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RESUMEN

La actividad de la fosfomonoesterasa se estudio en doce suelos de diferentes regiones del
pais. Tres aspectos metodologicos fueron estudiados: dependencia con el tiempo de
incubacion, cantidad de muestra y pH del buffer.

En los suelos estudiados predomino la fosfomonoesterasa acida sobre la alcalina con
valores comprendidos en el intervalo entre 16 y 158 pg p-NF g h™ para la acida y entre 18
y 104 pg p-NF g™*h™ para alcalina.

Palabras claves: enzima, suelo, tropical, fosfomonoesterasa &cida y alcalina,
INTRODUCCION

El fésforo es un nutriente fundamental para el desarrollo de las plantas y en los suelos
tropicales es un factor limitante de la productividad vegetal. Los suelos generalmente
contienen cantidades significativas de fosforo en el orden de 200 a 3000 mg P kg™ pero
apenas una pequefia proporcion de este (< 1 %) estd disponible a las plantas de forma
inmediata. Las formas organicas constituyen entre 20 y 80 % del fésforo total e incluyen
ésteres de inositol, nucleotidos y fosfolipidos (Dalal, 1977). Las enzimas encargadas de la
hidrolisis de los compuestos de fésforo organico reciben el nombre general de fosfatasas y
son responsables de la hidrdlisis de los enlaces en los ésteres fosféricos (C-O-P), anhidridos
fosforicos (P-O-P) y fosfonatos (C-P). Las mas estudiadas son las fosfomonoesterasas que
se clasifican en acidas y alcalinas de acuerdo al pH 6ptimo para su actividad catalitica, las
acidas son producidas por microorganismos y las raices de las plantas, mientras que las
alcalinas son producidas principalmente por microorganismos (Eivazi y Tabatabai, 1977,
Speir y Ross, 1978).

En Venezuela en muchos de los estudios bioquimicos se ha incluido la determinacién de la
actividad de las fosfomonoesterasas asi podemos citar los siguientes: Armado et al. (2009),
Contreras et al. (2001 y 2005), Chacon et al. (2005, 2009), Lopez-Hernandez et al. (1989),
Lopez et al. (1999), Paolini y Espafia (1998), Paolini (2003), Ruiz (2002), Salazar et al.
(2007), Sanchez-Arias et al. (2011).

El objetivo de este trabajo es la determinacion de parametros metodolégicos del ensayo de
la actividad de la fosfomonoesterasa en diferentes suelos venezolanos como: valores
optimos de pH, cantidad de muestra y tiempo de incubacion.



MATERIALES Y METODOS

Muestras compuestas de suelos de varias regiones del pais se colectaron a nivel superficial
(0-15 cm). En el laboratorio se tamizaron a 2 mm previa eliminacién manual de los restos
vegetales (raices) y piedras. Parte de la muestra fue secada al aire para los anélisis
fisicoquimicos de rutina de acuerdo a protocolos estandares y el resto se preservo bajo
refrigeracion a 4 °C para el analisis enzimatico segin la técnica descrita por Tabatabai y
Bremner (1969). EI método se basa en la determinacion del p-nitrofenol (p-NF) liberado
cuando se incuba la muestra del suelo a 37 °C con el sustrato artificial p-nitrofenolfosfato,
en una solucién buffer (BUM: buffer universal modificado). Como aspectos metodolégicos
se estudiaron el efecto de la variacion del tiempo de incubacion (1 a 4 h), peso del suelo (1-
4 g) y pH del buffer ajustado a pHs entre 2 y 12.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas y actividad de la fosmonoesterasa acida (pH 6) y
alcalina (pH 9) de los suelos estudiados.

Suelo | Vegetac. | pH | COT | Nt Pt | Porg | Pinorg | Fosfomonoesterasa
(ug p-NF g*h™)

gkg? mg P kg™ Acida | Alcalina
MO | morichal | 5,1 | 35,0 | 0,60 | 225 | 114 1,0 53 41
CR caraota | 6,2 | 12,3 | 1,89 | 272 | 196 1,4 16 18
CC cacao | 7,3 10,2 | 1,22 | 235 | 155 8,3 44 47
FJ xerdfita | 7,7 | 19,4 | 2,33 | 187 | 110 2,2 63 52
S sabana | 3,7 | 44 | 056 | 142 | 72 0,9 43 26
F fresa 6,1 80 | 1,75 | 306 | 192 8,0 158 104
CF café 571295161 | 227 | 161 7,6 65 76
Gl pifa 69| 3,7 | 049 | 175 | 92 1,5 66 27
G Il mani | 6,0| 3,7 | 035 | 145 | 62 1,6 69 28
G Il mani | 59| 38 | 028 | 145 | 82 15 62 31
CS xerofita | 6,7 | 45 | 0,28 | 60 40 1,2 25 30
CN xerdfita | 6,9 | 26 | 0,21 | 70 40 1,2 24 34

Los valores de pH (H,0) varian de 3,7 en un suelo tipico de sabana hasta 7,7 en uno bajo
vegetacion xerofita con lo cual predominan suelos de &cidos y neutrales. EIl suelo con
mayor contenido de carbono organico total corresponde al desarrollado bajo vegetacion de
morichal (MO) y los més bajos contenidos fueron determinados en los suelos bajo
vegetacion xerdfita (CN y CS) y en sabanas cultivadas con mani y pifia (G I, G Il y GlIl) y
sin cultivar (S). Con respecto al nitrogeno total y fésforo total, los suelos agricolas por
efecto de la fertilizacion mostraron los niveles mas altos. El fosforo organico constituye una



fraccion importante del total entre 43 y 72% a diferencia del inorganico que apenas vario
entre 0,4y 3,5 %.

Las curvas de actividad enzimatica en funcion del pH se muestran en la Figura 1, de la cual
podemos determinar para cada suelo un pH &ptimo; el cual estd determinado por la
desnaturalizacion de la enzima a pH altos o bajos, y alteraciones en el estado de carga de la
enzima y/o el sustrato. Para cualquier enzima los cambios de carga pueden afectar la
actividad, ya sea cambiando la estructura o la carga del residuo que funciona para ligar el
sustrato o en la catalisis (Murray et al., 1994).
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Figura 1. Efecto del pH del buffer sobre la liberacion del p-NF en el ensayo de la actividad
de la fosfomonoestererasa en varios suelos.

En dicha figura se manifiesta la existencia de ambos tipos de fosfomonoesterasas en cada
uno de los suelos estudiados, una en el intervalo de pH &cido entre 5-6 (rango 13 y 157 pg
p-NF g*h™) y otra en el intervalo de pH alcalino 9-10 (rango 18-104 pg p-NF g'h?)
consistente con la revision de Speir y Ross (1978); en la mayoria de los casos predomina la
fosfomonoesterasa &cida concordando con los pHs &cidos de los suelos. Los pHs éptimos
para cada suelo no coinciden con los sugeridos en el protocolo original de 6,5 y 11



derivados en suelos agricolas de zonas templadas (Eivazi y Tabatabai, 1977). Sin embargo
los valores de este estudio estan en el mismo orden de magnitud que los reportados en la
literatura para suelos tropicales de carécter &cido.

En la Figura 2 se muestra el efecto del tiempo de incubacidn sobre la actividad de la
fosfomonoesterasa acida. La tendencia observada se ajusta en la mayoria de los casos a la
de la ecuacion de una recta con intercepto en cero; para algunos suelos hay desviaciones de
la linealidad a partir de los 2 horas. Esta simple relacién confirma que la reaccion se debe a
las enzimas acumuladas en el suelo y no por enzimas sintetizadas durante la incubacion.
Hay que tener en cuenta que a las muestras se les afiadié tolueno como inhibidor de la
actividad microbiana con lo cual aun cuando no se use este agente bacteriostatico se
recomienda tiempos inferiores a 2 horas. Esto confirma el estudio inicial de Tabatabai &
Bremner (1969) y como sefialan Skujins (1967) y Trasar et al. (2003) se debe evitar un
largo periodo de incubacion en los ensayos enzimaticos para evitar los riesgos de
crecimiento bacteriano a medida que se incrementa el tiempo de incubacién, que el sustrato
se haga limitante o que haya una asimilacion de los productos.
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Figura 2. Efecto del tiempo de incubacion sobre la liberacion del p-NF en el ensayo de la
actividad de la fosfomonoesterasa de varios suelos a pH 6.

La relacion entre el peso y la actividad enzimatica es del tipo lineal (Figura 3) y evidencia
de que la concentracion de sustrato utilizada en el método no fue limitante cumpliendo con
el requisito de una cinética de orden cero (saturacion de la enzima por sustrato).
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Figura 3. Efecto de la cantidad de suelo sobre la liberacion del p-NF en el ensayo de la
actividad fosfomonoesterasa de varios suelos a pH 6.

CONCLUSIONES

El pH 6ptimo de la fosfomonoesterasa vario entre los suelos estudiados y predominaron en
este caso las &cidas (rango pH 5-6). Para el andlisis de la actividad enzimética
recomendamos cantidades inferiores a los 2 gramos y un tiempo de incubacién menor a las
2 horas.
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