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RESUMEN

El manganeso (Mn) es un micronutriente que, dependiendo de su contenido, en suelos
acidos puede alcanzar concentraciones toxicas para las plantas. Las respuestas bioquimicas
de las plantas a niveles toxicos de metales incluyen mecanismos como exudacion de acidos
orgénicos y aumento de la actividad peroxidasa. Ademas, un exceso de metales pesados
como el Mn puede afectar los parametros cinéticos de enzimas como la fosfatasa acida,
que tiene un rol muy importante en la biodisponibilidad de P en el suelo.

Considerando estos antecedentes, el objetivo general planteado en esta investigacion fue
estudiar el efecto del Mn sobre el desarrollo de plantas de ballica perenne y trébol blanco
en solucidn nutritiva, asi como también, determinar su efecto sobre la actividad fosfatasa
acida en un sistema modelo de suelo.

En un primer ensayo en solucion nutritiva se evaluo el efecto de diferentes niveles de Mn
y de pH sobre el desarrollo de plantas de ballica perenne y trébol blanco. Un aumento en
los niveles de Mn y una disminucion en el pH en las soluciones de nutrientes causaron una
significativa disminucién en el peso seco de las plantas cuando éstas alcanzaron las
concentraciones criticas de toxicidad de 421 mg kg™ para ballica perenne y de 283 mg kg™
para trébol blanco. Estos resultados indican que trébol blanco es méas sensible a la
presencia de niveles elevados de Mn en solucién que la ballica perenne. Las plantas
respondieron a la toxicidad por Mn con un significativo aumento en la exudacion de
acidos organicos y actividad peroxidasa. En un segundo ensayo en solucién de nutrientes
se demostro que un aumento en la concentracion P en plantas con severa toxicidad por Mn
contribuy6 a aumentar el peso seco de las plantas en mas de un 28 %, lo que indica que el
P contribuye a atenuar los efectos de la toxicidad por Mn. Tanto la deficiencia de P, como
el aumento de Mn en solucién incrementaron la exudacion de &cidos organicos,
especialmente &cidos oxalico y citrico.

Con el objeto de evaluar el efecto del Mn sobre la fosfatasa &cida que regula la
disponibilidad de P en suelos acidos se determind la actividad y cinética de la enzima, libre
e inmovilizada, en presencia de concentraciones crecientes de Mn, dentro del rango de Mn
disponible en Andisoles del sur de Chile. La fosfatasa acida fue inmovilizada en materia
orgénica (&cido téanico) y arcilla extraida de un Andisol, ambos soportes empleados como
fracciones modelo de suelos. Los resultados indicaron una significativa disminucién de la
velocidad de reaccién para la enzima libre en presencia de Mn. Cuando se inmovilizé la

fosfatasa &cida con una matriz orgdnica como el &cido tanico se recuperd sélo un 51% de la



actividad enzimatica inicial y se observo una reduccion de la eficiencia catalitica. La
presencia de Mn en el proceso de inmovilizacion en acido tanico caus6 una disminucion la
actividad de la enzima inmovilizada, con aumento de la afinidad por el sustrato pero con
una gran disminucion de la velocidad de reaccion. La enzima inmovilizada en acido tanico
mostré una buena estabilidad térmica pero la presencia de Mn causa una significativa

disminucién de su estabilidad.

La fosfatasa acida inmovilizada en arcilla mostré un aumento significativo de la actividad
y eficiencia catalitica en comparacion con la enzima libre. Sin embargo, el orden de
adicion de Mn y fosfatasa sobre la arcilla fue determinante para la actividad de la enzima.
La aplicacion de Mn antes de inmovilizar la enzima en arcilla gener6 una disminucion de
su actividad y una reduccion de la velocidad de reaccion. Mientras que, cuando el Mn fue
aplicado después de haber inmovilizado la enzima en arcilla, no afecto significativamente
su actividad, lo que implica que la inmovilizacion protege a la enzima de los efectos
negativos del Mn sobre su comportamiento catalitico. De acuerdo a estos estudios es
posible inferir que la presencia de altas concentraciones de Mn en los suelos acidos podria

disminuir la biodisponibilidad de P en los Andisoles del sur de Chile.

Altas concentraciones de Mn en el suelo afectaran la produccion de las especies pratenses,
tanto debido al efecto tdxico en las plantas, como también, a una disminuciéon de la
nutricion fosfatada. Por esta razdn, se hace necesario aumentar el pH del suelo para regular
la concentracion de este micronutriente que es esencial para el desarrollo de las plantas y
los procesos metabdlicos de la microbiota del suelo.



SUMMARY
The manganese (Mn) is a micronutrient that, depending on their content, in acid soils can
reach toxic concentrations for the plants. The biochemical responses of higher plants to
toxic levels of metals include mechanisms like exudation of organic acids and increase of
peroxidase activity. Also, an excess of heavy metals as the Mn can affect the Kinetic
parameters of enzymes like acid phosphatase, which has a very important role in the
bioavailability of P in the soil.
Considering these antecedents, the general objective of this investigation was to study the
effect of the Mn on plant growth of perennial ryegrass and white clover in nutrient
solution, as well as, to determine its effect on the activity of acid phosphatase in a soil
model system.
In a first assay in nutrient solution the effect of different levels of Mn and pH on plants
growth of perennial ryegrass and white clover was evaluated. The increase in Mn supply
and decrease in pH in the nutrient solutions caused a significant reduction in dry weight
due to severe Mn toxicity. The critical toxicity concentration of Mn in shoots was 421 mg
kg™ for ryegrass and 283 mg kg™ for white clover. These results indicate that white clover
IS more sensitive to the presence of high levels of Mn in solution that perennial ryegrass.
For both plant species, an increase in Mn supply levels stimulated the exudation of
carboxylates and the activity of peroxidase, which was related to stress conditions. In a
second assay in nutrient solution was demonstrated that an increase in the concentration P
in plants with severe toxicity for Mn contributed to increase the dry weight of the plants in
more than 28%, what indicates that the P contributes to attenuate the effects of the Mn
toxicity. So much the deficiency of P, as the increase of Mn in solution, increased the
exudation of organic acids, especially oxalic and citric acids.
In order to evaluating the effect of the Mn on acid phosphatase, that regulates the
availability of P in acid soil, it was determined the activity and kinetics of the enzyme, free
and immobilized, in presence of Mn at similar levels to those found in Andisols of
southern Chile. The acid phosphatase was immobilized in organic matter (tannic acid) and
clay extracted of an Andisol, both supports employees as fractions model of soil. The
results showed a significant decrease of the reaction velocity for the free enzyme in
presence of Mn. When acid phosphatase was immobilized in an organic matrix such as
tannic acid, a recovery of 51% of the initial enzymatic activity was detected and was
observed a decrease of catalytic efficiency. The presence of Mn in the immobilization



process in this supports caused a decrease of the activity of the immobilized enzyme, with
increase of affinity for the substrate but with a great decrease of the reaction velocity.

The acid phosphatase immobilized in clay showed a significant increase of activity and
catalytic efficiency. However, the order of addition of Mn and phosphatase on the clay
were decisive for the activity of the enzyme. The application of Mn before immobilizing
the enzyme in clay caused a decrease of activity and a reduction of the reaction velocity.
While, when the Mn was applied after of immobilization of the enzyme in clay, it did not
affect its activity significantly, this can indicate that the immobilization protects to the
enzyme of the negative effects of the Mn on its catalytic behavior. According to these
studies it is possible to infer that the presence of high concentrations of Mn in acid soils
could diminish the bioavailability of P in the Andisols of the southern Chile.

High concentrations of Mn in the soil will affect the production of the forage species, so
much due to the toxic effect in the plants, as well as, to a decrease of the P nutrition. For
this reason, it becomes necessary to increase the soil pH to regulate the concentration of
this micronutrient that is essential for the growth of the plants and the metabolic processes

of the soil microorganism.
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INTRODUCCION GENERAL

La mayor parte de los Andisoles del sur de Chile se destina a la produccion animal con
cerca de 864.000 hectareas de praderas sembradas que se caracterizan por presentar
asociaciones de Trifolium repens y Lolium perenne. La principal limitante para pasturas
establecidas en estos suelos es la acidez que los caracteriza (Mora et al., 1999; Mora et al.,
2002, Mora et al., 2004, Mora et al., 2005; Mora et al., 2006). La acidez del suelo aumenta
la disponibilidad de cationes metdlicos como manganeso (Mn) y aluminio (Al), que a
niveles altos son considerados toxicos para la mayoria de los cultivos. De acuerdo a
informacion del Laboratorio de Suelo y Planta de la Universidad de La Frontera, los
Andisoles de la IX Regién de Chile exhiben niveles de Mn de 1 a 70 mg kg™, mientras que
la concentracion de Mn en la parte aérea de las plantas en praderas del sur de Chile fluctaa
entre 50 a 800 mg kg™'; dichas concentraciones son potencialmente toxicas para las plantas,
ya que de acuerdo a lo indicado en la literatura las concentraciones adecuadas de Mn foliar
fluctuan entre 20-60 mg kg para ballica perenne y entre 25 a 100 mg kg para trébol
blanco. Sin embargo, existe muy poca informacion sobre concentraciones criticas de
micronutrientes en praderas. La informacioén generada en Chile respecto a los niveles de
Mn en suelos y en especies pratenses es muy reducida debido a que todos los estudios se
han centrado en la problematica de Al. Ademas, la aplicacion de fosfato tiene influencia
sobre la disponibilidad de los micronutrientes y su absorcion por la planta, sin embargo, no
hay informacion definida de cual es el efecto del P en la tolerancia a toxicidad por Mn en
plantas.

Las respuestas bioquimicas de las plantas a niveles toxicos de metales son muy complejas y
se han sugerido varias estrategias para responder a este tipo de estrés. Estas incluyen, entre
otras, restriccion de la absorcion, complejacion de iones metalicos dentro de la célula y
aumento de la produccion de antioxidantes que detoxifican especies reactivas del oxigeno
producidas en respuesta a toxicidad por metales (Van Assche y Clisters, 1990; Radoti¢ et
al., 2000; Schiitzendiibel y Polle, 2002). E1 Mn participa tanto en la produccion de radicales
de oxigeno, como catalizador de reacciones en la fotosintesis, como en la detoxificacion de
los radicales de oxigeno ya que forma parte de la enzima superdxido dismutasa formando

H,0,, que puede ser transformado por la enzima peroxidasa a O, y H,O. La actividad



peroxidasa se ha usado como un indicador fisiolégico de la respuesta de las plantas a
diferentes tipos de estrés y particularmente a metales. Por lo tanto, esta actividad
enzimdtica puede ser usada como un sistema de deteccion del estrés generado por
desbalances en los contenidos de Mn de las plantas de ballica perenne y trébol.

La restriccion en la absorcidon de metales puede ocurrir en la rizosfera por complejacion del
metal con acidos organicos exudados por las raices de las plantas, generando una
disminucion de la toxicidad por exclusion desde la raiz de las plantas. Sin embargo, no hay
informacion respecto al efecto de la toxicidad por Mn sobre la excrecion de acidos
organicos por las raices de ballica y trébol blanco bajo condiciones de pH acido. Por lo
tanto, es de interés investigar la relacion entre la concentracion de Mn disponible y la
exudacion de acidos organicos, considerando si la exudacion es activada s6lo por Mn o por
una deficiencia de P. El rol de los exudados radicales en la adaptacion de las plantas a
condiciones quimicas adversas del suelo implica aspectos practicos asociados con la
necesidad de desarrollar sistemas agricolas sustentables, requiriéndose por lo tanto, mayor
informacion sobre los efectos de exudados radicales sobre la movilidad y disponibilidad de
compuestos fitotoxicos. Sin embargo, en suelos acidos, el efecto detrimental de elevadas
concentraciones de Al disponible normalmente enmascara la toxicidad de Mn, razon por la
cual los estudios en solucioén nutritiva son una alternativa eficaz para estudiar el efecto de
los micronutrientes en las plantas.

Otro de los mecanismos que influencian la eficiencia en la adquisicion de nutrientes por las
plantas es la exudacion de enzimas tanto por parte de las plantas como de los
microorganismos del suelo. Las actividades enzimaticas son fundamentales para la
solubilizacion, movilizacion y disponibilidad de los nutrientes. Los Andisoles presentan
una alta retencion de fosfato en su fraccion arcilla y el 50% del P total de estos se
encuentra bajo formas orgéanicas (Borie, 1993). Por lo tanto en estos suelos la enzima
fosfatasa acida tiene un importante rol en la biodisponibilidad de P ya que esta enzima
hidroliza formas de P organico, como los ésteres fosfatos a P inorgénico que es la forma
disponible para las plantas. Sin embargo, las enzimas en el suelo se encuentran
principalmente inmovilizadas en sus constituyentes organicos e inorganicos. La actividad
fosfatasa también puede ser afectada por la presencia de iones metalicos como el Mn en el

suelo. Una estrategia cominmente utilizada para estudiar el efecto de determinados factores
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sobre las enzimas del suelo es el uso de modelos sintéticos o fracciones de suelos en
condiciones controladas, los cuales representan los procesos que ocurren en el suelo. Estos
sistemas modelo de suelo consisten en la inmovilizacion de la enzima en constituyentes del
suelo como arcilla y materia orgéanica. La principal ventaja que estos modelos tienen en
comparacion con un estudio en suelos es que la composicion del medio puede ser definida,
manipulada y controlada con un alto nivel de precision, lo cual es clave al investigar la
toxicidad de metales.

Con estos antecedentes el trabajo de investigacion que sustenta esta tesis de doctorado se

basa en las hipotesis que a continuacion se describen.

Hipdtesis de Trabajo
Considerando la condicion natural de acidez de los Andisoles, la baja disponibilidad de P y

alta concentracion de Mn disponible se espera que:

1- Un aumento de la concentracion de Mn en soluciéon genere un incremento en la
concentracion Mn en las plantas alcancanzando niveles toxicos especialmente a pH 4cido,
siendo mas sensible a toxicidad por Mn el trébol blanco que la ballica perenne. Por lo
tanto, el aumento en los niveles de Mn y la disminucion de pH en la solucién causaran una
disminucion en el desarrollo de ambas especies de plantas. No obstante, un aumento en los
niveles de P en la solucion, en condiciones de toxicidad por Mn, contribuird a disminuir el

efecto de este elemento en las plantas.

2- Las plantas respondan a deficiencia y toxicidad por Mn con un aumento en la exudacion
de acidos organicos y de la actividad peroxidasa. Se espera también, que la cantidad de
acidos organicos exudados sea mas alta a pHs 4cidos. Una disminucion en los niveles de P
en solucidon causara deficiencia de P, que asociada a toxicidad por Mn en las plantas,

generaran las mayores tasas de exudacion de acidos organicos.

3- Un nivel de pH acido y altos niveles de Mn disponible afecten negativamente la

actividad y parametros cinéticos de la enzima fosfatasa acida.



Objetivo general
El objetivo general de esta investigacion fue estudiar el efecto del Mn sobre el desarrollo
de plantas de Lolium perenne y Trifolium repens en solucion nutritiva, asi como determinar

su efecto sobre la actividad fosfatasa acida, en un sistema modelo de suelo.

Para la mejor compresion y orden del texto, esta Tesis se dividirda en dos capitulos. El
capitulo I se referird a los estudios del efecto del Mn sobre plantas de ballica perenne y
trébol blanco desarrolladas en solucidn nutritiva, mientras que en el capitulo II se abordara
el estudio del efecto del Mn sobre la actividad fosfatasa 4cida en un sistema modelo de
suelo, para lo cual la enzima serd inmovilizada en materia organica y arcilla. A

continuacion se describen los objetivos especificos del capitulo I.

Objetivos especificos

Determinar las concentraciones criticas de toxicidad de Mn en plantas de ballica perenne y

trébol blanco, en estudios en solucidn nutritiva.

Identificar y cuantificar los dcidos orgénicos exudados por las especies pratenses en estudio
y la actividad peroxidasa asociada a cambios en la concentracion de Mn en solucion

nutritiva a distintos pH.

Evaluar el rol del fosfato en la detoxificacion de Mn en ballica perenne y trébol blanco en

solucion nutritiva.



CAPITULO I

Estudio del Efecto del Mn sobre el Desarrollo de Plantas de Lolium perenne y

Trifolium repens en Solucion Nutritiva



1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.1 Disponibilidad de Mn en el suelo.

La condicion natural de acidez de los suelos derivados de cenizas volcanicas de la zona sur
del pais genera limitaciones para la persistencia, produccion y calidad de las pasturas
(Demanet et al., 1999; Mora et al., 1999). Ademas, estos suelos presentan una alta
capacidad de adsorcion de P, que también resulta en una limitante para la produccion de las
praderas. Todo lo cual hace necesaria la aplicacion de enmiendas calcareas y fertilizacion
fosfatada. La acidez del suelo genera un aumento en la disponibilidad de Mn, de modo que
la concentracion de este elemento en la solucion del suelo puede llegar a ser toxica para las
plantas (Brady, 1990).

El Mn es un micronutriente que, dependiendo de su contenido en el suelo y factores que
regulan su disponibilidad (pH, potencial redox) puede alcanzar niveles toxicos para las
plantas especialmente en suelos acidos (Rengel, 2000). La disponibilidad de Mn
incrementa cuando el pH del suelo disminuye, asi, cuando el pH disminuye a valores
cercanos a 5,5, la toxicidad por Mn puede ser evidente, mientras que a pH superior a 6,5 es
mas probable que existan deficiencias (Ducic y Polle, 2005). Asi, Bromfield et al. (1983)
indicaron que para un pH 6,1 el Mn intercambiable fue 4,6 mg kg™, mientras que a pH 4,8
el contenido de Mn intercambiable fue de 46,1 mg kg en una pradera de Trifolium
subterraneum. En Chile no se han reportado estudios sistematicos del efecto que tiene el
Mn en las especies pratenses de mayor importancia y que podria estar siendo encubierto
por la toxicidad de Al. Estudios de Sadzawka et al. (1976) indicaron que en la década del
70 los niveles de Mn en suelos volcanicos eran bajos para generar problemas de toxicidad.
Estudios posteriores realizados por Ciudad (1990) y Sadzawka (1987) mostraron que en
lentejas en la Octava Region se observo toxicidad por Mn, mientras que Rodriguez (1993)
establecié que en Andisoles de la IX Region, sobre el 45% de los casos presentan tenores
medios a altos de disponibilidad de Mn.

En la Tabla 1 se presenta parte de la informacion actual respecto del contenido de Mn en

Andisoles generada por proyecto Fondecyt N° 1020934 en el Laboratorio de Suelos y
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Plantas de la Universidad de La Frontera, donde se muestran valores que van desde 4,5 mg

kg hasta 60,5 mg kg de Mn en suelos provenientes de praderas de la IX y X Regiones.

Tabla 1. Valores promedio (n=100) de P, pH, Al y Mn en suelos provenientes de praderas
de IX y X Regiones, primavera 2002.

Serie Region P pH Saturacion Mn Mn
(mg/kg) (en agua) de Al (%) DTPA  KCI

(mg kg™ (mgkg™)

Perquenco IX 15 5,5 0,56 51,8 17,5
Temuco X 16 5,3 6,54 60,5 83,9
Pemehue IX 13 5,4 4,49 9,1 20,0
Freire IX 12 5,8 0,56 11,4 13,3
Vilcln IX 14 5,6 0,88 12,5 14,7
Los Prados IX 6 5,5 3,11 9,7 19,6
Caburga IX 11 5,5 1,69 8,2 12,0
Barros Arana IX 10 5.2 10,93 4,5 21,0
Lanco IX 11 5,4 4,36 3,7 10,9
Los Lagos X 10 5,6 3,18 10,2 16,8
Osorno X 32 49 21,11 9,6 10,1
Corte Alto X 21 5,1 16,42 13,8 38,5

Fuente: Laboratorio de Analisis de Suelos y Plantas — Universidad de La Frontera

(2004),

1.2 Solucion de nutrientes como modelo de suelo.

Un buen modelo es una simplificacion de un sistema natural que puede simular los
principales factores de ese sistema. Asi, las soluciones de nutrientes pueden ser
consideradas como modelos del sistema suelo, especificamente de la solucion del suelo. La
principal ventaja que el cultivo en solucion de nutrientes tiene, sobre el cultivo en suelos, es
que la composicion del medio puede ser definida, manipulada y controlada con un alto

nivel de precision, lo cual es clave al investigar la fitotoxicidad de metales (Rorison y
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Robinson, 1986).

Aunque el estudio en solucion de nutrientes es un método relativamente bueno de
aproximacion a la solucion del suelo (Asher y Edwards, 1978; Sparks, 1984; Parker y
Norvell, 1999) es s6lo una simplificacion del sistema suelo. La principal diferencia entre
el cultivo en solucidén de nutrientes y el suelo es que en la solucién de nutrientes las raices
estan en un medio acuoso con aireacion continua, mientras que en suelo las raices deben

explorar continuamente el suelo para obtener agua y nutrientes.

1.3. Mn en plantas.

El Mn participa en muchos de los procesos bioquimicos de las plantas, actuando como un
activador de mas de 35 enzimas, las cuales catalizan reacciones como fosforilacion,
descarboxilacion, hidrélisis y oxidaciones-reducciones (Burnell, 1988). Por lo tanto el Mn
afecta procesos tales como respiracion, sintesis de aminoacidos, biosintesis de lignina y
nivel de hormonas en las plantas. Asi, el Mn activa las oxidasas del 4cido indol acético
(AIA) (Burnell, 1988). Entre las funciones mas importantes de Mn, Jones et al. (1991)
indican que participa en procesos de oOxido-reduccion del sistema de transporte de
electrones en la fotosintesis. Ademas el Mn forma parte de la estructura de las enzimas
superoxido dismutasas, que son esenciales en la proteccion de los radicales libres de

oxigeno en los tejidos de las plantas (Burnell, 1988).

1.3.1 Relacion entre la concentracion de Mn y el crecimiento de las plantas.

Para diagnosticar la toxicidad de un metal en plantas se considera la concentracion critica
del metal en los tejidos, que estd relacionada con el comienzo de una significativa
disminucién del crecimiento como resultado de la toxicidad. El método usado generalmente
para definir esta concentracion critica es la concentracion en el tejido que causa una
reduccion del 10% en la produccion de materia seca (Andrew y Hegarty, 1969).

Las concentraciones foliares adecuadas o normales de Mn difieren considerablemente entre
especies; de acuerdo a Clarkson (1988) estos valores fluctiian entre 30-500 mg kg ' de
materia seca.En praderas las concentraciones de Mn presentan un amplio rango de

variacion, con valores de entre 5y 1200 mg kg™ en diferentes regiones (Whitehead, 2000).



Mientras que McNaugth (1970) indica que en praderas mixtas el nivel critico deficiencia de
Mn es de 30 mg kg'. Asi también, las concentraciones criticas que causan toxicidad
pueden variar dentro de un amplio rango, dependiendo de la especie de planta y el
genotipo dentro de la especie, asi como de condiciones ambientales tales como temperatura
y pH (Sparrow y Uren, 1987). Asi, la literatura indica diferentes valores de concentraciones

adecuadas y criticas de Mn para ballica perenne y trébol blanco (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones criticas y adecuadas de Mn foliar para ballica perenne y trébol

blanco.
Especie Concentracién de Mn (mg kg ™)
Bajo Adecuado Alto Toxico Referencia
Ballica perenne <40 40-60 >60 Jones et al. (1990)
1110  Smith et al. (1983)
500 MacNicol y Beckett (1985)
Trébol blanco <25 25-100 >100 Jones et al. (1990)

570 Smith et al. (1983)
650 Andrew y Hegarty, 1969

En praderas de IX y X Regiones en la temporada 2002-2003 se informaron
concentraciones de Mn que fluctuaron entre 50 a 800 mg kg™ (Base de Datos Laboratorio
de Analisis de Suelo y Planta de la Universidad de La Frontera), lo que implica que
posiblemente la planta se encuentre con niveles toxicos para su normal desarrollo, que

pudieron ser ignorados por el efecto detrimental de Al en el desarrollo radical.

1.3.2 Efecto de la toxicidad de Mn en plantas.

Un exceso de Mn genera una serie de efectos negativos como 1) produccion de especies
reactivas de oxigeno ii)intercambio de iones metalicos del sitio activo de las enzimas, iii)
unidn a grupos funcionales (Elstner et al., 1988). Asi, puede producirse una alteracion en la
sintesis de compuestos organicos generando sintomas visibles (Marschner, 1995).

Los sintomas de toxicidad por Mn son diversos, y en muchos casos la toxicidad se
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manifiesta como clorosis y necrosis en las hojas e inhibicion del crecimiento (Horiguchi,
1988) y aunque la clorosis se parece a los sintomas de deficiencia de Fe, se debe a que el
Mn tiene un importante rol en la biosintesis de clorofila (Burnell, 1988).

La toxicidad por Mn induce la formacion de un exceso de radicales libres y especies
reactivas de oxigeno, lo que resulta en estrés oxidativo (Gonzélez et al., 1998; Shi et al.,
2005; Yu y Rengel, 1999). Los radicales libres se forman generalmente como productos de
las reacciones biologicas normales y su difusion en el espacio celular es controlada por el
sistema antioxidante de las células, que incluye a los sistemas enzimaticos tales como

superoxido dismutasa, catalasa y peroxidasas (Shi et al., 2005).

1.3.3. Efectos de la toxicidad por Mn sobre la actividad peroxidasa.

La actividad peroxidasa, que permite en la remocion del exceso de H,O, producido por la
superoxido dismutasa (Castillo, 1986), tiene una funcion importante en la respuesta
antioxidativa de las plantas a diferentes tipos de estrés y particularmente a metales (Van
Gronsveld y Clijters, 1994). Asi, Leidi et al. (1986) mostraron que tanto la deficiencia
como la toxicidad por Mn causaron un aumento en la actividad de esta enzima en hojas de
soyay Fetch- Christoffers et al. (2003) observaron aumento en la actividad peroxidasa de
Vigna unguiculata expuesta a altos niveles de Mn. Similares resultados fueron obtenidos
por Horiguchi (1988) en plantas de arroz, quien considera que la alta actividad peroxidasa
estaba asociada con sintomas de necrosis en plantas afectadas por toxicidad por Mn. Esta
actividad también ha sido utilizada como indicador biologico para diagnosticar
desbalances en los contenidos de nutrientes, por ejemplo, para detectar niveles adecuados
de Fe y Mn en hortalizas (Valenzuela et al., 1993). Ademas de su funciéon en la
transformacion del perdxido de hidrégeno, Horiguchi (1987) mostré que en condiciones de
toxicidad por Mn, la oxidacion de este metal por peroxidasas en la pared celular de las
raices, permite la acumulacion del exceso de Mn en forma metabolicamente inactiva, lo

que puede ser importante en la tolerancia a este estrés.

1.3.4. Interaccion Mn-Fe.
Diferentes investigaciones han demostrado que la toxicidad por Mn causa deficiencia de

Fe. Por ejemplo, Crawford et al. (1989), reportaron que los niveles de Fe, en plantas de
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pepino cultivadas en solucion de nutrientes que presentaban toxicidad por Mn, fueron
inferiores a los de plantas normales. Nazrul (1986) determiné que el Mn reduce la
absorcion de Fe en sorgo desarrollado en solucidon de nutrientes. Ohki (1975) reporté que
en algodon, niveles de Mn de 4 a 247 mg kg estan asociados a concentraciones de 51 a
270 mg kg™ de Fe. Sin embargo, Moroni et al. (2003) no encontraron deficiencia de Fe en
genotipos de raps por efecto de la toxicidad por Mn; ademds, Horst (1983) no observod
diferencias en la absorcion de Fe entre genotipos de Vigna unguiculata que presentaron

una respuesta diferencial a altos niveles de Mn.

1.3.5. Interaccion P-Mn.

Diferentes investigaciones han demostrado que la toxicidad por Mn afecta la absorcion de
otros nutrientes como P (Crawford et al., 1989).Sin embargo, no hay una respuesta clara del
efecto del P en la concentracion de Mn en plantas. Jones et al. (1991), indicaron que
aumentando los niveles de P hay respuestas positivas, neutras o negativas a las
concentraciones de Mn en plantas de algodon, dependiendo de las relaciones Ca/P en
soluciéon. La aplicacion de fosfato tiene influencia sobre la disponibilidad de los
micronutriente y su absorcion por la planta; asi, se ha encontrado que a pH superiores a
6,5, incrementando el fosfato en solucidon disminuye la absorcion de Mn en leguminosas,
mientras que a bajo pH se produce un incremento de su absorcion (Haynes, 1984). Estudios
in Vitro, con plantas de papa, mostraron que la adicion de P tuvo un efecto beneficioso en
controlar la severidad y progresion de los sintomas de toxicidad por Mn aunque el aumento
en los niveles de P causd un incremento en la absorcion de Mn. Es posible que la adicién
de P pueda reducir la toxicidad por Mn debido a su inactivacion por formacion de
complejos de baja solubilidad con el P, tanto dentro de las células de la planta, segregando
al Mn de centros metabdlicos importantes como en la solucién del suelo (Mukhopadhyay
y Sharma 1991; Cardoso, 1996; Foy, 1984; Jones y Fox, 1978; Murphy et al., 1981). Los
iones fosfato son ligantes importante en la solucion del suelo y por lo tanto, tienen una
fuerte tendencia a formar complejos con varios cationes principalmente con Ca, Mg, Fe y
Al (Lindsay, 1979). Asi, un aumento en la concentracion de fosfato en la solucion de
nutrientes mostré ser un buen detoxificante de Al en plantas de ballica (Mora et al., 2005) y

maiz (Pellet et al., 1995) debido a la precipitacion del metal en forma de Al-PO4 dentro de
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la raiz y la formacion de complejos en solucion de nutrientes. Mientras que en suelo,
Habte y Soedarjo (1996) reportaron la formacion de productos de baja solubilidad como el

Mn; (P 04) 2.

1.4. Mecanismos de tolerancia a exceso de metales.

Hay varias estrategias de adaptacion de las plantas para responder a niveles toxicos de
metales. Estas pueden ser clasificadas en dos categorias principales: 1) restriccion de la

absorcion y transporte, ii) mecanismos de tolerancia interna.

1.4.1. Restriccién de la absorcion o transporte.

En este tipo de mecanismo el metal es excluido de la célula, especialmente del simplasma
del meristema de la raiz (Rengel, 1997). Muchas investigaciones han encontrado evidencia
directa de exclusion de metales por las plantas (Reichman, 2002). El mecanismo de
exclusion mas estudiado es la exudacion de 4cidos organicos, los cuales podrian complejar
los metales en la rizosfera (Prasad, 1998). La exclusion también puede ocurrir por
precipitacion debido al incremento del pH en la rizosfera o por excrecion de aniones
organicos (Pellet et al., 1995).

Algunos cultivares tolerantes a metales, como Al, exudan mayor cantidad de acidos
organicos (Delhaize et al., 1993; Jones, 1998; Miyasaka et al., 1991; Zheng et al., 1998; Ma
et al., 2001) y enzimas como fosfatasa acida (Duff et al., 1994), lo que les permite absorber
mayor cantidad de P que los cultivares sensibles lo cual contribuye a aumentar su tolerancia
al exceso de metal, en condiciones de baja disponibilidad de este nutriente.

El mecanismo de exclusion mas difundido es la exudacion de 4acidos organicos
(Reichman, 2002). Los acidos organicos son moléculas de bajo peso molecular que
dependiendo de sus propiedades de disociacion y nimero de grupos carboxilicos, pueden
presentar carga negativa, y complejar cationes metalicos en solucion, asi como, desplazar
aniones desde la matriz del suelo (Jones, 1998). Por estas razones, se ha propuesto que los
acidos organicos como acido oxalico, citrico y malico participan en muchos procesos que
operan en la rizésfera, incluyendo adquisicion de nutrientes y detoxificacion de metales

(Marschner, 1995). Varios estudios han demostrado que en presencia de agentes
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complejantes, la absorcion de metales por la planta se correlaciona principalmente con la
actividad del metal libre en solucion, por lo tanto la complejacion del metal por aniones
organicos disminuye su disponibilidad (Greger, 1986; Kochian, 1993; McLaughlin et al.,
1998; Wallace, 1980; Welch et al., 1993). La exudacion de &cidos organicos como
mecanismo de tolerancia a metales ha sido demostrada en varias especies vegetales
(Rengel, 1997). Muchos de estos trabajos se han realizado con Al y se ha demostrado que
genotipos tolerantes a este metal producen mas malato y citrato que los genotipos sensibles
(Delhaize et al., 1993; Miyasaka et al., 1991; Zheng et al., 1998; Ma et al., 2001). Respecto
a Mn so6lo se ha reportado un estudio en que se observé un aumento en la exudacion de
acidos organicos en respuesta a deficiencia de Mn por plantas de alfalfa (Gherardi y
Rengel, 2004). Sin embargo, no hay informacion reportada respecto a la exudacion de
acidos organicos en respuesta a toxicidad por Mn. Pero, de acuerdo a Hoffland et al.
(2004), se ha observado que oxalato y citrato tiene una gran tendencia a complejar cationes

metalicos como Mn disminuyendo la actividad del cation libre en la solucion del suelo.

1.4.2 Mecanismos de tolerancia interna.

Estos mecanismos se producen cuando el metal entra al protoplasto y es inmovilizado o
convertido en formas inocuas a través de complejacion y compartimentalizacion. La
complejacion ocurre principalmente dentro de la vacuola, evitando la reaccion del metal
con sustancias celulares metabolicamente activas (Hall, 2002; Prasad, 1998). La
compartimentalizacion implica que las plantas pueden minimizar los efectos de un exceso
de metal a través de una translocacion y distribucion diferencial del metal entre los tejidos
de la raiz y la parte aérea (Prasad 1998; Smith et al., 1983). Es asi como, que en
condiciones de toxicidad por metales se ha encontrado una mayor acumulacion de éstos en
la raiz comparado con la parte aérea (Whitehead, 2000; Wheeler y Power, 1995; Zhang et
al., 1998).

Se ha indicado que complejacion de metales puede ser llevada a cabo por proteinas como
metalotioninas o fitoquelatinas (Rengel, 1997; Steffens, 1990; Zenk, 1996), sin embargo,
aun no hay evidencia suficiente para concluir que tienen un rol importante en la adaptacion
de las plantas a exceso de metales (Reichman, 2002).Otros agentes complejantes de metales

dentro de la célula pueden ser los acidos orgéanicos, sin embargo, existen evidencias
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contradictorias respecto a si los acidos organicos contribuyen a la tolerancia a metales en
las plantas (Reichman, 2002). Las estrategias por las cuales las plantas toleran exceso de
Mn no son bien conocidas pero se han propuesto mecanismos como  una
compartimentalizacion del exceso de Mn en la vacuola (Foy, 1984; Gonzalez y Lynch,
1999; Horst, 1988) y precipitacion de formas oxidadas de Mn en la pared celular
(Horiguchi, 1987;Wissemeier y Horst, 1992). Horst et al. (1999) indican que el Mn puede
ser detoxificado por complejacion preferencialmente por aniones organicos tales como
citrato y oxalato que forman fuertes complejos con metales pesados, habiendo demostrado
en Vigna unguiculata que la complejacion por citrato y oxalato en el apoplasto contribuye a
la tolerancia a Mn. Por otra parte, Memon y Yatazawa (1984) reportaron que en plantas
acumuladoras de Mn, una gran proporcion del Mn estd formando complejos
principalemente con oxalato. Tales mecanismos de detoxificacion han sido propuestos para
Zny Cd (Krotz et al., 1989; Wang et al., 1992; Godbold et al., 1983). También Yang et al.
(1997) y Kersten et al. (1980) proponen que la tolerancia a exceso de Ni esta relacionada
con la acumulacion de acidos orgéanicos en la raiz. Este mecanismo ha sido demostrado en
diferentes especies, como mecanismo de tolerancia a Al (Jones, 1998; Ma et al., 2001).

Aunque la detoxificacion de metales por acidos organicos parece probable, se requieren
mas investigaciones estudiando la prevalencia de este mecanismo en diferentes especies y
con varios metales (Reichman, 2002). También se ha reportado que la complejacion de
metales puede ocurrir con ligandos inorganicos como fosfato, y se ha propuesto que la
formacion de complejos de baja solubilidad entre el P y el Mn en la vacuola contribuye a
tolerar concentraciones toxicas de Mn (Cardoso, 1996; Foy, 1984; Jones y Fox, 1978;

Murphy et al., 1981).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ensayos en Solucion Nutritiva.

Se realizaron dos ensayos en solucion de nutrientes con plantas de ballica perenne cv. Nui

(Lolium perenne L.) y trébol blanco cv. Huia (Trifolium repens L.). En el primer ensayo se
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evalud el efecto de 6 niveles de Mn (0; 2,4; 24; 59; 178 y 355 uM para ballica, 0; 5,3; 24;
59; 178 y 355 uM para trébol blanco) aplicado como MnSOj en interaccion con 2 niveles
de pH (4,8 y 6,0) y tuvo una duracién de 40 dias. En el segundo ensayo se evalud el efecto
de 3 niveles de Mn 0, 2,4 y 355 uM de Mn para ballica y 0, 5,3 y 355 uM para trébol
blanco) en interaccion con 2 niveles de P (44 y 96 uM para ballica y 123 y 250 uM para
trébol blanco). Los ensayos tuvieron una duracion de 40 dias y todos los tratamientos

fueron realizados con 4 repeticiones.

2.1.1. Cultivo de las plantas.

Semillas de ballica perenne y trébol blanco previamente desinfectadas con hipoclorito de
sodio al 2%, se pusieron a germinar durante 5 dias.Después de 5 dias de desarrollo, se
seleccionaron 16 plantulas con tamafio uniforme y fueron puestas en vasos de 1 L con
soluciéon de nutrientes. Las soluciones de nutrientes usadas tuvieron una composicion
diferente debido a que se buscé una solucidon de nutrientes que haya sido usada en especies
gramineas y una solucion que haya sido usada para leguminosas. Para ballica perenne se
escogio la solucion propuesta por Taylor y Foy (1985), ya que ha sido usada en estudios de
tolerancia Al en trigo, en la cual se propone como nivel normal de Mn es 2,4 uM. Para
trébol blanco, se utilizé la solucion propuesta por Lee et al. (1984) porque ha sido usada
especificamente para esta especie en estudios relacionados con Al, en la cual el nivel
normal de Mn es 5,3 uM. En el ensayo en que se evaluo el efecto de la interaccion de P con
Mn, se escogieron como niveles adecuados de P, aquellos propuestos por Taylor y Foy
(1985) y Lee et al. (1984) en sus respectivas soluciones nutritivas, que permiten alcanzar
concentraciones normales de P en las dos especies de planta, mientras que, para alcanzar
plantas con deficiencia de P, se aplico la mitad de los niveles propuestos en las soluciones
nutritivas.

La solucion de nutrientes para ballica tuvo la siguiente composicion (uM): 1270 Ca, 750 K,
270 Mg, 120 S, 100 P, 300 NH4-, 3710 NOs;; 17.9 Fe (EDTA), B 6.6, Zn 3.6, Cu 2.5, Mo
0.09. Mientras que la composicion de la solucion de nutrientes para trébol blanco fue la
siguiente (uM): 1360 Ca, 1592 K, 250 Mg, 752 S, 1030 NHj3, 3570 NO5',100 Fe (EDTA),
22 B, 4,2 Zn, 2,4 Cu, 0.08 Mo, 58.5 CI, 53.9 Na.

Las plantas crecieron con aireacion continua de la solucion de nutrientes, permaneciendo a
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una temperatura de 20°C y con un fotoperiodo de 16 horas luz. Estas soluciones fueron
reemplazadas cada 3 o 4 dias y el pH fue ajustado diariamente con HCI o NaOH diluidos.

Después de 40 dias, se determinaron parametros de desarrollo como el largo y peso seco de
la parte aérea y raiz. También se determinaron las concentraciones de P, Mn y Fe en la

parte a€rea y raiz.

2.1.2 Peso seco y analisis quimico de las plantas.

La parte aérea y raices de las plantas fueron secadas en estufa con aire forzado durante 2
dias a 65°C. Después de determinar el peso seco, las muestras se calcinaron en mufla a
500°C por 8 h, luego fueron digeridas con HC1 2 M. Las concentraciones de Mn y Fe se
determinaron por espectrofotometria de absorcion atémica de acuerdo a método propuesto
por Sadzawka et al. (2004) y el P fue determinado por el método molibdo-vanadato

(A.0.A.C., 1975).

2.1.3 Obtencidn y analisis de los exudados de raices.

Los exudados fueron colectados de plantas desarrollas con los diferentes tratamientos de
Mn, pH y P, de acuerdo al método propuesto por Neumann y Romheld (1999; 2000). El
sistema radical fue sumergido durante 2 h, en 10 mL de agua desionizada con aireacion
constante. La obtencion de los exudados se realizé durante 2 h debido a que diferentes
investigaciones han mostrado que los &cidos organicos son degradados por los
microorganismos solo después de 2 horas (Dinkelaker et al., 1997; Jones y Darrah, 1994;
Jones et al., 1996; Shepherd y Davies, 1994). La solucién con los exudados radicales fue
congelada y luego liofilizada, el residuo fue resuspendido en 300-500 pL para ser
analizado por HPLC.

Para determinar la concentracion de acidos orgénicos (acido oxalico, citrico, malico y
succinico) se utilizo HPLC con detector UV con arreglo de diodo. El sistema HPLC
consistio de una bomba Merck Hitachi modelo L-7100; un detector UV con arreglo de
diodo Merck Hitachi modelo L-7455. Se us6 una columna de fase reversa (Merck,
LiChrospher 100 RP-18, 5 uM). Se utiliz6 como fase movil acido fosforico 200 mM, pH
2,1. Se trabajo a temperatura ambiente y todas las soluciones se filtraron y sonicaron antes

de usar. La deteccion de acidos organicos se realizé a 210 nm. El flujo fue de 1 mL min’'y
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el volumen de inyeccion fue de 20 pL. Se prepararon soluciones estandar de cada uno de
los acidos organicos y mezclas de ellos para la identificacion de los 4cidos organicos
presentes en los exudados, la que fue realizada comparando los tiempos de retencion con
estos estdndares. Ademas, con estos estandares se determind el porcentaje de recuperacion

de los acidos organicos el que fue de 98%.

2.1.4 Determinacion de la actividad guayacol- peroxidasa.

Se determind actividad guayacol-peroxidasa (que en adelante se denominrd soélo
peroxidasa) a las plantas de 15 dias de desarrollo, provenientes del ensayo con dos niveles
de pH y 6 niveles de Mn. La determinacion de la actividad peroxidasa se realizo de acuerdo
al método propuesto por Adorada et al. (2000). Muestras de raiz y de parte aérea de plantas
fueron molidas y homogeneizadas con mortero en buffer Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM de DTT
(ditiotreitol), en proporcion 1:19 peso: volumen. Esta mezcla se centrifugd a 1500 g por 15
min. Luego se extrajo el sobrenadante, se agregd buffer para completar 10 mL y se usé
inmediatamente o se almacend a —20°C. Previo a la determinacion de peroxidasa, los
extractos de plantas fueron preincubados con Triton X-100, 0.65%, por 1 min (Del Rio et
al., 1978). Todas las actividades se llevaron a cabo a 4°C. Para la determinacién de la
actividad peroxidasa, se adicionaron 100 pL del extracto conteniendo la enzima a 3 mL de
un buffer acetato 50 mM, pH 5,0 que contenia guayacol (10 mM) y H,O, (10 mM) como
sustratos. Los cambios de absorbancia debidos a la formacion de tetraguayacol (¢ 26.6 mM’
" em™) fueron seguidos en espectrofotometro a 470 nm. La actividad enzimatica fue
expresada como unidad (U) por gramo de peso fresco, donde una U equivale a la cantidad

de sustrato (umol) transformada por la enzima en un minuto.

2.1.5 Especiacion de Mn en las soluciones nutritivas.

Se us6 el programa GEOCHEM (Parker et al.,1987), version 2,0 para evaluar la
especiacion de Mn en solucién y la formacion de complejos entre los 4cidos organicos y el
Mn en las soluciones de nutrientes, para lo cual se consideraron las cantidades totales de

acidos organicos exudados por las 16 plantas en 1 L de solucidon de nutrientes.
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2.1.6 Disefio experimental y analisis estadistico.

El diseno experimental fue totalmente al azar con 4 repeticiones. Debido que los datos no
cumplen los supuestos de homogeneidad de varianza de pruebas de Kolmogorov-Smirnov y
Levene fueron logaritmicamente transformados y posteriormente se realizo el analisis de

varianza. Los promedios fueron comparados por medio de la prueba de Tukey (p < 0.05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Estudios en solucion de nutrientes con diferentes niveles de Mn 'y pH.

3.1.1. Efecto del pH y Mn en la concentracion de P, Mny Fe y desarrollo de las plantas.

La concentracion de Mn en ballica perenne y trébol blanco se correlaciond positivamente
con la actividad del Mn™ libre en solucion de nutrientes (Tablas 3, 4 y 7). En ambas
especies de plantas, no se presentaron diferencias significativas en la concentraciéon de Mn
en la parte aérea por efecto del pH, mientras que en las raices hubo mayor acumulacion de
Mn a pH 6,0 que a pH 4,8. Mientras que los contenidos de P y Fe fueron
significativamente mayores a pH 6,0 que a pH 4,8 tanto en las raices como en la parte aérea
de las dos especies de plantas (Tablas 3 y 4).El aumento en los niveles de Mn en la solucién
de nutrientes y consecuentemente en las plantas caus6 un leve aumento en las
concentraciones Fe y P en ambas especies pratenses. Sin embargo, los distintos niveles de
Mn no causaron deficiencia de Fe en las plantas como se ha descrito en otros estudios

(Alam et al., 2000; Crawford et al., 1990; Nazrul, 1986).
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Tabla 3. Concentracion de Mn, P y Fe (mg kg) en la parte aérea y raices de ballica

perenne desarrollada en solucion de nutrientes con distintos niveles de Mn y pH.

Tratamiento Parte aérea Raiz

pH Mn P Mn Fe P Mn Fe
(uM) g kg* mgkgt mgkg? g kgt mgkgt mgkg™
0 52b  68h 108a  3,6cd 22g 410e

24 354 148¢  71d 22¢ 39g  373f
60 24 3,7d  954e  72d 2,4¢  1006f 513c
59 3,6d 1355d 74d  3,0de 3297bc 560b
178 6,0a 285lab 80c  4,8a 5447b 1016a
355  55b 2238¢c 69  49a 6302a 1030a
0 48b 311 97ab  4,0c  106g  564b
24 43¢ 180g 98ab  33d 177g  423de
48 24 49b 723f  87bc  3,8cd 1115f  339fg
59 52ab 1277d  91b  43b  156le  326g
178 48b 31482 92b  44b 3244c  476d
355  50b 2357bc 88bc  4,7ab 2408d 1027a

Promedios con letras diferentes en la columna denotan diferencias significativas (p<0,05)

entre tratamientos de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey.

Las concentraciones de Fe (Tablas 3 y 4) estan dentro del rango considerado normal para
ballica perenne y trébol blanco de acuerdo a Jones et al. (1991), quienes indicaron que
concentraciones menores a 50 mg kg™' causan deficiencia de Fe, concentraciones superiores
a 500 mg kg causan toxicidad. Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado
anteriormente por Moroni et al. (2003) quienes no encontraron deficiencia de Fe en plantas
de raps, que presentaban toxicidad por Mn. Ademads, resultados obtenidos por Horst
(1983) mostraron que no habian diferencias en la absorcion de Fe en genotipos de Vigna
unguiculata (L.) pero que si expresaron una respuesta diferencial a altos niveles de Mn.
Las concentraciones de P también se encuentran dentro de los rangos considerados
normales para estas especies que, de acuerdo a Whitehead (2000), los valores fluctiian
entre 2,0y 6,0 gkg.
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Tabla 4. Concentraciéon de Mn, P y Fe (mg kg™') en la parte aérea y raices de trébol blanco

desarrollada en solucion de nutrientes con distintos niveles de Mn y pH.

Tratamiento Parte aérea Raiz

pH Mn P Mn Fe P Mn Fe
(M) g kg® mgkg® mgkg® g kg mgkgt mgkg®
0 44e  5%h 216a  6,0bc  77j 3826fg
53 50c 163g 180b  5,8c  198i 3976f

6,0 24 4,1f  378e 145¢ 59¢ 1197t  3766g
59 4,5d 723c 149¢ 7,0ab 1665¢ 4222¢

178 6,0a  1521b 147¢ 7,5a  3225¢  4620d
355 59a  2120a 168c 6,5b  6164b 5716b

0 4,6d 53h 187b 7,82  151h  4004f
5,3 4,5d  187f 157d  7,0ab 417g  3575h
48 24 53b  475d 160d  5,6c  1270f 4893c
59 5,6ab  742c 158d  5,7c  2781d  5696b

178 5,7ab  1653b  159d  5,9¢  6044b 7037a
355 5,0c  2050a 177b 6,7b  748la  5797b

Promedios con letras diferentes en la columna denotan diferencias significativas (p<0,05)

entre tratamientos de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey.

Las plantas mostraron diferencias visibles en su crecimiento después de los primeros 15
dias sometidas a tratamientos con Mn y estas diferencias se intensificaron gradualmente en
el tiempo, presentando sintomas que variaron de deficiencia a severa toxicidad,
dependiendo de los niveles de Mn aplicados a las soluciones de nutrientes.

Las plantas desarrolladas con el nivel mas alto de Mn correspondiente a 355 uM en la
solucion de nutrientes presentaron un escaso desarrollo, con hojas necroticas y raices cortas
(Figura 1). Ademas, los sintomas de toxicidad se manifestaron como clorosis en ballica y

bordes rojizos en las hojas de trébol blanco ((Figura 2.).
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Figura 1. Sintomas de toxicidad por Mn en ballica perenne desarrollada en solucién de

nutrientes con: a) 178 uM de Mny b) 355u M de Mn, a pH 4,8.

Figura 2. Sintomas de toxicidad por Mn en trébol blanco desarrollado en solucion de

nutrientes con: a) 59 uM de Mn y b) 355u M de Mn, a pH 4.,8.
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El largo de raices y parte aérea de las plantas (Tablas 5 y 6) y, por lo tanto, el peso seco de

las plantas disminuy¢ significativamente con el incremento en los niveles de Mn desde 24 a

355 uM en las solucién de nutrientes (Figuras 3 y 4). El efecto negativo del incremento en

los niveles de Mn en la solucion de nutrientes sobre el peso seco de las plantas fue mas

significativo a pH 4,8 que a pH 6,0 (Figuras 3 y 4). Se observo una disminucion del peso

seco cercana al 70 % debido a la interaccion entre el aumento en los niveles de Mn y

disminucién del pH desde 6,0 a 4,8 (Figuras 3 y 4).

Tabla 5. Efecto de la interaccion Mn y pH sobre el largo de parte aérea y raiz de ballica

perenne.

Tratamiento Ballica perenne

pH Mn Largo (cm)

(uUM) Raiz Parte aérea
0 18,5b 40,3 a
2,4 23,0a 45,5a
6,0 24 21,8ab 42,3a
59 20,5ab 34,3b
178 19,3b 31,8b
355 18,8b 30,5bc
0 6,5¢ 27,0b
2,4 16,3¢c 32,0b
4,8 24 12,7d 27,7¢c
59 13,8d 27,5¢
178 12,0d 26,3¢
355 6,5¢ 22,3d

Promedios con letras diferentes en la columna denotan diferencias significativas (p<0,05)

entre tratamientos de acuerdo a la prueba de comparaciéon multiple de promedios de Tukey.
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Tabla 6. Efecto de la interaccion Mn y pH sobre el largo de parte aérea y raiz de trébol

blanco.

Tratamiento

Trébol blanco

pH Mn Largo (cm)
(UM) Raiz Parte aéra
0 17,3b 12,4b
53 22,0a 14,8a

6,0 24 20,0ab 13,4ab
59 16,0b 12,6b
178 16,0b 10,8¢
355 15,0bc  9,3d
0 11,7¢c 9,5d
53 20,3ab 12,3b

4.8 24 20,5ab  11,4bc
59 16,4b 10,9¢
178 12,0c 11,0c
355 13,4c 9,3d

Promedios con letras diferentes en la columna denotan diferencias significativas (p<0,05)

entre tratamientos de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey.
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Figura 3. Efecto de diferentes niveles de Mn en interaccion con dos niveles de pH sobre el
peso seco de plantas de ballica perenne desarrolladas en solucién de nutrientes. Promedios
con letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, debido a
la interaccion Mn x pH, de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios de

Tukey.
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La concentracion critica de toxicidad de Mn (definida como la concentraciéon de Mn
asociada a una disminucion superior al 10% en el peso seco comparado con la
concentracion de Mn asociada al peso seco mas alto) fue de 421 mg de Mn kg™ para
ballica perenne y 283 mg de Mn kg™ para trébol blanco (Figura 5). MacNicol y Beckett
(1985) reportaron que la concentracion critica de toxicidad de Mn para ballica corresponde
a 500 mg kg™, el cual es un umbral cercano al obtenido en este experimento. Sin embargo,
Smith et al. (1983) obtuvieron concentraciones criticas de 670 mg de Mn kg™ para ballica
perenne y 1110 mg de Mn kg para trébol blanco, lo cual puede ser atribuido a las
diferencias en los niveles mas bajos de Mn considerados para calcular estos umbrales y a
los diferentes cultivares estudiados en ambos experimentos.

El requerimiento interno de Mn, es decir, la concentracion de Mn en los tejidos necesaria
para alcanzar el 95 % del maximo peso seco, fue de 136 mg kg™ para ballica perenne y de
145 mg kg™ para trébol blanco. Jones et al. (1991) indicaron que la ballica perenne requiere
entre 20 a 60 mg de Mn kg™ y trébol blanco requiere entre 25 a 100 mg kg™'. Sin embargo,
se puede inferir que la disminucion de peso seco de las plantas desarrolladas sin Mn
(Figuras 3 y 4) se produjo como una consecuencia de una deficiencia de Mn, ya que la
concentracion de Mn en la parte aérea de las plantas solo alcanzo6 el 50 % y 40 % del
requerimiento interno de Mn calculado  para ballica perenne y trébol blanco,

respectivamente (Figura 5).
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La influencia del pH sobre el desarrollo de las plantas puede ser parcialmente explicada por
las diferencias en la especiacion del Mn en las dos soluciones de nutrientes (Tabla 7). No
hubo una marcada diferencia en el porcentaje de Mn libre entre los dos pHs estudiados en
la solucidon de nutrientes usada para ballica perenne y se observaron menores diferencias en
el peso seco de esta especie por efecto del pH en comparacion con trébol blanco (Figuras 2
y 4). Por el contrario, para trébol blanco hubo una marcada diferencia en porcentaje de Mn
libre a pH 6,0 comparado con el pH 4,8 que estuvo asociado a una marcada diferencia en
peso seco de las plantas por efecto del pH (Figura 4). La menor disponibilidad de Mn a pH
6,0 en comparacion con pH 4,8 en la solucion de nutrientes para trébol blanco se debe
principalmente a que un mayor porcentaje de Mn fue complejado con EDTA a pH 6,0

(Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de distribucion de especies de Mn en las soluciones de nutrientes para
ballica perenne y trébol blanco con diferentes niveles de Mn y pH, calculadas por

GEOCHEM.

pH 4,8 pH 6,0
Niveles de Mn (uUM)
24 24 59 178 355 |24 24 59 178 355

Solucion de nutrientes para ballica perenne

Mn*? 89,4 889 88,5 879 88,8 [|87,6 87,8 86,9 88,8 885
Mn-SO4 6 16 16 16 1,6 6 16 16 16 15
Mn-Cl 01 o1 01 0,1 0,1l 0,1 o1 0,1 0,1 0,1
Mn-EDTA 01 o1 0,1 0,1 0,1l 2 10 1,1 08 0,6

Mn-carboxilatos 8,8 93 9,6 9,9 828 96 10,1 10,2 9,5 9,2

Solucién de nutrientes para trébol blanco

Mn** 84,5 83,9 82,7 834 85,12|73,8 72,2 76,1 76,4 76,2
Mn-SO4 82 82 81 81 7,6 73 72 75 75 73
Mn-Cl 0,1 o1 0,01 0,1 0,1l 01 o1 0,1 0,1 0,1l
Mn-EDTA 0,1 02 02 02 02 76 74 75 6,77 57

Mn-carboxilatos 7,1 7,6 89 83 7,0 11,1 13,2 88 152 10,8

28



Las diferencias en la especiacion entre las dos soluciones de nutrientes puede ser atribuida a
un mayor porcentaje de complejos Mn-SO4 y Mn-EDTA en la solucion de nutrientes para
trébol blanco debido a la mayor concentracion de SO, y EDTA en esta solucion de
nutrientes comparada con la solucion para ballica perenne.

Ademas, el efecto del pH sobre el desarrollo de las plantas no se explica solo por su efecto
en la disponibilidad y absorcién de Mn sino que afectd también la absorcion de otros
nutrientes, asi, se observaron mayores contenidos de P y Fe en las plantas desarrolladas a
pH 6,0 lo que podria contribuir a explicar el mayor peso seco de estas plantas en

comparacion con aquellas que se desarrollaron a pH 4,8.

3.1.2 Efecto de Mn y pH sobre la cantidad y tipo de acidos organicos exudados.

Las Figuras 6 y 7 muestran que el acido oxalico fue exudado en mayor cantidad por las dos
especies de plantas, con cantidades que fluctuaron entre 0,37 y 3,3 pmol g h™'.

En ballica, las raices exudaron mayor cantidad de acidos organicos a pH 4,8 que a pH 6,0
(Figura 6). A pH 4,8 se observo una tendencia al aumento en la exudacion de todos 4cidos
cuando aumentaron las concentraciones de Mn en la solucion de nutrientes desde 2,4 a 355
UM. Asi, con el nivel mas alto de Mn (355 uM y pH 4,8) hubo un incremento de
aproximadamente 2, 3, 4 y 7 veces en la exudacioén de acido succinico, citrico, oxalico y
malico, respectivamente, comparado con el tratamiento 2,4 uM de Mn. Mientras que a pH
6,0 hubo un incremento en la exudacion de oxalato, citrato y succinato en respuesta al
aumento en los niveles de Mn en la solucion de nutrientes (Figura 6) y la exudacion
aumento al doble cuando se aplicaron 355 uM en comparacion con el tratamiento 2,4 uM
de Mn.

El trébol blanco exudd mayor cantidad de acido oxalico y citrico a pH 4,8, mientras que a
pH 6,0 las plantas exudaron mayor cantidad de acidos malico y succinico (Figura 7).
Cuando se incrementaron los niveles de Mn desde 5,3 hasta 355 uM se observd una
tendencia al aumento en la exudacion de todos los 4cidos orgéanicos. La aplicacion de 355
uM de Mn a pH 4,8 produjo un aumento de 1, 2 y 4 veces en la exudaciéon de 4cido
oxalico, citrico y malico, respectivamente, mientras que a pH 6,0 la exudacion de acidos

organicos aumento al doble cuando se aplico el nivel més alto de Mn.
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Figura 6. Acidos organicos exudados por las raices de ballica perenne desarrollada en
solucion de nutrientes con distintos niveles de Mn y pH. Promedios con letras diferentes
denotan diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, debido a la interaccién Mn x
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Figura 7. Acidos organicos exudados por las raices de trébol blanco desarrollada en
solucion de nutrientes con distintos niveles de Mn y pH. Promedios con letras diferentes
denotan diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, debido a la interaccién Mn x

pH, de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey.

Ambas especies de plantas exudaron mucho mayor cantidad de acido oxalico en

comparacion con los otros 4cidos organicos evaluados. Esta respuesta de las plantas podria

31



estar relacionada con resultados obtenidos por Memon y Yatazawa (1984), quienes
reportaron que el oxalato compleja una gran proporcion del Mn a través de quelacion vy,
ademas, establecieron que este es un mecanismo interno de detoxificacion del exceso de
Mn en plantas hiperacumuladoras de Mn.

El incremento en la exudacion de 4cidos orgénicos, especialmente acido citrico y oxalico,
ha sido reportada previamente en condiciones de toxicidad por Al en diferentes genotipos y
especies de plantas y se ha demostrado que la exudacién de acidos organicos es un
mecanismo de tolerancia a Al (Delhaize et al., 1993; Miyasaka et al., 1991; Zheng et al.,
1998; Ma et al., 2001). Se ha sugerido que estos acidos orgéanicos son sustancias quelantes
(Reichman, 2002) que forman fuertes complejos con metales pesados (Horst et al., 1999).
En este estudio se observd un aumento en el porcentaje de complejos carboxilato-Mn como
consecuencia de una mayor exudacion de acidos organicos en respuesta a un aumento en la
concentracion de Mn en las soluciones de nutrientes (Tabla 8). De acuerdo a la especiacion
quimica (GEOCHEM) de los acidos organicos, en la solucion de nutrientes para ballica
perenne, hubo un incremento de alrededor de 100 y 140 veces en el porcentaje de
complejos oxalato-Mn y citrato-Mn, respectivamente, en solucion cuando los niveles de
Mn se incrementaron desde 2,4 hasta 355 uM de Mn (Tabla 8). Mientras que, cuando los
niveles de Mn se incrementaron desde 5,3 hasta 355 uM de Mn en la solucion de
nutrientes para trébol blanco, se observo un aumento de 17 y 140 veces en el porcentaje de

complejos oxalato-Mn y citrato-Mn, respectivamente (Tabla 8).
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Tabla 8. Porcentaje de carboxilatos libres y complejados con Mn y Ca, calculado por

GEOCHEM, en las soluciones de nutrientes para ballica perenne y trébol blanco con

diferentes niveles de pH y Mn.

pH 4,8

pH 6,0

Solucion de nutriente para ballica perenne
Niveles de Mn (uUM)

Complejos 24 24 59 178 355 |24 24 59 178 355
Citrato-Mn 0,12 1,15 2,76 8,05 14,75]0,20 1,93 4,59 17,61 20,60
Oxalato-Mn 0,08 0,72 1,99 5,68 10,41]0,09 096 225 7,99 1295
Succinato-Mn 0 0,05 0,13 039 0,78 (0,02 0,19 045 138 2,71
Malato-Mn 0,03 032 0,79 234 4,61 |007 0,72 1,75 5,15 9,79
Citrato-Ca 47,2 46,2 46,3 444 40,7 693 66,0 659 56,1 49,5
Oxalato-Ca * 90,4 90,1 87,7 84,6 80,7 |90.4 88,7 87,8 80,0 77,7
Succinato libre 98,0 98,0 979 97,6 97,3 92,7 93,0 92,2 91,2 90,1
Malato libre 88,4 88,2 87,7 864 844 |770 763 757 72,5 69,2
Solucioén de nutrientes para trébol blanco
Niveles de Mn (uUM)
Complejos 53 24 59 178 355 |53 24 59 178 355
Citrato-Mn 0,21 1,00 2,57 7,02 11,33|0,18 1,88 4,71 12,94 2225
Oxalato-Mn 0,26 1,06 1,62 498 434 |0,11 065 147 446 1043
Succinato-Mn 0,01 0,05 0,12 0,37 0,74 |0,02 0,16 040 1,20 2,36
Malato-Mn 0,07 031 0,74 2,23 425 0,06 0,62 1,58 4,62 8,74
Citrate-Ca 46.6 42,1 41.0 374 44,14|720 69,2 673 61,5 552
Oxalato-Ca * 83,5 84,7 89,5 858 91,8 |8.,8 91,3 91,5 885 81,3
Succinato libre 98,0 98,0 98,1 97,8 96,67 93,1 933 932 924 91,1
Malato libre 88,4 88,4 88,7 872 81,7 |781 79,0 78,1 756 71,8
*Complejado y so6lido

Aunque en este experimento se observo un incremento en el porcentaje de complejos

carboxilato-Mn en respuesta a un incremento en la concentracion de Mn en la solucion de

nutrientes, s6lo un 7 a 13 % del Mn estd complejado con los aniones de los acidos
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organicos y no se observa un importante efecto de estos carboxilatos en la complejacion del
Mn*? (Tabla 7). Estos resultados pueden ser atribuidos a que el oxalato y citrato se
encuentran principalmente complejados con Ca (77 -92 % del oxalato y 37-72 % del

citrato) ya que, aunque las constantes de estabilidad de los complejos son similares
(oxalato- Mn: logK)'" =3.9; oxalato-Ca: logKS? =3.0; citrato-Mn: logKY' =3.2;
citrato-Ca: log K =3.5), las soluciones de nutrientes tienen mucho mayor concentracion

de Ca que de Mn. Ademas, los acido succinico y malico se encuentran principalmente en
forma libre y protonados en las soluciones de nutrientes (Tabla 8). Sin embargo, en ensayos
realizados en suelo, Hoffland et al. (2004) y Nogueira et al. (2004) demostraron que el
oxalato y citrato forman complejos con Mn que disminuyen significativamente la actividad
del Mn libre en la solucidon del suelo y su absorcion por las plantas. Por lo tanto, se
requieren estudios en el sistema suelo-planta con diferentes genotipos para saber si la
exudacion de acidos organicos es realmente una estrategia de las plantas para tolerar la
toxicidad por Mn.

Por otra parte, cuando no se adiciond Mn a las soluciones de nutrientes se observo un
significativo aumento en la exudacidon de acido oxalico y succinico en ballica perenne y de
todos los 4cidos orgénicos en trébol blanco en comparacion con los tratamientos 2,4 y 5,3
uM de Mn, especialmente a pH 6,0 (Figuras 6 y 7).Similares resultados fueron obtenidos
por Gherardi y Rengel (2004) con plantas de alfalfa. En condiciones de deficiencia de Mn,
especialmente en suelos con pHs neutros y alcalinos, se ha reportado que los acidos
organicos incrementan la disponibilidad de Mn en la rizosfera (Godo y Reisenauer, 1980),
y podrian ser exudados para tolerar condiciones de baja disponibilidad de Mn (Gherardi y

Rengel, 2004).

3.1.3 Efecto del Mn 'y pH sobre la actividad guayacol peroxidasa

Se observd un incremento en la actividad peroxidasa de hojas y raices de ballica perenne y
trébol blanco en respuesta a concentraciones de Mn muy altas o muy bajas, tanto a pH 6,0
como a pH 4,8 (Figuras 8 y 9). La actividad de esta enzima fue mayor en la parte aérea que
en la raiz de ambas especies de plantas. Similares resultados han sido obtenidos en soya

(Leidi et al., 1986) y arroz (Horiguchi, 1988).
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Varios estudios han demostrado que en condiciones de deficiencia o toxicidad por Mn
aumenta la formacion de radicales libres y se produce un estrés oxidativo (Tanaka et al.,
1995; Yu y Rengel, 1999). La actividad peroxidasa se correlacion6 negativamente con el
peso seco de las plantas (ballica perenne: r =-0,97 p < 0,01 apH 6,0 y r=-0,96 p < 0,01
a pH 4,8; trébol blanco: r = -0,92 p < 0,01 apH 6,0y r=-0,78 p <0,01 a pH 4,8)
indicando que tanto la deficiencia como la toxicidad por Mn causan una significativa
disminucion del desarrollo de las plantas como consecuencia de estrés oxidativo como ha
sido previamente reportado (Gonzalez et al., 1998).

La detoxificacion de los radicales libres de oxigeno es realizada por la actividad
superoxido dismutasa, formando como producto H,O,, el cual a su vez es transformado por
la enzima peroxidasa. Asi, Van Gronsveld y Clijters (1994) indican que la actividad
peroxidasa tiene un importante rol en la repuesta antioxidativa de las células a diferentes
tipos de estrés y especialmente a toxicidad por metales. Por lo tanto, el aumento en la
actividad peroxidasa en los tratamientos 0 y sobre 24 uM de Mn, podria estar relacionado
con una respuesta de las plantas para tolerar el estrés oxidativo causado por la deficiencia o
la toxicidad por Mn en los tejidos. La actividad peroxidasa fue mas baja en ballica perenne
que en trébol blanco, lo que podria estar relacionado con una menor sensibilidad a la
toxicidad por Mn en esta especie, lo cual fue confirmado por un mayor crecimiento de
ballica en comparacion con trébol blanco cuando se desarrollan en similares condiciones
de toxicidad por Mn ( Figuras 3 y 4).

Ademas, el aumento en la actividad peroxidasa en condiciones de deficiencia o toxicidad
por Mn podria demostrar que el incremento en la exudacion de acidos organicos es una
respuesta de las plantas a condiciones de estrés causada por la deficiencia y la toxicidad de

un micronutriente como el Mn.
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Figura 8. Actividad peroxidasa de hojas y raiz de ballica perenne desarrollada en solucion
de nutrientes con diferentes niveles de Mn y pH. Promedios con letras diferentes denotan

diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, debido a la interaccion Mn x pH, de

acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey.
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Figura 9. Actividad peroxidasa de hojas y raiz de trébol blanco desarrollado en solucion de
nutrientes con diferentes niveles de Mn y pH. Promedios con letras diferentes denotan
diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, debido a la interacciéon Mn x pH, de

acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey.
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3.2. Estudios en solucion nutritiva con diferentes niveles de Py Mn.

3.2.1. Efecto del P y Mn en la concentracién de P, Mn, Fe y el desarrollo de las plantas.
Las plantas de ballica perenne alcanzaron el mayor peso seco con concentraciones de 4,3
g kg' de P, 172 mg kg de Mn y 99 mg kg™ de Fe en la parte aérea (Tablas 9 y 11), las
cuales corresponden a los tratamientos donde se aplico 96 uM de P en interaccion con 2,4
UM Mn. Mientras que para trébol blanco el mayor desarrollo de las plantas se alcanz6 con
concentraciones en la parte aérea de 4,4 g kg de P, 163 mg kg de Mn y 160 mg kg™ de Fe
(Tablas 10 y 12), correspondientes al tratamiento 250 uM P en interaccion con 5,3 uM de
Mn.

Las plantas desarrolladas con los tratamientos 44 uM de P para ballica perenne y 123 uM
de P para trébol blanco mostraron una significativa disminucién en el peso seco en
comparacion con las plantas desarrolladas con niveles de 96 uM de P para ballica y 250
uM de P para trébol blanco (Tablas 9 y 10). El menor desarrollo de estas plantas puede
deberse a que solo alcanzaron concentraciones de P que fluctuaron entre 2,2 a 3,1 mg kg™
en ballica perenne y 1,7 a 2,6 mg kg en trébol blanco, las cuales son consideradas
deficientes de acuerdo a Jones et al. (1991), quienes proponen que ballica perenne requiere
entre 3,6 a 4,5 mg kg de P, mientras que en trébol blanco las concentraciones adecuadas
de P fluctian entre 3,5 a 4,0 mg kg™

En comparacion con las plantas desarrolladas con niveles de Mn de 2,4 uM para ballica
perenne y 5,3 uM para trébol blanco, se observd un disminucion de mas de 50 % de peso
seco debido a la aplicacion 355 uM de Mn en las soluciones de nutrientes (Tablas 9 y 10).
Independiente de los niveles de P aplicados, la reduccion en el desarrollo de estas plantas se
debe a una severa toxicidad por Mn ya que alcanzaron concentraciones de Mn en la parte
aérea superiores a 1500 mg kg (Tablas 11 y 12), las cuales son muy superiores a los
niveles criticos de toxicidad de Mn que corresponden a 421 mg de Mn kg™ para ballica
perenne y 283 mg de Mn kg™ para trébol blanco.

El presente estudio demostré claramente que la toxicidad por Mn en interaccidon con
deficiencia de P causa una significativa reduccion del peso seco de las plantas. Se observo
una disminucion de alrededor de 70% en el peso seco de la parte aérea de ambas especies
de plantas debido a la interaccion entre un incremento del Mn y una disminucion en los
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niveles de P, desde 96 a 44 uM para ballica y desde 250 a 123 uM para trébol blanco. Esta
significativa disminucion en el peso seco de las plantas estuvo asociada a una disminucion
del peso seco de la raiz cercana al 90 % para ballica y 70 % para trébol blanco (Tabla 9 y
10).

La concentracion de Mn en las plantas fue significativamente afectada por la concentracion
de P. Tanto en ballica perenne como en trébol blanco, un incremento en la concentracion de
Mn en la solucion de nutrientes estuvo asociada a un aumento en la concentracion de P en
comparacion con los tratamientos 2,4 uM de Mn para ballica perenne y 5,3 uM de Mn para
trébol blanco (Tablas 1 y 12) y en las raices de ambas especies de plantas la concentracion
de P aumentd cuando las plantas estaban en condiciones de severa toxicidad por Mn. El
aumento en la absorcion de Mn al aumentar los niveles de P, que también ha sido reportado
por Marsh et al. (1987), puede deberse al mayor desarrollo y evapotranspiracion de las
plantas con niveles normales de P, sus tejidos tienen vacuolas bien desarrolladas y por lo
tanto tienen mayor capacidad para acumular Mn (Marsh et al., 1987).

A pesar de la mayor acumulacién de Mn en las plantas con mayores niveles de P, en
plantas expuestas a severa toxicidad por Mn, un aumento en los niveles de P en las
soluciones de nutrientes y por lo tanto en la concentracion de P en las plantas causd un
incremento en el peso seco cercano al 67 % para ballica perenne y 29% para trébol blanco
(Tablas 9 a 12), lo que indica que el mejoramiento en la nutricion con P en las plantas
contribuy6 a atenuar la toxicidad por Mn. Similares resultados han sido informados por
Sarkar et al., (2004), quienes demostraron, en estudios in vitro, que el P contribuye a
controlar la progresion de los sintomas de toxicidad por Mn en plantulas de papa y que este
fue mas marcado a pH 4,0 que pH 5,8. De acuerdo a lo reportado por Mukhopadhyay et al.
(1991), es posible que la adicion de P pueda reducir la toxicidad por Mn causando su
inactivacion dentro de la planta. Sin embargo, no esta claro si esta inactivacion ocurre por
precipitacion del Mn dentro en los tejidos de la planta (Heintze, 1968; Le Mare, 1977),
mayor acumulacion del Mn en la vacuola (Horst, 1988; Horst y Marchner, 1978) o por un
aumento en la compartimentalizacion como mecanismo de proteccion para segregar el Mn
de los centros metabolicos (Memon et al., 1980). La precipitacion del Mn dentro de los
tejidos podria deberse a la formacion de complejos de baja solubilidad entre el fosfato y el

Mn, lo que causaria una disminucién del Mn fisiologicamente activo en la célula (Cardoso,
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1996, Foy, 1984; Jones y Fox, 1978; Murphy et al., 1981). También es posible que el
aumento en los niveles de P contribuya a favorecer la compartimentalizacion del Mn, lo
que implica su mayor acumulacién en la raiz disminuyendo su translocacion hacia la parte
acrea de las plantas. Asi, en ballica perenne se observo que en condiciones de deficiencia
de P se acumul6 mas del 70 % del Mn en la parte aérea y menos del 30% en la raiz de la
planta, mientras que el aumento en los niveles de P generd una mejor distribucion del Mn,
disminuyendo la acumulacién de Mn en la parte aérea en un 50 % (Tabla 11).

Sin embargo, aunque la adicion de P disminuy¢ los efectos de la toxicidad por Mn, debido
a la restriccion en la absorcion y acumulacion de P en las plantas con severa toxicidad por
Mn (355 uM de Mn), no fue posible mejorar el desarrollo de estas plantas en comparacién
con las plantas tratadas con 2,4 pM de Mn para ballica perenne y 5,3 uM de Mn para
trébol blanco (Tablas 9 y 10).

En los tratamientos con 2,4 uM de Mn para ballica y 5,3 uM de Mn para trébol blanco, el
aumento en los niveles de P causé un incremento en la concentracién de Mn pero a niveles
normales para estas especies (Tablas 11 y 12).

En los tratamientos en que no se aplico Mn en interaccion con el tratamiento 44 uM de P se
observd una reduccion del 65% en el peso seco de las plantas de ballica, mientras que para
trébol blanco el tratamiento 123 uM de P en interaccidn con el tratamiento 0 Mn generaron
una disminucion de 37% en el peso seco de las plantas (Tablas 9 y 10). Asi también,
cuando no se aplic6 Mn, un aumento en los niveles de P generé un aumento en el peso seco
de plantas (Tablas 9y 10 ), como era de esperar.

En general, la concentraciéon de Fe fue mayor en los tratamientos con concentraciones
adecuadas de P en comparacion las plantas con deficiencia de P (Tablas 11 y 12).Tanto en
ballica como en trébol blanco, hubo un leve incremento en la concentracion de Fe cuando
las plantas se encontraban en condiciones de toxicidad por Mn, excepto para las plantas de
ballica perenne desarrolladas con 96 uM de P, que no presentaron diferencias significativas
en la concentracion de Fe. La concentracion de Fe considerada deficiente es de 50 mg kg™
tanto para ballica perenne como para trébol blanco y la concentracion adecuada es de 100-
200 mg kg para ballica perenne y de 50-100 mg kg para trébol blanco, mientras que
concentraciones por sobre los 500 mg kg™ para ballica y 200 mg kg™ para trébol blanco son

consideradas toxicas de acuerdo a Jones et al. (1991).
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Tabla 9. Efecto de la interaccion de 2 niveles de P y 3 niveles de Mn sobre el peso seco

de ballica perenne desarrollada en solucion de nutrientes.

P (UM) Mn (uM) Parte aérea Raiz

0 30,2¢ 10,2¢
44 2.4 32,1c 11,7¢
355 9,6e 2,3d
0 72,1b 16,1b
96 2,4 87,3a 25,1a
355 16,1d 4,2d

Promedios con letras diferentes, en la columna, denotan diferencias significativas (p<0,05)

entre tratamientos de acuerdo a la prueba de comparaciéon multiple de promedios de Tukey.

Tabla 10. Efecto de la interaccion de 2 niveles de P y 3 niveles de Mn sobre el peso seco

de trébol blanco desarrollada en solucion de nutrientes.

P (uUM) Mn (uM) Parte aérea Raiz

0 32,3d 12,5¢
123 5,3 47,8b 19,0b
355 16,3f 7,5d
0 40,6¢ 13,5¢
250 5,3 59,1a 27,4a
355 21,0e 13,8¢

Promedios con letras diferentes en la columna denotan diferencias significativas (p<0,05)

entre tratamientos de acuerdo a la prueba de comparaciéon multiple de promedios de Tukey.

Asi, no se observo un disminucion en la concentracion de Fe, ni deficiencia de Fe en las
plantas que presentaron toxicidad por Mn como ha sido informado previamente (Foy et al.,
1978; Lee, 1972). Resultados similares han sido obtenidos por Moroni et al. (2003) en
genotipos de raps. Ademas Horst (1983) indica que en genotipos de Vigna unguiculata,
que expresaron respuesta diferenciada a altas concentraciones de Mn, no se observaron

diferencias significativas en la absorcion de Fe.
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Tabla 11. Concentracién de Mn, P y Fe (mg kg') en la parte aérea y raices de ballica

desarrollada en solucion de nutrientes con distintos niveles de P y Mn.

Tratamiento  Parte aérea Raiz
P
Mn P Mn Fe P Mn Fe
(LM)
(M) g kg* mgkg® mgkg' g kgt mgkg® mgkg™
0 22e 3le 49¢ 2,6e 45f 415e
44 2,4 24 ¢ 66d 50c 3,1d 79¢ 522d
355 3,1d 2733a 14la 3,1d 1109b 673b
0 450 32¢  97b  33c 156d  573c

96 2,4 43¢ 172¢ 99b 3,9b 183c 428e
355 49a  2493b 95b 4,7a 2409a  1003a

Promedios con letras diferentes, en la columna, denotan diferencias significativas (p<0,05)

entre tratamientos de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey.

Tabla 12. Concentracion de Mn, Py Fe (mg kg™') en la parte aérea y raices de trébol blanco

desarrollada en solucion de nutrientes con distintos niveles de P y Mn.

Tratamiento Parte aérea Raiz
P

P Mn Fe P Mn Fe
(LM)

(uM) g kg® mgkg® mgkg® g kgt mgkgt mgkg®
0 2,64 28¢  125¢  2,5e  122¢ 1342
123 53 1,7f  106d 129c 2,84  450d  1099f
355 22e  1560b 132¢  32c  4549b 2108d
0 46b  S0e  182a 656 75lc  3937b
250 53 44c  163c  160b 7,0 419d  34ddc
355 492  1904a 1832 69a  7539a 5516a

Promedios con letras diferentes, en la columna, denotan diferencias significativas (p<0,05)

entre tratamientos de acuerdo a la prueba de comparaciéon multiple de promedios de Tukey.
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3.2.2. Efecto del Py Mn en la exudacion de &cidos organicos.

La disminucion en los niveles de P en las soluciones de nutrientes que generaron
deficiencia de P en las plantas causaron un significativo aumento en la exudacion de acidos
organicos por las raices de ballica perenne y trébol blanco (Figuras 10 y 11). En ballica
perenne hubo un aumento en la exudacion de mas del 80% para acido oxalico, 89% para
acido malico, 27% para acido citrico, 33% para acido succinico en comparacion con las
cantidades exudadas por las plantas con concentraciones adecuadas de P y Mn. Mientras
que en trébol blanco cantidades exudadas incrementaron en 69 % para acido oxalico, 200%
para 4cido malico, 1800 % para acido citrico y 330 % para acido succinico.

Ademas, ambas especies de plantas exudaron las mayores cantidades de acidos orgéanicos
en condiciones de deficiencia de P en interaccion con toxicidad por Mn. Asi, para trébol
blanco la exudacion aument6 en mas de 3 veces para acido oxdlico y en mas de 150 veces
para acido citrico, mientras que, para ballica perenne la exudacién de acido oxdlico y
malico fue 7 veces mas alta que en plantas con niveles adecuados de P y Mn.

Estos resultados concuerdan con diferentes investigaciones que han demostrado que la
exudacion de acidos organicos aumenta significativamente en condiciones de estrés por
deficiencia de P en muchas especies de plantas (Dinkelaker et al., 1997; Hoffland et al.,
1992; Johnson y Loeppert, 2006; Lipton et al., 1987; Neumann y Romheld, 1999; Zhang et
al., 1998) y con los resultados obtenidos previamente en el ensayo en que se evaluaron 6
niveles de Mn en donde la toxicidad por Mn caus6 un significativo incremento en la
exudacién de acidos organicos.

Entre los acidos orgénicos evaluados, los acidos citrico y oxalico fueron exudados en
mayor cantidad (Figuras 10 y 11), lo que podria estar relacionado con las funciones que
estos aniones organicos cumplirian en la rizosfera, ya que diferentes estudios han que
demostrado que los acidos citrico y oxalico son los mas eficientes para solubilizar P del
suelo (Bolan et al., 1994; Staunton y Leprince, 1996; Jones, 1998), debido a la mayor
estabilidad de los complejos que forman con Al (Bolan et al. 1994; Lan et al. 1995) y su
mayor afinidad por los adsorbentes del suelo en comparacion con los otros aniones
organicos (Jones y Brassington, 1998; Jara et al, 2006). La gran exudacion de acido citrico
en trébol blanco (Figura 11) en condiciones de deficiencia de P también podria estar

contribuyendo a la compartimentalizacion del Mn. Como se observa en la Tabla 12, en las
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plantas con deficiencia de P, la distribucion del Mn entre la parte aérea (26 %) y la raiz (74
%) es similar a la distribucion de las plantas con concentraciones adecuadas de P (20 % del
Mn en la parte aérea y un 80 % en la raiz). Asi, en las plantas con deficiencia de P, el Mn
podria estar siendo complejado con el citrato en la raiz impidiendo su transporte hacia la

parte aérea de la planta.
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Figura 10. Efecto de la interaccion de 2 niveles de P y 3 niveles de Mn sobre la exudacion
de acidos orgénicos por raices de ballica perenne en solucion de nutrientes. Promedios con
letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, debido a la
interaccion Mn x pH, de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios de

Tukey.
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4. CONCLUSIONES

» Un incremento en los niveles de Mn en la soluciones de nutrientes causé un
aumento en la concentracion de Mn en las plantas, con concentraciones criticas de
toxicidad de 421 mg kg’ para ballica perenne y 283 mg kg trébol blanco.
Concentraciones de Mn superiores a €stas, causaron una significativa reduccion del

peso seco de las plantas debido a toxicidad por Mn, especialmente a pH 4,8.

» Ambas especies de plantas respondieron al estrés generado por la toxicidad por Mn
con un aumento en la actividad peroxidasa y una tendencia al aumento en la
exudacion de 4cidos orgéanicos, principalmente de acido oxélico. Ademads, las
plantas exudaron las mayores cantidades de 4cidos organicos a pH 4,8 y cuando se
encontraban en condiciones de deficiencia de P, en comparacion con las plantas

desarrolladas a pH 6,0 y con concentraciones normales de P.

» La toxicidad por Mn en interaccion con la deficiencia de P caus6 una significativa
reduccion del peso seco de las plantas de ballica perenne y de trébol blanco. La
adicion de P para alcanzar las concentraciones normales en las plantas, causé un
incremento superior al 28 % en el peso seco de trébol blanco y ballica perenne, lo
que indica que el P tuvo un efecto beneficioso atenuando los efectos de una severa

toxicidad por Mn.
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CAPITULO 11

Efecto del Mn sobre la Activiadad y Parametros Cinéticos de la Fosfatasa Acida Libre

e Inmovilizada en Materia Organica y Arcilla
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1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.1. Introduccion

Las fosfatasas acidas son un grupo de enzimas que catalizan la mineralizacién de P
organico a inorgéanico, que es la forma disponible para las plantas. Gran parte del fosforo
del suelo (30 a 70 %) se presenta bajo formas orgéanicas (Anderson, 1980), asi, en los
Andisoles la fraccion organica de P constituye sobre el 50% del total P, con contenido que
fluctian entre 1200 — 1600 mg kg (Borie y Zunino, 1993). Ademas, los Andisoles se
caracterizan por presentar alta retencion de fosfato en la fraccion arcilla lo que implica una
baja disponibilidad de P para las plantas; ademas, debido a su pH &acido pueden presentar
altos niveles de Al y Mn. En suelos 4cidos el Mn puede alcanzar concentraciones
suficientemente altas como para causar toxicidad en plantas a través de la alteracion de sus
actividades enzimaticas. Un exceso de metales pesados como el Mn afectan las propiedades
de las enzimas a través de un intercambio de iones metalicos del sitio activo de las enzimas
y a través de su union a los grupos funcionales de estas proteinas (Elstner et al., 1988).
Aunque la fosfatasa acida tiene un rol muy importante, existe un limitado nimero de
estudios con respecto al efecto que metales pesados, como el Mn, pueden tener sobre esta
actividad enzimatica. Ademads, esos estudios no entregan informacion concluyente respecto
del efecto de determinados metales sobre la enzima y sus propiedades cataliticas ya que han
sido realizados con diferentes metodologias y con fosfatasas de diversos origenes.

En el suelo, las enzimas se encuentran principalmente inmovilizadas en los componentes
organicos y minerales, formando complejos. La persistencia y estabilidad de las proteinas
en el suelo, incluyendo las enzimas, es atribuido generalmente a estas asociaciones. Debido
a la naturaleza compleja del suelo y a la asociacion de las arcillas con el humus, resulta
dificil estudiar en forma aislada los complejos que se forman naturalmente. Una estrategia
comunmente utilizada para entender la relacion existente entre las actividades enzimaticas
del suelo, los componentes del suelo y su respuesta a la aplicacion de un determinado factor
es el uso de modelos que simulen las condiciones que posiblemente ocurren en el suelo
(Gianfreda et al., 2002). Es asi como se han realizado algunos estudios en condiciones de

laboratorio, inmovilizando preparaciones comerciales de enzimas en arcillas y en

48



precursores de acidos humicos, en los que se han estudiado algunas de estas interacciones
(Rao et al., 1996; Huang y Shindo, 2000; Rao et al., 2000; Kelleher et al., 2004). Sin
embargo, estos estudios no han considerado la amplia variacion existente entre las
propiedades de las preparaciones enzimdticas comerciales que dependen de su origen
(plantas, microorganismos), los distintos niveles de pureza, presencia de otras proteinas y
contenido de isoenzimas asi como el tipo de formulacion comercial (liofilizada o
suspension). Todos estos factores pueden hacer dificil la interpretacion de los resultados
obtenidos, llevando a conclusiones contrastantes o erroneas. Por lo tanto se hace necesario,
realizar estudios preliminares en que se evalten las propiedades de la enzima en estudio, asi
como también la metodologia a emplear. Ademas, al construir los sistemas modelo es
necesario considerar que las condiciones en el suelo varian constantemente; debido a esto
los distintos componentes que forman parte de la inmovilizacion enzimatica pueden
presentarse en distinto orden, lo que podria alterar la actividad enzimatica y sus
propiedades cataliticas.

El estudio de los sistemas enzimaticos inmovilizados, que simulan a aquellos presentes en
la naturaleza, puede contribuir a aclarar el complejo comportamiento que las enzimas
inmovilizadas tienen en ambientes naturales como el suelo.

Para estudiar el efecto del Mn sobre la fosfatasa acida en un suelo modelo se realizé un

estudio con los objetivos especificos que se describen a continuacion.

Objetivos especificos

Determinar el efecto del Mn sobre los parametros cinéticos de fosfatasas acidas de distinto

origen.

Evaluar el proceso de inmovilizacion de una fosfatasa 4cida en materia orgéanica (acido

tanico) y arcilla, determinando el efecto del Mn en su actividad y pardmetros cinéticos.
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1.2 Caracteristicas de la fosfatasa acida y antecedentes del efecto del Mn sobre su
activiad.

Las fosfatasas pertenecen a un grupo de enzimas denominado fosfomonoesterasas, dentro
de las cudles existen tres categorias, fosfatasas acida, neutra y alcalina, predominando ennn
suelos acidos las fosfatasas acidas (Alef et al., 1995). El rango de pH optimo de fosfatasa
acida se encuentra entre 4,0 y 6,5 (Skujins, 1978) y de acuerdo a investigaciones realizadas
por Tso y Chen (1997) la fosfatasa acida extraida desde plantas de arroz tiene un punto
isoléctrico de 5,5 mientras que Sugiura et al. (1981) y Durmus et al. (1999) demostraron
que las fosfatasas de papa tienen un punto isoléctrico cercano a 5, 2. Cuando el pH del
medio es inferior al punto isoléctrico, estas enzimas presentan carga neta positiva. En la
Figura 1 se observa el potencial electrostatico de una fosfatasa 4cida que muestra extensas
areas cargada positivamente. Resultados similares han sido obtenidos por Peters et al.
(2000) al determinar que el campo electrostatico del sitio activo y de la superficie de una
fosfatasa 4cida era predominantemente positivo, lo cual favorecia la difusion del sustrato
(cargado negativamente) hacia el sitio activo de la enzima.

Esta enzima puede presentar un sitio activo que contiene Fe y Mn (Figura 2), lo que ha
sido confirmado a través del estudio de estructura de la fosfatasa acida de papa dulce
(Schenk et al., 2005; Sugiura et al, 1981). Estos investigadores indican que se ha
especulado que esta enzima utiliza el ion Mn (III) para inducir una unién efectiva con el
fosfato y para la estabilidad estructural de la enzima en ambientes 4cidos. Investigaciones
realizadas por Striter et al., (1995) respecto a estructura tridimensional de esta enzima,
demostraron que son metaloenzimas con un sitio activo dinuclear con peso molecular de
aproximadamente 110 kDa con dimensiones de 40 A por 60 A por 75 A. El Fe del sitio
activo es coordinado por los aminoécidos tirosina, histidina y asparagina (Stréter et al.

1995).
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Figura 1. Representacion de la superficie molecular de una fosfatasa acida de Phaselus
vulgaris, mostrando la superficie electrostatica potencial y la posicion de los metales de
sitio activo. Las areas de color rojo indican un potencial negativo y las areas azules indican
potencial positivo, M(II) indica el segundo metal (Fe o Mn) del suitio activo de las

fosfatasas. Adoptado de: Klabunde et al. (1996).

Y166

D134

Figura 2. Diagrama del centro metalico dinuclear de fosfatasa acida de papa dulce.

Adoptado de: Schenk et al., 2005.
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1.2.1 Antecedentes respecto del efecto del Mn sobre la actividad fosfatasa acida.

Respecto del efecto del Mn sobre la fosfatasa acida libre se ha informado que la actividad
de esta enzima es inhibida por este metal (Sugiura et al., 1981; Bozzo et al., 2002) mientras
que otras investigaciones indican que es activada por Mn (Bozzo et al., 2002; Tso y Chen,
1997).

No hay estudios que entreguen informacion concluyente respecto del efecto del Mn sobre la
fosfatasa en suelos 4cidos, donde las concentraciones de Mn pueden llegar a ser toxicas
incluso para las plantas. Estudiando el efecto de metales pesados producto de la aplicacion
de lodos estabilizados sobre las actividades enzimaticas del suelo, Kandeler et al. (2000)
observaron una disminucion significativa de la actividad enzimatica cercana al nivel critico,
incluso utilizando niveles de metales similares a los limites recomendados por la Union
Europea. En otros estudios, en que se evaluaron aplicaciones de Cu, a bajas
concentraciones, sobre las actividades proteasa, lipasa y fosfatasa en un suelo con alto nivel
de materia orgénica, se observo que en todos los casos las actividades enzimadticas fueron

reducidas en presencia de Cu (Mathur et al., 1980).

1.2.2. Efecto de iones de la serie Hofmeister sobre las enzimas.

La serie de Hofmeister, origina de la clasificacion jerarquica de varios iones de acuerdo a
su habilidad de precipitar proteinas.Esta precipitacion de la proteina puede explicarse por la
magnitud con que los iones se unen al agua. Adicionando estos iones a una solucién con la
proteina, disminuye la tension superfical del agua y aumenta la concentraciéon de la
proteina, la cual al quedar “libre” agua precipita (salting-out). Si se agrega agua, disminuye
concentracion, entonces la proteina se redisuelve.

La serie de Hofmeister también indica la habilidad de los iones de estabilizar la estructura
de proteinas. Lo iones que tienen el menor efecto sobre la actividad del agua (tienen
interacciones débiles con el agua) son conocidos como caotropicos, mientras que iones que
tienen el efecto opuesto se conocen como cosmotropicos (tienen interacciones fuertes con
las moléculas de agua). Los iones fuertemente hidratados son mas estabilizantes, mientras
que los iones débilmente hidratados son desestabilizantes de la estructura nativa de las

proteinas.
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El siguiente esquema muestra el ordenamiento de los iones en la llamada serie de

Hofmeister y su relacion con la conservacion de estructura de las proteinas.

Mas estabilizante Mas desestabilizante

Aniones fuertemente hidratados Aniones débilmente hidratados

Citrato >(SO4) “> HPO4? >F >CI> Br "> I'>NO3 > ClO; > SCN’

N(CH3)s >NH;"> Cs* >Rb* >K*> Na* > H" >Ca**> Mg*%> Al*®

Cationes débilmente hidratados Cationes fuertemente hidratados

Asi por ejemplo, el sulfato de amonio es una sal cosmotropica, y como es discutido por
Collins (1997), debido aque las sales cosmotropicas tienen una fuerte interaccioén con el
agua, incrementando su tension superficial, a altas concentraciones estabilizan la
conformacién nativa de las enzimas protegiéndolas de la denaturacion. También Gianfreda
y Scarfi (1991) indican que este tipo de sales pueden estabilizar proteinas en solucion frente
a una variedad de perturbaciones tales como el desdoblamiento inducido por la temperatura

y la disociacion inducida por el pH.

1.3 Caracteristicas de la arcilla.

Los Andisoles se caracterizan por presentar una fraccion arcilla en que el constituyente
mayoritario es alofan. El alofan forma parte de un grupo de arcillas minerales con un
ordenamiento de rango corto en su estructura, con predominio de enlaces Si-O-Al (Wada,
1985; Parfitt, 1990). Este mineral es un aluminosilicato de bajo grado de cristalinidad,
amorfo a rayos X; estos aluminosilicatos son importantes en muchas reacciones del suelo
debido a su gran area superficial y alta reactividad quimica.

La morfologia del alofan consiste en esferas huecas de de 3, 5 a 5,0 nm (35 a 50 A)
agrupadas entre si (Figura 4) para formar agregados regulares (Wada, 1985). Se ha
calculado que el 4rea superficial del alofan es alrededor de 1000 m*g”', mientras que con el
método del ester monoetilico de etilen glicol (EGME) se han determinado valores que

fluctuan entre 700-900 ng'l (Wada, 1989). Debido a su tamafio, actualmente, el aléfan es
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considerado como un nanomaterial natural de origen pedolégico y geolodgico (Shenhar et

al., 2005; Yuang, 2004).

1.4 Caracteristicas de la actividad enzimatica del suelo.

Las enzimas del suelo son activamente secretadas por microorganismos y raices de plantas
o liberados, después de la muerte de parte de la biota del suelo, por lisis celular. Las
enzimas en el suelo se encuentran principalmente inmovilizadas (Figura 3) debido a que
este proceso ocurre rapidamente, asi, cerca de un 90% de la enzima estd inmovilizada
después de 2 a 3 minutos.

La formacién de complejos entre las enzimas y particulas minerales y organicas puede
restringir su movilidad y afectar su actividad (Nannipieri et al., 1996; Gianfreda y Bollag,
1996; Gianfreda et al., 2002). Las enzimas pueden ser adsorbidas, inmovilizadas o
atrapadas en estas matrices dando lugar a las Illamadas “enzimas inmovilizadas
naturalmente” (Gianfreda y Bollag, 1996). También se puede producir inactivacién o
degradacion de las moléculas enzimaticas. Como consecuencia de lo anterior, se pueden
producir cambios en su cinética y estabilidad (Gianfreda y Bollag, 1996). Gianfreda y Rao
(2004) indican que la inmovilizacion de las enzimas sobre los componentes del suelo afecta
su respuesta frente a la presencia de sustancias extrafas a los sustratos de reaccion. Los
autores consideran que estos resultados se deben a: 1) el “estado” de la enzima, es decir, si
esta libre o inmovilizada sobre los componentes del suelo, ii) la naturaleza de la interaccion
entre la enzima y el soporte, ii1) los cambios conformacionales que alcanza la enzima
después de la inmovilizacion, iv) la influencia del microambiente creado por el soporte

alrededor de la proteina.
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Complejos Complejo_s
arcilla-enzima Humus-enzima
A

A

Enzimas
extracelulares

Arcilla Humus

Complejos
Organo-minerales-enzimas

Figura 3. Enzimas unidas a los componentes del suelo.

1.5 Inmovilizacién de enzimas.

La inmovilizacion se define como el proceso por el cual el movimiento de las enzimas en el
espacio se ve restringido total o parcialmente, dando lugar a una forma de enzima que
generalmente es insoluble en agua (Kennedy y White, 1991).

Los métodos de inmovilizacion utilizados en bioquimica aplicada incluyen: uniéon quimica
o retencion fisica (Gianfreda y Scarfi, 1991).

La retencion fisica consiste en la inmovilizacion de la enzima a través de atrapamiento en
fibras, o inclusidon por microencapsulacion en membranas o en el interior de un reticulo
polimérico. El atrapamiento consiste en la retencion fisica de la enzima en las cavidades
interiores de una matriz solida porosa que puede ser gel o fibra donde la enzima no suftre
ninguna alteracion en su estructura.

Los métodos de inmovilizacion por uniéon quimica pueden lograrse por: i) la union de la
enzima a soportes, ii) entrecruzamiento (cross-linking). La union de la enzima a soportes se
realiza a través de adsorcion (por interacciones idnicas, fuerzas de Van der Waals o puentes
de hidrogeno) o por unioén covalente. El método del entrecruzamiento consiste el uso de
reactivos bifuncionales que originan uniones intermoleculares entre las moléculas de

enzima.
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La catélisis de enzimas inmovilizadas es generalmente diferente a las enzimas libres. La
tasa de transformacion de la enzima inmovilizada es influenciada por la difusién de
reactantes, entre éstos, disponibilidad del sustrato. De acuerdoa Ladd y Butler (1975), el
proceso enzimatico global involucra 5 pasos distintos:

1) Difusion del sustrato desde el volumen de la solucion hacia la enzima inmovilizada al
otro lado de una capa del limite de agua.

2) Difusion del sustrato al interior de la enzima inmovilizada en la particula (transporte del
sustrato desde la superficie del soporte al sitio activo)

3) Conversion enzimatica del sustrato a producto

4) Transporte del producto a la superficie externa de la particula inmovilizada

5) Difusion del producto hacia el volumen de la solucion.

Los principales cambios que presentan las enzimas inmovilizadas son: 1) incremento en la
estabilidad fisica, quimica y biolodgica hacia los agentes desnaturalizantes debido a la
prevenciébn o minimizacion a los cambios conformacionales, y 2) alteracion del
comportamiento catalitico (Gianfreda y Bollag, 2002). Uno de los efectos involucrados en
la alteracién del comportamiento catalitico debido a la inmovilizacién enzimatica es la
reduccion de la actividad, lo cual puede ser debido a un posible cambio conformacional que
se presenta dentro de la estructura terciaria de la proteina después de la inmovilizacion. El
modo de enlace puede involucrar grupos que son parte del sitio activo o puede alterar los
enlaces entre varias subunidades de la enzima (Martinek y Mozhaev, 1985). Ademas, el
sitio activo puede quedar parcial o totalmente inaccesible al sustrato debido a restriccion el
movimiento del sustrato hacia el sitio activo y a limitaciones en la penetracion del sustrato
dentro del sitio activo de la enzima, lo cual es afectado por la orientacion de la enzima en
relacion a la superficie del soporte.

La mayoria de los estudios sobre inmovilizacon enzimatica como sistema modelo de suelo
se han realizado con silicatos cristalinos y materia organica, a pesar de que en el suelo,
estas superficies minerales se encuentran parcial o completamente cubiertas con especies

poliméricas no cristalinas de 6xidos de Fe y Al. Ademas los mecanismos por los cuales las
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enzimas se unen a estos minerales atin no estan bien determinados (Gianfreda y Bollag,
2002).

En el caso de minerales no cristalinos, como el alofan que es particularmente importante en
los Andisoles del sur de Chile, no existen claras evidencias en literatura en cuanto al
comportamiento de enzimas inmovilizadas y los factores que afectan su actividad

catalitica.

1.6 Inmovilizacién de enzimas extracelulares sobre arcillas.

Las arcillas, por su capacidad adsortiva, ejercen una gran influencia en los procesos
bioldgicos y antropogénicos (Kelleher et al., 2004). Los coloides inorganicos que juegan un
rol importante en la interaccion de las enzimas en el suelo son los minerales de arcillas
(esmectita, ilita, caolinita y alofan) y los polihidroxidos de Fe y Al. Las interacciones
enzima-arcilla son procesos muy complejos y de acuerdo a las investigaciones hasta ahora
realizadas, las enzimas se encuentran inmovilizadas en el suelo a través de adsorcion. Se
ha demostrado que minerales de la arcilla como montmorillonita, ilita y caolinita adsorben
enzimas en el suelo (Burns, 1986; Boyd y Mortland, 1990; Violante y Gianfreda, 2000). La
adsorciéon de las proteinas depende de factores tales como las caracteristicas de los
minerales de arcilla, caracteristicas de las proteinas, pH y fuerza ionica del medio. las
caracteristicas mas importantes de los minerales de arcilla son el area superficial, la
capacidad de intercambio cationico, la hidratacion y el punto isoeléctrico. También las
caracteristicas de la enzima tales como la solubilidad, el peso molecular, el punto
isoeléctrico y los grupos funcionales ionizables y polares (C=0; O — H; NH,; COOH)
tienen gran influencia en la inmovilizaciéon (Boyd y Mortland, 1990; Burns, 1986; Theng,
1979; Violante et al., 1995).

Las moléculas de las enzimas pueden ser adsorbidas sobre las superficies minerales a través
de interacciones electrostaticas (Quiquampoix, 2002), interacciones hidrofobicas (Boyd y
Mortland, 1990; Staunton y Quiquampoix, 1994) intercambio de ligandos (Naidja et al.,
1997), uniones por puentes de hidrogeno (Boyd y Mortland, 1990; Nannipieri et al., 1996)
y fuerzas de van der Waals (Nannipieri et al., 1996). Minerales de arcillas como la

montmorillonita adsorben las enzimas principalmente debido asus cargas positivas
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(Aomine y Kobayashi, 1964). Mientras que las enzimas, pueden ser adsorbidas sobre la
superficie de los minerales de arcilla por medio de sus grupos funcionales polares (OH y
C=0) e ionizables (NH, y COOH).

Cuando la molécula de proteina es adsorbida sobre la superficie del mineral arcilloso puede
presentar alteraciones mas o menos marcadas de su conformacion (Quiquampoix, 2002), y
se supone que la consecuencia mas evidente es la pérdida total o parcial de su actividad
enzimatica (Burns, 1986). Ademas de un cambio en la actividad, la unién de enzimas a la
superficie de los minerales de la arcilla puede afectar significativamente otras
caracteristicas de la enzima, tales como los pardmetros cinéticos (Km y Vmax), el pH
optimo y la estabilidad. Al respecto, se ha observado una disminucién de la velocidad
maxima (Vmax) y una disminucion de la afinidad por el sustrato (incremento en Km),
como consecuencia de la adsorcion de la enzima en la arcilla. La inmovilizacion de una o-
amilasa y una proteasa en alofan y montmorillonita ambas presentaron una disminucion de
su actividad en comparacion con la enzima libre (Kobayashi y Aomine, 1967).
Probablemente estos resultados dependen de la modificacion de la carga neta de la enzima
después de unirse al mineral de arcilla, del cambio conformacional de la estructura de la
enzima y de la difusion del sustrato cuando se aproxima al complejo arcilla-enzima (Theng,
1979). Quiquampoix et al., (1993) evaluaron el efecto del pH sobre la adsorcion de
enzimas en minerales de arcilla como montmorillonita, caolinita, goetita. En estos estudios
se observo una reduccion en la actividad catalitica de las enzimas y se planted que las
interacciones entre la enzima y la superficie de los minerales de arcilla eran interacciones
electrostaticas e hidrofobicas; ademas, se postuldé un cambio conformacional en la proteina
adsorbida. Este estudio también demostré que:

1) Bajo el punto isoeléctrico, la proteina se desdobla sobre la superficie del mineral de
arcilla en respuesta a la interaccion atractiva electrostatica, un fendmeno que inhibe la
actividad enzimatica.

2) Cerca del punto isoeléctrico las proteinas son adsorbidas con pequefias modificaciones
conformacionales por lo que la enzima conserva sus propiedades cataliticas.

3) Por sobre el punto isoeléctrico la adsorcion disminuye debido a la repulsion

electrostatica, permitiendo la difusion de las enzimas en la fase liquida del suelo.
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Como se ha informado, las enzimas inmovilizadas, pueden seguir la cinética de Michaelis-
Menten, y presentan un comportamiento diferente a la enzima libre. Sin embargo, no
siempre las enzimas adsorbidas sobre los minerales de las arcillas presentan una menor
actividad y una menor afinidad. De hecho, Gianfreda et al., (1992) demostraron que la
ureasa adsorbida sobre montmorillonita presentaba una disminucion del 30% de su
actividad enzimadtica, pero tenia mayor afinidad por el sustrato, lo que los autores
atribuyeron a una ligera modificacion estérica de la enzima adsorbida.

Actualmente en bioquimica aplicada se busca inmovilizar las enzimas por retencion fisica,
lo cual se realiza en nanomateriales, entre los cuales estan aquellos llamados sol-gel, que

tienen caracteristicas similares a los agregados de alofan (Figura 4), con area superficial

cercana a 1000 m°g” y tamano de microporo de entre 2 y 12 nm.

Figura 4. a) Microscopia electronica de nanoesferas de silice conteniendo a una enzima
inmovilizada. Adoptado de: Luckarift et al., 2004. b) Imagen del alofan obtenido por

micrografia electronica. Adoptado de: Goemaere., 2004.

Los resultados obtenidos en este tipo de soportes muestran que la enzima tiene una
actividad y eficiencia superior a la enzima libre y ademas tiene muy buena estabilidad (Gill
y Ballesteros 1998; Gill, 2001; Mozzarelli y Bettati, 2001; Jin y Brennan, 2002; Bettati et
al, 2004; Pioselli et al., 2004)
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Luckarift et al., 2004, indicaron que sustancias tales como enzimas y proteinas pueden
“atraparse” fisicamente en nanomateriales, entre los que se incluye el alofan (Ohashi et al,
2002), en lugar de inmovilizarse sobre la matriz a través de uniones covalentes. Este tipo de
inmovilizacion es denominada “bioencapsulacion“(Glad et al, 1985; Podbielska y
Ulatowska-Jar'Za, 2005). Gottfried et al. (1999) indicaron que las proteinas no estdn unidas
covalentemente a la matriz, pero que estos namateriales impiden significativamente la
libertad de rotacion de la proteina. Mientras que las moléculas de soluto pueden difundir
por los poros interconectados de la matriz de silice, las grandes moléculas de proteina
quedan confinadas entre las nanoesferas. Glad et al. (1985) y Podbielska y Ulatowska-
Jar'Za (2005) también indican que en comparacion con los métodos tradicionales de
inmovilizacidon, en que las proteinas se unen por enlace covalente a la matriz, la
bioencapsulacion permitiria una adecuada difusion del sustrato hacia la enzima
inmovilizada. Eggers y Valentine (2001) investigaron el efecto de la encapsulacion, en un
nanomaterial de silice, sobre la estructura y estabilidad de varias proteinas y encontraron
que este sistema de inmovilizacion no alterd la estructura nativa de las proteinas. Estos
autores sugieren que las propiedades del agua confinadas en los microporos de la matriz

tiene gran importancia en la conservacion de la conformacion y estructura de la proteina.

1.7 Inmovilizacion de las enzimas sobre materia orgéanica.

Se ha observado desde hace mucho tiempo que las enzimas extracelulares estables que se
encuentran en el suelo estdn normalmente enlazadas a los acidos hiimicos en forma
covalente (Busto y Perez-Mateos, 1995; Nannipieri et al., 1985). Asi como en el caso de las
enzimas adsorbidas en minerales de arcillas, los parametros cinéticos de las enzimas son
alterados debido a la oclusion del sitio activo de la enzima por las moléculas de acidos
humicos o por alteraciones conformacionales en la estructura de la enzima inducido por el
enlace covalente entre las dos macromoléculas (Tate, 2002).

Se han propuesto algunos mecanismos para la formacion de los complejos humus- enzimas
entre los que se incluyen entrampamiento fisico en humus o particulas arcilla-humus,
uniones puente hidrogeno, enlace ionico y enlace covalente de las enzimas a las sustancias
htimicas del suelo. Boyd y Mortland (1990) presentaron la hipotesis de que las enzimas

pueden unirse a la materia organica mediante interacciones no polares. Ademas, los
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residuos hidrofébicos de las enzimas pueden interactuar con regiones similares presentes en
la materia organica.

En los ultimos anos los investigadores se han interesado por el estudio del posible rol de los
coloides orgénicos en la estabilizacion de las enzimas del suelo debido a que la enzima
inmovilizada en este tipo de soportes puede presentar una mayor estabilidad frente a la
desnaturalizacion térmica y proteolitica (Burns, 1986). Es asi que se han preparado una
serie de compuestos modelos que simulan las posibles asociaciones que existen en el suelo
(Sarkar y Burns, 1984; Nannipieri et al., 1996; Grego et al., 1990). Se han sugerido dos
distintos tipos de preparaciones para los complejos enzima-acidos himicos: adsorcion de
enzimas en acidos humicos extractados del suelo y entrampamiento dentro de acidos
himicos sintéticos derivados de acoplamiento oxidativo de fenoles y quinonas. Otros
estudios previos han demostrado que es posible producir complejos enzimadticos activos
entre la fosfatasa acida y un precursor de acidos himicos como es el 4cido tanico (Rao et
al., 1996). El acido tanico representa a los taninos, que son precursores de las sustancias
humicas. El &cido tanico presenta una afinidad particular por las sustancias proteicas; de
hecho, puede interactuar directamente con la molécula proteica o englobarla después de un
proceso de polimerizacion, favoreciendo la formacién de complejos proteicos solubles e
insolubles. Se ha establecido que las interacciones entre los taninos y la molécula de

proteina son principalmente uniones por puente de hidrogeno.

2. MATERIALES Y METODOS

Para estudiar el efecto del Mn sobre la fosfatasa acida en el suelo se debe inmovilizar la
enzima en materia organica y arcilla, conformando asi los modelos que simulen las
condiciones que posiblemente ocurren en el suelo. Sin embargo, fue necesario realizar
estudios preliminares en que se evaluaron dos metodologias para determinar la actividad
fosfatasa 4cida y se determinaron las propiedades de dos fosfatasas acidas de origen

comercial en presencia de Mn.
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2.1. Metodologias para determinar actividad fosfatasa acida y determinacion de
actividad y parametros cinéticos de dos fosfatasas de origen comercial en presencia de
Mn.

En estos estudios preliminares se utilizaron dos preparaciones comerciales de fosfatasa
acida (E.C 3.1.3.2) de papa (Solanun tuberosum) (0,8 unidades/mg de polvo liofilizado,
Sigma P-3752) y de papa dulce (Ipomoea batatas ) (57 mg de proteina mL™, suspension en
(NH4)SO4 1,8 M + MgCl, 10 mM pH 5,3) que fueron adquiridas de Sigma Aldrich. Para
evaluar el efecto del Mn sobre la actividad fosfatasa se usd6 MnCl,-4H,0O. Todas las

soluciones fueron preparadas con agua grado HPLC.

2.1.1 Evaluacion de métodos para determinacion de la actividad enzimatica.

La actividad de ambas enzimas fue ensayada mediante dos metodologias usualmente
descritas en la literatura. El método de Uehara et al. (1974) recomendado por las compatfiias
quimicas como un test de control de actividad de la fosfatasa 4cida. La metodologia de Neil
y Horner (1964), con algunas modificaciones, es usada frecuentemente para la
determinacion de la actividad fosfatasa 4cida y utiliza como buffer acetato de Na (Sugiura
et al.,, 1981; Rao et al., 1996; Huang y Shindo, 2000; Rao et al., 2000; Kelleher et al.,
2004).

a) Método de Uehara et al. (1974): Las enzimas fueron mezcladas con 0,5 mL de buffer
citrato-Na (90 mM; pH 4,8) y 0,5 mL de p-nitrofenilfosfato (pNPP) 15,2 mM. Después de
la incubacion por 10 minutos a 37 °C, se adicionaron 4 mL de NaOH 0,1 M y se determin6
la concentracion de p-nitrofenol (pNP) por espectrofotometria a 405 nm.

b) Método de Neil y Horner (1964): La actividad de las enzimas liofilizada y en suspension
fue ensayada con 1 mL de p-nitrofenol (pNP) 6 mM en buffer acetato de Na pH 5,0,
incubando a 30 °C por 20 min. Después de la incubacion se adiciond NaOH 1 M y la
concentracion de p-nitrofenol (pNP) fue determinada como se indicd anteriormente.
También se realizaron experimentos variando la temperatura y el tiempo de incubacion de

la mezcla enzima-sustrato a 37 °C por 10 min.
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Los ensayos para ambos métodos, fueron realizados con dos cantidades de enzima
correspondientes a 0,011 y 0,025 unidades mL™" en el volumen de reaccion. Ambas
enzimas fueron ensayadas con concentraciones saturantes de pPNPP. Como fue definido por
el proveedor, una unidad es la cantidad de enzima que puede hidrolizar 1,0 pmol de p-
nitrofenilfosfato por minuto a pH 4,8 y 37 °C. Como control se utilizaron mezclas de

reaccion sin enzima.

2.1.2 Determinacion de la proteina.
La concentracion de la proteina fue determinada por el método de Bradford (1976)

utilizando un reactivo preparado (Bio-Rad) y albiumina de bovino como estandar.

2.1.3 Test de cinética

La cinética de ambas preparaciones de fosfatasa se realiz6 mediante la determinacion de la
actividad con el método de Neil y Horner (1964), variando las concentraciones de pNPP en
un rango de 0 a 6 mM. La Vmax y el valor de Km se calcularon a partir de la ecuacion de
Michaelis—Menten ajustada a una ecuacién no linear de cuadrados minimos con un

programa computacional.

2.1.4 Estudios de inhibicion
El efecto del Mn sobre la actividad y cinética de la fosfatasa 4cida se determin6 de acuerdo

al método de Neil y Horner (1964), en presencia de 0,58 y 1,17 mM de Mn.

2.1.5 Electroforesis

Las proteinas se separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida — dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) usando el sistema discontinuo propuesto por Laemmli (1970). El gel
de separacion contenia Tris-HCI1 1,5 M (pH 8,8), SDS al 0,1% y acrilamida al 12%. EI gel
concentrador contenia Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8), SDS al 0,01% y acrilamida al 4%. Los
geles se polimerizaron con tetrametiletilendiamino (TEMED) al 0,06 % y persulfato de
amonio (PSA) al 0,03%. Antes de la corrida electroforética, las muestras y un estandar de
peso molecular fueron preincubadas por 3 min a 100 °C con el buffer de carga que

contenia Tris-HCI 90 mM, ditiotreitol (DTT) 600 mM, SDS al 10%, azul de bromofenol al
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0,012% y glicerol al 10%. El buffer de corrida contenia Tris-HCI 0,125 M, glicina 0,959 M
y SDS al 0,5%. La corrida electroforética se realizd6 a 155 volts durante 1 hora y 15
minutos.

Una vez finalizada la corrida electroforética, las proteinas se fijaron al gel con una solucion
de metanol: agua: acido acético (5:13:2 en volumen) durante 30 min, luego se realiz6 la
tincion durante 90 min con una solucion que contenia Azul de Coomassie R-250 al 0,2%,
metanol al 30%, acido acético al 6% y agua al 60%. A continuacion, los geles fueron
lavados con agua destilada y se trataron con la solucion de destefiido (metanol, acido
acético glacial, agua 6:1:14 en volumen) hasta obtener un contraste nitido y se procedio a
fotografiar y a analizar el fraccionamiento electroforético con el programa Kodak Digital
Science DC 120.

Para la estimacion de la masa molecular de las proteinas se compararon las bandas un
marcador de masa molecular que tenia las siguientes proteinas estdndar: B-galactosidasa
(116 kDa), albumina de bovino (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), lactato dehidrogenasa (35
kDa), endonucleasa de restriccion (25 kDa), B-lactoglobulina (18 kDa) y lisozima (14,4
kDa).

También se realiz6 una electroforesis nativa en que se sometioé a las proteinas a migracioén
sin desnaturalizacion en un gel no desnaturalizante de poliacrilamida (PAGE) a 4°C usando
el sistema discontinuo de Davies (1964). El gel de separacion fue hecho con poliacrilamida
al 8 % y buffer Tris/HCI 1,5 M (pH 8,8) y el gel concentrador contenia acrilamida al 2,5%
con buffer Tris 0,5 M (pH 6,8). Estos geles se polimerizaron con TEMED al 0,06 % y
PSA al 0,03%. Antes de cargar las muestras, los geles se precorrieron a 150 V por 30 min
con buffer Tris/HCI 250 mM (pH 8,8). Luego se cargaron las muestras mas el buffer de
carga que contenia Tris-HCI 90 mM, DTT 6 M, azul de bromofenol al 0,012% y glicerol al
30%.

La corrida electroforética se realizé a 120 V por 2 horas con buffer Tris 25 mM/Glicina 190
mM como buffer de corrida, manteniendo la temperatura a 4 °C durante toda la
electroforesis. Posteriormente uno de geles fue tratado para detectar actividad fosfatasa
acida y otro fue tefiido con azul de Coomassie para detectar las bandas de proteina de la
enzima. Para detectar la actividad fosfatasa 4cida se procedi6 de acuerdo al método descrito

por Gellatly et al. (1994), el gel fue equilibrado por 15 min a 24°C en buffer acetato de Na
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100 mM (pH 5,0) que contenia CaCl, 20 mM. Luego este gel se incubd durante 15 min a
temperatura ambiente en el mismo buffer pero conteniendo ademas 0,02 % (p/v) de sal Fast
Garnet como colorante y, como sustrato de la reaccidon enzimdtica, o-naftil fosfato 0,02

% (p/v).

2.1.6 Analisis estadistico
Se realizé un andlisis de varianza considerando el origen de la fosfatasa acida (de papa y
papa dulce) como factor y las comparaciones entre promedios se realizaron por medio de la

prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey a un nivel de significancia del 5%.

2.2 Inmovilizacion de fosfatasa &cida en acido tanico y arcilla.

De acuerdo a los resultados obtenidos con ambas fosfatasas, se selecciono la fosfatasa acida
de papa dulce (F) para los estudios de inmovilizacién de la enzima en componentes
organicos e inorganicos del suelo. Para conformar el sistema modelo de suelo se realizaron
procesos de inmovilizacion de la enzima en arcilla y materia organica en presencia de
concentraciones de Mn que estan dentro del rango de Mn disponible en Andisoles. La
arcilla (A) fue extraida de un Andisol de la Serie Pemehue que presenta un PCZ (punto de
carga cero) de 8,4 regulada por los 6xidos de Fe y Al; ademads, estd compuesta por
aluminosilicatos amorfos a los rayos X. Esta arcilla fue saturada con KCl y lavada hasta la
eliminacion de cloruros.

Como materia orgdnica se us6 dacido tanico (T) adquirido de Fluka A.G. y que tiene un
peso molecular de 1701,23 g mol”, este es un compuesto organico muy similar a los

precursores de acidos humicos.

2.2.1. Inmovilizacion de la fosfatasa acida en acido tanico

La inmovilizacion de la fosfatasa en acido tanico se llevo a cabo de acuerdo al proceso
mostrado en la Figura5. La formacion de complejos se inicid mezclando, al mismo tiempo,
fosfatasa acida (0,56 U correspondientes a 0,04 mg de proteina mL™) con 4cido tanico (0,8
mg mL™") (complejo T-F) en una relacion T/F de 20 (p:p) en buffer acetato de Na 0,1 M

(pH 5,0), este complejo también fue formado adicionando Mn en concentraciones de 0,58
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mM (complejo T-F-Mn 0,58) y 1,17 mM (complejo T-F-Mn 1,17). Estas mezclas se
incubaron a 30 °C por 1 h y luego se centrifugaron a 12.000 g por 35 min, obteniéndose un
precipitado (CI, complejo insoluble) y una fraccion sobrenadante (SN). La solucion
sobrenadante se separd para determinar posteriormente su actividad fosfatasa, el complejo
insoluble se resuspendid en buffer acetato de Na y se centrifugd nuevamente a 12.000 g
por 35 min, después de lo cual se separd la nueva fraccion sobrenadante llamada agua de
lavado (AL) y el complejo insoluble se suspendio otra vez en el buffer acetato de Na. Como
control se utilizd una enzima libre que siguid todo el proceso de formacion de los
complejos. Los complejos obtenidos fueron: acido tanico con fosfatasa acida (T-F); acido
tanico con fosfatasa acida y Mn 0,58 mM (T-F-Mn 0,58); 4cido tanico con fosfatasa acida
y Mn 1,17 mM (T-F-Mn 1,17). Las fracciones SN, AL y CI fueron se conservadas a 4° C

para su posterior analisis.

Acido tanico +Mn + enzima

A 4

Incubaciéon 1 h 30°C

!

Centrifugacion 12000 g 35 min

A 4 A\ 4

Complejo insoluble (CI) Sobrenadante (SN)

\ 4

Lavado en buffer
Centrifugacion 12000 g 35 min

\ 4 \ 4

Complejo insoluble (CI) Agua de lavado (AL)

Figura 5. Esquema general del proceso de inmovilizacion de la fosfatasa acida en acido

tanico en presencia de Mn.
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2.2.2. Inmovilizacion de la fosfatasa acida en arcilla.

El proceso de inmovilizacion de la fosfatasa en arcilla se presenta en la Figura 6. Se
hicieron dos tipos complejos de fosfatasa acida con arcilla (A-F), cambiando el orden de
adicion de los componentes con el objetivo de simular las situaciones que frecuentemente
se presentan en la naturaleza. Considerando esto, el Mn se adiciond antes y después de la
inmovilizacion. El primer complejo se form6 mezclando, al mismo tiempo, la arcilla (40
mg mL™") con la enzima'y Mn (0,58 y 1,17 mM). Se sigui6 el mismo proceso de formacion
de los complejos mencionados anteriormente, pero la centrifugacion se realizo a 15.000g
por 40 min, obteniendo las mismas fracciones de SN, AL y CI. Los complejos obtenidos en
este proceso fueron: arcilla con fosfatasa acida (A-F); arcilla con fosfatasa y Mn 0,58 mM
(A-F-Mn 0,58), arcilla con fosfatasay Mn 1,17 mM (A-F-Mn 1,17).

El segundo tipo de complejos fue obtenido inmovilizando la enzima en la arcilla como se
describio anteriormente pero el metal fue aplicado después y la mezcla fue centrifugada
nuevamente, obteniendo el complejo insoluble y un segundo sobrenadante, a los cuales se
le realizaron todas las determinaciones. Los complejos obtenidos en este proceso fueron:
arcilla con fosfatasa mas Mn 0,58 mM (A-F+Mn 0,58), arcilla con fosfatasa mas Mn 1,17
mM (A-F+Mn 1,17). Estas fracciones SN, AL y CI también fueron conservadas a 4 °C para

su posterior analisis.
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Preparacion complejos
A-F+Mn

Preparacion complejos
A-F-Mn

Arcilla + Mn + enzima Arcilla + enzima

v v
Incubaciéon 1 h 30°C Incubacion 1 h 30°C

4

4

Centrifugacion 15000 g 40 min Centrifugacion 15000 g 40 min
\ 4 \ 4 \ 4 A 4
Complejo Sobrenadante Complejo Sobrenadante
insoluble (CI) (SN) insoluble (CI) (SN)
v v
Lavado en buffer Lavado en buffer
Centrifugacion Centrifugacion
15000 g 40 min 15000 g 40 min
\ 4 v v
Complejo Agua de Agua de
insoluble lavado lavado (AL)
(CD (AL) v
Complejo | Mn
insoluble
(CI)

Centrifugacién 15000 g 40 min

v v
Complejo Sobrenadante
insoluble (CI) (SN)

Figura 6. Esquema general del proceso de inmovilizacion de la fosfatasa acida en arcilla en
presencia de Mn.

2.2.3 Determinaciones de actividad y parametros cinéticos de las fracciones
sobrenadantes y complejos.

A las fracciones SN, AL y CI obtenidas en el proceso de inmovilizacion de la fosfatasa en

acido tanico y en arcilla se les determin6 actividad fosfatasa de acuerdo al método de Neil y
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Horner (1964) y se les realizaron los test de cinética de acuerdo al procedimiento descrito
anteriormente, sin embargo, debido a que el SN y AL de los complejos de arcilla con
fosfatasa no presentaron actividad fosfatasa acida, se realizaron los test de cinética solo al

complejo insoluble.

2.2.4 Determinacién de la concentracion de Mn en las fracciones sobrenadantes y
complejos.

Después de la formacion de los complejos se determind la concentracion de Mn en las
fracciones de SN y AL vy, por diferencia entre el total de Mn adicionado y la suma del
contenido en las fracciones de SN y AL, se estimo la concentracion de Mn en el complejo
insoluble. La concentracion de Mn se determind por espectrofotometria de absorcion

atomica.

2.2.5 Determinacion del contenido de proteina en las fracciones sobrenadantes y
complejos.

También se determiné la concentracion de la proteina en las fracciones de SN y AL por el
método de Bradford (1976) utilizando un reactivo preparado (Bio-Rad) y albimina de
bovino como estandar. La concentracién de proteina en el CI fue calculada por diferencia
entre el total de proteina adicionada y la suma de los contenidos de proteina de las

fracciones de SN y AL.

2.2.6 Determinacion del punto isoeléctrico de los complejos

A los complejos insolubles se les determind el punto isoeléctrico por migracion
electroforética con un equipo Zeta Meter ZM-77. Para la medicion se emplearon alrededor
de 10 mg de muestra en 10 mL de KCI1 0,001 M. Las movilidades electroforéticas fueron
promediadas y se calculo el potencial zeta (PZ) con la ecuaciéon de Helmholtz-
Smoluchiwski (Hunter, 1981). A partir de un grafico PZ v/s pH se calcul6 el PIE usando

ecuaciones matematicas.
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2.2.7 Espectroscopia IR

Se realizd un andlisis de espectroscopia FTIR a los complejos insolubles. Las muestras
fueron secadas a 40°C por 24 h y las pastillas fueron preparadas mezclando 250 mg de KBr
grado espectral con 1 mg de muestra y fueron analizadas en un espectrofotometro Brucker

Modelo Tensor 27. Cada espectro fue registrado con una resolucion de 2 cm™.

Todos los experimentos fueron realizados con tres repeticiones, a las cuales se le hicieron

las determinaciones con tres réplicas.

2.2.8 Estudio de estabilidad térmica de la fosfatasa inmovilizada en acido tanico

La estabilidad térmica fue determinada por incubacion de la muestra a 60°C por un periodo
de 4 h. A intervalos de tiempo determinados se tomaron muestras de un volumen de 100
puL, a las cuales se determiné la actividad fosfatasa. Para este estudio se utilizaron los
complejos insolubles T-F, T-F-Mn 0,58 y T-F-Mn 0,58, considerando como testigo la
fosfatasa libre (F libre).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Comportamiento catalitico de dos fosfatasas acidas en presencia de Mn.

3.1.1 Evaluacion de métodos para determinacion de la activad fosfatasa acida.

Considerando que las diferencias en actividad y respuesta a la presencia de Mn entre las
enzimas de papa y papa dulce puede estar condicionada por la metodologia usada, se
evalud la actividad de las ambas enzimas con dos métodos. Estos métodos se diferencian
principalmente por el buffer utilizado, el método de Uehara et al. (1974) indica el uso
buffer citrato mientras que el método de Neil y Horner (1964) propone el uso de buffer

acetato.
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Los datos de la Tabla 1 indican claramente que:

1) Cuando la actividad de ambas enzimas fue ensayada con las mismas unidades
enzimaticas, ambas preparaciones presentaron diferente actividad, la actividad de la enzima
proveniente de papa dulce fue mayor que la actividad de la enzima proveniente de papa;

2) Independientemente del origen o formulacion de la enzima, en presencia de buffer
citrato, la actividad enzimatica no se increment6 al doble cuando se le adiciond el doble de
las unidades enzimadticas, por el contrario, con 0,025 U mL"' de enzima, la actividad de
ambas preparaciones enzimaticas disminuyd en 70% para la enzima proveniente de papa
dulce y en 80% para la fosfatasa de papa en comparacion con la actividad obtenida con
buffer acetato.

El efecto inhibitorio del citrato es mas evidente si se comparan los resultados obtenidos con
0,025 U mL™" de fosfatasa para ambos buffer a la misma temperatura (37°C) y tiempo de
incubacion (10 min), bajo estas condiciones la actividad con buffer acetato se incrementa

en 4 veces para la enzima de papa y en 8 veces para la fosfatasa de papa dulce.

Tabla 1. Comparacion entre la actividad de la enzima de papa dulce y papa utilizando los
metodos Uehara et al. (1974) y Neil y Horner (1964). Para ambos métodos se utilizaron

0,011 y 0,025 U mL-1 (unidades de enzima en el volumen de reaccion).

Método(buffer) Actividad Actividad
(umol mL™* min™) (umol mL™* min™)
0,011 U de enzima mL™ 0,025 de enzima U mL™
Uehara (citrato)
Papa dulce 0,269 0,203
Papa 0,245 0,276
Neil y Horner (acetato)
Papa dulce
Papa 0,501 1,017 (1,600)*
0,420 0,995 (1,150)*

*Actividad obtenida a 37° C y 10 minutos de incubacion.
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Estos resultados estdn de acuerdo con lo reportado por Marzadori et al. (1998) quienes
observaron un 40% menos de actividad de una fosfatasa acida liofilizada proveniente de
papa dulce determinada con buffer citrato-Na, mM en comparacion con la actividad
determinada con buffer acetato-Na y maleato-Na. Ademas, Guo y Roux (1996) y Guo et al.
(1998) mostraron que fosfatasas de una fraccion citosélica de plimulas de arveja (Pisum
sativum L. cv Alaska) y de una fraccion del ntcleo de las plimulas, fueron inhibidas por el
citrato, mientras que no se observo un efecto de otros acidos organicos como tartrato. El
efecto inhibitorio del citrato sobre la fosfatasa 4cida podria deberse a que el dcido citrico es
un acido tricarboxilico que presenta cuatro grupos OH (Strobel, 2001), que pueden estar
disociados a pH 4cido, y enlazarse a los metales presentes en el sitio activo de la enzima
inhibiendo su actividad, en contraste, con el acido acético es un acido monocarboxilico con

un solo grupo OH.

3.1.2 Propiedades de las dos preparaciones enzimaticas

Considerando los resultados previos, se determin6 la actividad de la fosfatasa acida con el
método de Neil y Horner (1964).

En la Tabla 2 se presentan los pardmetros cinéticos (Km y Vmax) de las fosfatasas acidas
provenientes de papa y papa dulce. La eficiencia catalitica de fosfatasa de papa dulce fue 8
veces mayor que la eficiencia de la fosfatasa de papa. Los parametros de cinética indican
claramente que la preparacion enzimadtica proveniente de papa dulce presenta mayor

actividad y afinidad por el sustrato que la enzima proveniente de papa.

La gran diferencia en los pardmetros cinéticos de las dos preparaciones enzimaticas
investigadas, especialmente con relacion a los valores de la Km, pueden ser explicados por
que ambas enzimas provienen de diferentes especies de papa. De acuerdo a lo reportado en
la literatura, existe una amplia variacion en la actividad y propiedades de las isoenzimas
entre especies (Baes y Van Cutasem, 199; Alves et al., 1994; Duff et al., 1994). Incluso
dentro de una especie de planta, pueden existir diferencias dependiendo del material
genético empleado (Helal, 1990; Fernandes y Ascencio, 1994). Ademas, estudios

realizados con fosfatasa acida proveniente de papa indican que esta enzima puede estar
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presente en mas de seis isoformas localizadas en el citoplasma y compartimentos de la

pared celular (Sugawara et al., 1981).

Tabla 2. Parametros de cinética [velocidad maxima (Vmax) y constante de Michaelis

(Km)] de la fosfatasa acida de papa y papa dulce en presencia de Mn (0,58 mM y 1,17

mM).

Fosfatasa Mn Km Vmax Eficiencia

acida (mM) mM pumol mL" min catalitica™

Papa 0 0,364 (0,073) 0,426 (0,016) 1,2 0,995
0,58 0,235 (0,033) 0,439 (0,009) 1,9 0,998
1,17 0,237 (0,033) 0,437 (0,009) 1,8 0,998

Papa dulce 0 0,057 (0,014) 0,495 (0,066) 8,7 0,999
0,58 0,081 (0,012) 0,368 (0,004) 4,5 0,999
1,17 0,039 (0,004) 0,361 (0,001) 9,3 0,999

*V max/Km ; nimeros entre paréntesis indican el error estadistico.

La heterogeneidad de las dos preparaciones enzimaticas fue confirmada por los estudios de
electroforesis realizados bajo condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes. Los
resultados reportados en la Figura 8 demostraron claramente que las dos preparaciones
enzimadticas contenian diferentes nimeros de sub-unidades proteicas con diferente actividad
enzimatica. Efectivamente, la fosfatasa acida proveniente de papa presenta 4 bandas entre
los 18 a 32 kD mientras que la enzima proveniente de papa dulce presenta 8§ bandas de
proteina entre los 18 a 67 kD (Figura 7).

Ademas la enzima proveniente de papa dulce presentd una banda mas activa y homogénea
en contraste con la enzima de papa que presentd una banda heterogénea menos activa
(Figura 8). La diferencia en reactividad fue mas evidente cuando se adicionaron iguales

cantidades de enzimas como de proteina. (Figura 8).
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Figura 7. Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE. 1) Carril con el marcador de
masa molecular, 2) Carril con fosfatasa acida de papa, 3) Carril con fosfatasa acida de

papa dulce.

Las diferencias entre las dos fosfatasas también puede deberse al tipo de formulacion con
que estas enzimas son comercializadas, la fosfatasa de papa esta liofilizada mientras que la
fosfatasa de papa dulce estd en suspension (NH4)SO4 + MgCl,. La liofilizaciéon implica un
proceso de secado en frio, en que se remueve el agua desde una muestra congelada por
sublimacion y desorcion. Por lo tanto, durante la liofilizacion hay una serie condiciones
desestabilizantes para la enzima como las temperaturas bajo cero, el estrés osmotico
durante la formacién de hielo y las alteraciones en la solucion de pH (Ru et al., 2000).
Cuando el proceso es aplicado a las proteinas, el secado resulta en una disminucion del
contenido de hélice-alfa con un incremento simultineo de estructuras aleatorias y
estructuras de la lamina beta (Gupta y Roy 2004), ademas, se ha observado que el mayor
factor de estrés que contribuye desnaturalizacion de las proteinas es la pérdida de la
estructura terciaria (Ru et al., 2000). Se ha establecido que los cambios estructurales

producidos durante el proceso de liofilizacion son responsables de la baja actividad de los
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polvos deshidratados por congelacion en medios casi anhidridos, por lo tanto, se concluido

que la liofilizacioén no es un proceso inocuo (Gupta y Roy 2004).

Figura 8. Gel nativo de poliacrilamida tenido por actividad de fosfatasa acida.

A) Gel con las iguales unidades de enzima. Al) carril en que se cargaron 0,5 pg de
proteina equivalentes a 0,0077 U de fosfatasa de papa dulce; A 2) carril correspondiente a
la fosfatasa de papa en que se cargaron 3 pg de proteina equivalentes a 0,0077 U de
enzima.

B) Gel Nativo con el mismo contenido de proteina (0,5 pg) para cada enzima. Bl)carril

con fosfatasa de papa dulce; B2) carril con fosfatasa de papa.

Es posible que, como resultado de la liofilizacidon, se haya perdido parcialmente la
integridad de la estructura de la fosfatasa acida proveniente de papa (liofilizada), causando
una menor actividad y afinidad por el sustrato en comparacion con la enzima de papa dulce

(suspension).
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Por otro lado la fosfatasa 4cida proveniente de papa dulce esta suspendida en (NH4)SO4 1,8
M en mezcla con MgCl, 10 mM. El sulfato de amonio es una sal cosmotropica, y como es
discutido por Collins (1997), las sales cosmotropicas tienen una fuerte interaccién con el
agua, incrementando su tension superficial, y a altas concentraciones estabilizan la
conformacién nativa de las proteina protegiéndolas de la denaturacion. Gianfreda y Scarfi
(1991) senalan que aditivos, incluyendo sales, pueden estabilizar proteinas en solucion
frente a una variedad de perturbaciones tales como el desdoblamiento inducido por la
temperatura y la disociacion inducida por el pH.

Ademas, la fosfatasa en suspension utilizada en este estudio contiene MgCl, a una
concentracion de 10 mM y el Mg es un activador enzimatico. Bozzo et al. (2002) indicaron
que 1isoenzimas de fosfatasa d4cida extraidas de tomate fueron activadas en
aproximadamente 135% y 180% en presencia de una concentracion saturante de MgCl,
(5mM), mientras Gellatly et al. (1994) mostraron que la fosfatasa acida proveniente de papa

fue activada en un 40% con Mg”" (4 mM).

3.1.3 Efecto del Mn sobre la actividad y cinética de las fosfatasas.

La presencia de Mn en concentraciones de 0,58 y 1,17 mM causé una disminucién de 27 y
29 % de la actividad de la enzima de papa dulce en comparicion con la actividad de la
enzima sin Mn. Por el contrario, no se observaron efectos significativos sobre la fosfatasa
de papa (Figura 9).

La diferencia en respuesta a la presencia de Mn fue mas evidente cuando se realizaron los
estudios de cinética (Tabla 2). La fosfatasa 4cida de papa dulce presentd una disminucién
cercana al 26 % de su velocidad de reaccion en presencia de Mn, asi como también, una
disminucion en la afinidad por el sustrato con 0,58 mM de Mn y un leve aumento de este
parametro en presencia de la concentracion mas alta de Mn. Por el contrario, en la
fosfatasa de papa no se observo una marcada diferencia en la Vi, en presencia de Mn, y
se observd un aumento en el valor de la K, en presencia de 0,58 mM de Mn, que no

cambio cuando la concentracion de Mn se aumento al doble.
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Figura 9. Efecto de dos niveles de Mn sobre la actividad de fosfatasa acida de papa y papa
dulce. Promedios con letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0,05) entre

tratamientos de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey.

En literatura se informan diferentes resultados con respecto al efecto del Mn sobre las
propiedades de fosfatasa acida. Gellatly et al. (1994) mostr6 que una fosfatasa acida de
papa fue activada en aproximadamente 30% en presencia de 4 mM de Mn, mientras que
Sugiura et al. (1981) indican que una fosfatasa aislada de papa dulce presentd una
disminucion de 19 % de su actividad en presencia de Mn. Por el contrario, Tso y Chen
(1997) no encontraron efectos significativos del Mn (0,5 mM de MnSOy4) sobre una
fosfatasa extraida de plantulas de arroz.

Las respuestas variables de las fosfatasas a la presencia de Mn también pueden deberse a
las diferentes interacciones del Mn con los grupos funcionales y/o con los otros iones
metalicos presentes en el sitio activo de estas enzimas. Sugiura et al. (1981) demostré que
la fosfatasa 4cida de papa dulce contiene Mn en sus estructura y que tiene un alto contenido
de aminoécidos aspartico y glutdmico, los cuales son parte del centro catalitico de las

enzimas, participando en la catélisis enzimatica (Olczak et al., 2003). Estos aminoacidos
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participan en la transferencia de protones y en la fijacion a cationes (Horton, 1993). Por lo
tanto, es posible que el Mn se fije en estos aminoacidos, afectando asi la catélisis, con una
consecuente disminuciéon de la actividad enzimdtica. La fosfatasa de papa dulce se
caracteriza por presentar un centro dimetalico en que uno de los métales es Fe™ y el otro
ion puede ser Mn™* (Zambonelli y Roberts, 2003). De acuerdo al modelo de accion de estas
enzimas, el ion de este centro dimetalico esta involucrado en la unién al sustrato y en la
catalisis. Por lo tanto, es posible que la disminucion en la Vmax de la fosfatasa de papa
dulce en presencia de 0,58 y 1,17 mM de Mn se deba a que el Mnen alta concentracion,
reemplazo al Fe del sitio activo de la enzima, como ha sido propuesto por Zambonelli y
Roberts (2003). Estos autores senalan que el Mn es capaz de sustituir al Fe en los sitios

activos y consecuentemente disminuye de la actividad de la fosfatasa.

Estos resultados sugieren que dependiendo de la especie de planta y de las condiciones
experimentales bajo las cuales la actividad de la enzima es determinada, se puedan obtener
resultados contradictorios respecto al comportamiento catalitico de las fosfatasas acidas.
Estudios realizados con una sola enzima, sin considerar diferentes origenes y
formulaciones pueden derivar en conclusiones erroneas respecto del efecto de un factor
determinado. Es necesario considerar que en el suelo generalmente hay mezclas de
enzimas de diferentes origenes y con diferentes propiedades cataliticas. Por lo tanto, el
origen y la formulacién de las enzimas debe ser considerado cuando se utilizan como

compuestos modelos para simular condiciones ambientales

3.2 Efecto del Mn sobre la fosfatasa acida inmovilizada en acido tanico.

Cuando se realizé el proceso de inmovilizacién de la fosfatasa acida y el acido tanico se
recuperd un 51% de la actividad enzimatica inicial en el complejo insoluble (Tabla 3).
Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos por Gianfreda et al. (1995),
quienes indican que la inmovilizacion de enzimas en acido tanico es, en general, baja. Ellos
evaluaron la inmovilizacion de ureasa en 4cido tdnico obteniendo una actividad residual de
38% en la fraccion de SN, 22% en el AL y s6lo 19% en el CI. Los estudios realizados con

fosfatasa acida inmovilizada en 4cido tanico han evidenciado un mayor porcentaje de
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enzima inmovilizada en este soporte. Rao y Gianfreda (2000) inmovilizaron una fosfatasa
acida proveniente de papa en 4cido tanico (razén [p/p] de 10 acido tanico/fosfatasa) y
observaron actividades residuales de 33% en la fraccion SN , 51% en el CI y no
encontraron actividad en la fraccion AL.

En este estudio, la relacion molar T/F fue de 20, entonces la actividad relativa alcanzada en
el complejo insoluble puede estar indicando que un mayor nimero de moléculas de
enzima libre fueron inmovilizadas en el acido tanico. Sin embargo, se observd que un 45 %
de la actividad se presentd en las fracciones sobrenadantes obtenidas después de la
centrifugacion. Es posible que debido a las repetidas centrifugaciones y lavados, algunas
moléculas de enzima pudieron ser liberadas desde el complejo, o también se pudo presentar
una suspension de algunas particulas coloidales formadas en el proceso de centrifugacion

(Rao et al., 1996), especialmente en la fraccion SN que presentd color rojizo.

Tabla 3. Actividad residual (como porcentaje respecto a la actividad total de la enzima
libre) de las fracciones de sobrenadante (SN), agua de lavado (AL) y complejo insoluble
(CI) obtenidos en el proceso de formacion del complejo insoluble entre la fosfatasa acida y
el 4cido tanico (T-F) en presencia de dos concentraciones de Mn (mM). Los datos son el

promedio (n=6).

Tratamiento SN AL CI
T-F 29+2 16 +1 51+2
T-F-Mn 0,58 39+3 9+1 34+1
T-F-Mn 1,17 39+3 8+2 30+£2

La enzima inmovilizada en acido tanico presentd una reduccion de la Vmax y un
incremento de la Km en comparacién con los parametros de cinética de la enzima libre
(Tabla 4). Resultados similares fueron obtenidos por de Rao y Gianfreda (2000) con una
fosfatasa acida de papa inmovilizada en acido tanico. El cambio en la Vmax con respecto a
la enzima libre sugiere que en este caso se presentd un pequefio cambio conformacional de
la estructura enzimadtica, ademads, el incremento en la Km indica que la accesibilidad del

sustrato al sitio activo de la enzima fue alterado.
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Cuando la inmovilizacién de la fosfatas 4cida en 4cido tanico se realizd en presencia de
0,58 mM y 1.17 mM de Mn la actividad residual disminuyd en 33 % y 41 %,
respectivamente, en comparacion con la actividad del complejo T-F. Ademads, la Vmax
disminuy6 en alrededor de 32 % en presencia de los dos niveles de Mn. Sin embargo, se
observé una disminucion de la Km de 29 % y 60 % en presencia de 0,58 y 1,17 mM de Mn
respectivamente, lo que indica que la presencia de Mn causé un aumento de la afinidad por

el sustrato.

Tabla 4. Parametros cinéticos de la fosfatasa acida libre (F) y en el sobrenadante y
complejo obtenidos en el proceso de inmovilizaciéon de la enzima en acido tanico (T-F)

formado en presencia de dos concentraciones de Mn (mM).

Tratamiento Sobrenadante Complejo
Km V max Km V max
.1 .. Vmax/Km .1 .. Vmax/Km
(mM) (pmol min" ml™) (mM) (umol min" ml™)

F libre 0,197 0,147 0,75 - - -

T-F 0,140 0,064 0,46 0,198 0,124 0,63
T-F-Mn 0,58 0,138 0,088 0,64 0,140 0,084 0,60
T-F-Mn 1,17 0,202 0,093 0,46 0,080 0,086 1,01

La distribucion del Mn en las diferentes fracciones del proceso de inmovilizacion de la
fosfatasa en acido tanico se presenta en la Tabla 5, donde se puede observar que todo el Mn
se presenta en las fracciones sobrenadantes y no estd presente en el complejo insoluble, de
modo que este metal alcanzd a ejercer su efecto sobre la enzima durante el proceso de
incubacién. De acuerdo a estos resultados es posible sefialar que cuando la enzima todavia
no estd inmovilizada, el Mn causa una disminucién de su actividad y velocidad de reaccion

y un aumento en la afinidad por el sustrato similar al efecto causado sobre la enzima libre

(Tabla 2, Figura 9).
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Tabla 5. Concentraciéon de Mn en las fracciones sobrenadante (SN), Agua de lavado (AL)
y complejo (CI) obtenidas en el proceso de inmovilizacion de la fosfatas 4cida en acido

tanico (T-F) en presencia de Mn (mM).

Tratamiento SN AL CI

Mn (mM) % Mn (mM) % Mn (mM) %
T-F-Mn 0,58 0,546 94 0,036 6 0 0
T-F-Mn 1,17 1,110 96 0,055 5 0 0

Los estudios de estabilidad térmica mostraron que aunque la estabilidad de la enzima
inmovilizada fue considerablemente reducida, esta presenté una mayor termo estabilidad

que la enzima libre (Figura 10).
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Figura 10. Estabilidad térmica (60 °C por 4 h) de la fosfatasa acida libre e inmovilizada en

acido tanico en presencia de dos niveles de Mn (mM).
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Por otra parte, la presencia de Mn caus6 una gran disminucién de la estabilidad térmica de
la fosfatasa acida.

La disminucion de la velocidad de reaccion y de la estabilidad de la fosfatasa debido a la
presencia de Mn en concentraciones de 0,58 y 1,17 mM durante el proceso de
inmovilizacién de la enzima en acido tanico sugiere que el Mn, a estas concentraciones,

podria estar causando pequefio un cambio conformacional de la estructura enzimatica.

3.3 Efecto del Mn sobre la fosfatasa acida inmovilizada en arcilla.

En el proceso de formacion de los complejos entre la fosfatasa acida y la arcilla se observo
que las fracciones sobrenadante y agua de lavado no presentaron actividad fosfatasa, asi
como tampoco se detectd proteina en estas fracciones. Ademas, la actividad de la fosfatasa
en el complejo insoluble fue mayor que la actividad de la enzima libre (Figura 11), lo que
estaria indicando que la mayoria de la enzima adicionada fue inmovilizada en la arcilla y
que la enzima inmovilizada en este soporte present6 una activacion de un 33%.

También se observd un incremento en la Vmax y una disminucién de la Km para la
fosfatasa inmovilizada en arcilla en comparacion con los parametros cinéticos de la enzima

libre (Tabla 6).
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Figura 11. Actividad especifica de la fosfatasa acida libre (F Libre) e inmovilizada en
arcilla (A-F) en presencia de dos niveles de Mn (mM). A- F- Mn= complejo obtenido
mezclando al mismo tiempo la arcilla, la enzima y el metal; A-F+Mn= complejo obtenido

adicionado el metal después de haber inmovilizado la enzima en la arcilla.

Tabla 6. Parametros cinéticos de la fosfatasa acida libre (F Libre) e inmovilizada en arcilla
(A-F) en presencia de dos niveles de Mn (mM). A- F- Mn= complejo obtenido mezclando
al mismo tiempo la arcilla, la enzima y el metal; A-F+Mn= complejo obtenido adicionado

el metal después de haber inmovilizado la enzima en la arcilla

Tratamiento Km Vmax Eficiencia catalitica R’
(mM) (umol mL™ min'l) Vmax/Km

F libre 0,085 0,312 3,7 0,999
A-F 0,073 0,443 6,1 0,999
A-F+Mn 0,58 0,064 0,408 6,3 0,998
A-F-Mn 0,58 0,066 0,379 5,7 0,999
A-F+Mn 1,17 mM 0,065 0,431 6,6 0,999
C-F-Mn 1,17 mM 0,060 0,369 6,2 0,998
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En la Tabla 8 se presentan los valores de punto isoeléctrico de la arcilla y de los complejos
con fosfatasa, los cuales indican que cuando se realiz6 la inmovilizacion de la enzima a pH
5,0, la arcilla y atn la arcilla con buffer acetato se encontraban con una carga neta positiva.
El aumento en el punto isoeléctrico desde 6,64 para el complejo arcilla-fosfatasa a 8,82
para este mismo complejo en presencia de Mn, indica que hubo una neutralizacion de
cargas negativas tanto en la arcilla como en la proteina. Entonces, es posible que, como se
discuti6 anteriormente, el Mn se haya unido a aminoacidos como al acido aspartico y
glutdmico, que forman parte del centro catalitico de la enzima, y/o que haya reemplazado
el Fe del sitio activo de la enzima, con una consecuente disminucion de la actividad y

velocidad de la reaccion de la enzima.

Tabla 8. Punto isoeléctrico de la arcilla, arcilla con buffer acetato y de los complejos

formados entre la arcilla y fosfatasa acida (A-F) en presencia de dos niveles de Mn (mM).

Tratamiento PIE
Arcilla 8,35
Arcilla- buffer acetato 7,10
Arcilla-Fosfatasa 6,64
Arcilla-Fosfatasa-Mn 8,82

En la Figura 12 se presentan espectros IR de la arcilla y de la fosfatasa inmovilizada en
arcilla en presencia de Mn. El espectro de la arcilla muestras bandas caracteristicas del
alofan (Wada y Wada, 1989). En el espectro se observa un maximo de transmitancia a 3400
cm’ correspondiente al estiramiento O-H, a 1600 cm™ aparece la vibraciéon Si-O-Al y
alrededor de 1000 cm™ se presentan las bandas de las vibraciones del O-Al-OH y Si-O-,
ademads del asimétrico de Si-O-Si. Ademds, en la arcilla con buffer acetato y en todos los
complejos arcilla-fosfatasa se observa una banda alrededor de 1600 cm ' correspondiente
al estiramiento simétrico del C-O de los carboxilatos de la enzima y del acetato, asi como,
una banda alrededor de 1460 cm™ correspondiente al estiramiento simétrico del C- O de las
muestras que tienen carboxilatos. La aparicion de estas nuevas bandas indican que parte

del acetato se adsorbi6 sobre la arcilla. Sin embargo, al adicionar la fosfatasa 4cida, no se
84



observaron nuevas sefales, lo que indica que no se formaron nuevos enlaces, por lo tanto es
posible suponer que la fosfatasa no se adsorbe quimicamente sobre este tipo de arcillas y
tampoco se observan nuevos enlaces debido a la presencia de Mn en los complejos. Sin
embargo, debido a toda la enzima esta presente en el complejo insoluble se puede suponer

que debe haber algin mecanismo que permite la inmovilizacién de la enzima en este

soporte.
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Figura 12. Espectros IR de la arcilla, arcilla con buffer acetato y de los complejos

formados entre la arcilla y fosfatasa acida (A-F) en presencia de dos niveles de Mn (mM).

El comportamiento de la fosfatasa inmovilizada en arcilla difiere considerablemente de los
resultados obtenidos con distintas enzimas en otros tipos de minerales de la arcilla como
montmorillonita, ilita y caolinita, en los que se ha observado una disminucién de la Vmax
y un incremento de la Km (Fusi et al., 1990; Quiquampoix et al., 1993). Aunque en la
literatura también se informan resultados variables con respecto al efecto de la
inmovilizacién sobre la  fosfatasa, indicando que normalmente la Vi« diminuye

(Gianfreda y Bollag, 1994; Huang et al., 1995) y que los efectos sobre la Km son variables
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(Rao y Gianfreda, 2000). Las investigaciones realizadas con minerales de arcillas
cristalinas indican que la inmovilizaciéon de las enzimas en estos soportes se realiza por
intercambio de ligandos (Naidja et al., 1997) o por adsorciéon (Quiquampoix et al, 2002).
De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de IR no hay intercambio de ligandos,
ni ningln tipo de adsorcidon quimica entre la enzima y el alofan. Otro posible mecanismo,
que podria explicar la inmovilizacion de la fosfatasa en alofdn es la presencia de
interacciones electrostaticas entre la arcilla con carga neta positiva, el acetato que esta en
alta concentracion y que a pH 5,0 se encuentra principalmente como anién y la enzima que
presentaria carga neta positiva a este pH. Sin embargo, este tipo de unién no explica la
activacion y la alta eficiencia catalitica de la enzima inmovilizada en comparacion con la
enzima libre.

Por otra parte, los resultados obtenidos con la fosfatasa inmovilizada en alofan concuerdan
con estudios de inmovilizacion de varias enzimas en nanomateriales llamados sol-gel, los
cuales tienen caracteristicas similares a los agregados de alofan, que han mostrado que la
enzima inmovilizada conserva su actividad y pardmetros cinéticos o es activada y que
ademas incrementa su estabilidad. Asi, estudios en que se inmoviliz6 una peroxidasa por
intercalacion de la enzima en un filosilicato demostraron que la enzima inmovilizada tenia
una actividad similar o mayor que la enzima libre, que sus pardmetros cinéticos no fueron
afectados por la inmovilizacion y ademas presentd una buena estabilidad térmica (Shen y
Tu, 1999). Estas investigaciones han revelado que la enzima no se inmoviliza por enlaces
covalentes sino por un tipo de retencion fisica en que la enzima es atrapada entre las
nanoparticulas, lo que se denomina bioencapsulacién (Luckarift et al., 2004; Glad et al,
1985; Podbielska y Ulatowska-Jar'Za, 2005). Se ha demostrado que la conservacion de la
actividad y la gran estabilidad de estas enzimas se debe a que bioencapsulacion permite
una adecuada difusion del sustrato hacia la enzima inmovilizada y que este sistema de
inmovilizacidén no altera la estructura nativa de las proteinas (Eggers y Valentine, 2001).
Entonces, se postula que a través de las centrifugaciones a alta velocidad, la enzima es
atrapada entre los microagregados del alofan siendo inmovilizada por una
bioencapsulacion que le permite conservar su estructura nativa y un buen acceso del

sustrato al sitio activo de la enzima, lo cual explicaria su alta eficiencia catalitica.
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La aplicacion de Mn antes de inmovilizar la enzima en arcilla generé una disminucion de
11% y 18 % de la actividad (Figura 11) y 14 y 16 % de la Vax (Tabla 6) en presencia de
0,58 y 1,17 mM de Mn, respectivamente, aunque sélo un 20 % y un 15 % del Mn
adicionado qued6 en el complejo insoluble (Tabla 7). Mientras que, cuando el Mn fue
aplicado después de haber inmovilizado la enzima, no afect6 significativamente su
actividad (Figura 12) y afect6 levemente la velocidad de reaccion (Tabla 6), a pesar de que
un 59 y un 48 % del Mn aplicado qued6 en el complejo insoluble (Tabla 7).Estos resultados
indican que la inmovilizacién en la arcilla protege a la enzima de los efectos negativos que
el Mn ejerce sobre la actividad y velocidad de reaccion de la enzima libre. En general, se
observo un aumento en la afinidad por el sustrato debido a la presencia de Mn antes y
después de inmovilizar la enzima, similar comportamiento se observo en la enzima libre en

presencia 1,17 mM de Mn.

Tabla 7. Concentracion de Mn en las fracciones sobrenadante (Sn), agua de lavado (AL) y
complejo (CI) obtenidas en el proceso de inmovilizacion de la fosfatas acida en arcilla (A-

F) en presencia de Mn (mM).

Tratamiento SN AL CI

Mn(mM) % Mn (mM) % Mn (mM) %
A-F- Mn 0,58 0,426 73 0,036 6 0,127 20
A-F-Mn1,17 0,928 80 0,055 5 0,182 15
A-F+ Mn 0,58 0,241 41 - - 0,339 59
A-F+Mn 1,17 0,600 52 - - 0,560 48

La fosfatasa acida inmovilizada en una matriz orgdnica como el acido tanico presento
menor eficiencia catalitica que la enzima inmovilizada en arcilla, mientras que la
interaccion de la fosfatasa acida con 4cido tanico y con arcilla fue afectada en diferente
extension por la presencia de Mn. El Mn, en concentraciones que estan dentro del rango de
Mn disponible en Andisoles, afect6 en mayor extension la actividad y velocidad de

reaccion de enzima inmovilizada en 4acido tanico que a la enzima inmovilizada en arcilla.
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4. CONCLUSIONES

» Las dos fosfatasas estudiadas presentaron diferencias significativas en sus
propiedades cataliticas y comportamiento en respuesta a la presencia de Mn, lo que
puede ser explicado por la heterogeneidad y diferente nivel de pureza de ambas
preparaciones comerciales, como lo demostraron los estudios de electroforesis.
Estos resultados demuestran claramente que estas diferencias  deben ser
consideradas en la realizacion de sistemas modelos para simular el comportamiento

de las fosfatasas acidas en sistemas naturales como el suelo.

» La fosfatasa acida inmovilizada en acido tanico presentd un 50% de la actividad
enzimatica inicial y una disminucion en la velocidad de reaccion, lograndose
inmovilizar sélo la mitad de enzima en este soporte organico. Mientras que, cuando
se realizd el proceso de inmovilizacidén en una arcilla proveniente de un Andisol, se
inmovilizé practicamente toda la proteina en este soporte, observandose un aumento

de la actividad y eficiencia catalitica de la fosfatasa en comparacion con la enzima

libre.

» Niveles de Mn similares a los presentes en suelos Andisoles, causaron una
disminucion cercana al 30 % en la actividad y velocidad de reaccion de la fosfatasa
acida libre e inmovilizada en 4cido tanico. Cuando el Mn se adiciond antes de
inmovilizar esta enzima en arcilla, se observdo una pequefia disminucion de la
actividad y velocidad de reaccidn, mientras que no se observaron efectos
significativos cuando el metal fue adicionado después de haber inmovilizado la

enzima en este soporte.
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PROYECCIONES DE LOS ESTUDIOS

En los ensayos en solucion de nutrientes se observd una clara tendencia al aumento en la
exudacién de acidos organicos en ballica perenne y trébol blanco en respuesta a la
toxicidad por Mn, que podria estar indicando que este es un mecanismo utilizado por estas
especies de planta no solo para tolerar toxicidad por Al sino también la toxicidad por Mn en
suelos acidos. Sin embargo, se requieren mas estudios en que se evalie la exudacion de
acidos orgénicos con distintos cultivares y especies, validando los resultados obtenidos con
ensayos en campo, para determinar si la exudacion de 4cidos organicos es un mecanismo de

tolerancia a toxicidad por Mn.

Los estudios de inmovilizacion de la fosfatasa acida en arcilla extraida de un Andisol
demostraron que se logré inmovilizar toda la enzima en este tipo de soporte y que ademas
la eficiencia catalitica de la enzima aumentod significativamente. En biotecnologia se han
elaborado distintos nanomateriales como soportes para inmovilizacion, y se han
desarrollado muchas metodologias buscando resultados como los que en este estudio se han
obtenido. Sin embargo, considerando posibles aplicaciones biotecnoldgicas, se requiere
determinar la estabilidad de la enzima inmovilizada en el tiempo, asi como también,
evaluar el efecto de otros factores ambientales que forman parte de sistemas en donde la

enzima inmovilizada puede ser aplicada.

Por otra parte, la arcilla tiene la ventaja de ser un soporte natural, lo cual tiene gran
importancia debido a que actualmente la nanotecnologia se enfrenta a cuestionamientos por
sus posibles efectos en el medio ambiente. Ademas este soporte podria resultar de bajo
costo en comparacion con los nanomateriales sintéticos. Por lo tanto resulta de interés
continuar estudios con alofan como nanomaterial para la inmovilizacion de biomoléculas

de interés biotecnologico.
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