para detener la reaccibn
es de 0.5 M, lo cual concuerda con @l resultado obtenido en 1la
calibracién de éste parametro.

Otros autores, aunque con algunas modificaciones utilizan la
técnica de Tabatabal y Bremner (1969), citado por Tabatabai (1982),
para la determinacibn de la actividad de la enzima y utilizan el NaOH
para detenper la reaccibin a una concentracibn de 0.5 M, tal es el céso

de Browman‘y Tabatabai (1978) en la determinaibn de fosfodiesterasas.
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Press y lee (1982) wutilizan también NaOH 0.5 M para la determinacibn
de la Ac—FA en Sphagnum sp, en relacién con la nutricién de F;sFatos.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos afirmar que las
concentraciones de NaOH muy bajas o muy altas afectan el resultado

final del experimanto.
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Cuadro 1.

CONCENTRACION DE HIDROXINO DE SODIG (NaOH)
Rango de concentraciones de NaOH probadas

.. 0,000
cz. ... .. 0.125
c3 . eea-.. 0,250
ca . 0.500
Cs . 1,250
Cé 2,500
c7. 5.900

PRIMER EXPERIMENTO

M
M
M
M
M
M
M

ﬁmnles p~NPP/gr de materia Fresca/hr_
X

ct 14,532
c=2 36.329
c3 41.519
Ca 46.709
cs 48.785
Cs 45.671
c7 51.899

SEGUNDO EXPERIMENTO

12,456
36,329
45.671
46.709
48,785
47.747
53.975

11.038
34,253
49,823
53.975
S7.088
72,658
79.924

12,675
35.637
45.4671
49.131
51.553
55.359
61,933

Mimoles p-NPP/gr de materia fresca/hr
X

[>38 3.739
cz 47.4678
C3 48.613
() 48.613
cs 53.287
Cé 56.092
c7 56.092

TERCER EXPERIMENTO

3.739
46.743
46.743
46.743
54.222
56.092
56.092

3.459
43.004
43.004
44.874
49.548
46.743
70.115

pmnles p=~NPP/gr de materia frescazhr

c1

cz 40.172
c3 37.368
Caq 39.3648
cs 40.172
Cé 43,385
c7 63.471

368.545
39.348
37.3468
43.385
43.385
40,172

1,807
40,172
3I9.368
40.975
40.975
49.813
68,292

44

3.446
45,808
44.120
45,743
52,352
S2.976
60,766

1.607
39,6364
39.368
39.904
41.511
45.528
S7.312



Cuadro 2.

CUARTO EXPERIMENTD
pmoles p~NPP/gr de materia fresca/hr

X

4.017
35.351
37.761
39,348
81.779
44,169
52,223
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PRIMER EXPERIMENTO

Mmol p-NPP/gr de mat.lresca/ty

80

000 0126 0260 0600 1250 2500 6.000
MOLARIDAD DE NeOH
Hl ACT. FOSFATASICA

Figura 2, Respuesta de la actividad fosfatésica (Ac-FA)}) a la
variacibn de la concentracién de NaOH.

SEQUNDO EXPERIMENTO

Mmoi p-NPP/gr de mat.fresoa/hr

a0

0000 O®6 0250 0600 1280 2600 6.000
MOLARIDAD DE NeOH
E ACT. FOSFATASICA

Figura 3. Respuesta de la actividad fosfatésica (Ac-FA) a la
variacién de la concentracibén de NaOH.
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TERCER EXPERIMENTO

o Mmol p-NPP/gr de mat.treaca/hr

ol

40

20

000 0126 0250 0800 1250 2500 5.000
MOLARIDAD DE NeOH
R ACT. FOSFATASICA

Figura 4. Respuesta de la Ac-FA a la variacién de la concentracién de NaOH.

CUARTO EXPERIMENTO

Mmol p-NPP/gr de met.fresca/lv

000 0126 0260 0600 1260 2500 6,000
MOLARIDAD DE NaOH
B ACT. FOSFATASICA

Figura 5. Respuesta de la Ac-FA a la variacién de la concentraciSn de NaOH.
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TIEMPD DE INCUBACION

Como sustento de esta evaluacion se realizaron 3 diferentes
experimentos, con distintos tiempos de incubacibn que variaron desde
S hasta 30 minutos.

Los resultados de dichas exploraciones se encuentran en el
Cuadro 3. Se muestran los grupos de datos obtenidos y sus respectivos
valores medios (')Z), dados en /Amol p-NPP/ gr de mat. fresca/hr.

El tiempo de incubacibn en reacciones enzimdticas es de
importancia tanto, como la temperatura a 'la cual se lleve ésta, por
ello se evaluaron distintos tiempos a una temperatura, una
concentracién de sustrato, un pH de buffer y una alicuocta de
extracto, todos estos parametros constantes.

Los resultados muestran variaciones crecientes de 1la Ac-FA
conforme se aumentdb el tiempo de incubacibn, a una temperatura
siempre constante que fue de 30°C, esto e@s un resultado esperado para
una enzima sometida a un lapso creciente de incubacibn a determinada
temperatura, pues hay mayor conversibin de sustrato a producte con
respecto a mayor tiempo. La técnica original marca 10 minutos de
incubacitin para la determinacibn de la Ac—-FA, asl que se evalub en
este tiempo y en otros alrededor de éste.

Como se muestra en las figuras & y 7, la Ac-FA crecid, conforme
transcurrid el tiempo de la incubacibn., Entre los valores de 10, 1S y
20 minutos no existe una gran variacibn en los datos, no asl a los- 5
minutos donde la actividad fue menor y a los 30 donde la actividad

aumentd con respecto a los otros tiempos de incubacibn.
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En la Figura 8 se puede aobservar uﬁ zomportamiento un tanto
distinto al de las graficas anteriores. pues a los 20 minutos saia
ligeramente la Ac-FA al compararla con la de 10 minutos, en este
experimento ya no se Fvalu; a los 30 minutos.

Para la evaluacitn de éste parametro, se observa qgue diversos
autores manejan el tiempo de incubacidn de acuerdo a las necesidades
de su experimento, aumentando la temperatura de incubacibn ¢
disminuyendo &l tiempo de la misma, tal es el caso de Press y Lee
(1982), que incuban a 25°C por S minutos, para la determinacién de la
Ac—- FA en especies de Sphagnum.

0’Connell y Grove (1985), utilizan un tiemao de incubacibn de 30
minutos a una temperatura de 30° C, para determinar la Ac-FA en
Eucalyptus diversicolor, utilizan el mismo procedimiento de Barret-
Lennard (1982), es decir, 30 minutos a una temperatura de 30°C, estos
Gitimos para una caracterizacibn de fosfatasas solubles en trigo,
bajo deficiencia de fbsforo y agua.

Tadano y Sakai (1984), para evaluar la secrecibn de fosfatasa
a4cida en ralces de nueve cultivos distintos y bajo condiciones de
deficiencia de fb&sforo, utilizan un tiempo de 20 minutos a una
temperatura de 30°C, lo cual es similar a las condiciones de!
presente trabajo.

Barrett-Lennard, et al, (1981), mencionan dentro de las
condiciones Optimas para el manejo de fosfatasas solubles e
insolubles un tiempa de incubacitn de 15 minutos, dade que se
facilita el manejo del volumen de las muestras.

Se adopté un tiempo de incubacién de 20 minutos, ya que en cada

determinacibn de la Ac-FA se evaluaban un total de 0 muestras vy esto
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haclia mas propia la wocibn de incubar por 20 aue por 12 minutos,en el

presente esperimento.
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Cuadro 2

TIEMPO DE INCUBACION
PRIMER EXFERIMENTO

anles p-NPP/gr de materia fresca/hr

S min. 10 min. 15 min. 20 min.

66,543 74.105 B1.466 84. 691
68. 055 73.617 B81.666 B84. 203
74,105 Bl.646 84.691 89.228
84.691 B4.46%1 78.642 87.71&
£8.055 84,491 78. 642 B89.228

X« 72,290 80.154 81.061 87.413

SEGUNDO EXPERIMENTO

30 min.

90.74
87.716
93.765

96.79

96.79

3.16

ﬁmnles p-NPP/gr de materia fresca/hr

S min. 10 min. 15 min. 20 min.

50. 794 42,223 68,573 77.462
$50.794 63.493 71.112 80.001
62,223 68,573 73.652 73.652
93,334 73.652 80.001 71.412
87.144 77.462 78.731 76.192

X+ 54.8%8 &%.08 74.414 75.684

TERCER EXPERIMENTO

30 min.

77.462
81.271
81.271
s, 081
86.351

82.287

ﬂmcles p-NPP/gr de materia fresca/hr

S min. 7 min. 10 min, 20 min.
41.895 $50.274 S91.322 52.36%
38.753 48.18 $91.322 50.274

43.99° 43.99 56.559 51.322

|
"

41.5486 47.481 53.067 S1.322
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PRIMER EXPERIMENTO

Mmoi p-NPP/gr de mat.fresca/hr

120

®
TIEMPO EN MINUTOS
ACT.FOSFATASICA

Figura 6. Respuesta de la actividad fosfatfaica (Ac-FA) a la variacién del

tiempo de incubacién.

SEGUNDO EXPERIMENTO

Mmol P-NPP/gr do mal.fresca/hr

TIEMPO EN MINUTOS
ACT, FOSFATASICA

Figura 7. Respuesta de la {Ac-FA) a la variacién del tiempo de incubacién.
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TERCER EXPERIMENTO

mol p-NPP/gr de mat.fresca/hw

TIEMPO EN MINUTOS
ACT.FOSFATASICA

Figura 8. Respuesta de la actividad fosfatasica a la veriacién del
tiempo de incubacibén.
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DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL SUSTRATO (P-NITROFENIL FOSFATO).

En este trabajo se realizaron diferentes evaluaciones para
determinar la concentracibn de sustrato mas apropiada a las
necesidades del presente trabajo. Se utilizb un rango de
cancentraciones que va desde 0.001 hasta 0.1 M (Cuadro 4). Las series
de valores obtenidos se muestran por experimento, asi como la media
de cada una de éstas sgeries.

Para este experimento se mantuvieron constantes 1los datos
obtenidos en las otras evaluaciones de calibracibn de la técnica,
coma la concentracibn de NaOH y el tiempo de incubacibn de 20
minutos.

Como en toda reaccibn enzimatica, al mantenerse fija la
concentraciébn de enzima y aumentar la concentracibn del compuesto que
se estd transformando (sustrato), hay un incremento considerable en
la velocidad de la reaccidn, pero a medida que se va aumentando la
concentracién del sustrato, la aceleracibn de la velocidad de dicha
reacciéon empieza a decrecer, hasta que finalmente, cuando 1la
concentracién del sustrate es elevada, ya no se observa cambio en la
velocidad, es decir, los sitios activos de la enzima se saturan con
las moléculas del sustrato hasta que, en el punto llamado de
saturacién, no queda un sitio libre.

En la Figura 9 se observa este comportamiento creciente conforme
aumenta la concentracibn de p-NPP. La velocidad de reaccibn se
incrementa tanto en la Figura 9 como en la 10, pero no se llega a .1a.
saturacién con la concentracibn de 0.100 M, por tanto en este trabajo

no se realizaron calculos de velocidad media de reaccibn (Kp).
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En las concentraciones de 0.100 y 0,050 M se obtienen lecturas en
el espectrofatbmetro muy cercanas al limite de absorbancia (1.5), lo
cual puede provocar valores distintaos con una peoguefa variacibn de la
aguja en la escala, debido a que el intervalo en esta es mas cerrado
que a lecturas menores, por 10 tanta se decidid explorar las
concentracianes de p-~NPP donde la lectura de absorbancia diera
cercana a3 donde @l intervalo de la escala es m&s amplio y asl poder
disminuir cierto grado de error visual gue pudiera haber en cada una
de las lecturas.

En el Cuadro S5 se cobservan las concentraciones elegldas para
wvaluar nuevamente (C) y C2).

Para éste experimento se realizaron 4 diferentes explaraciones con
ambags concentraciones, resultando mds propia para los fines del
sxperimento la de 3 aM (0.003 M) debido a que en el rango del
enapectrofaotometro las lecturas estdn cercanas al valor 0.4 de 1la
encala, y ;: ahl donde la ascala presenta una mayor amplitud esto se
observa en las Figuras i1, 12, 13 y 14, Por lo tanto la concentracibn

del sustrato a utilizar fue de 0.003 M.
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Cuadro 4.

DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL SUSTRATO
(P-NITROFENIL FOSFATO)

RANGD DE CONCENTRACIONES EXPERIMENTADAS

ct 0.100
c2 0. 050
c3 0.025
ca 0.010
€S 0.003
Cé 0.001

2IIIXX

PRIMER EXPERIMENTOD

pmoles p-NPP/gr de materia fresca/hr

Ci cz2

78.354 67,032
82.743 62,843
73.317 562,843

X~ 78.204 54,239

SEGUNDO EXPERIMENTO

c3

56.559
S56.559
S57.606

S6.908

c4

52.369
53.414
50.274

52.02

CS

46,085
47.132
52.369

48,929

o}
19.9

10. 474
19.9

16.758

rmules p-NPP/gr de materia fresca/hr

Ct €2

157.107 125.686
157.107 146.633
157.107 136.16

Xe 157.107 136.16

c3

72,269
77.506
74,364

74.713

ca

54.464
53. 416
53.416

83,764
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Ccs
46,085

$50.274
48, 18

48.18

Cé

33.516
30.374
31.421

31.771



Cuadro S.

DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL SUSTRATO
{P-NITROFENIL FOSFAT)

RANGO DE CONCENTRACIONES EXPERIMENTADAS

3 0.025 M
c2 0.003 M
TERCER EXPERIMENTO CUARTO EXPERIMENTO

rlmoleu p-NFP/gr de materia fresca/hr

c1 c2 €1 c2
100.156 30.817 84.747 43,144
100.156 31.588 107.86 40.833
92.452 30.817 100. 156 38.3521
X= 97.588 31.074 97.588 40.833
GUINTO EXPERIMENTO SEXTO EXPERIMENTO

rmoles p~NPP/gr de materia fresca/hr

ct’ c2 c1 c2
100.136 32.358 100.156 46.226
100.156 83.93 100,156 46,226
107.86 42.374 92,452 42.374

X= 102.724 42.887 97.588 44.942
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PRIMER EXPERIMENTO

fdmol p-NPP/gr de mat.tresca/be
100

80

40

20}

v

M
RN
0.003 0.010 0,026 0.050 0,101
CONCENTRACION DE P-NITROFENIL FOSFATO

VELOC, DE REACCION

\
:\%

W
0

Figura 9. Respuesta de la actividad fosfathsica (Ac-FA) a la variacidn
de la concentracibn del p-Nitrofenil fosfato.

SEQUNDO EXPERIMENTO

Mmol p-NPP/gr da mat.fresca/hr

0.001 ‘ 0.003 0.010 l 0.6 0. 0.100
CONCENTRACION DE P-NITROFENIL FOSFATO
VELOC. DE REACCION

Figura 10. Respuesta de la {(Ac-FA) a la variacién de la concentracién
del p-Nitrofenil fosfato.
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TERCER EXPERIMENTO

p-NPP/gr de mat. fresca/hr
120

80

eo

40

N

20 N \\‘\\

N

W

CONCENTRACION DE P-NITROFENIL FOSFATO
VELOC. DE REACCION

Figura 11. Respuesta de la actividad fosfatésica (Ac~FA) a la variacién
de la concentracién del p-Nitrofenil fosfato.

CUARTO EXPERIMENTO

Mmoot p-NPP/gr de mat.lreaca/hr

120/
100 -
60 \\\"\%.\"\\\\\ "\

40

20

COONCENTRAGION DE P-NITROFENIL FOSFATO
VELOG. DE REAOGION
Figura 12. Respuesta de la AC-FA a la variacién de la concentracién
del p-Nitrofenil fosfato.
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QUINTO EXPERIMENTO

Mmol p-NPP/gr de mat. freaca/hr

0.003 0.026
CONCENTRAGION DE P-NITROFENIL FOSFATO
VELOG. DE REAQCION
Figura 13. Respuesta de la actividad fosfatfsica (Ac-FA) a la variacibn
de 1a concentracién del p-Nitrofenil fosfato.

SEXTO EXPERIMENTO

p-NPP/gr de mat.treeca/hr

.

=
- \\\\

0.003
CONCENTRACION DE P-NITROFENIL FOSFATO
VELOOC. DE REAOCION

0.026

Figura 14. Respuesta de la Ac-FA a la variacién de la concentracién del
p-Nitrofenil fosfato.
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DIFERENTE pH DE BUFFER.

En los estudios enzimdticos es muy importante establecer, el pH
optimo y, si se requiriera los limites de uno u otro lado del punto.

Una vez encontrade esto, se debe mantener la reaccidbn en el medioc
controlado con alguna soluciéin amortiguadora (buffer) de ' adecuada
capacidad estabilizadora.

El tipo de Amortiguador empleado fue el Buffer Universal
Modificado (M.U.B.}, el cual fue probado a distintos pH.

En ¢l Cuadro 6 se muestra el rango de pH experimentado para la
evaluacibn de la Actividad de la enzima fosfatasa &cida, el cual va
desde 5.0 hasta 7.0.

Para calibrar este pardmetro de la técnica se realizaron 3
determinacionas a 5 distintos pH, cada uno de los grupos de datos se
presentan por experimento y graficados con sus valores medios (7(),
wstos datos corresponden a las figuras 15, 16 y 17.

Las enzimas por ser proteinas se ven afectadas de manera notable
por el pH, esadificando el caricter ibnico de los grupos amino y
carboxilico lo que a su vez modifica el sitio catalltico, asl como la
configuracién. De manera general los valores altos o bajos de pH
producen afectos ibnicos en la enzima, lo cual puede causar la
inactivacifn de @sta. '

Por ello se busch un pH Bptima, es decir donde la actividad de la
enzima tuviera su mAxima expresidn, aunque cabe hacer notar, que el
pid en el cual alcanza su mdxima actividad no necesariamente coincida
con el pH al que se observa su mAxima estabilidad como se puede
establecer en las figuras 15, 18 y 17 se obtiene una curva acampanada

con un maximo, y con pendientes que decrecen a ambos lados. €n éste
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casao el pH bptimo es de 5.5, donde se observa el pico mids elevado
de la curva.

Dick y Tabatabai (1984), mencionan que el valor de pH bptimo para
la enzima fosfatasa evaluada en material vegetal es de 4.5, esto en
su estudio de parimetros cinéticos de fosfatasas. Tadano y Sakai
(1991), aunque utilizan Buffer acetato de sodio, lo usan a un pH de
S.6, midiendo‘ la secrecibn de fosfatasa dcida en las ralces de nueve
especies de cultives, bajo condiciones de deficiencia de f&sforo. Asi
mismo utilizan en la técnica un tiempo de incubacitn de 20 minutos a
una temperatura de 30°C, sblo que para terminar la reaccibn usan una
solucién saturada de NapCOg.

Por otra parte Barrett- Lennard, et al, (1981) utilizan buffer
acetato de potasio a un pH 5.0 como el apropiado para la
determinacibn de la Ac-Fa en trigos. MELachlan (1980), al evaluar la
Ac—-FA en ralz de trigo y centeno, entre otros, emplea en su técnica
ficetato de .Sadio a un pH de 5.0.

Como conclusibn en este experimento resultb que la maxima
actividad enzimadtica o velocidad de reaccibn se presentd siempre en
pH 5.5 del buffer y la menor actividad en el pH de 7.0. For tanto se
decidié utilizar el Buffer Universal Modificado (M.U.B.} a un pH de
S. 5.
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CUADRD No. &

BUFFER UNIVERSAL. MODIFICADO A DIFERNTE pH

RANGOS DE pH EXPERIMENTADOS

pH S.0
pH 5.5
pH b.0
pH 5.5
pH 7.0

PRIMER EXPERIMENTO
qules/gr de materia fresca/hr
S.0 5.5 &.0 6.5 7.0
79.163 B8B.856 59.776 48.467 47.659
77.547 105.012 64.238 50.083 44.428
B80.778 105.012 68.662 52.506 41.197
75.932 79.163 72.701 48.46467 43.62

X+ 78.355 94.511 66.844 49.881 44,226

SEGUNDO EXPERIMENTO
Pmnles/gr de materia fresca/hr
5.0 5.5 4.0 4.5 7.0
84.747 77.043 42.374 60.094 47.767
77.043 100.156 65.487 60.094 53.93

73.961 84,747 $57.782 63.175 53.93
72.42 BA.747 61.634 63.173 S3.93

X=  77.043 86,673 56.019 61.634 52.389

TERCER EXPERIMENTO
Fmoles/gr de materia fresca/hr
5.0 9.5 6.0 6.5 7.0
58.553 67.798 57.782 53.93 53.93
57.782 63.175 48.537 50.078 93.16

57.782 &5.487 S7.782 47.767 40.833
58.553 43.948 53.93 47.767 A44.685

»
»

58.167 65.101 54.508 49.885 48.152
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PRIMER EXPERIMENTO

20 Mmot p-NPP/gr de mat.fresca/hr

100

80 '/\\

60 \

40
20
0 1 1 . i 1
60 66 6.0 a6 7.0
pH

~—— ACT. FOSFATASICA

Figura 15. Respuesta de la actividad fosfatAsica a diferente pH.

SEGUNDO EXPERIMENTO

fAmol p-NPP/gr do mat.fresca/iv

80 TN

— \
80 N

\/"\

40
20
o N L 1 n L
6.0 6.6 6.0 8.6 7.0

—=— ACT. FOSFATASICA

Figura 16. Respuesta de la actividad fosfatfisica a diferente pH.
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TERCER EXPERIMENTO

80 Mmol p-NPP/gr de mat.fresca/ty

40

20

.0 L . L . —L
50 5.8 6.0 0.6 1.0

pH

—— AOT, FOSFATASICA

Figura 17. Respuesta de la actividad fosfatéisica a diferente pH.
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CONCENTRACION DEL EXTRACYO (ENZIMA).

Se hicieron algunas pruebas para determinar la concentracibn del
extracto. Para esta prueba se emplearon diferentes alicuotas de
extracto que variaban entre los 0.050 ml y los 0.500 ml (Cuadro 7).

Estas pruebas se realizaron dos veces y se graficaron las medias
de los datos obtenidos en los dos experimentos por separado (Figura
18 y 19).

Como en todas las reacciones bioldgicas l!a velocidad de ésta
depende en forma directa de la concentracibn de la enzima. Se observd
que en un tiempo de reaccibn de 20 minutos, al aumentar la cantidad
de la enzima aumentaba la cantidad de sustrato transformado.

Se eligis 0.3 ml de extracto tratando de evitar un exceso de
enzima, sin embargo de acuerdo a la grafica (figuras 18 y 19) y los
resultados -obtenidos (Cuadro 7), pudo haberse utilizado una alicuota
de 0.2 ml lo cual también hubiese sido adecuada.

Por el contrario utilizar cantidades muy pequeRas de enzima como
la alicucta de 0.05 ml podrlan provocar errores por exceso de

sustrato y por tanto la transfaormacién a producto no seria completa.
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Cuadro 7.

PRUEBAS SOBRE

ALICUOTAS DEL

MTMOUO®D

0.0%0
0.100
0.1350
0.200
0.300
0.500

CONCENTRACION DEL EXTRACTS

EXTRACTO

ml
L1}
ml
ml
ml
ml

PRIMER EXPERIMENTO

SEGUNDO

pmnles p-NPP/gr de materia fresca/hr

]

28,506
23.113
24,654
30.047

26,58

B

31.588
36.981

39.44
33.128

34.2684

EXPERIMENTO

c

S0.848
50.848
S51.61%9

53.93

51.811

Mmoles p-NPP/gr de

A
16.949
15.409
14,638

15,6465

B
21.572
22.342
36,9681

26.965

c
23.883
23.113
25.424

24.14

D
61.634
65,487
‘64,716
40,864

63,175

materia
D
31.588
30.047
33.128

31.588

67

E

69,339
77.043
68,5468
67.798

70.4687

F

100. 156
84.747
100. 136
94.763

94,955

fresca/hr

E
34, 669
39.292
37.751

37.237

&0, 864
64,716
51.619

59.066



PRIMER EXPERIMENTO

Mmol p-NPP/r de mat.lreeca/ty

120

100

o . /‘ CONC.DR ENZIMA]
o e
40 / /

————

Q min. 20 min.
TIEMPO DE REACCION
- 0.080 = 0.100 ~%- 0.150 ~8- 0.200
~%- 0.800 ~4~ 0.600

Figura 18. Comportamiento de la enzima en sus diferentes concentraciones.

SEGUNDO EXPERIMENTO

a0 Mmol p-NPP/gr de mat.iresca/tr

) e
) =

° O min. 20 min.
m DE EXTRACTO
-~ 0.080 —= 0.100 ~% 0,160 —%- 0.200
~#- 0.800 ~+— 0500

Figura 19. Comportamientc de la enzima en suw diferentes concentraciones.
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DIFERENTES TEMPERATURAS EN LA INCUBACION.

En la Cuadro B8 se muestra el rango de temperaturas experimentadas
para calibrar este parametro de la técnica, estas oscilaron entre los
18 y los 40°C.

En las graficas 20, 21 y 22 se observa el comportamiento casi
proporcional del aumento de la temperatura en la incubacibn y el
aumento en la Ac-FA.

La temperatura al igual que el pH, afecta marcadamente a las
reacciones enZXmaticas;. las enzimas son sensibles a los cambios de
temperatura, sin embargo, debido a la naturaleza protéica de éstas,
la desnaturalizacibn térmica hard que disminuya su concentracibn
efectiva y por tanto la velocidad de la reaccibn, apareciendo el

. punto de inflexidn en la curva.

En este experi&entu el punte de inflexibn de la curva no se
observd, siendo el valor méximo de temperatura explorada de S0°C,
aunque en 1n; cuadros y graficas solo se muestra el valor obtenido a
la temperatura de 40°C.

Casi desde 1 inicio de estas evaluaciones de éste parametro de la
técnica, se empled la temperatura de 30°C, que fue la mds comunmente
utilizada por 1los investigadores como la ideal, en los articulos
consultados bibliograficamente. Inicialmente la temperatura a la cual
se trabajo fue de 3I7°C que era la empleada en la técnica original,
sin embarge, cpnsiderando que la técnica inicial era empleada en
suelo y no en material vegetal, esta era ligeramente elevada y se
corria el riesgo de provocar una posible desestabilizacibn en la

enzima y crear resultados poco confiables.
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0’Connell y Grove (1983), utilizan una temperatura de incubacibn
de sus muestras de 30°C, para la determinacibn de la Ac-FA en
Eucalyptus diversicolor F. Muell. Tadano y Sakai (1991), utilizan
30°C en la determinacibn de la secrecibn de fosfatasa acida _en ralces
de nueve especies de cultivos, bajo condiciones de déficit de
fésfaro, Asl mismo, Barrett-Lennard (1981), en sus técnicas de
detarminacién de Ac-FA realizadas con triQo, emplea una incubacidbn
de 30°C.

Por otra parte, las lecturas obtenidas en el espectrofotbmetro
para la temperatura de 30°C caen en el intervalo donde la escala de
absorbancia es mAs amplia y hay menor probabilidad de error visual en
la lectura y por lo tanto en la conversibn al valor final de

micromoles de p-NPP.
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Cuadra 8,

PRUEBAS DE DIFERENTES TEMPERATURAS DE INCUBACION

TEMPERATURAS EXPERIMENTADAS

T1 18°* C
T2 30° ¢C
T3 35 C
T4 40° €

PRIMER EXPERIMENTO
pmoles p-NPP/qr de materia fresca/hr

T T2 T3 T4

30.817 57.782 77.043

32,358 50.078 77.043 B84.747

33.128 47.767 100.156 115.564

36.981 46,226 100,156

37.751 S50.078 B4.747 115.564

X= 34.207 S50.3B6 87.829 105.292

SEGUNDO EXPERIMENTO
Fmales p-NPP/Qr de materia fresca/hr

TL T2 T3 T4

35.44 44.6B5 73.191 B84.747
36.981 57.012 73.961 100.156
32.3%8 47.767 69.337 100.156
34.466%9 S0.848 71.65 92.452
31.388 47.767 73.191

X= 34.207 49.616 72.266 93.992

TERCER EXPERIMENTO
pmnles p-NPP/gQr de materia frescashr
T1 T2 T3 T4
20.802 S1.619 S4.700 77.043
20.802 33.899 S1.619 77.033
23.113 37.7591  53.160 84.747

X 21.572 41.09 S3.180 79.611
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PRIMER EXPERIMENTO

20 Mmot p-NPP/gr de mat.lresca/ty

80

40

20

8 80 f:11 40
GRADOS CENTIGRADOS
W ACT. FOSFATASICA

Figura 20, Respuesta de la actividad fosfatésica a diferentes
temperaturas en la incubacién.

SEQUNDO EXPERIMENTO

Minol p-NPP/gr de mal.fresca/hr

8

. 30 as 40
GRADOS CENTIGRADOCS

SR AOT. FOSFATASICA
Figura 21. Respuesta de la actividad fosfatésica a diferentes
temperaturas en la incubacién.
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TERCER EXPERIMENTO

mMml p-NPP/gr da mat.freaca/hr

80

40

20

18 %0 as 40.
GRADOS CENTIGRADOS
TR ACT. FOSFATASICA

Figura 22. Respuesta de la actividad fosfatfisica a diferentes temperaturas
en la incubacién.
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RESUL TADOS VY DISCUSION (Segunda parte).
EXPERIMENTO

Los resultados obtenidos en éste experimento se reportaron en el
Cuadrao 9, donde se muestran unicamente los valores medios (X) de las
tres repeticiones.

En la primera determinacibn (a los 15 dlas) se aobservb de manera
general, una Ac-FA alta, en un intervalo de BS.B1é& a 64.362 Mmol p-
NPFP/gr de mat. fresca/br (Cuadro 9), estoc se debe a que la semilla
agota sus reservas alimenticias antes del dia 15, en el cual se
realiza la primera determinacibn, y debido a que a lo largo de
estos 15 dias se aplicod exclusivamente agua destilada a las plantas,
se activd su mecanismo enzimatico para obtener P del medio.

En la segunda determinacibn la Ac~FA disminuyd considerablemente,
debido a que se aplicaron previamente a esta, los diferentes; ésta
disminucién también se presentd en los testigos, lo cual suponemos se
debe a otros factaores como: la edad, la especie y el genotipo (figura
23 a 32).

Lasa plantas tratadas con SFT, presentaron la menor Ac-FA en la
segunda determinacibn con respecto a los otros tratamientos, esto se
debe a que el fbsforo en este compuesto es altamente disponible, como
se observa en los trigos variedad $~029 y S-030 (figura 23) y los
triticales variedad Alamos ., Eronga , Stier y Tarasca {(figura 24),
este comportamiento se debe a que el fbsforo esta mas disponible (mhs
soluble) que en los restantes tratamientos y por tanto las plantas

tienden a disminuir su Ac-FA.
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En las plantas tratadas con roca fosfarica tambiéen disminuyds la
Ac~FA pero en menor grado que en el caso anterior (figuras 25 y 26),
por la disponibilidad de fbsforo menos inmediata que con la
aplicacién de SFT.

Para el caso de las plantas a las cuales se les aplich los
tratamientos con fosfato de calcio (figura 27 y 28) y Fitina (figura
29 y 30), también presentaron una disminucidbn de la Ac-FA con
respecto a la primera determinaci®bn, aungue esta fué menor que en el
caso de las tratadas con roca fosforica (figuras de 27 a 30}, en
estos casos el fosforo no se encuentra muy disponible debido a que en
el compuesto fosfato de calcio es poco soluble y para el caso de la
fitina éste se encuentra en forma organica.

Observamos en todos los casos que al suministrar una fuente de
fésforo la Ac-FA disminuye (a los 22 y 29 dias) y que en etapas
posteriores en algunos casos vuelve a incrementarse (a los 346 dlas),
como en el caso de la variedad Stier, al aplicar SFT; la variedad
Alamos, al aplicar fitina; la variedad 5-030 y Tarasca, al aplicar
fosfato de calcia.

Tadano y Sakai (1991), al evaluar la Ac-FA en la raiz de diversas
especies y suministrando diferentes désis de fésfaro presentan en su
primera evaluacibn (a los i3 dtas) una secrecibn de fosfatasa Acida
muy elevada, la cual disminuye en periodos posteriores ( a los 36 y
S0 dlas) y se incrementa en sus Gltimas evaluaciones (a los 79 dias).
Par otra parte, dichos autores, al suministrar diferentes fuentes de
fésforao, aplicadas en ppm, obtuvieron el mayor decremento de Ac—FA en’

aquellas muestras donde la dbsis fué de 10 ppm. y el menor decremento
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de la Ac-FA ze registrd en las plantas tratadas con una désis de 0.02
ppm,

Barrett-Lennard, et al,(1981), mencionan que la Ac-FR que
presentan las plantas es mayor en etapas jévenes que e‘n etapas
maduras en algunas especies, mientras que en otras puede aumentar
conforme crecen.

Cada variedad responde de forma particular en su actividad
fosfatldsica ante la deficiencia de fbsforo, en este caso la variedad
que respondib con mayor eficiencia al activar la enzima fosfatasa
Acida , fué el triticale variedad Alamos,la cual disminuyb de 85.81&
a 63.203 rmol p-NPP/gr mat. fresca/hr, en las plantas utilizadas como
testigos (Cuadro 9), y la que respondib con menor aficiencia fue el
trigo variedad 5-029, disminuyendo la Ac-FA de &6%.168 a 57.913 rlmal
p-NPP/gr mat. fresca/hr, en las plantas utilizadas como testigos
{figura 9), por ctrr;r lado, el triticale variedad Tarasca aumantd su
Ac-FA en el segundo perlodoe de crecimiento , de 64.342 a 80.743 ﬂmnl

p-NPP/gr mat. fresca/hr, en los testigos (Cuadro 9).
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CUADRD 9. Actividad fosfatasica de trigo y triticale con
diferente fuente de fbsforo y a distintas edades (Mmol p-NPP/gr de
mat. frasca/br).

SIN
TRATAMIENTO TRATAMIENTOS

EDAD 15 DIAS 22 DIAS 29 DIAS 36 DIAS
SFT $7.077 21.243 17.295
ROCA FOSF. 49.540 37.994 33.403
TRIGD 69.168 Cax (P04l o 56,520 24.745 25.294
8~029 FITINA 43.991 19.994 19.024
TESTIGOD 57.913 32.493 30.105
SFT 47.889 24.243 21.402
ROCA FOSF. 33.968 31.242 30.914
TRIGO 80. 667 Cax (PO4)o 63.203 25. 994 30.050
§-030 FITINA 49,003 25.492 26.375
TESTIGO 38.701 34.989 25.7246
SFT 24,144 23.493 12,539
TRITICALE ROCA FOSF. 64,395 40,993 38.349
ALAMDS 8s5.816 Cax (POy) o 38,144 23.994 25.889
FITINA 42,042 24.742 25,077
TESTIGO 63.203 47.491 52. 164
8FT 25.093 22,743 19.024
TRITICALE ROCA FOSF. 40,372 2b6.742 28. 619
ERONGA 83.241 Cax(POy)o 38.144 22.993 25.077
FITINA 43,434 26.992 26,375
TEST1GO 62,4486 41,491 40.727
SFT 30.011 22,493 31.347
TRITICALE ROCA FOSF. &2.924 43,487 13.403
STIER 7%.175 Cax (PO4) 37.309 32,490 31,131
FITINA 42.599 45,236 27.672
TESTIGO 56.242 42,487 43.916
SFT 23.372 24.992 12,323
TRITICALE ROCA FOSF. 32.297 27.492 30.795
TARASCA 64.362 Cax (POg4) o 44,548 168,744 21.835
FITINA 49.281 39.738 20.754
TESTIGO 80.743 60.741 55.323
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TRIGOS TRATADOS CON SFT

Mmol p-NPP/gr do mat.iresca/tr

s

N
2 \bd

———

'] 1 I L

16 DIAS 22 DIAS 29 DIAS 36 DIAS
ETAPAS DE CREC.

—— 8-020 —+ 8-030
Figura 23. Comparacifn de la respuesta de los trigos al tratamiento
SFT, en cuatro etapas de crecimiento.

TRITICALES TRATADOS CON SFT

Mmol p-NPP/gr do mat.freeca/hr

LN

TN

of ——X\

L I 1 )

16 DIAS 22 DIAS 29 DIAS 30 DIAS
ETAPAS DE CREC.
—— ALAMOS —+ ERONQA ~—% STIER -9 TARASCA
Figura 24. Comparacién de la respuesta de los triticales al tratamiento

SFT, en cuatro etapas de crecimiento.
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TRIGOS TRATADOS CON ROCA FOSF.

mol p-NPP/gr do mat.iresca/hr
100

80 <

o\
20 \

\\b

20

oS 22 0As 29 0iAS 36 DIAS
ETAPAS DE CREC.

—— 8-020 —— 5-030

Figura 25. Comparacién de la respuesta de los trigos al tratamiento

roca fosférica, en cuatro etapas de crecimiento.

TRITICALES TRATADOS CON ROCA FOSF.

mol p-NPP/gr de mat.fresca/br
100

a0 .

RS
NS

20

—

™
16 ﬁ‘lAS EZJIJAS 20 I‘)lAS 36 I;)IAS
ETAPAS DE CREC.

—— ALAMOS — EAONGA —% STIER -@— TARASCA
Figura 26. Comparnc&n de la respuesta de los tritfcales al tratamiento
roca fosférica, en cuatro etapas de crecimiento.
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TRIGOS TRATADOS CON Ca, (PO,),

Mmol p-NPP/gr de mat.fresca/br
100

a0 -+

NN,
N

40

N

20

16 DIAS 22 IIJAS 28 I;)IAS 36 DIAS
ETAPAS DE CREC.
—— 8-020 —— S-030

Figura 27. Comparacibn de la respuesta de los trigos al tratamiento

fosfats de calcio, en cuatro etapas de crecimiento.

TRITICALES TRATADOS CON Ca,(PO,),

100 Mmol p-NPP/gr de mat.fresca/hr
80 SN
RN
40 \
- ‘%
1 A 1 ) 1
16 DIAS 22 DIAS 26 DIAS 38 DIAS

ETAPAS DE CREC.
—— ALAMOS -+ ERONGA —#— STIER —& TARASCA
Figura 28. Comparacién de la respuesta de los triticales al tratamiento
fosfato de calcio, en cuatro etapas de crecimiento.
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TRIGOS TRATADOS CON FITINA

Mmol p-NPP/gr de mat.ireaca/ir
100

40

20

do.

15 DIAS 22 oS 20 DIAS 35 01AS
ETAPAS DE CREC.
—— §-020 —+ $-030

Figura 20, Comparacién de la respuesta de los trigos al tratamiento con

fitina, en cuatro etapas de crecimiento.

TRITICALES TRATADOS CON FITINA

Mimol p-NPP/gr do mat.lresca/ty

100
" .k\\
o AN
* \ \
20 —o
1 1 - L
16 DIAS 22 DIAS 20 DIAS 36 DIAS

ETAPAS DE CREC.
—— ALAMOS ~H ERONGA -~ STIER —5- TARASCA

Figura 30. Comparacibén de la respuesta de los triticales al tratamiento
con fitina, en cuatro et@pas de crecimiento.
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TRIGOS TESTIGOS

Mmol p-NPP/gr da mat.(resca/tr
00

80 -

S
N

—_——

20

I 1 —_ L

16 DIAS 22 DIAS 20 DIAS 36 DIAS
ETAPAS DE CREC.
—— §-028 —+ 5-030

Figura 31. Comparacién de la respuesta de los trigos al tratamiento

testigo (sin fésforo), en cuatro etapas de crecimiento.

TRITICALES TESTIGOS

mol p-NPP/gr da mat.fresca/tr

80

TSI

eSS

20

16 llJAS 22 DIAS 28 DIAS 386 DIAS
ETAPAS DE CREC.
—— ALAMOS —+— ERONGA % STIER —9— TARASCA
Figura 32. Comparacibén de la respuesta de los triticales al tratamiento
testigo, en cuatro etapas de crecimiento.
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RESUL TADOS VY DISCUSION (Tercera parte).
TRATAMIENTD ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en el oxperiments fuercn tratados
estadisticamente mediante ‘el prograsmna Statistical L‘.nalv:‘.i# System
18,A.S5.), en base al cual hacemos las siguientes interpretaciones:

Del andlisis de varianza se puede observar gue los resultados’
obtenidos reflejan un elevado porcentaje de confiabilidad en las
pruebas realizadas entre tratamientos. genotipos (y por tante
especies), diferentes edades y las interacciones entre tratamientos
con genotipos, tratamiento-edad, genotipo-edad vy tratamiento-
genotipo-edad, con una Fr > F de 0.0001 en todos los casos. La media
global de la Actividad Fosfatisica en todo el experimento fuée de
45. 6193722 rmnl de p-NPP/de mat. fresca/hr (Ver Anexo 1),

Otra prueba estadistica realizada fué la Prueba de Significancia
de Tukey, tanto en tratamientos como en genotipos y edades.

Efecto de la fuente de fbsforo (tratamiento) en la Ac-FA.- En
esta fase dell experimento se observd que las plantas utilizadas comc
testigos fueron las que presentaron la respuesta mas alta a 1a
actividad enzim&tica, presentando la media mas elevada (59.41&
expresada en rmol de p-NPP/gr de mat. frescas/hr} debido a lo cual se
desprende que los tratamientos tienen un efecto significative an la
actividad de la enzima. En cuanto a respuesta enzimidtica ocupa &l
segundo lugar el tratamiento con roca fosfarica (con una media de
46,902 rmcl de p~NFP/gr de mat. fresca/hr), esta se explica porque
esta fuente de fbsforo es insoluble y requiere en mavor medids de
easte mecanismo de adaptacibn para poder obtener fbsforo del medio,

Las plantas tratadas caon fitina y <focsfato de calciec no presentan -
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diferencia importante entre s1 e inclusc estadisticamente responden
de igual forma en su actividad enzimatica al tratamiento aplicado
(con medias de 44.000 y 43.480 respectivamente), por tanto, la
asimilacién del fésforo orgdnico se da con lentitud, debido a que
é#ste debe pasar de una forma no asimilable a una forma asimilable por
1a planta.

El Cax(PO4), es insoluble, por lo cual no hdy asimilacibn rapida
de fbsforo por parte de las ralces de las plantas y es debido a elio
que la Ac-FA es relativamente alta. Finalmente las plantas que
_ presantaron menar Ac—-FA fueron las tratadas con Super fosfato de
calcio triple (con una media de 38.298), esto es debido a que 1la
fuente de Fosforo aplicada es altamente soluble ‘y por tanto
disponible, por lo que la Ac-FA decrece casl instantaneamente, ya que
no se necesita del mecanismo de activacidn de la enzima para la
obtencidn de fosforo (Ver Anexo 2).

Efecto del Genotipo y oe la especie sobre la Ac-FA.— Mediante el
andlisis estadistico pudimos observar que el genotipo que mejor
responde al estres de f6sforo activando el mecanismo enzimdtico fue
el genotipo Alamas para el Triticale migmo que presentd el valor mas
alto de Ac—-FA (con una media de 48.771), siguiendole en segundo
término el genotipa Stier (con una media de 46.972), los genatipos S-
030 para el trigo y Eronga para el Triticale no presentaron una
diferencia importante entre sl en cuanto a respuesta enzimdtica (con
medias de 45.564 y 45.287 respectivamente) y finalmente los genotipos
con menor actividad fosfatasica fueran G5-029 (trigo) vy Tarasca'

{Triticale) los cuales estadlsticamente tuvieron una misma respuesta
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al astres de fasforo (con  upa nmedia de 43,636y 3.487
respectivamente) .

Efecto de la Edad en la ﬁ:ﬁfﬁ.- Analizando Jos resultados obtenidos
de las pruebas realizada§ a los 15, 22, 29 y 36 dias obtuvimos cue la
mayor Ac-FA se presenta en la primera evaluacibn, es decir. a los 1S
dlas {(con una media de 76.405), 1o cual creemos que se debe a que las
reservas de la semilla se agotan antes de esta primera determinacibn
y son activados todos los mecanismos para poder obtener los
nutrimentos necesarios para el crecimiento y desarrollo de la planta,
(Barrett - Lennard, 1981). A los 22 dias se presenta un decremento
muy significativo (con una media de 46.4634). él cual continGa hasta
los 29 dlas (31.359), para finalizar a los 36 dlas (con una media de
28.080); estad{sticamente no hay una diferencia importante en el
Gltimo periodo de crecimiento, es decir, entre los 29 y 36 dias, por
lo cual creemos que la Ac-FA se ve atenuada o estabilicada en el
tultimo perf{odo, y esto se explica mediante la edad de la planta, es
decir, a mayor edad de ésta menor serd su capacidad de respuesta
enzim&tica (Barrett - Lennard, 1981), (Ver Anexo 3).

Basandonos en el andlisis estadistico observamos qua la Ac-FA fue
significativamente diferente entre genotipos y por ende entre
especies. La mayor respuesta enzimatica se presentb en la variedad
Alamos, siguiendola la variedad Stier (ambas triticales), el T7rigo
variedad S~030 y el triticale variedad Eronga tuvieron una respuesta
muy semejante a la activacibon del mecanismo enzimatico. Las
variedades que presentaron una menor Ac~-FA fueron =21 Trigo variedad
S-029 y el Triticale variedad Tarasca, sin embargo, la respuesta

entre los distintos genotipos fué muy parecida.
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.
ta mayor Ar-FA se did en los primeros (S dias de crecim:ento
decrecié la actividad conforme la planta crecla., esto quiere decir
que en la Gltima evaluacitn a los 36 dlas, se vcoegis:ird la wmenor
Ac~FA, sin embargo, estadisticamente la Ac-FA presentada en los dcs
altimos pericdos de crecimiento {29 y 34 dias), . no as
significativamente diferente, de lo cual conclulmos que a medida que
crece .el organismo ]la respuesta enzimitica se aten(ta o estabiliza.
Por 1o anteriormente expuesto podemos decir que el Triticale
activa de manera mas eficaz la enzima fosfatasa acida como un

mecanismo de adaptacibn ante la deficiencia de fbsforo.
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CONCLUSIONES ..

Las nlantas empleadas como testigos presentaron invariablemente
mayor actividad fosfatdsica (Ac-FA). sobre las diferentes fuentes de
fbsforo aplicadas en el experimento.

Ltas diferentes especies empleadas, asi como los genotipos
utilizados y la etapa de crecimiento de las plantas en las cuales se
evalud la Ac-FA, influyeron significativamente en la actividad de la
enzima.

La mayor respuesta enzimatica se presentd en los genotipos Alamos
y Stier ambos Triticales.

lLos genotipos con menor actividad enzimdtica fueron, la variedad
Tarasca en Triticales y la variedad S5-029 para el casoc de los
Trigos.

Las plantas tratadas con Roca Fosforica presentaron una Ac-FA
mas elevada ‘que en los restantes tratamientos, pero no superior a la
de los testigos.

En el caso de las plantas tratadas con Fitina y con Fosfato de
Calcio respondieron de igual forma a la aplicacibn del tratamiento,
de lo que concluimes que no hubo diferencias significativas en la
Activacibn de la enzima fosfatasa acida.

A las plantas gue se les aplicd Super Fosfato de Calcio Triple,
de inmediato respondieron con un decremento en la Ac~FA, cste hecho
se atribuye a que es fbsforo soluble y por lo tanto. disponible bara
la planta.

La mayor Actividad enzimdtica en las plantas, se observb a los 15

dias y la menor a los 36 dlas de crecimiento.
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Es recomengable enfatizar gue dadoe lo amplio dei tema oueda
tadavia campo por explorar en cuanto & uno de los mecanismos de
adaptacidn a la deficienuia de fbaforo, gque es la Actividad de la
enzima fosfatasa acida.

Creemaos que resultaria de gran impartancia investigar que sucede
en stapas previas de crecimiento. es decir, antes de los 15 dias de

edad de la planta, as! como en stapas posteriores, esto es, despuds

de los 36 dias de adad.
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ANEXO 1

ANALISIS ESBTADISTICO DE DATOS MEDIANTE EL PROGRAMA

ANALYSIS SYSTEM (S.A.S8.)

ANALISIS DE VARIANZA

CLASE NIVEL E INFORMACION

STATISTICAL

CLASE NIVEL VALORES
Tratamiento ] 1.2.3.4.5
Genotipo ) 1.2.3.4.5.6
Edad 1.2.3.4
ANALISIS DE VARIANZA
VARIABLE DEPENDIENTE ACT. FOSFATASICA
FUENTE DF SUMA DE MEDIA DE F ‘Pr> F
CUABRADOS CUADRADDS CALCULADA
Modalo 119 172318.8783 1448,0578 2346.17 0.0001
Error 230 1471.5489 &£.1315
Carrelacibn
total 359 173790.4273
Media
R-Cuadradas cwv Root MSE Act. Fosf.
0.991533 S.427907 2.476177 45. 6193722
Modelo DF Anova SS Media de F Pr > F
Cuadrados Calculada
TRAT 4 11406.4367 2831.4092 445,08 0.0001
GEN S 1221,.5509 244.3102 39.85 0.0001
TRAXGEN 20 78%96,1893 394.8093% 64,39 0.00014
3 131377.826 43792.6087 7142.29 0.0001
TRATEEDAD 12 4519.4226 3I76.6185 61,42 0.00014
GENSEDAD 15 6645, 9284 443,0619 72.26 0.0001
TRASGENSEDAD &0 9251.52456 154.1921 25.15 0.0001
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ANEXO 2
PRUEBA DE SIGNIFICANCIA DE TUKEY EN TRATAMIENTOS

Alfa = 0,05 D F = 240 MSE= &, 1314
Valor critico de rango estandarizado = 4.063
Diferencia minima de significancia = 1,.1344

Grupos de medias que no son significativamente diferentes

GRUPD MEDIA NUMERO DE TRATAMIENTOS
DATOS

A 55.416 72 Testigo

B 46.902 72 Raca Fasfbrica

c 44.000 72 Fitina

c 43. 480 72 Fosfato de Ca

D 38.298 72 SFT

PRUEBA DE SIGNIFICANCIA DE TUKEY EN GENOTIPOS

Alfa = 0,03 D F = 240 MBE= 6.131454
Valor critico de rango estandarizado = 4,063
Diferencia minima de significancia = 1,2988

Grupos de medias que no son significativamente diferentes

GRUPD MEDIA NUMERO DE GENOTIPOS
DATOS
A 48.771 60 Alamas
B 46,972 &0 Stier
[of 4%5.%564 &0 §-030
c 4%5.287 &0 Eronga
D 43. 434 &0 8-029
D 43. 487 &0 Tarasca
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ANEXO 3
PRUEBA DE SIGNIFICANCIA DE TUKEY EN DIFERENTES EDADES
Alfa = 0,05 D F = 240 MSE=6. 131454
Valor critico de rango estandarizado = 3,639
Diferencia minima de significancia = 0.955

Grupos de medias que no son significativamente diferentes

GRUPD MEDIA NUMERO DE EDAD
DATOS

A 76.405 90 15 dias

B 46,634 0 22 dias

c 31,359 90 29 dlas

c 28,080 g0 36 dias
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