INVESTIGACIONES

EXUDACION DE CITRATO Y ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA EN RAICES DE LUPINO BLANCO
EN RESPUESTA A VARIACIONES EN LA DISPONIBILIDAD DE FOSFORO!

Citrate release and activity of phosphoenolpyruvate carboxylase in roots
of white lupin in response to varying phosphorus supply

Enrique Pefialoza H.?, Nelson Carvajal B.?, Luis J. Corcuera* y José Martinez 0.2

ABSTRACT

It has been proposed that one of the functions of the enzyme phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPCase) in the roots of white lupines consists in providing the carbon
required to support the significant quantity of citrate that is excreted by P-starved plants.
To demonstrate that citrate excretion by roots is an event more sensitive to P concentration
than PEPCase, the activity of the enzyme extracted from roots of white lupines growing in
soil as well as its activity and citrate release in plants growing in a nutrient solution were
measured. PEPCase activity of plants growing in soil at five P treatments (with P added to
obtain shoot P ranging from deficient to adequate) varied from 0.22 to 0.18 pmole NADH
mg protein” min”' for a shoot P of 0.14 to 0.19%, respectively. In a broad range of P
concentrations in nutrient solutions (with P added to obtain shoot P ranging from deficient
to near toxicity), the enzyme activity and citrate release were reduced to almost undetectable
levels when shoot P was increased to 0.7 and 0.5%, respectively. The results indicate that
in vitro PEPCase activity does not significantly change with the range of shoot P from
deficient to adequate, and suggest that the mechanism associated with citrate excretion
might be impaired at P concentrations lower than those required to inhibit PEPCase activity
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INTRODUCCION

Ellupino blanco (Lupinus albus L.) es una legu-
minosa adaptada a suelos 4cidos, que ha mostra-
do un adecuado comportamiento en suelos li-
mitantes en fésforo (P) disponible (Gardner y
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Boundy, 1983). Este comportamiento se atribuye
ala capacidad de la planta para exudar citrato a

través de sus raices proteoideas (Marschner et

al., 1987), cuya presenciay abundancia se corre-
laciona con la concentracion de P en el medio
de crecimiento (Gardner et al., 1982). En el
suelo, este dcido organico favorece la desorcion
de fosfato retenido en las fracciones labiles
(Gardner et al., 1983) y no labiles (Braum y
Helmke, 1995), dejandolo dlspomble para su
absorcion por la planta.

De acuerdo a estudios realizados en L. albus, la
exudacion de citrato puede representar entre el
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12y 26% del peso seco de la planta (Gardner et
al., 1983 ; Dinkelaker et al., 1989), contrastante
con el 0,5% exudado por Medicago sativa
(Lipton et al., 1987), especie que no produce
raices proteoideas. Sobre la base del rol esencial
que cumplirian los acidos organicos en la res-
puesta de L. albus al P, Johnson et al. (1994)
postularon la existencia de alteraciones en el
metabolismo del carbono (C) de raices proteoi-
deas, que permitirian explicar la significativa
cantidad de acidos exudados por la planta. Sus
resultados demostraron que en plantas sometidas
a deficiencias de P en el medio de crecimiento,
una alta proporcion del C exudado provenia de
la fijacidn no fotosintética, y que esta fijacion
de C se asocié con un aumento en la actividad
de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC
4.1.1.31) (PEPCasa).

No obstante observarse variaciones en la acti-
vidad de la PEPCasa en respuesta a P, los trata-
mientos utilizados para asociar esta enzima con
el metabolismo de los acidos organicos sélo
han considerado niveles de deficiencia y sufi-

cienciade P (Johnson et al., 1994, 1996a,b). En

tratamientos suficientes en P, la actividad
PEPCasa de raices proteoideas se redujo 23%
respecto de los tratamientos deficientesen P, en
tanto que las diferencias no fueron significativas
al comparar raices normales (Johnson et al.,
1996b). En estos estudios, la concentracion de
P utilizada practicamente inhibié la exudacion
de acidos organicos, lo que sugiere que los me-
canismos moleculares asociados con la exuda-
cién y/o la formacion y funcién de las raices
proteoideas serian mas sensibles a la presencia
de P que la actividad PEPCasa.

Con el proposito de demostrar esta hipétesis, en
la presente investigacion se estudié la relacion
entre la actividad PEPCasa de raices y la exu-
daci6n de acidos organicos en un amplio rango
de concentraciones de P externo, utilizando el
contenido de P total en la biomasa aérea como
indicador del estrés inducido por deficiencias
de P en L .albus.
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MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se realizaron en los invernaderos
del CentroRegional de Investigacion Carillanca,
del Instituto de Investigaciones Agropecuarias,
con L. albus cv. Victoria Baer, cultivado en
suelo y en solucion nutritiva. Se utilizaron con-
centraciones de P externo suficientes para obte-
ner rangos de P en la biomasa aérea fluctuantes
entre deficiente y adecuado para L. albus culti-
vado en suelo, asi como entre deficiente y cer-
cano a toxicidad para L. albus cultivado en so-
lucidén nutritiva, de acuerdo a los estandares nu-
tricionales definidos para esta especie por Snow-
ball y Robson (1986).

Crecimiento de plantas en suelo

Se utiliz6 un suelo Andisol de 3 mgkg'deP, 12
mg kg' de N, 205 mg kg de K, suma de bases
de 16,1 meq 100 g suelo™, capacidad de inter-
cambio catidnico efectiva de 16,5 meq 100 g
suelo™, 0,4% saturacién de aluminio, pH (H,0)
de 5,60, y 12% de materia organica. La semilla
se esteriliz en 80% etanol por 1 miny en 5%
NaOCl por 2 min, seguido de 3 lavados con
agua destilada. Se sembraron 8 semillas en ma-
ceteros de 3,5 kg de suelo, raleando a 2 plantas
por macetero posterior a laemergencia. En este
ensayo se incorpord Triticum aestivum cv. Re-
naico como testigo de respuestaa P, con el pro-
posito de demostrar lacapacidad de adaptacion
del L. albus a suelos muy bajos en P disponible.
Los tratamientos consistieron en cinco dosis de
P (0; 0,02; 0,04; 0,08 y 0,16 g P kg suelo apli-
cados como KH,PO,), con cuatro repeticiones.
Se utiliz6 una dosis basal de 0,02 g de K kg’
suelo (aplicado como KCl), y de 0,04 g de N kg'!
suelo (aplicado como NaNO,). La cosecha se
realizé 45 dias después de la emergencia (52
dias entre siembra y cosecha), evaluandose el
peso seco de la biomasa aérea (70 °C x 48 h), el
contenido de P total en la biomasa aérea, y la
actividad PEPCasa de raices.
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Crecimiento de plantas en solucién nutritiva

Se utiliz6 una solucién nutritiva compuesta de
1,0mMNH,NO;; 3,0mMKNO,; 2,0mM CaCl,;
1,0mMMgSO,; 12,5 uM H,BO,; 1,6 uM ZnSO;
2,0 pM MnSO,; 0,4 uM CuSO,; 0,035 uM
(NH)Mo,0, y 25,0 uM FeEDTA. La solu-
cioén nutritiva se renové cada 7 dias, ajustan-
dose diariamente el pH a 5,8 y la concentracion
de P en solucidn cada 3 dias. Los tratamientos
de P correspondieron a 0; 0,05; 0,1; 0,2 y 0,4
mM P en un ensayo de respuesta a P externo, y
de 0 y 0,1 mM P en un ensayo de cinética de
exudacion de acidos organicos. En ambos en-
sayos, la semilla se esteriliz6 superficialmente
con etanol y NaOCl, y se sembr6 entre toalla
absorbente saturada con agua destilada. Trans-
curridos 4 dias a 22 °C, las plantulas se tras-
plantaron en envases de plastico de 4,5 L de
capacidad (cinco plantulas por tratamiento, con
tresrepeticiones), sostenidas en una plataforma
de poliestireno perforada, y mantenidas con
aireacion permanente. La cosecha se realiz6 40
dias después del trasplante en el ensayo de res-
puesta a P externo, y a los 10, 20, 30 y 40 dias
después del trasplante en el ensayo de cinética
de exudacion de acidos. Dependiendo del propo-
sito del ensayo, las mediciones correspondieron
a actividad PEPCasa de raices, exudacion de
acidos orgénicos, y contenido de P en labiomasa
aérea.

Cuantificacion de la actividad PEPCasa

Estudios preliminares permitieron observar la
supresion de raices proteoideas en plantas man-
tenidas por 40 dias en solucién nutritiva, con
concentraciones de P externo por sobre 0,05
mM. Consecuentemente, laactividad de la enzi-
ma PEPCasa se evalué sé6lo en raices normales
(no proteoideas), lo que permitid comparar
tejidos similares de plantas mantenidas en suelo
y en solucion nutritiva. La enzima se extrajo a
partir de 1,0 g de apices radicales (0 a 2 cm),
macerando el tejido en nitrégeno liquido, y
homogeneizandolo con 1,5 mL de tampén de
extracciéon (0,1 M Tris-HCI pH 8,0; 0,01 M

MgCl; 0,01 MDTT; 2% PVP y 10% glicerol).
El homogeneizado se centrifug6 a 10.000 g por
10 min, utilizando el sobrenadante para la deter-
minacion de actividad enzimaticay de proteinas
totales. La actividad PEPCasa se cuantificé es-
pectrofotométricamente en una reaccién aco-
plada a la enzima malato dehidrogenasa, obser-
vando la desaparicion del NADH a longitud de
onda de 340 nm. La mezcla de reaccion se com-
puso de 0,1 M Tris-HCI pH 8,0; 10 mM MgCl,;
1 x 10* U L' de malato dehidrogenasa; 10 mM
NaHCO,; 30 mL de extractoy 0,5 mM NADH,
en un volumen total de 1,5 mL. La reaccidn se
inicid con laadicion de 3 mM fosfoenolpiruvato,
después de 2 min de agregado el NADH. Las
proteinas se precipitaron con ‘4cido tricloro-
acético y se cuantificaron por el método de
Lowry et al. (1951), utilizando albimina de
suero de bovino como estandar.

Extraccion y cuantificacion de acidos orga-
nicos exudados

La exudacion de acidos organicos se realizd
solo en plantas mantenidas en solucién nutritiva.
Previo alaextraccion de exudados, las raices se
desinfectaron con una solucion compuesta por
0,025 mg mL" tetraciclina y 0,05 mg mL"'
rifampicina por 2 h con el propédsito de prevenir
contaminacion bacteriana (Graham ez al., 1981).
Las plantas se lavaron con agua estéril y se
transfirieron a un matraz de 500 mL conteniendo
0,5 mM CaCl,, mantenido con aireacién perma-
nente mediante aire filtrado. Transcurrido un
periodo de exudacion de 4 ha 25 °C, los exuda-
dos radicales se concentraron por liofilizacion,
cuantificandose citrato y malato por métodos
enzimaticos. Para la cuantificacion de citrato, 2
mL del extracto se incubaron con 1 mL de tam-
pon (0,51 M glicilglicina pH 7,8; 0,6 mM Zn?*),
0,19 mM NADH y una solucién compuesta por
3,8x 10° U L de malato dehidrogenasay 8,8 x
103 U L' de lactato dehidrogenasa. Una vez
estabilizadas las lecturas espectrofotométricas
(340 nm), lareaccion se inicié con la adicion de
2,7x 102 UL de citrato liasa, registrandose los
cambios de absorbancia debido a la oxidacién
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del NADH, los que son directamente proporcio-
nales a la concentracion de acido citrico en la
muestra (Boehringer, 1984). Para la determi-
nacion de malato, 2 mL del extracto se incubaron
con 1 mL de solucidon tampén (0,6 M glicil-
glicina, 0,1 M glutamato, pH 10,0), 3,46 mM
NAD,y 1,5x 10°U L' de glutamato oxaloacetato
transaminasa. Unavezestabilizadas las lecturas
espectrofotométricas, la reaccidn se inici6é con
la adicién de 2,2 x 104U L' de malato dehidro-
genasa, registrandose los cambios de absorban-
ciadebidos a lareduccion del NAD, los que son
directamente proporcionales ala concentracion
de malato en la muestra (Boehringer, 1984).

Analisis estadistico

Se utilizo la desviacion estandar para la discri-
minacion de promedios en las determinaciones
de P total, actividad enzimatica y exudacion de
acidos organicos. Cuando procedio, las diferen-
cias entre tratamientos se determinaron mediante
analisis de varianza, ordenando los tratamientos
factorialmente en un disefio completamente al
azar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracion de P externo y actividad
PEPCasa

El comportamiento del L. albus en respuesta a
incrementos en laconcentracion de P, graficado
en la Figura 1, permitid confirmar la capacidad
de la especie para establecerse y crecer en sue-
los bajos en P disponible observada por otros
autores (Gardner y Boundy, 1983), y demostrar
que esta capacidad puede manifestarse incluso
en suelos con 3 mg kg!' de P inicial. En este
ensayo, la cuantificaciéon del P total en la bio-
masa aérea indicé que éste fluctué entre 0,14 y
0,19%, concentraciones que se ubican dentro
delrango de P definido como deficiente (0,13%)
y adecuado (0,22%) en L. albus (Snowball y
Robson, 1986). Para estos rangos de P en la
biomasa aérea, la actividad especifica de la
PEPCasa de 4pices radicales correspondi6 a
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0,22y 0,18 pmoles NADH mg proteina™ min-',
en ausencia de P, y en presencia de 0,16 g
P kg! suelo, respectivamente (Figura 2).

Aun cuando significativas, las variaciones en la
actividad de la enzima no mostraron una tenden-
cia que permitiera asociarla con el P externo su-
giriendo que, de existir tal relacion, ésta debiera
encontrarse dentro de un rango mas amplio de
concentraciones. Una mejor aproximacion hacia
el estudio de estarelacion se obtuvo en ensayos
en solucion nutritiva, donde las concentraciones
de P externo se hicieron variar entre 0 y 0,4
mM. En este tipo de ensayos, la concentracion
de P total en la biomasa aérea fluctud entre 0,13
y 1,55% (Figura 3a), lo que permitio cuantificar
la actividad enzimatica en raices de plantas
mantenidas dentro del rango de concentraciones
de P definidas como deficientes, y cercanas a
toxicidad en L. albus (Snowball y Robson,
1986). En estas condiciones, la maxima activi-
dad de la PEPCasa ocurrié en ausencia de P
externo (0,13% de P en la biomasa aérea), y
practicamente se inhibio con una concentracion
de P externo de 0,1 mM (0,7% de P en la bio-
masa aérea) (Figura 3b). La magnitud de la res-
puesta es consistente con la variacion en acti-
vidad de la enzima observada en raices normales
de plantas mantenidas en suelo (Figura 2), y su-
gieren que su contribucion a la fijacion autotro-
fica de C para la sintesis de acidos organicos no
seria alterada significantemente por la concen-
tracion de P, dentro de los rangos de P en la
biomasa aérea definidos como deficientes
(0,13%) y adecuados (0,22%) en L. albus.

Si bien no fue posible cuantificar la actividad
PEPCasa de raices proteoideas debido a que
éstas no se desarrollaron en todos los tratamien-
tos de P evaluados, lo observado en apices radi-
cales es consistente con la actividad PEPCasa
de raices proteoideas informada por Johnson et
al.(1996b) en plantas entre 10y 23 dias después
de la emergencia, para concentraciones de P
entre 0 y 0,05 mM. Desde un punto de vista
funcional, por lo tanto, estos resultados sugieren
que la enzima PEPCasa seria modulada de
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Figure 1.

Efecto de la fertilizacidén con fésforo sobre la produccién de materia seca por planta en L. albus cv. Victoriay
T. aestivum cv. Renaico, 45 dias después de la emergencia. Las barras verticales representan la desviacion
estandar.

The effect of P fertilization on the production of plant dry matter of L. albus cv. Victoria and T. aestivum cv.
Renaico, 45 days after emergence. Vertical bars represent the standard deviation.
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Figure 2.

Actividad especifica de la enzima PEPCasa y concentracién de P total en la biomasa aérea de L. albus, en
respuesta a la aplicacion de P al suelo. Las barras verticales representan la desviacion estandar.

Specific activity of PEPCase and total P concentration in the shoot as affected by different soil P treatments in
L. albus. Vertical bars represent the standard deviation.
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Figura 3. Concentraci6n de P total en la biomasa aérea (a) y actividad especifica de la enzima PEPCasa (b) en L. albus
mantenido en diferentes concentraciones de P en solucién nutritiva. Las barras verticales representan la

desviacion estandar.

Figure 3. Total P concentration in the shoot (a) and specific activity of PEPCase (b) in L. albus maintained at different
P concentrations in nutrient solution. Vertical bars represent the standard deviation.

manera similar por P, tanto en apices radicales
como en raices proteoideas de L. albus.

Concentracion de P externo y exudacion de
citrato

La exudacidn radical de citrato representa una
de las principales estrategias adaptativas utili-
zadas por el L. albus para acceder al P retenido
en el suelo. Aun cuando las evidencias sefialan
que la exudacion se reduce a niveles basales en
plantas regadas con una solucion nutritiva con-
teniendo 0,5 mM de P (Johnson et al., 1996b),

se desconoce el contenido de P foliar equivalente
aesta concentracion, asi como la concentracion
minimarequerida parainhibir el proceso. Cuan-
do se evalué la exudacion de citrato en respuesta
aconcentraciones de P externo fluctuantes entre
0y 0,4 mM, se observd que lamaxima exudacion
de citrato ocurrid en ausencia de P externo, y
practicamente se inhibié al incrementar la con-
centracion de P externo desde 0 a 0,05 mM
(Figura 4). Esta concentracion de P externo se
correspondi6 con un contenido de P total en la
biomasa aérea de 0,55%, indicando que la exu-
dacion de citrato seria inhibida con concentra-
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ciones de P externo inferiores a 0,05 mM en
solucién nutritiva, o en plantas con un contenido
dePtotal en labiomasa aérea menores a 0,55%.
Si bien no se dispone de observaciones entre 0
y 0,05 mM de P externo que permitan precisar
estaconcentracion, el examen visual del sistema
radical al término de la experiencia evidencid la
ausencia de raices proteoideas en concentracio-
nesde P de 0,05 mM, antecedente que permitiria
asociar el citrato exudado con la presencia de
raices proteoideas, de reconocida funcién en la
excrecion de citrato.

El citrato exudado mostr6 una tendencia similar
alo observado en la actividad de la PEPCasa en
respuesta a incrementos en la concentracion de
P externo (Figura 3b). Comparado con las varia-
ciones en actividad de la enzima, sin embargo,
laexudacidn de citrato practicamente se inhibi6
en plantas mantenidas en 0,05 mM de P externo
(Figura 4), concentracidén que provocé sélo el
38% de reduccidn en la actividad de la enzima

(Figura 3b). Estos resultados permiten indicar
que la exudacion de citrato en L. Albus, estaria
regulada por un mecanismo mas sensible a la
presencia de P externo o interno, que aquel aso-
ciado con laregulacion de la PEPCasa deraices.

Cinética de exudacion de acidos organicos

Ensayos dirigidos a determinar la cinética de
exudacion de acidos orgéanicos durante los pri-
meros 40 dias después del trasplante permitieron
observar que, en ausencia de P, la exudacion
comenzo a ser detectable a partir de los 10 dias,
y aumento significativamente sobre los 20 dias
después del trasplante, periodo que coincidié
con la apariciéon de raices proteoideas en la
planta. Al término de esta experiencia, plantas
mantenidas en ausenciade P exudaron 10 veces
mas citrato que aquellas mantenidas con 0,1
mM de P (Figura 5), tendencia consistente con
lo observado por Johnson et al. (1996a), y que
confirma la importanciade las raices proteoideas
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Figura 4. Exudacién de citrato (expresado como 4cido citrico) por raices de L. albus mantenido en diferentes concentraciones
de P en solucién nutritiva durante 40 dias. Las barras verticales representan la desviacion estandar.

Figure 4. Citrate (expressed as citric acid) exuded from the roots of L. albus maintained at different P concentrations in
nutrient solution for 40 days. Vertical bars represent the standard deviation.
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como estructuras especializadas en la exudacién
decitrato en larizdsfera. Sin embargo, la cinética
de la exudacion de citrato mostré una tendencia
similar a la acumulacién de biomasa radical a
través del tiempo (datos no presentados), sugi-
riendo la posibilidad que otros tejidos de la
raiz, como los apices radicales, puedan estar
también contribuyendo a la exudacidn.

Las cantidades de malato exudado por raices de
lupino mantenidas en ausencia de P representa-
ronel 75, 64, 13 y 4% del citrato exudado, a los
10,20, 30y 40 dias después del trasplante, y no
difirieron significativamente de plantas mante-
nidas en presencia de P. Estos resultados con-
trastan con los informados por Johnson et al.
(1996b), quienes detectaron la presencia de ma-
lato y succinato como contribuyentes adiciona-
les a la exudacion. Independiente de estas dis-
crepancias, la funcion del malato en la desorcion
de Pretenido en la fraccion inorganica del suelo
parece ser cuestionable, sobre la base de los
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resultados informados por Jones y Darrah (1994)
en una amplia gama de suelos, en tanto que el
succinato (no cuantificado en este estudio) no
cumpliria ninglin rol como agente de desorcion
de P (Struthers y Sieling, 1959).

Evaluaciones preliminares sobre la distribucion
del P total en tejidos foliares y radicales de
plantas mantenidas en ausencia de P indican
que el contenido de P foliar comienza areducirse
por bajo la concentracion estimada como ade-
cuada, a partir de los 10 dias después del tras-
plante, y alcanza niveles de deficiencia alos 30
dias, en ambos tejidos. Si bien esta tendencia es
consistente con la aparicion de raices proteoi-
deas, y con la deteccién de exudados (Figura 5),
las concentraciones de P representan un prome-
dio de diferentes tejidos, entre los que se inclu-
yen aquellos asociados con la exudacion de éci-
dos organicos, como las raices proteoideas, y
probablemente los apices radicales. Consecuen-
temente, una mejor aproximacion para explicar
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Figura 5. Exudacién de citrato (expresado como 4cido citrico) por raices de L. albus mantenido en solucién nutritiva en
ausencia de P (-P), y en presencia de 0,10 mM P (+P). Las barras verticales representan la desviacién estandar.

Figure 5. Citrate (expressed as citric acid) exuded from the roots of L. albus maintained in nutrient solutions without P
(-P) and with 0.10 mM P (+P). Vertical bars represent the standard deviation.
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elroldirecto o indirecto del P en el metabolismo
de plantas sometidas a deficiencias de P debiera
obtenerse mediante estudios que permitan cuan-
tificar su compartamentalizacion en la raiz, y
asociarlo con los cambios que ocurran en la
exudacién de citrato, o en la actividad de la
enzima PEPCasa.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados de esta investi-
gacion, los cambios de mayor magnitud observa-
dos en respuesta a variaciones en la concentra-
cion de P externo ocurrieron entre 0y 0,05 mM

en la exudacion de citrato, y entre 0 y 0,1 mM
en laactividad especifica de la enzima PEPCasa
de raices. Las determinaciones de actividad in
vitroindican que la PEPCasa no seria significan-
temente modulada por el P interno al menos
dentro del rango de P total definido como defi-
ciente a adecuado. Dentro de este rango, sin
embargo, el P externo o interno desempeiiaria
un rolimportante en la regulacién del mecanismo
de exudacion de citrato ya sea alterando procesos
moleculares asociados, o la producciénderaices
proteoideas, especializadas en la sintesis y ex-
crecion de dcidos organicos.

RESUMEN

Se ha propuesto que una de las funciones de
la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPCasa) de raices de lupino blanco (Lupinus
albus) consiste en proveer del carbono requerido
parasoportar la significativa cantidad de citrato
que es exudado por plantas sometidas a deficien-
cias de P. Con el propdsito de demostrar que la
excrecion de citrato es un evento mas sensible
a la concentracion de P que la PEPCasa, se
cuantifico la actividad de la enzima en lupino
blanco mantenido en suelo, asi como su actividad
y exudacion de citrato en plantas mantenidas en
solucion nutritiva. La actividad PEPCasa de
plantas mantenidas en suelo (con P agregado
para obtener concentraciones de P en la biomasa
aérea fluctuante entre deficiente y adecuado)
varid entre 0,22 y 0,18 umoles NADH mg
proteina’! min!, paraconcentracionesde Penla
biomasa aéreade 0,14y 0,19%, respectivamente.
En un rango mas amplio de concentraciones de

P en solucion nutritiva (con P agregado para
obtener concentraciones de P en la biomasa
aérea entre deficiente y cercano a toxicidad), la
actividad de la enzimay la exudacidn de citrato
se redujeron a niveles casi no detectables, cuan-
do las concentraciones de P en la biomasa aérea
se elevaron a 0,7 y 0,5%, respectivamente.
Estos resultados indican que la actividad
PEPCasa in vitrono se alter6 significativamente
en plantas mantenidas con concentraciones de
P en la biomasa aérea entre deficiente a ade-
cuado, y sugieren que el mecanismo asociado
con la excrecion de citrato seria inhibido por
concentraciones de P inferiores a aquellas re-
queridas para inhibir la actividad de la enzima
PEPCasa.

Palabras claves: Lupinus albus, fosforo, citrato,
fosfoenolpiruvato carboxilasa.
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