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RESUMEN 

La investigaciOn agr1cola constituye una alternativa pat"a 

r·esolve1· problemas relacionados con granos bAsicos, aumentando las 

posibilidades de obtene1· m.=:i.yor rendimiento y mejorar su calidad 

nutritiva. El presente trabajo intenta aportar un nivel m~s en el 

conocimiento agr1cola, evaluando la actividad de la enzima fo!:fa-Lasa 

~cida <que es un mecanismo de adaptación de las plantas al est.rés de 

TbsToro en el medio radical), en Trigo y Triticale a diferentes 

edades de las plantas <15, 22, 29 y 36 d'ias>, con ::Hferentc!::, f'..le¡¡tes 

de fbsf=oro aplicadas en dos dbsis entre una deter1ninación y otr:.-1. 

Se calibrb el método utilizar, y esto llevo real L . .: ar 

modificaciones a algunos par:S.metros de la técnica orginal. Emplet"lndo 

el mótodo modificado se midib la actividad de la enzima fo:ifatasa 

~cida <Ac-FA> de las ralees, obteniendo los siguientes resultados: en 

la primera ,determinacibn de la Ac:-FA (a los 15 dlas> se obtuvieron 

los valores mAs altos, los cuales oscilan en un rango de 64.362 a 

83. Bló )'1mol p-NPP/gr de mat. fresca/hr. Para las dos sigui~ntes 

determinaciones (22 y 29 dlas) la Ac:-FA disminuye. sin embargo, en la 

Clltima determinac:Hm (36 dlas) se mantiene constante en casi todos 

los genotipos. 

En cuanto a los tratamientos, las plantas empleadas como testigos 

(sin fuente de fOsforo) presentaron invariablemente una mayor Ac-FA. 

no as1 las plantas tratadas con Super· Fosfato Tt"iple, 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 la~ especie& la mayor respuesta enzim~tica se 

present6 en el Triticale variedad Alamas y la menor en el Trigo 

varied•d S-029 y el Triticale variedad Tarasca. 



XNTRODUC:C:XON. 

En la actualidad uno de los problemas m.\.s agudos a nivel 

mundial, es proporcionar a la poblacifm una alimentacibn balanceada, 

pero debido al acelerado crecimiento demogr:t.fico y a la 

corre9pondiente e5casez de alimentoe, e'!ito resulta cada vez mAs 

diTlcil principalmente en zonas con menor grado de desarrollo, como 

son Asia, Africa, y América Latina. 

Ante esto la inveatigacibn agr1cola constituye una alternativa 

para solventar dicho problema, al aumentar las po5ibilidades de 

obtener mayor rendimiento en productos bAsicos, as\ como mejorar 

calidad nutritiva. 

Uno de los cereales m's importantes a nivel mundial y al cual le 

han sido explotado9 su• recursos genéticos por el hombre, casi hasta 

su capacidad limite, lo constituye el trigo, tanto por su produccibn 

mundial, cpmo por superficie sembrada. A nivel Nacional el trigo 

tiene un lugar preponderante ya que en volumen de produccibn se 

loc;arb 4 321 000 toneladas en el aAo 1991; lo cual coloc6 a México en 

al tercer lugar de produccibn mundial. En cuanto a la SL\perf'icie 

cosechada ésta Tué de 980 294 Ha para ese mismo aXo, todo ello hace a 

este cereal muy importante para la dieta nacional, comparado con 

otros productos a.gr1co1as no menos importantes como el mai;: y el 

frijol <S.A.R.H., 1992). 

Por otra parte, en un esfuerzo por aumentar la p reduce ibn de 

c;aranos alimenticios, se hil desarr-ollado el triticale, especie vegetal 

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



El Triticale ha demostrado prosperar bien en terrenos donde 

otros c:ere,¡¡les tienen problemas por carencia de macro y 

micronutr·imentos, incluso algunas variedades de éste son mks 

resistentes a enfermedades comunes en los cereales. Su importancia 

econbmica actual es escaza, pero muy segurilmente serili impi:irtante a 

corto pla~o. debido a las amplias posibilidades que ofrece. 

Uno de los factores que 1 imita la producciCtn de estos y otros 

cereales blsicos en algunas regiones de México, es la carencia o 

indisponi.bi l idad de los nutrimentos del sustrato, necesarios para 

completar su ciclo vital. Uno de los m:.ts significativos en este 

sentido es el fbsforo <solo después del Nitrbgeno>, ya que a falta de 

éate la planta ve afectado su desarrollo y crecimiento en el tejido 

de ralees y tallos. 

Las plantas ( inclu'1dos los cereales), han desarrollado 

mec•nismos de adaptacibn a la escasez de fbsforo. Entre los 

mecanismos de adaptaciOn se encuentra la activaciOn de la. enzima 

fosfatasa ::t.cida por parte de la ralz para solventar la 

indisponibilidad del fOsforo en al suelo <Horst, 1991• Tabatabai, 

1982• McLachlan, 1980>. 

Por todo lo anterior, el presente trabajo se centrb en la 

det•rminaciOn de la eficiencia radical de diferentes genotipos de 

trigo y tritic:11le en la producciOn de la enzima fosfatasa :.cid~, como 

mecanismo de tolerancia al estrés ocasionado en la planta por la baja 

disponibilidad del f6sforo, empleando la técnica para determinacibn 

de fosfata.sas de Tabatabai (1982), modificada por Cruz, (1994) y 

adaptada para los fines del presente trabajo. 



OBJETXVO GENERAL-

Evaluar la actividad de la enzima To..s-fatasa Acida en des 

genotipos de Trigo fTriticum aestivumJ y cuatro de Triticale (X 

TrJtjcosecale WittmackJ, en distintas etapas de crecimient9 de las 

planta!I y variando la fuent• de T6stToro. 

OBJETXVOB PARTXCULAREB-

- Evaluar cada par:t.metro de la técnica de medicibn de la 

actividad de la enzima, para utilizar los mAs apropiados. 

- D•termina.r la actividad de la enzima To9Tat'asa :tcida en 

distintas etapas de crecimiento del Trigo y Triticale. 

-Evi11.luar la a.ctividoild de la enzima Tosfatasa ~cida variando la 

fuente de f6sforo en ambas ••peciea. 

-Determinar loa genot.ipo!i de Tri90 y Triticale que mejor se 

adapten a la deficiancia de fbsfcro, aumentando su actividad 

fosfat~sic•. 

HXPOTEBXB-

Mediante la b~ja o nula disponibi 1 idad de .fbforo para la 

nutriclbn d• Trigo y Tritlcale, algunos genotipos increm•ntar:'in mis 

r"lpida o ml\s prolongad•mente su actividad .fos.fat:t9ica Acida, para as\ 

lib•r•r -fbsforo de compue•tos en los cuales no estA di5ponible y 

asimilar lo. 



REVXSXON BXBLXOGRAFXCA. 

TRIGO 

GENERALIDADES. El Trigo es un componente esencial de la dieta de 

las poblaci6n me>cicana y un producto bAsico que contribuye en el 

desarrollo de la economta. Ocupa el cuarto lugar en relacibn a la 

•Uper-ficie cosechada, después del ma1z, sorgo y -frijol y el tercer 

lugar, considerando el volumen de la produccibn obtenida, después del 

malz y del sorgo <S.A.R.H., 1992). 

La produccibn nacional de Trigo para el año de 1991 -Fué de 

4 104 010 ton. repartidas de la siguiente manera1 3 703 985 toneladas 

para el cicla de otofio-invierno y 400 025 para el ciclo primavera­

verano. Mientras que la super'ficie cosechada para ese mismo año .fué 

de 980 294 Ha (9.A.R.H., 1992). 

La produccibn de tri;o &e desarrolla en un marco de condiciones 

privilegi•da•, si •e le compara con los dem•s cultivos b~sicos. Menos 

•KPU••ta a la al•atoried•d d11 las condiciones el imA.ticas, debido a 

que los productores de anta graml nea son los bene-ficiarios directos 

de las obras de irrigacibn. A lo anterior se agrega el importante 

apoyo que se ha otorgado para su cultivo, con coberturas en crédito y 

••guro y la lib•raciOn d• un gran nClmero de variedades mejoradas de 

alto• r•ndimientoa, que ha sido posible difundir y adaptar con éxito 

a las condicion•• ecolbgicas de cada zona productora. Estos elementos 

han convertido al Trigo en un cultivo muy atractivo, poco •usceptible 

a los siniestros y muy competitivo en alounas regiones <Noroeste y 



Sajiol r·especto a los demás productos básicos <S.A.R.H.. 1992¡ 

Cl1111YT, 1981). 

La producc:ibn mundial del trigo ha aumentado enormemente durante 

las filtimas d•c:adas. Pero ser~ preciso incrementar todavla mAs si se 

quiere alimentar a una poblacibn cada d1a mAs creciente. Et prCrnimo 

aumento siqniTfr-ativo de los recursos alimentarios habr:t. de 

conseguirse principalmente. a través de nuevas mejoras en la 

productividad del trigo, ya que no es probable que se pueda disponer 

de nuevas tierras cultivables en e><tensibn su·ffciente para resolver 

el problema y la aplicacibn de ayuda agrlcola de alta energta, tales 

como Tert i l t zantes, pesticidas y herbicidas estAn siendo 

perjudiciales cuando se emplean en exceso CFeldman y Sears, 1981¡ 

Cil111YT, 1987-1988>. 

Es por ello que de gran importancia estudiar los diversos tipos 

de adaptabilidad de los trigos ante la deficiencia de algCtn 

nutrimento. 

CLASIFICACION TAXONOHICA. La clasiTicacibn ta>conOmica dol Trigo es 

la siguiente: 

REINO ••••••••• •• ••••••••••••• Vegetal 

OIVISION •••••• ., •••• ,., •••• , • Tracheophyta 

CLASE ••••••••••••• ~··········Monocotyledoneae 

ORDEN •••••••••••••••••••••••• Glumi fer a les 

FAMILIA •••••••••••••••••••••• Gramineae 

TRIBU •••••••••••••••••••••••• Tritic:eae <Hordeae> 

SUBTRIBU ••••••••••••••••••••• Triticeneae 

GENERO •• •••••••••••••••••••••Triticum 
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TRITICM.E 

GENERAl..lDADES. En 1875, Wilson infot"'mtl • la Sociedad BotAnic:a de 

Edimbut"go que habla obtet1ido una planta estéril a partir de un 

cr-1. . .rz•miento de tr-igo y centeno.. Si bien Rimpau produjo el primer 

Triticale -fértil en 1888, éste cultivo continub teniendo 

relativamente poca trascendencia hasta ya avanzados los primero5 

d&cenios del •i9lo XX <CIMMYT, 1qau. El primer adelanto en la 

produccibn de triticales -fértiles se alcanzb en 1937, con el 

tratami•nto con colchicina <alcaloide derivado de los bulbos o de las 

semi 1 las del a:zaTrAn de otoRo tColchicum autumnaleJ. Este alcaloide 

puede inducir la duplicacibn del namero de ct"'omosomas de las plantas, 

e1'to hizo posible la creacibn de tritic:ates primat"ios -férti le• 

(Varughese, et al, 1987). 

La segunda gran c:ontribucibn a la producción de Tr-iticale se 

pr-cdujo an el decenio de 1940, cuando se d&sarrollaron las técnicas 

de cultivo de embriones CCINMVT, 1981). 

El pRr-Fec.cionamianto de la5 t6cnicas de rescate da embriones y 

da la colchicina fueron de gran utilidad para las investigaciones 

sobre el triticale, por primera vez fué posible producir Triticales 

en c•ntidad•• •decuadas CVarughese, et al, 1987). 

En l• a.ctualidad el Tritica:le h• dejado de ser una cur-iosid•d 

cientl-fic:a y •• h• convertido un una. planta: que iH! est:. mejorando 

genéticamente pa.ra contr-itluir a. la alimentacibn del hombre 

princ.ipalmante. En 111 mundo existen diversoB programas ·de 

mejoramiento de Tr-iticAlea, destacando en este sentido el Centro 

Internacional de Mejoramiento de Mato;: y Trigo CCIMMYT>, que desde oau 
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fundaciOn en México ha liberado muchas variedades nuevas <Varughese. 

et al, 1987). 

CIMMYT (1981) señala que el triticale es un cultivo que dla a dla 

cobrando mayor interés, reportando una extensibn sembrada de m~s 

de un millOn de hect~reas en todo el mundo. 

El Triticale ha sido estudiado por la FECOTRIGO en Brasil, desde 

1969, desde. entonces se han cultivado extensas zonas en éste pa'.ls y 

en otros, con el -Fln de comparar y mejorar sus caracter1sticas con 

respecto a sus pregenitores. En un ensayo comparativo de rendimiento 

del triticale con el trigo, realizada por la CEP- FECOTRIGO, los 

regultadcs obtenidos en pl"oduccibn, inmunidad, resistencia y 

tolerancia, Tueron considerablemnete superiores al trigo <Svoboda, 

1982). 

Otros estudios muestran que al comparar el rendimiento y la 

calidad del Terraje de diTerantes especie& de cereales de grano a 

través de .varios cortes, que los cultivares de Triticale Tueron 

similares al de la avena, superaron al de trigo, pero Tueron 

inTeriore• • los d• c•nteno <Brown y Almodares, 1976). 



CLASIFICACION TAXONO"ICA. 

El Tri ticale &5 un an.fiploide resultan te de la. dupl icac:ibn de 

cromosomas del hlbrido intergenérico produc:ido al cruzar el Trigo 

fTriticum aestivumJ con el Centeno (Secale cerealeJ. La clasificacibn 

TaxonOmica del Tritic•le es la siguiente: 

REINO •••••••••••••••••••••••• Vegetal 

DIVJSION ••••••••••••••••••••• Tracheophyta 

SUBOIVISION •••••••••••••••••• Pteropsidae 

CLASE •••••••••••••••••••••••• Angiosperma 

SUBCLASE ••••••••••••••••••••• Honocot i 1 edoneae 

GRUPO •••••••••••••••••••••••• Glumlfora 

ORDEN •••••••••••••••••••••••• Graminales 

FAMILIA •••••••••••••••••••••• Graminae 

TRIBU ••••••.•••••••••••••••••• Triticeae 

GENERO ••••••••••••••••••••••• Trltlcale 

ESPECIE ••• , •••••• ,,., •••••••• t1p hexaploide 

•P octaploide 
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CALIDAD NUTRITIVA DEL TRITICALE. 

La calidad nutritiva del Tritic:ale es semejante a ta del Trigo y 

en algunos aspectos 1 lega a superarlo. En particular en el ma.yor 

contenido de lisina del Triticale, su mejor digestibilidad prote\nic:a 

y el balance de minerales lo hacen especialmente adecua.do para 

reemplazar o complementar a otros cereales en la alimentacibn humana 

o animal CCIMHYT, 1981). 

Por otra parte, el contenido de fbsforo en el Triticale es m~s 

alto que el de cualquiera de las dos especies que le diet·on origen 

(4.5 g/Kg de materia seca, en comparacibn con 3.8 g/kg del Trigo y 

4.1 gll<g del Centeno), esto hace del Triticale un elemento 

conveniente en la al imentacibn de anim.:iles cuyas nec:esi dadas de 

-f6raforo sean c:onsid&rilbles Cc:omo pudiesen ser cerdos y gallinas) 

<Varughese, et al, 1987). 

Los pr.imeroa Tritic:ales contenlan un altlsimo porcentaje de 

protelna debido a que sus granos arrugados tenlan un bajo contenido 

de almidbn • Con-forme se ha mejorado el llenado de los granos del 

Triticale, el porcentaje de protelna ha disminuido segó.n se habla 

predicho. Los granos de 1011 Triticales de alto rendimiento tienen 

ahora de 10,'5 a 1::S.'5 Y. de prote1na 1 lo cual se compara con el 10 a 

12 X de protelmt de los trigos harineros que se cultivan. Por otra 

parte el porcentaje de lisina •s generalmente mayor en el Tritic:ale, 

que en los trigos harineros CHern~ndez, 1979>. 

11 



DISTR!BUCION DEL CULTIVO DEL TRITICALE. 

El Tritic:ale es un c:ultívo que d\a a dia va cobrando mayor 

interés; se reporta una e::r.ens iOn sembrada de mhs de un mil lOn da 

hact&reas en todo el mundo, los paises desarrollados son los mayores 

productores., ,aunque otros palses en desarrollo, como Aroentina y 

Mé><ic:o, ya lo pr"l'Jducen come,-cialmente (CIMMYT, 19EUJ. 

Polonia cultivaba a finales de la d~c::.ada de lo5 ochentas cerca 

de 250 000 Ha de triticale, y para principies de la década de los 

noventas, proyectaba contar con mis de un míllbn de hectkreas 

dedicadas a este cultivo. Los tritícales poli'lcos se siembran hoy en 

muchos pa1ses europeos y en otr•s regiones donde se siembran cultivos 

de invierno <CIMMYT, 1901; CIMMVT, 1987- 1988). 

Esta(os Unidos, Suecia, Francia, Gran Bretaña, Alemania, Hungrla 

y otros pai9es, proporcionan nueva5 fuentes de divei·sidad genética. 

En lo que t'es.pecta a las .).reas de cultivo en Mé>eico, el triticale 

prospera bien en la• regiones donde se cultiva actualmente trigo, 

cebada o aveml, y en la. mayorla de los casos se desarrolla mejor en 

terreno• donde otros cereales tienen problemas por carencia de 

microelementoe, como en el ca.so de escasez: de z: inc, o en lo5 9uelo5 

que contienen mayor cantidad da salea.. Por lo que se refiere a 

prec:ipitac:i6n pluvial, si eata no es demasiado irregular, las 

cosecha• de trittcale son buenas en 'reas donde la cantidad de.lluvia 

••de alrrededor de ~00 a 600 millmetros (lNlA. 1984). 

En 1993, en los Altos de Jalisco y la Sierra. Tarasca se 

c:ultivab• con éxito el triticale y en la parte Noroeste del La.ge ·de 

P&tzcuaro ha despl az:ado al tr ioa ya que produc:e hasta 30 % mAs de 

rendlmíanto en siembras de temporal. En la regibn de los Valles Altos 
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de 105 Estados de Pueblo, Tlaxcala e Hidalgo, este cultivo tiene 

poslbi 1 ida.des de prosperar, pues responde bien a suelos arenosos, que 

son frecuentes en esta krea y también porque las heladas err~ticas de 

julio no lo dañan, como sucede en los cultivos de maiz y frijol. 

El ~rea potencial de siembra de temporal del trit.icale es 

amplia, pues con las actuales variedades ser\a posible sembrar m~s de 

15 000 Ha en cada uno de los Ev.tados de Jalisco y Michoac:t.n, y al 

rededor de 30 000 Ha. en los Estados de Tlaxcala, Hidalgo, Puebla y 

Estado de Me1dco <IMIA, 1984>. 

La importancia social del cultivo de triticale aún es reducida, 

si se le compara con la del trigo, puéB de las variedades existentes 

del primero, ninguna logra igualar las caracterh;ticas de la harina 

del trigo para la elaboracibn de pan, aunque se tiene conocimiento de 

que usando una mezcla de tt·iticale-trigo en proporciOn 75-25, se 

logran buenos resultados en la paniTicacibn <INIA, 1984¡ CIMMVT, 

19Bll. 
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CAJIACATERISTICAS GENERALES DE LAS ORAMINEAS. 

Las gr"am1neas son plantas herb~ceas c:on tallos cillndricos 

fistulosos y articulados, con diafragmas transversales en los nudos 

engrosados, las hoja• se disponen en dos -filas a lo largo de el las, 

son dl¡¡tic:as. Su hoja se compone de una vaina, que abraza al tallo. 

Las esp1.culas forman inflore&cenc:ias complejas eapeciformes o en 

forma de panlc:ula. Cada esplc:ula est~ envuelta en su base por las 

glumas, generalmente en nCamero de dos. Siguen a estas, dispuestas de 

manera d1stica, los lemas o glClmelas inferiores, que f'unc:ionan como 

brac:teas madres de las flores CStrasburger, 1974; Soldano, 1978). 

El embrión posee un cotiledbn transformado en un Organo absorbente 

de forma abroquelada, el esc:utelo, mediante el cual se.aplica por el 

fl&nco al endosperma. 

La importancia de las gram1neas en la bibsfera es muy elevada, 

ellas determinan el car~c:ter del paisaje en las sabanas , estepas y 

praderas. La evolucibn de grandes grupos de animales no podr1a 

imaginarse sin ellas. Para el hombre es un cultivo que representa una 

Tuente alimenticia de enorme importancia <Strasburger, 1974). 

Uno de los cereales m.\s importantes es el trigo, cl.1yas 

carac:ter1sticas son: esplc:l.llas solitarias, por lo comCsn con 3 a 5 

flores, glumas anchas y lemas aristados. El m~s importante es al 

trigo común hexaploide (Strasburger, 1974) Ver Figura 1 <a, b y e>. 

El trigo estb. constituido por un sistema radical. tallo principal 

y tallos secundarios o macolles, hojas inflorescencias. Las ra'lces 

son numerosas, fibrouas y se e>etienden en la super-ficie y proTundidad · 

de acuerdo a las condiciones del suelo. Existen dos tipos de ralees 
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las primarias o seminales y las secundarias o adventicias <Soldano, 

197Bl. 

Mackey (1973>, citado p~r Solano <1986>~ señala que las ratees del 

trigo han sido modi-ficadas, inadvertidamente como consecuencia del 

mejoramiento 9enético orientado b~sicamente a la parte aérea. 

Rappaport 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 

ser m~s vigoroso en su tallo con un grano m~s grande y una espiga m~s 

larga dependiendo de su habitat. El grano del Triticale suele ser m~s 

encogido y arrugado que el del trigo <Bushuk y Larter, 1980). 

El alto contenido de prote1na en el grano del Triticale ·tiende a 

estar asociado con el arrugamiento del endospermo CZillinski, 1974>. 
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Figura 1 
a). Trigo CTritic:um aetivum>. 
b). Esplcula del trigo: glumas Ch)• lemas Cd>, p~leas <v>. 
e). SecciOn Longitudinal mediana de la parte inTerior de 

un grano de trigo, pared lateral del surco del grano<~>, en la 
parte inferior i2QUierda del embribn con escutelo <se>, ha: 
conductor Cvs> y epitelio cillndrico <ce), 11gula Cl>, coleop-
tilo (e), cono vegetativo caulinar <pr), epiblastc (11), 
coleorri:a (el). radlcula (r). caliptra (cp) y punto de 
salida Cm). 16 



ENZIMAS. 

La en:::imolog1a es la ciencia que se refiere al estudio de la 

estructura y el funcionamiento de las enzimas. Esta ciencia reviste 

especial interós en el fen6meno biolbgico debido a la asociacibn que 

e>Ciste entre las enzimas y la vida misma; tanto as1 qL1e el or\gen de 

la vida se ha relacionado, en gran medida, con el origen de las 

enzimas. 

Se sabe que la vida de una célula depende de un complejo conjunto 

de reacciones qutmicas sucesivas conoi::idas como v1as metabOlicas. 

Cada una de estas vlas es una secuencia de transformaciones qutmicas 

catalizadas por enzimas especificas. La modificacibn o la ausencia de 

cualquiera de 'stas enzimas puede ocasionar serios transtornos en 

estos procesos e incluso la muerte de las células o los organismos 

<SAnchez, 1987). 

La accibn en::im.\.tica es un Tenbmeno que presenta caracterlsticas 

relevantas, tanto para la biologla como para la Tisicoqulmica y otras 

ciencias. 

A partir de que Payeu y Persoz descubrieran la9 enzimils CTermentos 

o diastasas> en 1833 y de que Eduard Buchne1· reconociera, en 1897, 

que los procesos enzimAticos no requieren la presencia de la célula 

vivient• , el •studio de las enzimas se centrb primordialmente en 

conocer su naturaleza qulmica. Los tr-abajos de Summer en 1926 

(postet•iormente ampliados y confirmados por Northrop en 1930) 

demostraron claramente que las em:imas son protelnas CS:t.nche;:, 1987; 

Millar, 1981). 
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Durante los 20 años siquientes. se intensi-ficaron las 

investigaciones, lo que permitib descubr-ir y puri-Ficai- un 

considerable nCJmero de en::;imas. asl como cristalizar algunns de 

éstas. El avance logrado en este periodo permitib internarse mAs 

el :..rea de la caracterizacHm qulmica de las en:imali y pro-Fundizar en 

el conocimiento de la secuencia de los amino:t.cidos que las 

constituyen. Avances posteriores de gran s1gnificacibn en el cümpo de 

la cinética enzim~tica, el intercambio de moléculas radiactivas y los 

caracteres ter-modinAmicos de los complejos enzima-&ustrato, 

permitieron comprender mejor algunas de las caracted.sticas 

fundamentales de la accibn enzim&t ica, tales como su especi-ficidad 

por sustratos, el reconocimiento del sitio activo y sus mecanismos de 

acci.On. 

Finalmente, el avance logrado en los Oltimos tiempos en el 

conocimiento de la estructura tridimensional de las enzimas, el 

reconocimiento de lo• ºdominios" de las protelnas y su conservacibn 

durante la evolucibn biolbgica, han contribuido cambiar los 

concepto• sobre la organizacibn y la regulacibn de las enzimas en las 

células vivas (SAnchez, 1987>. 

Por otra parte, una de las caracter1sticas de la célula activa 

es eu habilidad para desarrollar reacciones complejas rápidamente y a 

l• temperatura ambiente. Fuera de la célula estas reacciones se 

desarrollar1•n con demasiada lentitud. La compleja maquina1·ia 

metabOl ica -Fundamental para la célula. no podr1a trabajar 

velocidades tan bajas. Los principales agentes que participan en las 

notables transformaciones celulares pertenecen a un grupo de 

protelnas denominadas enzimas (Conn y Stumpi=. 1982>. 
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Una enzim.:J. es una prolelna sintetizada por la célula .,,, 'ª• que 

cataliza o acelera, una reaccibn termodin~micamente posible. De esta 

manera, la velocidad de la n:acc:i6n resulta compatible con el proceso 

bioqulmico esencial pará el mantenimiento de la vida ceh.tlal"'. La 

enzima no modiTica en Tol"'ma alguna la constante de equilibl"'io o el .6..G 

de una reaccibn. Como son protelnas, todos los agentes capaces de 

desnaturalizar a estos compuestos (como el calor, los ~cides y las 

batses Tuel"'tes, los solventes orgánicos y otros materiales) hacen 

perder a las enzimas sus propiedades catallticas. 

La elevada especificidad de la función catal1tica de las enzimas 

se debe a su naturaleza protéica. La extraordinariamente compleja 

estructura de las prote\nas les con-fiera tanto los medios para un 

mecanismo de !"'eacci6n particular, como la capacidad de molde para 

identificar ssolo ¡¡ un limitado grupo de sustratos. La célula puede 

elaborar enzimas para diferentes funciones debido a que, en realidad, 

la estructura primaria dictamina la estructura compleja final 

<estructura terciaria) (Conn y Stumpf, 1982>. 

Espaci~icid•d •nzi•&tic•. 

Una de las caracter\sticas m.\s sobresalientes de la c:at~l isis 

enzimA.tica es el alto grado de especi-Ficidad de la enzima por el o 

los sustl"'atos de la reaccibn. Esta propiedad se limita a una sole1. 

molécula o a un rango muy restl"'ingido de sustancias qu!micamente 

relacionadas con ella. 

Los diTerentes grupos de enzim•s var1an mucho grado de 

especificidad seg(tn sean el o los sustratos de la t"eacci6n. Algunos, 

como el de las deshidrogenasas, comprenden enzimas de las mAs 

especificas ya que, en términos genel"'ales, sOlo aceptan un SLtstrato 
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t"o1nc. dCln.:ldcr de hidrbgenos y otro como receptor. Sin embat"go. otra"" 

enzimas actC.tan sot>re un rango mks amplio de sustancias, aunque 

difieren mucho en la vP-locidad de la cat.11.lisis rnAnchez. 1987>. 

EMiste, adem~s, una notoria estereoespecif'.icidad en las en:imas 

que incluye la capacidad de distinguir entre dos sustratos con grupos 

funcionales aparentemente idénticos colocados en una molécula 

asiméti·ica. Con el uso de ie6topos radiactivos se ha podido con.firmar 

e>eperimentalmenta que las enzimas son ceo.paces de seleccionar 

9olamente uno de los isómeros bpticos de una mezcla O/L. Esta 

observacibn en el comportamiento enzimAtico lleva a concluir que la 

unibn de la enzima con el sustrato r·equiere de la participacibn de un 

mlnimo de tres grupos residuales de la cadena pept\dica para la 

debida or ientac ibn del sustrato. 

Asl pues. si se considera que estos catalizadores de alta 

especiTicidad determinan no sblo la velocidad de cada una de las 

reaccione5 celulares, sino que ademAs pueden distinguir, en un 

momento determinado, entre mClltiples metabol\tos presentes, cu.i.l o 

cu.:t.les sen loe que van a ser transformados, se concluye que la 

actividad interrelacionada de catalizadores muy especializados dentro 

de una célula viva representa un sistema organi:ativo de la 

naturaleo:a sumamente complejo. que permite una n~gulacibn precisa y 

simultbnea de las diversas vtas metabbl icas operantes <SAnchez, 

1997). 
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FOSFORO. 

El fbsforo es uno de los 16 elementos esenciales para todi:\s las 

plantas <Miller, 1991>, y el segundo m~s cr1tico nutrimento vegetal 

de los macroelementos, esto es debido a que el total del suministro 

de fbsforo en la mayorla de los suelos es bajo y no esta realmente 

disponible para las plantas <Donahue, 1981>. 

El fbsforo total en un suelo arable promedio es apro>:imadamente 

de O. l 'l. por peso, del cual solo una infinitésima parte esta 

disponible para las plantas <Donahue,1961). 

Otros autores mencionan que la cantidad de fosfatos en el suelo es 

inferior a 1 kg/Ha y en casos muy especlficos llega a ser hasta de 

O.l kg/Ha <Thompson 1 1982>. 

No •• tan importante la cantidad de fosfato en el suelo como la 

velocidad a la cual ae va disolviendo. Las plantas pueden adquirir 

un desarrollo sati•factorio con una cantidad muy pequeña de fosfato 

en solucibn, siempre y cuando se mantenga esta concentracibn. Esto 

significa que la• condiciones para una r.3.pida formacibn de fosfato 

asimilable, a partir de los compuestos orgknicos y de los inorg~nicos 

debe ser favorable (Thompson, 1982). 

La fuente original de fbsforo en el suelo es la apat1ta 

Ca5 <P0 4 >3F, un fosfato cklcico de baja solubilidad. Los iones 

solubilizados, H2Po4-, reaccionan rkpidamente en el suelo para for·mar 

fosfatos insoluble• <este mecanismo es conocido como fija.cibn de 

fosfatos), con iones de calcio o con hidt"bKido de hierro y aluminio, 

esto sucede en suelos leidos, en suelos a leal inos se forma fosfato 

tricAlcico que también es poco soluble. Como se puede observ,:\I" oi?l 

21 



fOsforo no es muy m6v1l en las soluciones del suelo y dabe 

•plicado donde sea necesario. Las pérdidas por lavado no 

considerables (Oonahue, 1981¡ Honsivais, 1989>. 

No s6lo las formas minerales de .fbsforo tienen baja solubilidad 

sino que no hay un mecanismo e.ficiente para absorcibn de iones 

H2Po4 - como iones intercambiables en los cristales de arcilla o 

part1culas de humus por cationes. Como resultado, el .fbsforo usado 

por las plantas m:t.s que al aplicado como fertilizante es derivado 

principalmente de los fovfatos liberados durante la descomposicibn de 

la materia. org.\nica en el suelo COonahue, 1981). 

Aunque se reconoce que el fbsforo se encuentra como anibn 

intercambiable, se cree que el intercambio no es importante en la 

nutrici6n de la planta con este elemento, es decir, las ralees de las 

plantas toman directamente el fosfato de la solucibn en una 

proporcibn mucho mayor que el que absorben por interc~mbio CThompson, 

1982). 

En años recientes ha cobrado interés la determinacibn de la 

actividad enzimlltica en los sueloa y esto ha promovido un 

sionificativo avance en este campo. En particular los métodos 

desarrollados para determinar la actividad de la enzima fosfatasa, la 

cual libera al fOsforo oro~nico, rompiendo los enlaces ester-Tos~ato 

de loa compuestos en la rizOsfera, dicha actividad enzimAtica se 

incrementa en relacibn a la deficiencia de fbsforo 

(T1·asar y Gi 1, 1986). 

en el suelo 

Es importante recordar que el fOsforo no se encuentra en estado 

de 11 pureza qulmica" (p) •n el suelo, este se combina con&tituyendo 

compuestos org:inicos <como los Tosfol\pidos • .leidos nucleicos, fitina 
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e inositol. pertenecientes a la composicibn de la m~.teria org~nica> Eo­

inorgAnicos (procedentes ademAs de la descomposicibn bactericina del 

material org:mtco, de loa minerales del suelo del grupo de la 

ap•tita principalmente como Tluorapatita, clorapatita, hidrox1apat1ta 

y de Tosfatos espec1Ticos como los de Ca, Fe y Al> (Rodr!guez, 1982; 

Monsivais, 1989). 

Las diferentes Tunciones en las cuales interviene el ffJsforo en 

las plantas son muy diversas. El fl::isToro inorgánico actCJa como 

coenzima y mantiene el equilibrio con el fOsToro org~nico dentro de 

la planta. Por otra parte el TOsToro org:t.nico interviene en la 

constituciOn de compuestos de almacenamiento y de estructura <como la 

Ti tina) en las semillas, fosfol'ipidos (como la lecitina>, .leidos 

nucleico• y nucleoprote\nas constituyentes de cromosomas; el fbsforo 

orglnico también forma parte da compuestos del meta.bol ismo · 

intermediario cocno el difosfato y trifoafato de adenosina (ADP V ATP> 

que eon 19s almacenadores y transportadores de energ\a y adem~s 

intervien• en proceso& de la. reproduc:cibn de la.s plantas <Rodr\guez, 

19921 G•ucher, 1971>. 

En general el fbsforo tiene una importancia vital en -Funcione~ 

como la respiracibn, la Totos'.lntesis, la divisibn celular, sintesis 

de azCJcar, grasa• y prote'inas, la acumulacibn de energ1a <ATP y NADP> 

en los fenOmenos de la fosfori laciCm y la regulacibn del PH de l.:\s 

células. El fbsforo normalmente se acumula en tejidos activos (de 

t1lntet1is y ra&piracibn). lo• meristemos <puntos de divic.1i6n celular> 

9emillas y frutos, en los cuales juega un papel primordial para el 

buen desarrollo d• las plantas (Rodrlguez, 1982>. 
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El fbsforo también necesario para ciertos procesos 

enzim.\ticom, como la produccibn de alcohol a partir de azó.cat·es, y la 

transformact6n de az~cares en almidbn. y viceversa <Miller, 1981>. 

Una buena disponibi 1 idad de fbsforo produce un mayor desarrollo 

radical, mayor crecimiento y mejor desarrollo general de la planta, 

aceler•c16n de la .floracibn y fructificacibn, mayor resistencia a 

condiciones adverr5as <Rodrtguez, 1982>. El nc.tcleo de cada célula de 

la planta contiene f6s-foro, por lo que la divisibn y crecimiento 

celular son dependientes de adecuadas cantidades de él CDonahue, 

1'181). 

Por otra parte, la aplicac:iCJn de grandes cantidades de Tbsforo 

soluble como -fertilizante en suelos bajos en zinc disponible, puede 

originar deficiencia de este elemento en plantas como •l malz, frijol 

y lino ya que lo inmoviliza por la .formacibn de fosfato& insolubles 

de zinc CDonahue, 1981). 

Las plantas deficientes en Tbsforo son de crecimiento lento y a 

menudo enanas en la madurez. Las hojas son de colar verde obscuro, y 

al desarrollo de las antocianinas pueden estar aumentando 

01iller, 1981>. 

Si hay deficiencia de fósforo, la divisibn celular en los 

veoetales se retarda y el crecimiento se detiene. Una coloracibn 

verde oscuro asociada a un color pClrpura en el primer periodo de 

crecimiento es 11lntoma de de-Ficiencia Ct1on5iVais, 1989). 

La deficiencia de fbs-foro inter-fiere también c:on la normal 

apertura de los estomas de ciertas plantas, creando temperaturas 10 % 

mi• altas •n las hojas, mediante periodos de sol, que en las hojas de 

plantas c:on adecuado f6sforo. Las altas temperaturas en las hojas 
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pueden afectar crlticamente el crecimiento de la planta en Areas 

donde la temperatura aumenta demasiado Sin embargo, las bajas 

temperaturas ambientales afectan también directamente al crecimiento 

de las plantas que toman el fOsforo procedente de la desccmposicibn 

de la materia org~nica, ya que el frio di9minuye la descomposicibn y 

la consecuente 1 iberacibn de fosfatos, lo que provoca una baja 

disponibilidad de f~s-for a y por consiguiente un menor crecimiento 

<Donahue, 1981). 

Los -factora& que afectan a la inmovilizacibn y a la mineralizacibn 

del fbsforo est:.n asociados con la actividad microbiana. Cuando la 

poblacibn microbiana se estk desarrollando r~pidamente, los 

organismos pueden agotar la cantidad de fosfato soluble de una manera 

tempon•l. A medida que la poblacibn disminuye parte del fOs-foro del 

tejida microbiilno se mineraliza. La mineralizacibn y la 

inmovilizacibn son reversibles, pero la reacciOn no es un proceso en 

equilibrio C.Thompson, 1982; Donahue, 1981). 

La ralaciOn entre •l pH y la cantidad de fOsforo a•imilable es muy 

••tr•ch•. S• cr•a que •l pH Optimo pAra la solubilizacibn del fbsforo 

~~ encuentra en el intervalo de 6.S a 7.S. En el intervalo de pH que 

•• encuentra en el 9uelo (entra 4 y 10) existen tres formas de 

ortofosfi1.to1 el monovalente, H2 P04-; el divalente, HP04=, y el 

trivalente P04:. La existencia d& cualquiera de estas ~ormas est~ en 

funci6n dRl pH <Thompson,1982). 
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MECANISMOS PARA U TOMA DE NllTRIMElrrOS EH US PLANTAS. 

Las plantas absorben los nutrimento• del suelo principalmente en 

form• de iones, estas pueden obtenerlos también mediante la absorcibn 

• través de las hojas o de las ralees. El agua es ab!lorbida. por los 

estoma-;¡, pero la cantidad es pequl::!ña comparada con la cantidad que 

entra por la.• ralees. InvestiQaciones. con elementos radioactivos han 

demostrado que solamente el hidrbgeno del •gua es utilizado por la 

planta; el oxigeno es liberado como un gas <Donahue, 1981>. 

Los nutrimentos non suministrados mediante los siguientes 

mecaniGmos1 Flujo de masa, Difusi6n e Intercepcibn radical. 

La.a plantas transpiran gran cantidad de agua, la mayor parte de 

ésta es absorbida por las ratees, la cual we mueve a través de las 

mismas y del tallo, y finalmente la mayor parte se pierde como vapor 

por los estoma• en las hojas. La cont\nua absorcibn y transpiracibn 

del agua por las plantas significa que grandes volumenes de éste 

liquido deben moverse a través del suelo. El aoua con 109 nutrimentos 

di•u•lto• (llamada soluciOn del suelo>, ae mueve del •uelo a las 

ralees. De ahl que el agua y los nutrimentos son absorbidos por la 

planta mediante diferentes mecani5mos. El movimiento da los 

nutt· imento9 a través del suela. en el agua en movi mienta. es llamado 

flujo dm •••• <Donahue, 1981>. 

Al momento que las ralees absorben nutrimentos de la soluciOn del 

•uelo, otros nutrimentos disueltos se mueven hacia las ralees, esto 

por las leyes de dtfusibn <que es, de zonas de mayor concentracibn.de 

nutrimento• a zonas de concentraciOn mAs baja). 
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Con el crecimiento de las ratees, el las se extienden a nuevas 

lreas del suelo donde s~ encuentran o interceptan con iones ~n 

solución. La e)(tensibn de la ratz disminuye la distancia necesaria 

para que los nutrimentos se muevan por flujo de masa o diTus1bn hacia 

la superTicie ·de las ratees COonahue, 1981>. Este mecanismo es 

conocido como "Intercepcibn radical". que es el desarrollo de la 

mayor elonoacibn de la rafz bajo condiciones de e&tres, para tener 

mayor espacio-volumen de exploracibn (Anuradha y Narayanan, 1991; 

McLaughlin y J•mes, 1991J citados por Cruz, 1994). 

La rdz esi una combinacibn de un enrejado activo <Tormado por 

paredes celulares), que esta en contacto con la soluci6n del suelo y 

el protoplasma celular (la por"'ci6n viva interior>, que esto\ rodeado 

por una membran•. Una selectiva y discriminante absorcibn de iones 

esenciales Ctambi6n como la de no esenciales> ocurre a través de 

6stas membrana• c•lulares por procesos muy complejos. 

A m•di~a que las ralee& absorben nutrimentos, !rncretan cationes H+ 

en una cantidad de cationes equival•nt•s o un •niOn HC03- por una 

cantidad de nutrim•nto •niOntco absorbido. 

L• princip•l fuente de nutrimentos ani6nico&, es la materia 

orQlnica. del suelo. La descomposicibn de la materia org~nica por 

b•cterias, hongos y actinomicatos (todos microorganismos) pone estos 

nutrtmentoa anibnicoa dispcnibl•s para la absorcibn de las plantas 

COoni11hue, 1981>. La capacidad que ti•nen las sustancias hllmicas de 

form•r sales disociadas, Junto con la adsorcibn de ca.tienes por las 

arcillas, origina 111 complejo de cambio iOnico, mediante el cual 

eKiste un equilibrio dinlmtco de cationes, llamado bases de cambio Cy 

en menor g,-ado de •niones), entre el complejo organomineral y la 
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9oluci6n del ii>Uelo, µcrm1t1endo a$l la odecuat.lci nutr1cibn veqe-tal 

<G•llardo, 1980). 

Los tones;¡ en el suelo se encuentran de diversas maneras: 

1. En la saturac1bn acuosa del suelo en donde son -F~cilmente 

asimi l•dos por las pl•ntas, l• solucibn del suelo es el principal 

proveedor do iones. 

2. En los coloides que -Forman el suelo, los iones •e encuentran 

adsorbido• allt por las atracciones eléctricas de los coloides 

oro~ntco• e tnorg~nicos y las cargas de los distinto• iones. 

3. En la. estructura crimtalina de los coloides. 

La& planta& utilizan los iones qua se encuentran en la soluc:iOn 

acuosa dal suelo y lofi adsorbidos en la super-Ficie de las partlculas 

coloidales. Las pl•ntas aprovechan con mayor -Facilidad los iones de 

las soluciones ed.iTicas, en cambio, 1011 adsorbidos en los coloides 

sert\n mlu¡ diflc:i les de un aprovechamiento directo siendo 

intercambiable• con la 11oluci6n del suelo <Rodr1guez, 1qa2>. 

Las sala• nutritivas en el suelo al entrar •n la wolucibn tiendan 

• disociar•• en su• partes con~ormant••, lo• •niones de carga 

ne;atlv• y lo• cationes d• carga positiva. 

f1edi•nte la llamada serie 1 iotrbpica de los c•tiones u 

ordenamiento de lo• cationes de acuerdo a la Tuerza en que est~n 

unidos a lo• coloid•• del t5uelo, •• explica la -facilidad qu11 tiene 

la plant• de intercambiar iones directamente con las micelaa. 

Los coloide& del suelo ue pueden dividir en coloide• minerales y 

or;•nlcoa. Los min•ral•s est.in constituidos por la• mic:•las de. los 

distintos Qrupo• d• arcillas <caolinitas, vermiculitas·, 

montmorlllonitaa, cloritas, entf"e otras>, las part\culas de tuddo de 
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hierro y aluminio y los alofanos. Los coloides orgkn1cos son el humus 

(mor, mull, moder, anmoder y humus microbiano>, y demks sustancias 

or~Anicas <Gallardo, 1980), 

Lo& nitratos, sulfatos y bicarbonatos son aniones que se destacan 

por una f.lci l i ntercambiabi 1 idad, con e><cepcibn de los fosfatos que 

en suelos al cal incs precipitan en forma de fosfato de calcio y 

manganeso, y en suelos kcidos son fijados por las caolinitas y bxidos 

d11 hierro y aluminio, por lo tanto, los fosfatos no son fA.cilmente 

absorbidos por las plantas (Rodrlgez, 1982>. 

En el proceso de absorcibn de loa nutrimentos se distinguen cinco 

atap•sn 

1. El int.•r-c-bio d9 icna• •ntr-• •ic•l•• y la soluciCm .. 11na del 

su•la. En la super-ficie de las micelas se encuentran adsorbidos los 

distintos. cationes; la fuerza con que estA.n adsorbidos depende del 

tipo de catibn (determinando la serie liotrbpica>, indicando la mayor 

probabilidad de intercambio con la solucibn del suelo de aquellos 

cationes que estén menos fu•rtemente unidos. Esta etapa es conocida 

como "adsorciOn de la interface micela-solucibn del suelo". 

2. Jnt•rc-bia de iones •ntr• la ralz y •1 suelo. 

La r•1z puede hacer el intercambio de dos formas respecto al 

suelo: 

- Directamente por contacto entre ra1z y suelo. 

- Indirectamente a través de la soluciOn del suelo. 
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El 1ntercamb10 dirttcto se produce E>ntre los iones de la super·-f1c ie 

de la ral: y los iones iadscrbidcs en el complejo de intercambio del 

•uelo. 

En el intercambio indirecto a través de la solución del suelo la 

r•lz constantemente absorbe nutrimentos como ca++, K+, NH~+, Mg++, 

Al+++, H+ , Fe++, Na++, entre otros, y elimina al suelo co2 que son 

los desechos del proceso metabOl ico y la respirac:ibn <Rodrlguez, 

1982). 

3. Acumulacittn de iones entre la par•d celular y •l pl•s11a celular. 

La pared celular de las ralees posee una gran permeabilidad que 

permite una buena penetraciCln de los iones, la cual acto.a 

T•voreciendo por medio de sus c•rgats eléctricas el pasaje de los 

iones segO.n su carga. 

4. Tran•part• activa y pasivo • tr•v•• de la membrana. La absorc:ibn 

de iones puede ser de una Terma pat1iva o ilctiva. La pared celular, 

el espacio intercelular y los vasos ><ilvmhticoe constituyen el 

•poplaato. Ah\ se forma un "espacio libre aparenteº en donde lo• 

iones circulan en forma pasiva y libre. La entrada o s,-¡lida. de los 

iones depende de un gradiente d11 difusibn, es decir que los iones se 

van moviendo de •cuerdo • las diTerencia» de concentracibn que hay 

entre un punto y otro (Rodrl;ez, 1982). 

Los iones v•n avanzando al interior da la ralz siguiendo un 

9r•diente de concentracibn, van de un punto de mayor concentracibn. a 

otr·o d• menoq al 1 legar il la endodermis se encuentran con las Bandas· 

de Caspari, que sen impermeables, y para poder entrar •l simplasto 
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deben gastar "!nerg1a metabblica, constituyendo de esta manera una 

absorci6n activa. 

El gasto de energ1a metabbl ica supone un gasto de respiracibn ya 

que la ener;ta es obtenida a partir da la respiracibn o consumo de 

algunos substrato• orgAnicos, uti 1 izandose para este proceso el 

oxigeno. La absorcibn activa promueve una elevacibn de la 

concentraciOn de iones en el simplasto hasta niveles muy superiores 

que lo• del exterior, y esto se debe al gasto energético que realiza 

la planta, pues se absorben iones en contra del gradiente de 

concentraciOn (contrariamente de lo que ocurre en la absorcibn 

pasiva>. El simplasto es continCto en el interior del vegetal; asl, 

los iones llegan al cilindro central a través de lo& plasmalemas. En 

el transporte activo intervienen unas sustancias espectTicas llamadas 

11 transportadores", situados an las me11branas de las células. Los 

transportadores dejan libres a los iones en al apoplasto del cilindro 

c•ntral, e11 decir en los vasos xilem~ticos, siendo alll las 

concentraciones de 1011 iones mucho mayor que en la solucibn del 

aualo. Una vez en el xil&ma, los tone& son transportados con el agua 

a las diveraa5 partew de la planta. El tranaporte activo origina una 

•cumulaciOn constante en lam c6lulas en crecimiento y en las que se 

produce una multiplicaciOn celular CRodr\guez. 1982>. 

S. Traslado y distribucibn et. las sala• inorgAnicas. Los iones 

inorr;i•nicos ab11orbides por la ralz en Terma de aniones Cque 

constituyen 1011 nutrimentos de la planta), son trasladadas por- el 

Ki lema en for1nA ascendente Junto con el agua. En esta corriente 

ascendente del xi lema también se produce una difusibn lateral de los 

31 



iones inorg:tnicos hacia el Tloema (que transporta sustancias 

of"¡;lnicae>. Cu•ndo l•• sales llegan a l•a células de las hojas se 

combinan con las 5UStancias oroAnicas y migf"an hacia af"riba y abajo 

d• lo• 6r;•nos de la pl•nta a través del floama. 

Existen divPrtaos factorea que ilfectan la absorcibn i6nica da tipo 

interno y externo •ntr• los cuales estAn1 

Factores int•rna•. 

- Lo& -f•ctores puramente genéticos de la especie que determina la 

c•p•c:idad de absorci6n. 

- El ••tado de desarrollo de las plantas, estas tienen mayor 

absorci6n de nutrimentos en este peri6do, ya que en el momento de la 

flor•ci6n se detiene relativamente la absorcibn puesto que la planta 

••t• gastando gran cantidad de enef"g1a en dicho proceso de 

desarrollo. 

- El ••tada general de &anidad de la planta. Una planta enferma posee 

meno• capacidad de relación con el medio. 

- Temperatura del suelo, el oxigeno, la luz y la concentracibn salina 

externa.7 son algunos de los factores que influyen en el proc.esa de 

•b•orci6n de nutrimentos por la planta. 
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METODOLOGXA 

El trabajo se real izb en el Laboratorio de la SecciOn de 

NutriciOn Vegetal del Instituto de Recursos Naturales del Colegio de 

Postoraduados , México. 

Se utili2aron para el desarrollo del eMperimento, dos genotipos 

de trigo fTriticum aestivumJ y cuatro genotipos de tr-iticale (X 

TriticosecaJe WittmackJ. 

Loa genotipos de trigo utilizados en el experimento fueron: 

S-029 acid soil 

S-030 acid soil 

Eatos genotipos son variedades que prosperan muy bien en suelos 

Acidos, y son varied~de• provenientes de Brasil. 

Los ganotipos da tritic•le utilizados en el experimento fueron: 

Alamoa Stier 25 

Eronga 83 Tarasca 87 

La si•mbr• d• la~ ?SemillA& se hizo utilizando semilleros de 

unicel para los prim•ros 7 dlas, al cabo de los cuales, se 

traneplantaron las pl.lntulas a VAso• de unicel del No. 110, c:omo 

sustr•to se empleb Agrolita, tanto en •1 semillero como en los vasos. 

S• sembraron de tres • cuatro semillas por cada. contenedor del 

semillero. D•spués cada vaso ~ué tomado como la unidad experimental. 
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El experimento se real izb de acuerdo al siguiente diseño 

•xperlmental completa.mente aleatorio, 

Donde: 

A = DIFERENTES TRATAMIENTOS DE FOSFORO. 

ESPECIES 
T Trigo. 
H i::s Tritlcale. 

GENOTIPOS 
Tl-T2 • DiGtintoa genotipos de Trigo. 
H1-H4 = Distintos genotipos de Triticale. 

TRATAMIENTO 
DE FOSFORO A 

ESPECIES T H 

!a. Rapetici6n T1 T2 H! H2 

2A. RepeticiOn T1 T2 H! H2 

:sa. Repetici6n T1 T2 H! H2 

H:S H:4 

H:S H4 

H:S H4 

Total da unidad•• experimentales por determinacibn = 90 

( 6 genotipo• X 5 trat•mientos X 3 repeticiones • 90 ) 
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El riego se reali;:b con agua destilada cada tercer d1 a 

partiendo de la fecha de siembra y durante quince dlas, al Tinal de 

lo5 cuales se tomb la pr~mera muestra de ratz de cada genotipo de 

cada especie, para determinar la fosfatasa Acida natural, es decir, 

sin haber aplicado ningCan tratamiento, solo agua destilada. A cada 

vaso se le hicieron orificios para la percolaci6n. 

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 manera 

se obtuvieron las tres repeticiones para cada genotipo de ambas 

e5pecies. 

Pasados los quince dlas de edad de las plhntulas, desde el momento 

de la siembra 1 estas fueron sometidas al tra.tamiento con soluciones 

nutritivas, para de ••ta forma asegurar que se vieran abastecidas de 

todos los macro y micronutrim&ntos que requieran. excepto el fósforo 

que fué el objetivo de estudio. El sumunistro de la solucibn 

nutritiva Tué •plica.da con el •Qua destil•da cada tercer dla, esta 

saluciOn Tué a base de: 

SulTato de amanto •••••••••. <NH4>2 504 ••••• 1 M ....... 5 meq/l 

Ni trata de calcio •••••• Ca(ND3>2·4H2D ••••• 1 M. • • • • • • B meq/l 

Sulfata de magnesio ••••••• MgS04•7H2D• ••••• 1 M. •••••• 3 meq/l 

Sul.fato de potasio •••••••• K2 so4 ••••••••••• 1 N ••••••• 5 meq/l 

Fe-EDTA ............................................ 0.5 ml/l 
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V una •olucibn de micronutrimentos. compuesta de: 

Sulf'ato de zinc •••••••••••• ZnS04 •7820• ............... 0.010 g 

Sulfato de cobre ••••••••••• cuso4 ·SH2o •••••••••••••••• 0.005 g 

Acldo bOric:o ••••••••••••••• H3Bo3 ••••••••••••••••••••• 0.500 g 

Sulfato de manganeso ••••••• Mnso4 ·H20 ••••••••••••••••• 0.50€> g 

Eatos micronutrimentos disueltos en 100 ml de agua destilada. 

La¡¡ diferentes fuentea de fbscforo. fueron las siguientesz 

Superfo•fato Triple al 46 % <SFT> ••••••••••••••• 0.6 meq de P 

Roca fosfbrica de Baja California al 501. de acidulacibn con 

H2S04• .............. • ••••••••••••••••••••••••••• 0.6 meq/l de P 

Fes.fato de Calcio <C'}fo4 >2. ••••••••••••••••••••••• O.b meq/1 de P 

FOscToro orglanico <Fitina> ••••••••• , •••••••••••• O. b ppm de P 

Testigo (sin F6sforo> •.••••••••••••••••••••••••• O.O msq/1 de P 

Mediante dichas fuentes da obtencibn de fbsforo para la planta, 

ae ob•arvb cual da el las aporta mlas ripida y/o prolongadamente 

f6•~oro, evaluandolo mediante la actividad fogfatAeic& de la ra\z de 

la plantula de cada especie y de cada genotipo. 

E•tas diferentes fuentes de fbsforo fueron aplicadas como 

tratamiento en dos dbsig en el transcurso de la semana, esto es, 

entre una determinacibn de fosfatasa y otra, a partir de los 15 dias 

de siembra de la semilla. Las determinaciones de la actividad· de la 

enzima se r••lizaron una cada semana. 

La •egunda determinacibn de la enzima fosfatasa ~cida se hizo a 

los 22 dla• de la facha de siembra, es decir, •iete d\as después de 

haber aplicado los distintos tratamiento o fuentes de fbsforo y, 
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cuando hipotéticamente empe:aron las plantas a carecer de fbsforo y 

por consiguiente, incrementaron su actividad fosfat~sica. 

Una tercera determin~cibn se realizb a los 29 dlas de edad de 

las plantas, es decir, catorce d\as después de la aplicacibn de las 

fuentes da obtenciOn de f6eforo, y una cuarta y filtima a los 36 d\as. 

Las determinaciones de la enzima fosfatasa :&cida, se reali:aron 

medi.a.nte el Método del P-nitrofenil fosfato CTabatabai, 1982>, 

partiendo de la modificacibn hecha por Cruz < 1994>, para evaluar con 

material vec;1etal, se calibraron cada uno de loa di~tintos parAmetros 

de la técnica, lo cual nos l levb a a modificar. algunos de el los como 

9e muestra a continuaciOn; 
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l'IETODO ORIGINAL DEL P-NITRDFENIL FOSFATO. 

A> Pesar 1 g de suelo y colocarlo en un matraz et·lenmeyer·. 

8~ Agregar 0.2 ml de Tolueno, 4 ml de Bu<-fer Universal Modificado 

<MUB> pH 6.5 (para determinacibn de fcsfatasa leida) o pH 11 

(i=osfatasa a leal ina>, ml de solucibn de P-Nitrofenil -f'o&fato y 

~omogenizar el contenido mezclando por uno& segundos. 

C> Tapar el matráz y colocarlo a inc:ubacibn por una hora a 37•c. 

0) Concluida la im:ubacibn sacar del baño Maria y agregar 

rApidamente 1 ml de Cloruro de calcio 

Hidr6xido de sodio <NaOH> O.S H. 

(CaC:l 2 > 0.5 M y 4 mi de 

E> Agitar y filtrar la suspenciOn con papel Whatman No 2. 

F> Medir la intesidad del color amarillo dlil Tiltrado con un 

colorlmetro fotoeléctrico Klett-Summer~on. 

G> Calcular el contenido de P-Nitrofenol fas-fato del ~iltrado con 

r•-fttrenc:ia en la grAi=ica de cal ibrac:ibn, obtenida c:on est~ndares 

conteniendo O, 10, 20, 30, 40 y 50 microgramos de P-Nitro-fanol. 

c:uR\IA DE CALIBRACIDN. 

A> Se toman al1cuotas de o, 1, 2 ,3 , 4 y 3 ml de solucibn 

••tAndar de P-nitrofenol 0.007 M y se ajustan los vol~menes de cada 

una ha•ta 5 ml, agregando agua destilada. 

8) Se procede igual que las mue•tra• desde la incubacibn •. 

38 



METODO DEL P-NITROFENIL FOSFATO l10DIFICADO POR CRUZ FLORES 

119941. 

A> Pesar 0.1 g de ra'z previamente lavada. El lavado debe ser 

r.\pido y con agua destilida. 

9) Agregar 2 ml de Buffer Universal Modi-ficado CMUB) pH 6.5 y 

macerar la ralz utilizando arena de cuarzo. 

C> Temar 0.3 ml del homogenizado de ralz. 

D> Tapar e incubar agregando 4 ml de M.u.e. pH 6.5 y 1 ml de p-

Nitrofenil fes-fato 0.003 M. La inc:ubaci6n se hace en ba.ño Marta a 

37~C durante 10 min. 

E> Concluida la incubacibn sacar del baño Mar\a y agregar 

r.tp idamente 1 ml de Cloruro da calcio 

HidrOKido de sodio <NaOH> O.~ M. 

ICaC1 2 > 0.5 M y 4 mi de 

F> Agitar y filtrAr la suspenciOn en papel Whatman No 2. 

G) El filtrado •e lee en el espectro-Fotbmetro a 400 nm, la 

intensidad 'del color amarillo indica Ac-Fa en la muestra. 

~A DE CALIBRACIDN. 

A) Se toman allcuotas de O, 1, 2 ,3 , 4 y 5 ml de solucibn 

estlndar de P-nitrofenol 0.007 M y se ajustan los volúmenes de cada 

una hasta 5 ml, agregando a.gua destilada. 

B> Se procede igual que las muestras desde la incubacibn. 

PARAl1ETROB 11DDIFICADOS EN EL METODO DEL P-NITROFENIL FOSFATO ADAPTADO 

PARA RAIZ, EN EL PRESENTE TRABAJO. 

- pH del Burfer Universal Modiricado CMUB) de 6.5 a 5.5. 

- Tiempo de incubacibn de 10 min. • 20 min. 

- Temperatura de incubación de 37•c a ::so• c. 
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RESUL-TADCJS V D X SCUS X CJN !Pri11era parte>. 

CALlBRAClON DE LA TECNlCI\. 

Partiendo de la tccnica para determinac:ibn de la actividad de 

enzimas fosfatasas <~cidas y alcalinas> del suelo hecha por 

Tabatabai, 1902¡ en éste trabajo se modificaron algunos per.\.metros 

originales do dh:ha técnica para adaptarla y poder evaluar la Ac-FA 

con material vegetal, en éste caso con las ra\z de las plantas de 

trigo y tritical•. 

Los diferentes par~metros evaluados tuvieron un soporte para cada 

uno de varios experimentos realizados, para decidir las condiciones 

ml• apropiadas de acuerdo a las caracter\sticas del experimento. 

Se e>eperimentaron diferentes pa.rA.metros de la técnica original y 

•en los siguientes1 

1) Comportamiento a la concentracibn de Hidrbxido de Sodio (NaOH>. 

2> Tiempo de incubaci6n. 

3) D:lTerentes concentraciones dal sustrato <p-Ni trofeni 1 FoaTato>. 

4> Diferentes pH del Buffer Universal Modificado <M.U. B>. 

5) Diferente concantrac:lbn del Extracto <Enzima). 

6) Diferente• temperaturas en la incubaci6n. 

Con dichos parlmetros calibrados y modi.ficados se realizb el 

experimento .final, es decir, la respuesta de la actividad fosfat~sica 

en cada uno de los seis genotipos utilizados, en diferentes edades de 

l•• plantas y con distintas fuentes de f6•foro. 
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COHPORTAHIENTO AL HIDROXIDO DE SODIO <NaOH>. 

En cuanto al c:ompo~tamiento -frente al NaOH, se evaluaron 

di-ferentes concentraciones en molaridad <M>, para observar el efecto 

que este reactivo tiene en la determinacibn de la actividad de la 

enzima -fos-fatasa ~c:ida <Ac:-FA>, dado que en dicha técnica es 

utilizado para desestabilizar a la enzima y detener la reacción. 

En la Cuadro 1 se muestra el rango de concentt"aciones molares 

experimentadas y las concentraciones expresadas en micromoles de 

p-Nitrof'enil -fosfato par gr""amo de materia -fresca por hora <Jf mol 

p-NPP/ gr de mat. fresca/ hr>, para tres observaciones de cada uno de 

estos tratamientos, asl como el valor medio <X> de las mismAs. 

Las -figuras 2, 3,4 y S muestran en gr~ficos la actividad de la 

enzima tomando los valorea promedio de cada experimento realizado y 

a sus di-ferentes concentraciones de Na.OH. 

Observando los valores obtenidos y sus grAficas realizadas con el 

dato promedio de cada serie de resultados CTiguras 2, 3, 4, y 5) , se 

dec:id10 utilizar la concentrac:ibn CC) de 0.5 M para desestabilizar a 

la enzima y detener la reacc:ibn. El motivo de utilizar esta 

concentraciOn en el experimento se debi6 a que en las c:oncentrac:iones 

nulas de NaOH Cl o con bajas C2 los valores obtenidos son bajos~ es 

dec:it" la Ac:-FA se ve a-fec:tada de manera muy marcada con valores como 

3.646, 1.607 O 4.017 <Cua.dro 1) que son bajos comparandolos con los 

obtenidos para las C2, C3, C4 y C5 que muestran valores casi 

uniformes a pesar de ser distintas concentraciones <-figura 3 y 4). 

La C7 se observa qua es muy alta y a-fec:ta la lectura -final de la 

Ac-FA, dando valores como 79.924, 70.115 O 68.292 (Cuadro 1> que son 
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muy al tos comparando los con los obtenidos para las C2, e::;, C4 y C5 

cuyos valores resultaron con valores con escasa diferencia de acuerdo 

a las grAficas <figura 2, 3, 4 y 5}. 

Las C2, C::S, C4, CS incluso C6 mostraron en los cuatro 

experimentos realizados poca variacibn en el dato final •y a las 

cuales consideramos m~s apropiadas para el e::perimento, dada la poca 

variabilidad. 

Otra de las razones por la cual se tomaron estas concentraciones 

es que si hubiesen variaciones involuntarias en la concentrac:ibn de 

NaOH, los datos no se ver\an afectados de una manera muy marcada, lo 

cual se observa con mayor claridad en la Figura 4. 

De las C2, C::S, C4, C5 y C6 se dec:idiO utilizar la C4 por ser la 

intermedia entre las concentraciones que resultaron con menor 

variabilidad en los datos, y por tanto en las grATic:as comparativas y 

por ser la utilizada en dos e>tperimentos similares anteriores al 

presente trabajo. Zavala Mun9u\a (1993), utiliza para la 

daterminac:i6n de la actividad de la enzima fosfatasa Acida la técnica 

de Tabatabai ( 1982}, modificada por Cruz ( 1994) 1 en la cual la 

concentracibn de NaOH considerada apropiada para detener la reaccibn 

es de 0.5 M, lo cual concuerda con el resultado obtenido en la 

calibr•ciOn de éste par~metro. 

Otros Autores, aunque con algunas modiTicaciones utilizan la 

téc:nic:a de Tabatabai y Bremner (19b9), citado por Tabatabai <1982), 

para la determinacibn de la actividad de la enzima y utilizan el NaOH 

para detener la reac:cibn a una concentrac:ibn de 0.5 M, tal es el c:aso 

de Browman'y Tabatabai (1978> en la determinaibn de Tosfodiesterasas. 
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Press y Lee (1982> utilizan también NaOH 0.5 M para la det:e1·m1nat:1bn 

de la Ac-FA en Sphagnum sp, en relaciOn con la nutrición de fosfatos. 

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos afirmar que las 

concentraciones de Na.OH muy bajas o muy al tas a-Fectan el resulta do 

final del e><perimento. 
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Cuadro 1. 

CONCENTRACION DE HIDROXIDO DE SODIO CNaOHl 
Rango de conc:entr·aciones de NaOH probadas 

Cl 
C2 
C3 
C4 
es 
C6 
C7. 

0.000 M 
0.12S M 
o.2so M 
O.SOO M 
l.2SO M 
2.soo M 
S.000 M 

PRIMER EXPERIMENTO 

Jimoles p-NPP/gr de materia Tresca/hr X 

Cl 
C2 
C3 
C4 
es 
C6 
C7 

14.S32 
36.329 
41.S19 
46.709 
48.78S 
4S. 671 
31.899 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

12.456 
36.329 
45.671 
46. 709 
48. 785 
47. 747 
53. 975 

11.038 
34.253 
49.823 
53.975 
57.088 
72.658 
79.924 

12.675 
35.637 
43. 671 
49.131 
31.553 
SS.359 
61.933 

ftmoles p-NPP/gr de materia Tresca/hf 

Cl 3. 739 3.739 3.459 3.646 
C2 47.678 46.743 43.004 45.808 
C3 48. 613 46. 743 43.004 46.120 
C4 48.613 46. 743 44.874 46.743 
es 53.287 54.222 49. 548 32.352 
C6 56.092 56. 092 46.743 52.976 
C7 56.092 S6.092 70.115 60. 766 

TERCER EXPERIMENTO 

rmoles p-NPP/gr de materia Tresc:a/hr 
x 

Cl l.607 1.607 
C2 40.172 38. 565 4(•.172 39.636 
C3 39. 368 39.368 39.368 39.368 
C4 39.368 39. 368 40.975 39.9M 
es 40.172 43.385 40.975 41.Sll 
C6 43. 385 43. 385 49.813 45.528 
C7 63.471 40.172 68.292 57.312 
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Cuadro 2. 

CUARTO EXPERIMENTO 
r~oles p-NPP/gr de materi~ ~relica/hY 

C1 
C2 
C3 
C4 
c:s 
Cb 
C7 

x 
4.017 

35.351 
37.7bl 
39.368 
41. 779 
44.189 
52.223 
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PRIMER EXPERIMENTO 

o.oo o. 125 0.250 0.600 1.260 2.500 5.000 

MOLARIDAD DE NaOH 

- l'Cf. FOsFA~Ot. 

Figura 2. Respuesta de la actividad foefatáeica (Ac-FA} a la 

variac16n de la concentraci6n de NaOH. 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

401----

201----

0.000 0.1215 0.260 0.600 1.2!50 2.600 15.000 

MOLARIDAD DE NaOH 

- /'Cf, FOSFATASIOO. 

Figura 3. Respuesta de la actividad fosfatásica {Ac-FA) a la 

variaci6n de la concentraci6n de NaOH. 
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60 

60 

401----

301-----

201----

101----

oL..J--._ 

TERCER EXPERIMENTO 

1 
1 1 •• 1 1 1 
1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 •• 1 1 1 1 . 

o.oo 0.126 0.2!50 0.600 1.2!50 2.600 6.000 

MOLAAIDAD DE NaOH 

- N:JT, FOSFATASICA 

Figura 4. Respuesta de la Ac-FA a la variaci6n de la concentraci6n de Ne.OH. 

CUARTO EXPERIMENTO 

llO._-.:p-+1;..._P_P_l~~-do:.;;_mat;..;.c.'~fl'980ll::..::..;.~/~~'-------------~ 

0.00 0.126 0.250 0.600 1.260 2.600 6,000 

MOLAAIDAD DE NaOH 

- N:JT, FOSlilJASICA 

Figura 5. Respuesta de la Ac-FA a la variaci6n de la concentraci6n de NaOH. 
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TIE11PO DE lNCUBAC:lON 

Como sustento de esta evaluacibn se realizaron 3 diferentes 

expet"imento9, con distintos tiempos de incubacibn que Vilriaron desde 

5 hasta 30 minutos. 

Los resultados de dichas exploraciones se encuentran en el 

Cuadro 3. Se muestran lo• grupos de datos obtenidos y sus respectivos 

valores medios c'X>, dados en jJimol p-NPP/ gr de mat. fresc:a/hr. 

El tiempo de inc:ubacitin en reacciones enzim~ticas es de 

importancia tanto, como la temperatura a la cual se lleve ésta, por 

el lo se evaluaron distintos tiempos a una temperatura, una 

concentraciOn de sustrato, un pH de buffer y una: ali.cuota de 

extracto, todos estos parAmetros constantes. 

Lo~ resultado6 muestran variaciones crecientes de la Ac-FA 

conforme se aumentb el tiempo de incubacibn, una temperatura 

siempre constante que .fue de 30ºC, esto es un resultado esperado para 

una enzima Gometida a un lapso creciente de incubacibn a determinada 

temperatura, puem hay mayor conversibn de sustrato a producto con 

respecto a mayor tiempo. La técnica original marca tú minutos de 

incubacibn para la determinacibn de la Ac-FA, as\ que se evalub en 

este tiempo y en otros alrededor de éste. 

Como se muestra en las figuras 6 y 7, la Ac-FA creció, con.forme 

transcurri6 el tiempo de la incubacibn. Entre los valores de 10, 15 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 3(1 donde la actividad 

aumentó con respecto a los otros tiempos de incubacibn. 
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En la Figur -~ 8 se puede observar un comportamiento un to:i.n~o 

distinto al de las gr~ficas anteriores. pues .a los 2(1 minutos :>.:-.ja 

ligeramente la Ac-FA al compa1·arla con la de !O minutos~ en este 

e~perimentCJ ya no se f'lvalub C\ los 30 minutos. 

Para la evaluación de éste par~metro, se observa que diversos 

autores manejan el tiempo de incubacibn de acuerdo a las necesidades 

de su experimento, aumentando la temperatura de incubación 

disminuyendo i=l tiempo de la misma, tal es el caso de Press y Lee 

(1902>, que incuban a 25°C por 5 minutos, para la determinacibn de la 

Ac- FA en especies de Sphagnum. 

O'Connell y Grove (1985) 1 utili::an un tiempo de incubación de 30 

minutos a una temperatura de 30° e, para determinar la Ac-FA en 

Euc:alyptus divE!rsicolor, utilizan el mismo procedimiento de Barr~t-

Lennard (1982>, es decir, 30 minutos a una temperatura de 30°C, estos 

C1ltimos para una ca.racterizacibn de '4=os-fatasas solubles en trigo, 

bajo defici.encia de fbsforo y agua. 

Tadano y Sakai (1984), para evaluar la secrecibn de TosTatasa 

:.cida en ralees de nueve cultivos distintos y bajo condiciones de 

deficiencia de fbsforo, uti 1 i::an un tiempo de 20 minutos a una 

temperatura de 30° e, lo cual es similar a las condiciones de! 

presente trabajo. 

Barrett-Lennard. et al, (1981>, mencionan dentro de las 

condiciones Optimas pat·a el manejo de -fosfatasas soluble$ 

insolubles un tiempo de incubacibn de 15 minutos, dado que se 

~acilita el manejo del volumen de las muestras. 

Se adopto un tiempo de incubacibn de 20 minutos. ya qu~ en cada 

determinacibn de la Ac-FA evaluaban un total de 90 i11Ltest1-~'\s y e~to 
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nd:cl.n m.\i;. un:.lpla 1.t _.o.:1bn de iru:t•ba1· poi 2'J ouo ~...: .• •r l') m1nL1tos,en eJ 

p1·f:'sente ~;.µrlr imento. 
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Cuadro 3. 

TIEHPO DE INCUBACION 

PRlHER EXPERIMENTO 

rmoles p-NPP/gr de materia fresca/hr 

5 min. 10 min. 15 min. 20 min. 30 min. 

66.543 74.10~ 91. 666 84.691 90.74 
68.055 75.617 91. 666 96. 203 97.716 
74.105 91.666 94.691 99. 229 93.765 
84.691 84.691 78.642 87.716 96.79 
68.055 84.691 78.642 89.228 96. 79 

X• 72.29t) 80.154 81.061 87.413 93.16 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

rmoles p-NPP/gr de materia fresca/hr 

5 min. 10 min. 15 min. 20 min. 30 min. 

so. 794 62.223 68.573 77.462 77.462 
50.794 63.493 71.112 80.001 Bl.271 
62.223 68.573 73.652 73.652 81. 271 
53.334 73.652 80.001 71.112 BS.081 
57.144 77.462 79. 731 76.192 96.351 

x· s4.030 69.08 74.414 75.694 92. 297 

TERCER EXPERIMENTO 

rmoles p-NPP/gr de materia fresca/hr 

5 min. 7 min. 10 min. 20 min. 

41. 995 50.274 51.322 52.369 
38. 753 48.18 31.322 50.274 

43.99. 43.99 56.539 51.322 

x= 41. 546 47.491 53.067 51.322 
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PRIMER EXPERIMENTO 
rrol p-NPP/gr de mat.frescalt< 

ó 10 15 20 

TIEMPO EN MINUTOS 
G .OCT. FOSfATASICA 

30 

Figura 6. Respuesta de la actividad fosfatásica (Ac-FA) a la variaci6n del 

tiempo de incubación. 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

EJ .ocT. FOSFAT~CA 

Figura 7. Respuesta do la {Ac-FA) a la vnriaci6n del tiempo de incubaci6n. 
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TERCER EXPERIMENTO 

60~.~rrol~P_-N~P_Pl_gr~d-•_ma~t.-fra_s_c_•_ltv:~~~~~~~~~~~~ 

30 

20 

10 

6 7 10 

TIEMPO EN MINUTOS 
E2J .oDT.FOSFATASICA 

20 

Figura e. Respuesta de la actividad fosfatásica a la variaci6n del 

tiempo de incubaci6n. 
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DIFERENTES C:ONC:ENTRAC:IDNES DEL SUSTRATO <P-NITROFENIL FOSFATO>. 

En este trabajo se realizaron diferentes evaluaciones para 

determinar la conc:entracibn de sustrato mAs apropiada las 

necesidades del presente trabajo. Se ut il i zb un t·ango de 

concentraciones que va desde 0.001 hasta 0.1 M <Cuadro 4). Las series 

de valores obtenidos se muestran por experimento, as! como la media 

de cada una de éstas series. 

Para este experimento se mantuvieron constantes los datos 

obtenidos en las otras evaluaciones de calibrac::ibn de la técnica, 

como la conc:entracibn de NaOH y el tiempo de incubacibn de 20 

minutos. 

Como en toda reaccibn en:z:im~tica, al mantenerse fija la 

concentraciOn de enzima y aumentar la concentracibn del compuesto que 

se estA transformando (¡¡ustrato>, hay un incremento considerable en 

la velocidad de la reacciOn, pero a medida que ae va aumentando la 

concentraci6n del sustrato, la aceleracibn d• la velocidad de dicha 

reacciOn empieza a decrecer, hasta que f-inalmente, cuando la 

concantraciOn del 9Ustrato as elevada, ya no se observa cambio en la 

velocidad, es decir, los sitios activos de la enzima se s.aturan con 

la• moléculas del sustrato hasta que, en el punto llamado de 

saturaciOn, 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 

inct·ementa tanto en la Figura 9 como en la 10, pero no se llega a la 

saturaciOn con la concentracibn de 0.100 M, por tanto en este trabajo 

no se real izaron c&lculos de velocidad media de reaccibn <Km>. 
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En las concentr-ac:iones de 0 .. 100 y 0.050 M se obtienen lectura.5 

el aspcc:trofotbmetro muy cercanas al limite de abscrbanc:ia (1.5), lo 

cual puede provocar valorm:. distintos con una peque~,;¡ •;arie.c:ibn de l.;,. 

aguja en la escala, debido a que el intervalo en esta es m:as cerrado 

que a lecturas menores, por lo tanto se decidib explorar las 

concentraciones de p-NPP donde la lectura de absorbancia diera 

cercana a donde el intervalo de la esca.la es m.A.s ~mplio y as\ poder 

disminuir cierto gt"ado de error visual que pudiera haber en cada una 

de las lecturas. 

En el Cuadro 5 se observan las ~oncentraciones elegl das para 

evaluar nuev•mente <C:l y C2). 

Para éste experimento se realizaron 4 diTerentes exploraciones con 

a.mbaa canc:entrac:tones, result•ndo mAs propia pat"a los 'fines del 

eMpertmento la de 3 mM C0.003 M> debido a que en el rango del 

e•pactrofot6metro las lecturas est~n cercanas al valor O. 4 de la 

e•cala, y es ah\ donde la escala pre•enta una mayor amplitud esto se 

observa an laG Fiquras 11, 12, 13 y 14. Por lo tanto la concentracibn 

del sustrato a utilizar fu& de 0.003 M. 
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Cuadro 4. 

DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL SUSTRATO 
<P-NITROFENIL FOSFATO! 

RANGO DE CONCENTRACIONES EXPERIMENTADAS 

C1 0.100 M 
C2 O.OSO M 
C3 0.025 M 
C4 0.010 M 
C5 0.003 M 
C6 0.001 M 

PRIMER EXPERIMENTO 

rmoles p-NPP/gr de materia Tresca/hr 

Cl C2 C3 C4 C5 Cá 

78.554 67.032 56.559 52.369 46.085 19.9 
82.743 62. 843 56.S59 53.416 47.132 10.474 
73.317 62.843 57.606 so. 274 52.369 19.9 

x· 78.204 64.239 56.908 s2.02 48.529 16.7S8 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

rmoles p-NPP/gr de materia ~resca/hr 

C1 C2 C3 C4 es C6 

157.107 12S.686 72.269 S4.464 46.085 33.516 
157.107 146.633 77.S06 S3.416 50.274 30.374 
157.107 13b.16 74.3b4 53.416 48.18 31.421 

i(. 1S7.107 13á.16 74.713 53.766 48.18 31.771 
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Cuadro 5 .. 

DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL SUSTRATO 
<P-NITROFENIL FOSFATO> 

RANGO DE CONCENTRACIONES EXPERIMENTADAS 

Ct 0.025 M 
C2 0.003 M 

TERCER EXPERIMENTO CUARTO EXPERIMENTO 

moles p-NPP/gr de materia -fresca/hr 

C1 C2 Cl C2 

!00.!5b 30.817 84. 747 43. 144 
100.15b 31.588 107.86 40.833 
92.4:52 30.817 100.1:56 38.521 

¡¡. 97.588 :n.074 97.:SBB 40.833 

QUINTO EXPERIMENTO SEXTO EXPERIMENTO 

rmoles p-NPP/gr de materia .fresca/hr 

c1· C2 Cl C2 

!00.15b 32.358 100.l:Sb 4b.22b 
100.15b 53.93 100. l:S6 4b.22ó 

107.86 42.374 92.452 42.374 

x• 102.724 42.887 97.588 44.942 
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PRIMER EXPERIMENTO 

0.001 0.003 0.010 0.025 0.050 0.100 

OONCENTRAOON DE P-NITROFENIL FOSFATO 
&\!l\'I VELOC. DE AE/>DCION 

Figura 9. Respuesta de la actividad fosfatásica (Ac-FA) a la variaci6n 

de la concentraci6n del p-Nitrofenil fosfato. 

SEGUNDO EXPERIMENTO 
p-NPP/g de 11161.frooca/IY 

0.001 0.003 0.010 0.025 o.050 o. 100 

OONCENTRAOON DE P-NITROFENIL FOSFATO 

- VELOO. DE REIOCION 

Figura 10. Respuesta de la ( Ac-FA) a la variación de la concentraci6n 
del p-Nitrofenil fosfato, 
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TERCER EXPERIMENTO 
~ p-NPP/gr de mal. freaca/hr 

120 

o.003 0.025 

CONCENTR.AOON DE P-NITROFENJL FOSFATO 
m.\'I VELOC. DE REACCION 

Figura 11. Respuesta de la actividad fos!'attisica (Ac-FA) a la var1aci6n 

de la concentraci6n del p-Ni trofenil fosf'ato. 

CUARTO EXPERIMENTO 
~ p-NPP/11" do mat.fr9808/tr 

120 

o.003 0.025 

CONCENTR.AaON DE P-NJTROFENIL FOSFATO 
f!S'I VELOO. DE Re.tOCION 

Figura 12. Respuesta de la AC-FA a la variaci6n de la concentraci6n 

del p-NitroCenil f'osfato. 
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QUINTO EXPERIMENTO 

0.003 0.025 

CONCENTRAOON DE P-NITROFENIL FOSFATO 
h\\\\'i VELOC. DE REIOCCON 

Figura 13. Respuesta de lo actividad fosfatllcica (Ac-FA) a la variaci6n 

de la concentraci6n del p-Ni trofenil fosf'ato. 

SEXTO EXPERIMENTO 

0.003 0.025 

O'.)NCENTRAOON DE P-NITROFENIL FOSFATO 

- VELOC. DE RE,IOCION 

Figura 14. Respuesta de la Ac-FA a la variaci6n de la concentraci6n del 

p-Nitrofcnil fosfato. 
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DIFERENTE pH DE BUFFER. 

En los e•tudios enzi11A.ticos es muy importante establecer, el pH 

Opti•o y, si se requiriera los limites de uno u otro lado del punto. 

UrM vez encontrado esto, se debe mantener la reacciOn en el medio 

controlado can alguna 9Dluci6n amortiguadora <buffer> de· adecuada 

capacidad estabilizadora. 

El tipo de Aaortiguador empleado fue el Buffer Universal 

Modificado (".U.B.>, el cual <fue probado a distintos pH. 

En el Cu•dro 6 se JMJ.astra el rango de pH experimentado para la 

evaluacibn de la Actividad de la enzima ~osfatasa ~cida, el cual va 

desclol s.o ha•t~ 7.0. 

Para calibrar este par•1nt1tro de la t6cnica ••.realizaron 3 

deter•inacion•• a S di•tintos pH, cada uno de los grupos de datos ae 

presentan por exparimento y graficados con sus V•lores ••dios <i>, 

••tos dato• corresponden a las ~i;ur•s 15, lb y 17. 

La• enziaa• por ••r protelnas se ven aTRCtada• de .. rwra notable 

por •l pH, 90dl<ficanda el cara.cter Hmica de la• grupos ... ino v 

carbaxllico la qu• a su vez 110di~ica el sitio catalltico, a&l coma la 

confiouraciOn. O. ,..nera general los valor•• altos o bajos de pH 

producen •~ectos iOnicos en la enzi•a, lo cual puede cau•ar la 

inactivacilln de tÍata. 

Par •lle•• busco un pH Optil'tO, as decir donde la actividad.de la 

enzi11a tuviera su ml><i•a •><prestOn, aunque cabe hacer notar, que el 

pH en el cual alcanza su •lxima actividad no necesariamente coincida 

can el pH al que se observa su 11luctaa estabi 1 idad como se puede 

establecer en la• fiouras 15, 16 y 17 se obtiene una curva acampanada 

con un mAximo, y can pendientes que decrecen a ambos lados. En éste 
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caso el pH bptimo es de 5.5, donde se observa el pico més elev .... do 

de la curva. 

Die~ y Tabatabai (1984)', mencionan que el valot· de pH C:iptimo para 

la enzima fosfatasa evaluada en material vegetal es de ~.s, esto en 

su estudio de par:t.metros cinéticos de Tosfatasas. Tadano y Sakai 

(1991>, aunque utilizan Buf=fer acetato de sodio, lo usan a un pH de 

5.ó, midiendo la secrecibn de fosfatasa ~cida en las ra\ces de nueve 

especies de cultivos, bajo condiciones de deficiencia de fOsforo. As\ 

mismo utilizan en la técnica un tiempo de incubacibn de 20 minutos a 

una temperatura de 30ºC, sblo que para terminar la reaccibn usan una 

eoluci6n saturada de Na2C03• 

Por otra parte Barrett- Lennard, et al, <1981> utilizan buffer 

acetato de potasio a un pH 5.0 como el apropiado para la 

determinaci6n de la Ac-Fa en trigos. MlLachlan (1980>, al evaluar la 

Ac-FA en ralz de trigo y centeno, entre otros, emplea en su técnica 

Acetato de Sodio a un pH de 5.0. 

Como conclusibn en aste •xpmrimento resultb que la m~xima 

actividad enzimlltica o velocidad de reaccibn se presentb siempre en 

pH 5.5 del buTTar y la menor actividad en el pH de 7.0. Por tanto se 

decidi6 utilizar el BuTfer Universal Modificado <M.U.B.l a un pH de 

5.5. 
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CUADRO No. 6 

BUFFER UNIVERSAL MODIFICADO A DIFERNTE pH 

RANGOS DE pH EXPERIMENTADOS 

pH 5.0 
pH 5.5 
pH 6.0 
pH 6.5 
pH 7.0 

PRIMER EXPERIMENTO 

rmoles/gr de materia -fresca/hr 

s.o 5.5 6.0 6.5 7.0 

79.16"3 88.856 59.776 48.467 47.659 
77.547 105.012 66.238 50.083 44.428 
80.778 105.012 68.662 52.506 41.197 
75.932 79.163 72.701 48.467 43.62 

x• 78.355 94.511 66.844 49.881 44.226 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

rmoles/gr de materia fresca/hr 

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 

84.747 77.043 42.374 60.094 47.767 
77.043 100.156 65.487 60.094 53.93 
7"3.961 84.747 57.782 63.175 53.93 
72.42 84. 747 61.634 63.175 53.93 

x• 77.043 86.673 56.819 61.634 52.389 

TERCER EXPERIMENTO 

rmoles/gr de materia fresca/hr 

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 

58.55"3 67. 798 57. 782 53.93 53.93 
57. 782 63.175 40.537 50.078 53.16 
57. 702 65.407 57.702 47.767 40.833 
58.553 63.946 53.93 47. 767 44.685 

X• 58.167 65.101 54.508 49.885 48.152 
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15.0 

PRIMER EXPERIMENTO 

5,15 a.o 
pH 

/ICT', FOSMTASICA 

6.6 

Fi¡ura 15. Respuesta de la actividad rosfatásica a diferente pH. 

o SEGUNDO EXPERIMENTO 

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

Cl.6 7.0 

- K:Jr, FOSff.TASICA 

Figura 17. Respuesta de la actividad f'oefat6.sica a diferente pH. 
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CDNCENTRACION DEL EXTRACTO IENZIHAl. 

Se hicieron algunas pruebas para d•terminar la concentracibn del 

extracto. Para esta prueba se emplearon diferentas alicuotas de 

extracto que variaban entre los O.OSO ml y los 0.500 ml <Cuadro 7). 

Estas prueba& se realizaron dos veces y se gr•ficaron las medias 

de los datos obtenidos en los dos experimentos por separado <Figura 

16 y 191, 

Como en todas las reaccionea biolOgicas la velocidad de ésta 

depende en forma directa de la concentracibn de la enzima. Se observb 

que •n un tiempo de reaccibn de 20 minutos, al aumentar la cantidad 

de la enzima aumentaba la cantidad de sustrato transoformado. 

Se eli;ib 0.3 ml de extracto tratando de evitar un exceso de 

enzima, sin embarQD de a.cuerdo a la gr:rt.fica (figuras 18 y 19) y los 

result•doa ·obtenidos <Cuadro 7>, pudo haberse utilizado una al\cuota 

de 0.2 ml lo cu•l tambi6n hubiese sido adecu•do. 

Por el contrario utilizar cantidades muy pequeñas de enzima como 

l• al\cuota de 0.05 ml podr\an provocar errores por exceso de 

sustrato y por tanto la transformaci6n a producto no serta completa. 
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Cuadro 7. 

PRUEBAS SOBRE CONCENTRACION DEL EXTRACTO 

ALICUOTAS DEL EXTRACTO 

A 0.050 mi 
B 0.100 mi 
e 0.150 mi 
D 0.200 •I 
E 0.300 mi 
F O.SOO mi 

PRIMER EXPERIMENTO 

rmale& p-NPP/gr de materia fresca/hr 

A B c D E F 

28.50b :st.588 50.848 b1.b34 b9.339 l00.15b 
23.113 3b.98l 50.848 b5.487 77.043 84. 747 
24.b54 35.44 5l.bl9 ·b4. 71b 68.568 100.156 
30.047 33.128 53.93 60.864 67.798 94. 763 

i· 26.58 34.284 51.811 63. 175 70.687 94.955 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

MmoleG p-NPP/gr de materia fresca/hr 

A B e D E F 

16.949 21.572 23.883 31.588 34. 669 60.864 
15.409 22.342 23.113 30.047 39.292 ó4. 716 
14.638 36.981 25.424 33.128 37.751 51.619 

x• 15,665 26.965 24.14 31.588 37.237 59.0ó6 
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- 0.0&0 
_,._o.sao 

PRIMER EXPERIMENTO 

Orrin. 20 mln. 

TIEMPO DE REftCOON 
-+- 0.100 _._ 0.11SO ........ 0.200 

-+- 0.!500 

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

- O.OISO 

..... o.aoo 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

o mln. 

mi DE EXTRACTO 
-+- o.too 
...... 0.!500 

20 nin. 

--- 0.200 

Figura 19. Comportamiento de la enzima en sw dif'erentes concentraciones. 
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DIFERENTES TEMPERATURAS EN U\ INCUBACION. 

En la Cuadro B se muestra el rango de temperaturas e::perimentadas 

para .:ali brar este par~mett·o· de la téc:nica. estas oscilaron ent.re los 

18 y los 40"C. 

En las gr~ficas 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 enzim~ticas; las enzimas son sensibles a los cambios de 

temperatura, sin embargo, debido a la naturaleza protéica de éstas, 

la desnatural izacibn térmica harA que disminuya su concentracibn 

efectiva y por tanto la velocidad de la reaccibn, apareciendo el 

punto de inflexi6n en la curva. 

En este experimento el punto de inflexibn de la cL1rva no se 

observo, siendo el valor m~ximo de temperatura explorada de 50º e, 

aunque en lo• cuadros y Qr~ficas solo se muestra el valor obtenido a 

la temperatura de 4o•c. 

Casi deade el inicio de estas evaluaciones de éste par~metro de la 

técnica, se empleo la temperaturil de 30ºC, que fue la mAs comunmente 

utilizada por los investigadores como la ideal, en los art1culos 

consultados bibliogrkficamente. Inicialmente la temperatura a la cual 

se trabajb fue de 37° e que era la empleada en la técnica original, 

sin embargo, cpnsiderando que la técnica inicial era empleada en 

suelo y no en material vegetal. esta era ligeramente elevada y se 

corr1a el riesgo de provocar una posible desestabilizacibn en la 

enzima y crear resultados poco con.fiables. 
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O'Connell y Grave (1985), utilizan una temperatura de incubacibn 

de SiUG muestras de 30 ª C, para la determinacibn de la Ac-FA en 

Euc•Jyptus divBrsit:aJor F. Muell. Tadano y Sakai <1991>, utilizan 

30°C en la determinacibn de 1• secrecibn de fosfatasa hcida en ratees 

dR nueve especies de cultivos, bajo condiciones de déficit de 

fOsforo. As\ mismo, Barrett-Lennard ( 1991), en sus técnicas de 

determ1nac16n de Ac-FA realizada• con triQo, emplaa un& incubacibn 

do 3o0 c. 

Por otra parte, las lectura¡¡ obtenidas en el espectrofotbmetro 

para la temperatura de 30°C caen en el intervalo donde la escala de 

absorbancia ag mJas amplia y hay menor probabilidad de error visual en 

la lectuna y por lo tanto en la convergibn al valor final de 

micromole& de p-NPP. 
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Cuadro S. 

PRUEBAS DE DIFERENTES TEMPERATURAS DE INCUBACION 

TEMPERATURAS EXPERIMENTADAS 

Tl 18' C 
T2 30 ° e 
T3 35' C 
T4 40 • C 

PRIMER EXPERIMENTO 

rmoles p-NPP/gr de materia i=resca/hr 

TI T2 T3 T4 

30.817 57.782 77.043 
32.358 50.078 77.043 84.747 
33.128 47.767 100.156 115.564 
36.981 46.226 100. 156 
37.751 50.078 84.747 115.564 

¡¡. 34.207 50.386 87.829 105.292 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

f1moles p-NPP/gr de materia Tresca/hr 

TI T2 T3 T4 

35,44 44.685 73.191 84.747 
36.981 57.012 73.961 100.156 
32.358 47.767 69.339 100.156 
34.669 50.848 71.65 92.452 
31.588 47.767 73.191 

x· 34.207 49.616 72.266 93.992 

TERCER EXPERIMENTO 

rmoles p-NPP/gr de materia Tre&ca/hr 

TI T2 T3 T4 

20.802 :51.619 54. 700 77.043 
20.802 33.899 51.619 77.043 
23.113 37, 7Sl 53.160 84.747 

¡¡;. 21.572 41.09 53.160 79.611 
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PRIMER EXPERIMENTO 

18 so 35 

GRAOOS CENTIGRAOOS 

- K;r, FOSFATASIC4 

Fi¡ura 20. Respuesta de la actividad fosf"at6.sica a diferentes 

temperaturas en la incubaci6n. 

40 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

18 so 35 40 

GRADOS CENTIGRADOS 

- KJT, FOSfATASIC4 
Fiauro 21. Respuesta de la actividad foafatásica a dU'erentes 

temperaturas en la incubaci6n. 
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TERCER EXPERIMENTO 

18 90 3& 40. 

GRADOS. CENTIGRAflOS 

- NJT, FOSFA~~ 

Figura 22. Respuesta de la actividad fosf'atáaica a di:ferentes temperaturas 

en la incubaci6n. 
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RESUL TADCJS V D r SCUS r CJN CSegunda parte>. 

EXPER 111ENTD 

Los resultados obtenidos en éste experimento se reportaron en el 

Cuadro 9, donde se muestran unicamente los valores medios cX> de las 

tres repeticiones. 

En la primera determinacibn (a los 15 d1as) se observb de manera 

general, una Ac:-FA alta, en un intervalo de 85.816 a 64.36.4 Mmol p­

NPP/gr de mat. -fresca/hr (Cuadro 9), esto se debe a que la semilla 

agota sus reservas alimenticias antes del dla 15, el cual se 

realiza la primera determinacibn, y debido a que a lo largo de 

estos 15 d!a~ se aplico exclusivamente ~gua destilada a las plantas, 

•e activo su mecanismo enzim~tico para obtener P del medio. 

En la segunda determinacibn la Ac-FA disminuyb considerablemente, 

debido a que se aplicaron previamente a esta, los diTerentes; ésta 

disminuci6n también se presentb en loa testigos, lo cual suponemos se 

debe a otros Tactores como: la edad, la especie y el genotipo <figura 

23 a 32). 

La!! plantas tratadas con SFT, presentaron la menor Ac:-FA en la 

segunda determinac:ibn con respecto a los otros tratamientos. esto 

debe a que el fbsforo en este compuesto es altamente disponible, como 

ge observa en los trigos variedad S-029 y 5-030 (-figura 23) y los 

triticales variedad Alamas • Eronga , Stier y Tarasca (figura 24), 

este comportamiento se debe a que el fbsforo est~ m~s disponible <m~s 

tsoluble) 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 fosfórica también dism1nuyb la 

Ac:-FA pero en menor grado que en el caso anterior (-figuras 25 y 26), 

por la disponibi 1 idad de fbsfor-o menos inmediata que con la 

aplicaciOn de SFT. 

Para el caso de las plantas a las cuales se les apl icb los 

tratamientos con fosfato de calcio (figura 27 y 28) y fitina (-figura 

29 y 30), también presentaron una disminucibn de la Ac-FA con 

respecto a la primera determinacibn, aunque esta fué menor que en el 

caso de la9 tratadas con roca -fosf6r ica (Figuras de 27 a 30 > 1 en 

estos casos el -fbs-foro no se encuentra muy disponible debido a que en 

el compuesto fes-Fato 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 

fósforo la Ac-FA disminuye Ca los 22 y 29 dias> y que en etapas 

posteriores en algunos casos vuelve a incrementarse (a los 36 d1as>, 

como en el caso de la v•riedad Stier, al aplicar SFT; la variedad 

Alamas, a.l aplicar fitina; la variedad S-030 y Tarasca, al aplicar 

fo•-fato de calcio. 

Tadano y Sakai (1991>, al evaluar la Ac-FA en la ralz de diversas 

especies y suministrando diferentes dOsis de f6s-Foro presentan en su 

primera evaluacibn <a los 13 d1as> una secrec:ibn de fosfatasa ~cida 

muy elevada, la cual disminuye en periodos posteriores < a los 36 y 

50 d1as> y se incrementa en sus ~ltimas evaluaciones Ca los 79 dlas>. 

Por otra parte, dichos autores, al suministrar diferentes -Fuentes de 

-Fósforo, 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 se registrb en las plantas tratadas con una d6ts.is de 0.02 

ppm. 

Barrett-Lennard, et al, <1qa1>. mencionan que la Ac:-FA que 

presentan la!S plantas e• mayor en etapas J6venes que ':" etapas 

maduras en algunas especies, mientras que en otras puede aumentar 

conforme crecen. 

Cada variedad responde de forma particular en 9U actividad 

fos-FatAsica ante la deTiciem:ia de fbsforo, en este caso la variedad 

que raspondib con mayor· eficiencia al activar la enzima fosfatasa 

Acida , fué el triticale variedad Alamos,la cual disminuyb de 85.816 

a 63.203 rmol p-NPP/gr mat. fresca/hr, en las plantas utilizadas como 

te•tigo• (Cuadro 9>, y la qua respondib con menor efitiencia Tué el 

trigo variedad s-02q, disminuyendo la Ac-FA de 69.168 a 57.913 rmol 

p-NPP/gr mat. fl"'esca/hr, en las plantas utilizada,; como testigos 

(figura 9), por otro lado, el triticale variedad Tarasca aumantb su 

Ac-FA en el segundo perlado de crecimiento , de 64.362 a 80.743 rmol 

p-NPP/or mat. Tr•t1ca/hr, en los testigos (Cuadro 9). 
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CUADRO 9. Actividad fosfat~sica de trigo y triticale con 
di<ferente .fuente da fbsforo y a distintas edades </1mol p-NPPfgr de 
mat. Tresca/hr>. 

SIN 
TRATAMIENTO TRATAMIENTOS 

EDAD 15 DIAS 22 DIAS 29 DIAS 3b DIAS 

SFT 57.077 21.243 17.295 
ROCA FOSF. 49.5b0 37.994 33.403 

TRIGO b9.lb8 Ca3!P04l2 56.520 24. 745 25.294 
s-029 FITINA 43.991 19.994 19.024 

TESTIGO 57.913 32.493 30.105 

SFT 47.889 24.243 21.402 
ROCA FOSF. 33.9b8 31.242 30.914 

TRIGO 80.bb7 ~~~~~~4l2 b3.203 25.994 30.050 
S-030 49.003 25.492 2b.375 

TESTIGO 38.701 34.989 25.72b 

SFT 24.144 23.493 12.539 
TRI TI CALE ROCA FOSF. b4.595 40.993 38.349 
ALAHOS 0)5.01b Ca3 (P04l2 30.144 23.994 25.809 

FITINA 42.042 24.742 25.077 
TESTIGO b3.203 47.491 52.lb4 

SFT 25.093 22.743 19.024 
TRITICALE ROCA FOSF. 40.372 2b.742 20.bl9 
ERONGA 03.241 ~~1:~~4>2 38.144 22.993 25.077 

43.434 2b.992 2b.375 
TESTIGO b2.b4b 41.491 40. 727 

SFT 30.011 22.493 31.347 
TRITICALE ROCA FOSF. b2.924 43.407 13. 403 
STIER 7!5.17!5 ~~~:~~4l2 37.309 32.490 31. 131 

42.599 45.23b 27.ó7'2. 
TESTIGO Sb.242 42. 407 43.91b 

SFT 2:S.372 24.992 12.323 
TRI TI CALE ROCA FOSF. 32.297 27.492 30. 755 
TARASCA b4. 3b2 ~~~:~~4>2 44.540 10.744 21.035 

49.281 39.738 20.754 
TESTIGO 00.743 b0.741 55.323 
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TRIGOS TRATADOS CON SFT 
,oJ:.rrd p-NPP/g de mat.fresca/tr 

15 DIAS 22 DIAS 29 OIAS 

ETAPAS DE a=lEC. 
- S-029 -+- S-030 

38 OIAS 

Figura 23. Comparaci6n de la respuesta de los trigos al tratamiento 

SFT, en cuatro etapas de crecimiento. 

TRITICALES TRATADOS CON SFT 

22 DIAS 29 DIAS 

ETAPAS DE a=lEC. 
38 DIAS 

- Al.AMOS -+- ERONQA -+- STIER -&- TARASCll 

Figura 24. Comparaci6n de la respuesta de los tri ti cales al tratamiento 

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

16 OIAS 22 OIA.S 29 OIAS 

ETAPAS DE a1EC. 
- S-029 -+- S-030 

36 OIA.S 

Figura 25. Comparaci6n de la respuesta de los trigos al tratamiento 

roca fosf6rica, en cuatro etapas de crecimiento. 

TRITICALES TRATADOS CON ROCA FOSF. 

16 OIAS 22 OIAS 29 OIAS 

ETAPAS DE a1EC. 
36 OIA.S 

Figura 26. Comp-;;;cft~~la ;!;'puEe~O:e l~tr~~fJla1e::J. I~ento 
roca fosr6rica, en cuatro etapas de crecimiento. 
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TRIGOS TRATADOS CON Ca3 (PO~):z. 

16 DIAS 22 DIAS 29 DIAS 

ETAPAS DE CREO. 
- S-029 -+- S-030 

36 DIAS 

Figura 27. Comparoci6n de la reapueata de los trigos al tratamiento 

:fosfat".> de calcio, en cuatro etapas de crecimiento. 

TRITICALES TRATADOS CON Ca 3(PO 4 )._ 

16 DIAS 22 DIAS 29 DIAS 

ETAPAS DE CREO. 
36 DIAS 

- Al.AMOS -+- ERONGA _,._ STIER -&- TARASCA 

Figura 28. Comparaci6n de la respuesta de los tri ticales al tratamiento 

fosf'ato de calcio, en cuatro etapas de crecimiento. 
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TRIGOS TRATADOS CON FITINA 

16 OIAS 22 OIAS 29 DIAS 

ETAPAS DE a:lEO. 
- S-029 -1- S-030 

ae DIAS 

Figura 29, Comparaci6n de la respuesta de los trigos al tratamiento con 

fitino, en cuatro etapas de crecimiento. 

TRl11CALES TRATADOS CON FITINA 

16 OIAS 22 OIAS 29 DIAS 

ETAPAS DE a:lEO. 
ae DIAS 

- Al.AMOS -1- ERONGA ...... STIER --<>- TARASCA 

Figura 30. Comparaci6n de la respuesta de los tri ticales al tratamiento 
con fitlna, en cuatro etapas de crecimiento. 
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TRIGOS TESTIGOS 

oL-~,-6-~~l'S~~~~-2-2~~~/>S~~~~-29--L~-/>13~~~~3-8-DLl-/>S~---' 

ETAPAS DE a=tEC. 
- S-029 -+- S-030 

Figura 31. Comparación de la respuesta de loe trigos al tratamiento 

testigo (sin f6storo), en cuatro etapas de crecimiento. · 

TRITICALES TESTIGOS 

oL-~,-6~~~1'S~~~~-2-2~~-/>S~~~~-29__..D_IAS~~~~3-8-DLl-/>S~---' 

ETAPAS DE a=tEC. 
- Al.AMOS -+- ERONGA -+- STIER -e- TARASCA 

Figura 32. Comparoci6n de la respuesta de los triticales al tratamiento 

testigo, en cuatro etapas de crecimiento. 
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RESLIL TADOS V D X SCUS X ON <Tercera parte>. 

TRATAMIENTO ESTAOISTICO 

Los resultados obtenidos el ~xperimento fueren tratados 

estadlst1camente medi::!.nte 'el p1·agramfi Sti!<t1sti..cal c,,;alv.=.i.5 System 

rn.A.S. >. en base al cual hacemos las siguier\l:.e: interpretaeiones: 

Del 3.nAl is is de varianza se puede obser-•ar ::¡ue los resultado5 

obtef'lidos reflejan un ele·1ado porcentaje de confiabilidad en las 

pruebas real izadas entre tratamientos. genotipos (y por tanto 

especies), diferentes edades y las interacciones entre tratamientos 

con genotipos, tratamiento-edad, genotipo-edad y tratamiento-

genotipo-edad, con una Pt· > F de O. 0001 en todos los e:. as os. La media 

global de la Actividad Fosfat::tsica en todo el experimento fué de 

45.6193722 rmol de p-NPP/de mat. fresca/hr (Ver Anexo 1). 

Otra prueba estadistica reali:ada fué la Prueba de Signific:ancia 

de Tukey, tanto en tratamientos como en genotipos y edades. 

EFecta d• la Fuwnte de FbsFara ttratamjenta) en la Ac-FA. - En 

esta fase del experimento se observb que las plantas utilizadas come 

testigos -Fueron las que presentaron la respuesta m:t.s alta a la 

actividad enzim~tica, presentando la media más elevada (55.416 

enpresada en rmol de p-NPP/gr de mat. -Fresca/hr) debido a lo CLlal se 

desprende que los tratamientos tienen un e~ecto signi-fic:ativo en la 

actividad de la enzima. En cuanto a respuesta en:imAtica oc.upi\ al 

segundo lugar el tratamiento con roca Tosf01· ica (con una media de 

46.90Z rmol de p-NPP/gr de mat. -Fresca/hr). Esto se e>:plica porque 

esta fuente de Fbsforo es insolubl~ y 1·equ1~t·e en mi'.VO:" mi='.1irl;; :ie-

este mecanismo de adaptac1bn para poder obtener fbst=ot·o del medio. 

Las plantas tratadi:\s con fitina y -Fo~Fato de calcio no presentan 
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d1fcrenc:ia importante entre s\ e incluso estad\st1camente responden 

de igual forma en gu c'\Ctividad enzim.itica al tr3.tamiento aplicado 

<con media& de 44.000 y 43.480 respectivamente>, por tanto, la 

asimilación del fósforo org:rnico se da con lentitud, debi,do a que 

••te debe pasar de una forma no asimilable a una Terma asimilable por 

la planta. 

El ca3 <P04 >2 es insoluble, por lo cual no h.iy asimilacibn r.ipida 

de fbsforo por parte de las raleas de las plantas y es debido a el lo 

que la Ac-FA es relativamente alta. Finalmente las plantas que 

. presentaron menor Ac-FA .fueron las tratadas con Super fosTato de 

calcio triple Ccon una media de 38.298>, esto es debido a que la 

f'uenta de TOsf'oro it.pl icad• altamenta soluble y por tanto 

dinponible, por lo que la Ac-FA decrece casl instantaneamente, ya que 

no se necesita del mecanismo de activacibn de la enzima para la 

obtenciOn de TOsToro <V•r Anexo 2>. 

EFE:to iJ.l G.notipo y dtr l• ••,,.ci• .abr• l• Ac-FA. - Mediante el 

an.\lisis estadlstico pudimos observ•r que el genotipo que mejor 

responde al estrea de fOsi=oro activando el mecanismo enzim~tico Tué 

el genotipo Alamas para el Triticale mismo que presente. el valor m~s 

alto de Ac-FA <con un.a media de 49. 771), siguiendole en segundo 

t6rmino el genotipo Stier <con una media de 46.972), los genotipos 5-

030 pera el trigo y Eronga para el Triticale no presentaron una 

diferencia importante entre sl en cuanto a respuesta enzim~tica (con 

medias de 4~.~64 y 45.287 respectivamente> y finalmente los genotipos 

con menor actividad fcafat:,,sica fueron S-029 <trigo> y Tarasca 

<Triticale) los cuales estadtsticamente tuvieron una misma respuesta 
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al as tres de fbsforo <con una media de 43. ó36 y 4:3. 487 

respectivamente) 

EFecto de la Edad en la Ac-FA.- Analizando los resultados obtenidos 

de las pruebas realizadas a los 15, 22, 29 y 36 dlas obtuvimos cúe la 

mayor Ac:-FA se presenta en la primera evaluacHm. es decir. a los 1S 

dlas (con una media de 76.405>, lo 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. 

CBart·ett - Lennard, 1981>. A los 22 d1as presenta un decremento 

muy significativo (con una media de 46.634). el c1..1al c:ontint:1a hasta 

los 29 dlas (31.359), para finalizar a los 36 d1as (con una media de 

29.080); estadísticamente no hay una diferencia impo1·tante en el 

Clltimo período de crecimiento, es decir, entre los 29 y 36 dias. ~or 

lo cual creemos que la Ac-FA ve atenuada o estabili;:ada en el 

Cl.ltimo período, y esto se explica mediante la edad de la planta, es 

decir, a mayor edad de ésta menor ser~ su capacidad de respuesta 

enzim:t.tica (9arrett - Lennard, 1981), (Ver Anexo 3). 

Basandonos en el anklisis estad1stico observamos que la Ac-FA fue 

significativamente diferente entre genotipos y poi· ende entre 

especies. La mayor respuesta enzimAtica se oresentb en la variedad 

Alamos, siguiendola la variedad St1er <amba~ tl"ilicales). el Tt·igo 

variedad S-030 y el triticale variedad Eronga tuvieron una rescuest~ 

muy semejante la activacibn del mecanismo en::im~tico. las 

variedades que presentaron una menor Ac:-FA fueron el 1rigo variedad 

S-029 y el Triticale variedad Tarasca, sin embargo, la respuesta 

entre los distintos genotipos fué muy parecida. 
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La mayor Ar-FA .:.t11 dtti en los primeros 15 d1as d~ crec1m~ento ·¡ 

decrec16 la actividad conf=or·me lo. pl.:1.nta erecta. esto quiere decir 

que en la Ctlt.imd evaluación u los 3ó dtas. se rag.i.s-:rb la menor 

Ac-FA, sin embargo, estadlsticamente la Ac-FA presentada en los des 

Ctltimos periodos de crecimiento (29 y 36 d1as>, • no es 

signif=icativamente diferente. de lo cual concluimos que a medida que 

crece el organismo la respuesta enzim~tica se atenCta o estabiliza. 

Por lo anteriormente expuesto podemos decir que el Triticale 

activa de manera m:.s et=icaz la enzima fosfatasa ~cida como un 

mecanismo de adaptacibn ante la defi<:iencia de fbsForo. 
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CONCLUS:CONES. 

Las Plantas empleadas como testigos presentaron invariablem1::::nt~ 

mayor actividad fosfatAsica (Ac:-FA). sobre las diferentes fuentes de 

fbsforo aplicadas en el experimento. 

Las diferentes especies empll::?adas, asl los genot ipo5 

utilizados y la etapa de crecimiento de las plantas en las cuales se 

evalu6 la Ac:-FA, influyeron signi-t=icativamente en la actividad de la 

enzima. 

La mayor respuesta enzimAtica se presentb en los genotipos Alamas 

y Stier ambos Triticales. 

Los genotipos con menor actividad enzimAtica fueron, la variedad 

Tarasca en Triticales y la variedad S-029 para el caso de los 

Tr·igoiií. 

Las plantas tratadas con Roca FosfOrica presentaron una Ac-FA 

m.\s eleva.da que en los restantes tratamientos, pero no superior a la 

de los testigos. 

En el caso de las plantas tratadas con Fitina y con Fosi=ato de 

Calcio respondieron de igual Forma a la apl icacibn del tratamiento, 

de lo que concluimos que no hubo diferencias signi-ficativas en la 

Activacibn de la enzima fosfata&a :t.cida. 

A las plantas que se les aplico Super Fosfato de Calcio Triple~ 

d• inmediato respondieron con un decremento en la Ac-FA, oste hecho 

se atribuye a que es fbsforo soluble y por lo tanto. disponible cara 

la planta. 

La mayor Actividad enzim~tica en las plantas. se observb a los 15 

dlas y la menor a los 36 dlas de crecimiento. 

87 



Es rec:omend:!blc ttnfr\t i ::-ar aue da.do lo ampl 10 de¡ tema CJuada 

tadav1a c13mµo por explora1· en c:uanto a uno de !os mec:ani!=mos de 

adaptacibn a la deTici¿nl.'.1~ da -fbs-fc'il·o, que es la Actividad de la 

enzima -Fos-fatasa acida. 

Creemos que resultaria de gran importancia investigar qu' sucede 

en etapas previas de crecimiento. es decir, antas de los 15 dlas de 

edad de la planta., as1 como en etapas posteriores, esto es, después 

de los 36 dlas de edad. 
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AllEXO 1 

ANALISIS E6TADISTICO DE DATOS MEDIANTE EL PROGRAMA STAT!STICAL 
ANALYSIS SYSTEM (6. A. S.). 

ANALISIS DE VARIANZA 

CLASE NIVEL E INFORMACION 

CLASE 
Tratamiento 
Genotipo 
Edad 

NIVEL 
5 
6 
4 

ANALISIS DE VARIANZA 

VAR 1 ABLE DEPEND 1 ENTE 

FUENTE D F SUMA DE MEDIA DE 

VALORES 
1.2.3.4.5 
1.2.3.4.5.6 
1.2.3.4 

ACT. FOSFATASICA 

F Pr ) F 
CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA 

Mod11lo 119 172318.6785 1446.0578 236.17 0.0001 
Error 240 1471.5489 6.1315 
Correl•cibn 
total 359 173790.4273 

Media 
R-Cuadrados C V Rcct MSE Act. Fosf. 

0.991533 5.427907 2.476177 45.6193722 

Modelo D F Anova SS Media de F Pr ) F 
Cuadrado& Calculada 

TRAT 4 11406.4367 2851.6092 465.06 0.0001 
GEN 5 1221.5509 244.3102 39.85 0.0001 
TRA•GEN 20 7696.1893 394.8095 64.39 0.0001 
EDAD 3 131377. 826 43792. 6067 7142.29 o.oooi' 
TRATSEDAD 12 4519.4226 376.6165 61.42 0.0001 
GEN•EDAD 15 6645.9284 443.0ól'I 72.26 0.0001 
TRA•GEN•EDAD 60 9251.5246 154.1921 25.15 0.0001 
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NIU02 
PRUEBA DE BlGNIFICANClA DE TUKEY EN TRATANIENTOS 

Alh = 0.05 D F = 240 MSE= ó. 1314 
Valar critico de r•ngo estandarizado • 4.0b3 
Diferencia mlnima de sionificancia ~ 1.1344 

Grupos de medias que no sen si9nificativamcnte diferentes 

GRUPO MEDIA NUMERO DE TRATAMIENTOS 
DATOS 

A 55.416 72 Testt;o 
B 46.902 72 Roca Fosf6rica 
e 44.000 72 Fltina 
e 43.480 72 Fosfato de Ca 
D 38.298 72 S F T 

PRUEBA DE Sl6HlFlCANClA DE TUKEY EN GENOTIPOS 

Al~a = 0.05 D F • 240 MBE• 6.131454 
Valor cr\tico de ranQD estandarizado = 4.063 
Diferencia mlnima de significancia • 1.2988 

Grupo• de medias qua no son ai;nificativamente diferentes 

GRUPO MEDIA NUMERO DE GENOTIPOS 
DATOS 

A 48.771 60 Alamas 
B 46.972 60 Btier 
e 45.564 60 S-030 
e 45.287 60 Eronga 
D 43.636 60 S-029 
o 43.487 60 Tarasca 
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UIDO 3 

PRUEBA DE SIEiNIFICANCllll DE TUKEY EN DIFERENTES EDADES 

Alfa• 0.05 D F = 240 MSE=6.131454 
Valor critico de ranoo ••t•ndarizado • 3.6~9 
Diferencia mlnima de 9iQnificancia • 0.95~ 

Grupos de media• que no son •ignificativ•mente difer•ntes 

GRUPO MEDIA NUMERO DE EDAD 
DATOS 

A 76.405 90 IS d1•• 
B 46.634 90 22 dla• 
e 31.359 90 29 dlas 
e 28.0BO 90 36 dlas 
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