Articulo Cientifico

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 29 (3): 187 - 195, 2006

ASIMILACION DE NITROGENO EN RAICES Y HOJAS DE FRIJOL EJOTERO:
DEFICIENCIA VS TOXICIDAD DE NITROGENO

NITROGEN ASSIMILATION IN ROOTS AND LEAVES OF GREEN BEAN PLANTS:
DEFICIENCY VS TOXICITY OF NITROGEN

Esteban Sanchez'’, Juan Manuel Soto', Juan Manuel Ruiz’ y Luis Romero®

"Facultad de Ciencias Agrotecnoldgicas, Universidad Auténoma de Chihuahua. Ciudad Universitaria s/n (Campus Universitario I). 31310, Chihuahua,
Chih. México. Apdo. Postal 24, Tel. y Fax: 01 (614) 439-1844 Ext. 3117. Departamento de Fisiologia Vegetal, Facultad de Ciencias, Universidad de Gra-

nada. 18071, Granada, Espaia.
* Autor para correspondencia (ecsanchez@uach.mx)

RESUMEN

El crecimiento de las plantas depende, entre otros factores, de un
adecuado suplemento de nitrégeno para sintetizar aminoacidos, pro-
teinas, acidos nucleicos y otros constituyentes celulares necesarios
para el desarrollo. Un factor que influye en la regulacién de las enzi-
mas responsables de la asimilacion del N, es el propio estado nutri-
cional de N en las plantas, por lo que en este trabajo se estudiaron las
respuestas de estos procesos fisiolégicos ante condiciones desde defi-
ciencia hasta toxicidad de N. El nitrogeno fue aplicado a la solucién
nutritiva en la forma de NHsNOs y en dosis crecientes: N1 = 1.5 mM,
N2 = 3.0 mM, N3 = 6.0 mM, N4 = 12.0 mM, N5 = 18.0 mM y N6
= 24.0 mM de N. La deficiencia de N (N1 y N2) se caracterizé por
producir una disminucién significativa de la asimilacién de N, y tanto
en raices como en hojas las actividades de las enzimas NR, NiR, GS,
GOGAT y PEPCasa fueron inferiores a las observadas en el trata-
miento N3, que correspondié a la dosis optima. La inferior asimila-
cion de N en los tratamientos N1 y N2 fue la causa de que las plantas
tratadas con estas dosis produjeran minimas concentraciones de com-
puestos organicos nitrogenados (aminoacidos, proteinas y N organi-
co), lo que explica su baja produccion de biomasa respecto al trata-
miento N3. Por el contrario, la toxicidad de N (N4, N5 y N6) se carac-
terizo por favorecer concentraciones elevadas de NOs y NH4* en rai-
ces y hojas, sin que ello repercutiera de forma negativa en la asimila-
cion de N; esos tratamientos presentaron las maximas actividades en-
zimaticas y las mayores concentraciones de compuestos nitrogenados
organicos (tratamiento N6), pero esto no se reflejo en una mayor pro-
duccion de biomasa. Se concluye que la toxicidad de N tiene un efecto
mas negativo sobre la producciéon de biomasa que la deficiencia.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris L., asimilacién de nitrégeno, de-
ficiencia, frijol ejotero, nitrégeno, toxicidad.

SUMMARY

Plant growth depends, among other factors, of an adequate sup-
ply of nitrogen to produce amino acids, proteins, nucleic acids and
other cell components needed for plant development. One of the fac-
tors influencing the enzyme regulation system responsible for N as-
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similation, is the nutritional status of N in the plant; hence the objec-
tive of this research was to study this physiological process under a
range of N rates varying from deficiency to toxicity. Nitrogen was
applied in the nutrient solution in the form of NHsNOQs, at increasing
N doses N1=1.5 mM, N2=3.0 mM, N3=6.0 mM, N4=12.0 mM,
N5=18.0 mM, N6=24.0 mM of N. Nitrogen deficiency (N1 and N2)
produced a significant reduction of N assimilation in roots and leaves.
The enzymatic activities of NR, NiR, GS, GOGAT and PEPCasa
were lower than in N treatment (N3) which corresponded to the opti-
mum rate. The lower N assimilation in treatments N1 and N2 caused
minimum concentrations of N-organic compounds (amino acids, pro-
teins and organic N) and reduced plant biomass compared to N3. On
the other hand, N toxicity (N4, N5 and N6) was characterized for
higher concentrations of NOs” and NH4" in roots and leaves, but wit-
hout having a negative effect on N assimilation; these treatments sho-
wed the maximum enzymatic activity and higher N-organic com-
pounds (N6 treatment), although this was not reflected on higher
biomass production. We concluded that N toxicity had a higher ad-
verse effect on biomass production than N-deficiency.

Index words: Phaseolus vulgaris L., nitrogen assimilation, defi-
ciency, green bean plants, nitrogen, toxicity.

INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es cultivado y consu-
mido en casi todo el mundo. En algunos paises desarrolla-
dos, 20 % de la proteina disponible es proporcionada por
esa leguminosa. El frijol representa también una parte in-
tegral de la dieta proteica para 50 % de la poblacién mun-
dial (Deshpande ef al., 1984), y producido en grandes can-
tidades en el sur, centro y norte de América, y el este de
Africa (Singh, 1999).

El crecimiento de las plantas depende, entre otros fac-
tores, de un adecuado suplemento de nitrégeno para
sintetizar amino4cidos, proteinas, 4cidos nucleicos y otros
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constituyentes celulares necesarios para el desarrollo. En
la biosfera el N est4 disponible para las plantas en diferen-
tes formas, que incluyen el N2 molecular, amoniaco (NH3)
volatil y el N mineral (NOs" y NH4") y orgénico; en suelos
agricolas bien aireados el N nitrato es la forma mas abun-
dante y disponible de N (von Wirén ef al., 1997). El N es
el fertilizante mas usado en la agricultura actual debido a
que es relativamente barato, pero puede contribuir a con-
taminar el agua superficial y subterrdnea a través de la
lixiviacion y la erosion del suelo.

La asimilaciéon de N por las plantas requiere la absor-
cion de NOs', su reduccion a NO2', la conversion de NO2
a NH4", y la incorporacién de NH«* a compuestos organi-
cos (Sivasankar y Oaks, 1996; Stitt, 1999). Los factores
que influyen en la regulacion de las enzimas responsables
de la asimilacién del N son: etapa fenoldgica de la planta
(Ireland y Lea, 1999); relacién luz/obscuridad (Migge et
al., 1996); concentraciéon de sacarosa (Lam et al., 1996;
Sanchez et al., 2005); fuente nitrogenada: NOs y NH4*
(Ruiz y Romero, 1999); nivel de CO2 (Edwards y Coruzzi,
1989); temperatura (Woodall et al., 1996); nutrimentos
(Lopez-Lefebre et al., 2000; Ruiz y Romero, 2002); regu-
ladores del crecimiento (Ruiz ef al., 2000); productos de la
asimilacion de N (Padgett y Leonard, 1996); y variabilidad
genética (Ruiz y Romero, 1998).

La fertilizacién nitrogenada también juega un papel
significante en la calidad de los cultivos (Sisson et al.,
1991). Bajo deficiencia de N las plantas pueden sufrir alte-
raciones en su crecimiento y rendimiento final, alteracio-
nes que pueden ser particularmente severas durante los es-
tados criticos de crecimiento (Jones, 1997). Por otro lado,
el crecimiento de la planta disminuye con un suplemento
de N en forma de NHs™ que exceda de 10 mM, valor con-
siderado tres veces superior al de la toxicidad para algunas
especies (Cao y Tibbtts, 1999). Muchas especies vegetales
muestran reduccioén del crecimiento, hojas pequefias y sis-
tema radicular raquitico cuando son expuestas a altas con-
centraciones de N, y en casos severos conduce a la muerte
de la planta (Jones, 1997).

En general, existe escasa literatura disponible sobre es-
te tema, por lo que el objetivo del presente trabajo fue ana-
lizar la influencia que tiene la aplicacién de dosis deficien-
tes de N versus dosis toxicas sobre la produccion de bio-
masa, actividad enzimdtica y compuestos nitrogenados, en
raices y hojas de plantas de frijol ejotero.

MATERIALES Y METODOS
Manejo del cultivo y diseiio experimental

Las semillas del frijol cv. ‘Strike’ fueron germinadas
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en una camara a 28 °C durante 48 h. Posteriormente, las
plantas de frijol ejotero fueron cultivadas en cidmara de
cultivo en abril de 2000, en Granada, Espafia, bajo condi-
ciones ambientales controladas: humedad relativa de 60-80
%, temperatura 28/22 °C (dia/noche), fotoperiodo de 16/8
h (dfa/noche) e intensidad luminosa de 350 wmol m? s,
Las plantas crecieron en macetas individuales (25 cm de
didmetro superior y 25 cm de altura) de 8 L, rellenas com-
pletamente con vermiculita. Durante 30 d a partir del tras-
plante y antes de la aplicacion de los tratamientos experi-
mentales, las plantas recibieron una solucién nutritiva
completa de Hoagland (pH 6.0-6.1), la cual fue renovada
cada 3 d. Posteriormente, 30 d después de la germinacion,
se aplicaron los siguientes tratamientos de N (durante 30 d)
en la forma de NHsNOs: N1 =1.5 mM, N2 = 3.0 mM,
N3 = 6.0 mM, N4 = 12 mM, N5 = 18 mM y N6 = 24
mM, y se considerd la dosis N3 como la 6ptima, segin
Carbonell-Barrachina ef al. (1997). El disefio experimental
consistié en la distribucién al azar de los distintos trata-
mientos y de sus repeticiones. Cada tratamiento tuvo seis
repeticiones con cuatro plantas tratadas por repeticion.

Muestreo vegetal

Las plantas completas fueron muestreadas a los 60 d
después de germinadas, en la etapa fenoldgica de desarro-
llo completo y madurez del fruto. Las raices y hojas fue-
ron lavadas tres veces con agua destilada y detergente no
i6nico a 1 % (Wolf, 1982). Una parte del material vegetal
muestreado (5 g de raiz y hoja) fue utilizado en fresco para
el analisis de la nitrato reductasa (NR, EC 1.6.6.1), nitrito
reductasa (NiR, EC 1.7.7.1), glutamina sintetasa (GS, EC
6.3.1.2), glutamato sintasa (GOGAT, EC 1.4.1.14), fos-
foenolpiruvato carboxilasa (PEPCasa, EC 4.1.1.31), nitra-
tos (NOs), amonio (NHs"), aminoacidos y proteinas. La
produccién de biomasa radical y foliar se obtuvo como un
promedio de cada érgano estudiado, con base en materia
seca. Para cada variable analizada se utilizaron seis repeti-
ciones por tratamiento.

Ensayo de las actividades enzimaticas in vitro de
NR, NiR, GS, GOGAT y PEPCasa. Para la determina-
cion de las actividades enzimiticas de NR, NiR y GO-
GAT, tanto en raices como en hojas, se utilizd un medio
de extraccién adaptado para nuestras condiciones experi-
mentales especificas, con base en los métodos empleados
por Farnden y Roberston (1980), Groat y Vance (1981),
Lillo (1984), Kaiser y Lewis (1984), y Singh y Srivastava
(1986).

Extraccion de las enzimas NR, NiR y GOGAT. Una
cantidad de 1 g de material vegetal fresco (hojas y raices)
fue homogeneizado en una solucién amortiguadora (buffer)
fosfato (50 mM K:HPO+/KH2PO4, pH 7.5) que contenia 2
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mM de EDTA, caseina soluble a 1.5 % (p/v), 2 mM de
DTT y PVP soluble a 1 % (p/v). El homogenado resultan-
te fue filtrado y centrifugado a 5000 rpm durante 5 min, y
el sobrenadante obtenido fue centrifugado a 15000 rpm du-
rante 20 min; de esta manera se obtuvo el extracto enzima-
tico utilizado para medir las actividades NR, NiR y GO-
GAT.

Ensayo de la actividad NR. La actividad NR se hizo
con la metodologia de Kaiser y Lewis (1984). En un vo-
lumen final de 2 mL, la mezcla de reaccién contenia: 0.6
mL de soluciéon amortiguadora fosfato (100 mM de
K>:HPO+/KH:PO4, pH 7.5), 0.2 mL de KNOs 100 mM, 0.2
mL de cisteina 10 mM, 0.2 mL de NADH 2 mM, y 0.6
mL de extracto enzimatico. La actividad NR fue detenida
por la adiciéon de 0.1 mL de acetato de zinc 1 M después
de incubar las muestras en oscuridad a 30 °C por 30 min.
En seguida, para eliminar el precipitado formado tras la
adicion del acetato de zinc, se centrifugaron las muestras a
2000 rpm durante 15 min.

Finalmente, los NO>" del sobrenadante procedente de la
dltima centrifugacion fueron cuantificados por el método
de Hageman y Hucklesby (1971). Ademas, se prepard un
blanco con todos los reactivos, en el que se sustituyd el
volumen del extracto enziméatico por solucién amortigua-
dora fosfato. La actividad NR se expresd como pmol de
NO: formados mg™" proteina min™

Ensayo de la actividad NiR. La actividad de esta en-
zima fue determinada a través de la desaparicion de los
NO:z del medio de reacciéon (Lillo, 1984). El medio de re-
accion contenia 0.25 mL de solucién amortiguadora fosfa-
to (50 mM disuelto K2HPO+/KH2PO4, pH 7.5), 50 pL de
KNO: 20 mM, 75 pL de dimetil-violégeno 5 mM, 75 pL
de ditionito sédico 145 mM disuelto en NaHCOs 300 mM,
y 50 pL de extracto enzimatico. Después de incubar en
oscuridad a 30 °C por 30 min, la mezcla de reaccion se
agit vigorosamente hasta la oxidaciéon del dimetil-
violégeno (variacién del color azul a blanco) que conlleva
detener la actividad NiR. Finalmente, y tras la adicion de 5
mL de agua desionizada (Millipore RX-21), se tomd una
alicuota de 1 mL y se procedi6 a la cuantificacién de los
NO:> no transformados por la actividad NiR, por el método
de Hageman y Hucklesby (1971).

Se midié también un blanco en el que se omitié el
KNO: del ensayo y extracto enzimatico, un estindar de
KNO:2 20 mM que consistié en la mezcla de ensayo sin
extracto enzimatico, y también se midié un control para
cada muestra sin KNO2, con el fin de averiguar la cantidad
de KNO: presente en el extracto enzimatico. La actividad
NiR se expres6 como pmol NO: transformados mg™ pro-
teina min™.
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Ensayo de la actividad GOGAT. Esta actividad fue
ensayada espectrofotométricamente a 30 °C por medio de
la oxidaciéon de NADH a una longitud de onda de 340 nm,
como indican Groat y Vance (1981) y Singh y Srivastava
(1986). La disminucién de la absorbancia, lineal al menos
durante 10 min, fue registrada durante 5 min. La mezcla
de reaccion consistié de 0.75 mL de solucién amortiguado-
ra fosfato (50 mM K:HPO4+/KH2PO4, pH 7.5) que contenia
mercaptoetanol a 0.1% (v/v) y 1 mM de EDTA, 0.2 mL
de 2-oxoglutarato 18.75 mM, 0.1 mL de amino-oxiacetato
15 mM, 0.1 mL de NADH 1.5 mM, 0.15 mL de extracto
enzimatico, y finalmente 0.2 mL de L-glutamina 75 mM
que inicia la reaccion enzimatica. Se midieron dos contro-
les, el primero sin 2-oxoglutarato y el segundo sin L-
glutamina, con el fin de corregir la oxidacién endégena del
NADH. La actividad GOGAT se expres6 como pmol
NADH oxidados mg™ proteina min™.

Extraccion y ensayo de la actividad GS. La extrac-
cién de la enzima se realiz6 con el método de Ress et al.
(1995). Una cantidad de 0.5 g de material vegetal fresco se
homogeneiz6 con 5 mL de solucién amortiguadora HEPES
0.2 M, pH 7.9. El homogenado se centrifugé a 16 000
rpm durante 20 min, y el sobrenadante obtenido se utilizd
para medir la actividad GS.

El anélisis de la actividad GS se basé en el método des-
crito por Slawky y Rodier (1988). La mezcla de reaccion
contenfa: 0.6 mL de MgCl. 50 mM, 0.2 mL de EDTA-Na
5 mM, 0.4 mL de glutamato potasico 100 mM, 0.15 mL
acetato amoénico 50 mM, 0.4 mL de extracto enzimatico, y
0.25 mL de ATP 8 mM que inici6 la reaccion. La mezcla
de reaccion fue incubada en luz en un bafio de agua a 30
°C durante 15 min, tras lo cual se inhibi6 la reaccién en-
zimdatica por la adicién de 0.25 mL de H2SOs 1 N. La
mezcla fue luego centrifugada (11 000 rpm, 2 min), y del
sobrenadante resultante se tomd una alicuota de 50 pL para
cuantificar el Pi procedente de la utilizacién enzimatica del
ATP.

La concentracion del Pi se determiné con el método co-
lorimétrico del vanadomolibdofosférico (Hogue et al.,
1970), a una longitud de onda de 430 nm y frente a una
curva patréon de K2HPO4 (5-100 uM).

Se midié un blanco que consistié en la omisién del ex-
tracto enzimadtico y del glutamato, cuyos volimenes co-
rrespondientes fueron sustituidos por solucién amortigua-
dora HEPES. La actividad GS se expres6 como nmol Pi
mg" proteina min™.

Extraccion y ensayo de la actividad PEPCasa. La ex-
traccion y actividad de la PEPCasa se hizo con el método
de Vance y Stade (1984), modificado por Ocaifia et al.
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(1996). Se homogeneizaron 0.5 g de material vegetal fres-
co en 5 mL de solucién amortiguadora maleico-KOH 100
mM, pH 6.8, que contenia 100 mM de sacarosa, B-
mercaptoetanol a 2 % (v/v) y etilenglicol a 20 % (v/v). El
homogenado fue centrifugado a 4500 rpm durante 5 min,
se desechd el residuo y se sometid al sobrenadante a una
segunda centrifugacion de 16 000 rpm durante 20 min. El
sobrenadante obtenido en la dltima centrifugacion se utilizé
para determinar la actividad de PEPCasa.

La actividad de PEPCasa se determind espectrofotomé-
tricamente por oxidacién del NADH a una longitud de on-
da de 340 nm durante 3 min, al adicionar 25 YL de extrac-
to enzimatico a 0.975 mL de solucién amortiguadora bici-
na-KOH 0.1 M, pH 8.5, que contiene 10 mM de NaHCOs3,
5 mM de MgClz, 0.2 mM de NADH y 2 mM de PEP.

Se prepar6 un blanco que consistié en la omisién del
extracto enzimatico en el ensayo, y el volumen correspon-
diente fue sustituido por solucién amortiguadora bicina-
KOH. La actividad de PEPCasa se expres6 en pmol
NADH oxidado mg™” proteina min™.

Determinacion de aminoacidos y proteinas solubles.
Los aminoacidos y las proteinas solubles se cuantificaron
con los métodos propuestos por Yemm y Cocking (1955) y
Bradford (1976), respectivamente.

Una cantidad de 0.5 g de material vegetal fresco (raices
y hojas) fue homogeneizada con 5 mL de solucién amorti-
guadora fosfato (50 mM KoHPO«/KH:2POs4, pH 7.0). El
homogenado fue filtrado y centrifugado a 10 000 rpm du-
rante 15 min, y el sobrenadante se utiliz6 para cuantificar
estos compuestos nitrogenados. Todos estos procedimien-
tos fueron llevados a cabo entre 0 y 4 °C.

Para la cuantificacién de los aminoacidos solubles, se
adicion6 0.1 mL de extracto a 1.5 mL de reactivo de nin-
hidrina [1:1 (v/v) cloruro de estafio (80 mg de cloruro de
estafio disueltos en 50 mL de solucién amortiguadora citra-
to 200 mM, pH 5): ninhidrina (2 g de ninhidrina disueltos
en 50 mL de etilenglicol)]; esta mezcla se introdujo en un
bafio de agua a 100 °C durante 20 min. A continuacién y
una vez enfriada la mezcla, se le afiadi6 8 mL de propanol
a 50 %; pasados 30 min se procedi6 a la lectura de las
muestras a una longitud de onda de 570 nm, frente a curva
patrén de glicina (soluciéon madre de glicina: 10 mg/50
mL).

En la cuantificacién de las proteinas solubles se tomé
0.1 mL de sobrenadante y se adicion6 a 0.9 mL de solu-
cién amortiguadora fosfato (50 mM K-HPO+/KH2POs, pH
7.0) y a 5 mL de azul cromassie 10 % (p/v) mas etanol de
9 % a5 % (v/v) + HsPO4 de 85% a 10 % (v/v). Trans-

190

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 29 (3), 2006

curridos 20 min, las muestras se midieron colorimétrica-
mente a una longitud de onda de 595 nm, frente a una cur-
va patrén de albimina (solucién madre de albtimina: 10
mg/50 mL). La concentracion de aminoacidos y de protei-
nas solubles se expresé en mg g™ p.f.

Determinacion de las formas nitrogenadas. Las con-
centraciones de NOs” y NH4" se analizaron a partir de una
extraccion acuosa del material seco. El analisis de NOs™ se
hizo con el método de Cataldo et al. (1975). A 100 pyL de
la extraccion acuosa se le afiadi6 0.4 mL de una solucion a
10 % (p/v) de écido salicilico en acido sulfirico a 96 %, y
9.5 mL de NaOH 2 N. La concentracién de NOs™ se cuan-
tificé por colorimetria a una longitud de onda de 410 nm,
frente a una curva patrén de KNOs (50-500 pg/mL). Para
el NHs* se tomé un volumen de 100 pL de la extraccion
acuosa, y la concentracién de esta forma nitrogenada se
determiné con el método de Krom (1980). Las concentra-
ciones de NOs" y de NH4" se expresaron en mg g™ p.s.

En relacién al analisis de N orgénico (Norg), 0.15 g de
material seco fue sometido a un proceso de mineralizacion.
A 100 pL del mineralizado se le afiadi6 1 mL del reactivo
A [8.5 % (p/v) de salicilato sddico + 0.06 % (p/v) de ni-
troprusiato sédico] y 1 mL del reactivo B [4 % (p/v) de
NaOH + 0.625 % (p/v) de dicloroisocianurato sédico];
transcurridos 45 min se procedi6é a la medicién colorimé-
trica a una longitud de onda de 630 nm, frente a una curva
patrén de (NH4)2SO4 (0-20 pg/mL) (Krom, 1980). La con-
centracion de N orgénico se expresé en mg g' p.s. La
concentracion de N total (Nt) se obtuvo mediante la suma
de las concentraciones de NH4*, NOs" y de N organico, y
se expresé en mg g’ p.s.

Analisis estadistico

Todos los datos fueron sometidos a analisis de varian-
za. Para la diferencia entre las medias de los tratamientos
se utilizé la prueba de LSD a 95 % (SAS, 1987). Ademas,
se hizo un analisis de correlacién entre las diferentes va-
riables.

RESULTADOS Y DISCUSION

El N es el nutrimento mas ampliamente usado como
fertilizante y demandado para el crecimiento de las plantas
cultivadas (Weinhold ez al., 1995). En el presente experi-
mento, el tratamiento N3 present6 la méxima produccién
de biomasa foliar, con un incremento de 43 %, en relaciéon
al tratamiento N6 donde se present6 el valor minimo (Fi-
gura 1). En produccién de biomasa radicular, el tratamien-
to N1 present6 el mayor valor con un incremento de 51 %
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en relacion a N6, que de nuevo dio lugar a la menor canti-
dad de biomasa radical.

La aplicacién de 6 mM de N (N3) result6 ser el mejor
tratamiento para maximizar la produccién de biomasa fo-
liar y radical en plantas de frijol ejotero. Asi, los trata-
mientos por debajo de N3 (N1 y N2) pueden ser conside-
rados como deficientes en N, y se caracterizaron por au-
mentar el crecimiento radical y reducir el crecimiento de la
parte aérea y, por tanto, incrementan el cociente ra-
iz/parte aérea. Por otro lado, las dosis por encima del 6p-
timo, es decir N4, N5 y N6, se podrian considerar como
de elevadas a tdxicas por la disminucién que provocaron
de crecimiento radical y, sobre todo de la parte aérea.

Las plantas absorben N del suelo en dos formas inor-
ganicas: NOs” y NH4* (Chiallou ef al., 1986), pero la ab-
sorcién de NOs™ es el principal factor que determina su
posterior asimilacién e integracién en el metabolismo ni-
trogenado (Crawford, 1995; Glass y Siddiqi, 1995; Siva-
sankar y Oaks, 1996; Stitt, 1999). En nuestro experimento
se observo como a medida que aumentd la aplicaciéon de N
al medio, se incremento la concentracion de NOs™ en raices
y hojas (P < 0.05; Figura 2); el tratamiento N6 presentd
la mixima concentracion con incrementos de 66 % y 72 %
respectivamente, en relacion al tratamiento N1 en el que se
encontrd la minima concentracion de NOs en raices y
hojas. La acumulacién excesiva de NOs™ en N6 podria in-
dicar “a priori” que la absorcién y translocacién de NOs
hacia la parte aérea excede la capacidad de asimilacién de
las plantas (Mackown ez al., 1990).

Se ha indicado que una acumulacién excesiva de NOs
podria causar una disminucién del crecimiento y desarrollo
de las plantas. Por ejemplo, Andreeva et al. (1998) encon-
traron que aplicaciones elevadas de NOs a la solucién nu-
tritiva (> 10 mM de N), dieron lugar a un efecto estresan-
te para las plantas, al reducir sustancialmente procesos
clave para el desarrollo vegetal, tales como fotosintesis,
sintesis y acumulacién de almidén, y asimilacion de N, lo
que condujo a una importante reducciéon de la productivi-
dad. En nuestra experiencia, la concentracion foliar de
NOs observada en los tratamientos N4, NS5, y especial-
mente en N6, podria interferir o alterar los procesos men-
cionados anteriormente y provocar una reduccién de la
produccién de biomasa foliar. Efectivamente, la acumula-
cion excesiva de NOs™ coincidi6 con una disminucién dras-
tica de la produccién de biomasa foliar y radical.

La otra forma nitrogenada inorginica que puede ser
asimilada por las plantas es el NHs+*. En nuestro estudio se
observo como a medida que aument6 la aplicacion de N al
medio también increment6 la concentracion de NH4* en
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raices y hojas (P < 0.01; Figura 3), y el tratamiento N6
presenté la mixima concentracién con incrementos de 65
% y 71 % respectivamente, en relacion al tratamiento N1
en el que hubo la minima concentracién de NH4* en raices
y hojas.

Con respecto al NH4*, se ha demostrado que un eleva-
do aporte de este catién al medio perjudica el crecimiento
y produccion de las plantas, en comparacién con plantas
que han sido fertilizadas con NOs™ (Harada et al., 1968;
Wilcox et al., 1985; Cramer y Lewis, 1993). La toxicidad
de NH4* puede ser producida por las siguientes causas: 1)
Induccion de deficiencias por accién antagdénica con otros
nutrimentos, especialmente cationes; 2) Inhibicion del cre-
cimiento secundario originado por la acidificacién del me-
dio radicular; 3) Alteraciones en el pH intracelular y
balance osmotico; 4) Desacoplamiento del transporte de
electrones en la fotofosforilacién; y 5) Alteracion del me-
tabolismo de las poliaminas y fitohormonas (Gerendas et
al., 1997).

Al igual que ocurri6é con NOs’, se produjo una acumu-
lacién importante de NH4* en las hojas de plantas tratadas
con las dosis N4, N5 y especialmente con N6, lo que po-
dria explicar la reduccién de biomasa observada en estas
plantas. De hecho, el coeficiente de correlacién entre am-
bas variables fue negativo y significativo (r = 0.94%%%),

En relacién con las elevadas concentraciones de NOs y
NH4" encontradas en N6, Sanchez et al. (2000) han suge-
rido que la acumulacién excesiva de estos iones podria ser
la causa de la formacién y acumulacién de H20:2, lo que
contribuiria de forma decisiva en una reduccion de la bio-
masa por la aparicién de un estrés oxidativo, como lo se-
fialan Okuda ef al. (1991) y Garcia et al. (2001).

Como se indic6 antes, el crecimiento de la planta de-
pende del aporte adecuado de N para formar aminoécidos,
proteinas, 4cidos nucleicos y otros constituyentes celula-
res. En muchos estudios se ha comprobado que la etapa
limitante para la asimilacién de N es la reduccion de los
NOs a NOx catalizada por la enzima NR (Huber et al.,
1996; Sivasankar y Oaks, 1996). Posteriormente, la enzi-
ma NiR convierte el NO2 a NH+* (Sivasankar y Oaks,
1996; Migge y Becker, 1996), y ambas enzimas, NR y
NiR, son inducidas por los mismos factores (Oaks, 1994).
Un factor importante que regula tanto la actividad NR co-
mo la de NiR es la disponibilidad de NOs (Campbell,
1996).
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Figura 2. Acumulacion de NOs en raices y hojas de plantas de frijol ejotero en respuesta a los tratamientos de N (NI = 1.5 mM, N2 = 3.0 mM, N3 = 6.0
mM, N4 = 12.0 mM, N5 = 18.0 mM y N6 = 24.0 mM de N). Los datos son medias + error estandar (n=6).

7
. . i
~ 0 Raiz Hoja
4 =
a2 51
'an 4 1
of
g,
L2
- 2.
=
Z 1. HH
o | | |
N1 N2 N3 N4 N5 No N1 N2 N3 N4 N5 N6

Tratamientos de N

Figura 3. Acumulacion de NH4* en raices y hojas de plantas de frijol ejotero en respuesta a los tratamientos de N (NI = 1.5 mM, N2 = 3.0 mM, N3 = 6.0
mM, N4 = 12.0 mM, N5 = 18.0 mM y N6 = 24.0 mM de N). Los datos son medias + error estandar (n=6).
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En el presente experimento, las actividades NR y NiR
(Cuadro 1) presentaron una respuesta similar a la concen-
tracion de NOs', en el que el tratamiento N6 produjo las
maximas actividades con incrementos de 76 y 70 % res-
pectivamente, en relacion al tratamiento N1 en el que se
registraron las minimas actividades NR y NiR en raices y
hojas. Los datos de las actividades NR y NiR y de las con-
centraciones de NOs™ en raices y hojas confirman el exceso
de absorcién y traslocacién de NOs encontrada en el tra-
tamiento N6. Ademas, como ha sido observado en otros
trabajos (Sivasankar y Oaks, 1996; Ruiz et al., 1998), la
méxima reducciéon de NOs™ se produce en hojas (Cuadro
1), lo que sugiere que la mayor parte de los NOs son ab-
sorbidos y traslocados hacia las hojas donde son reduci-
dos.

Cuadro 1. Efecto de los tratamientos de N (NI = 1.5 mM, N2 = 3.0
mM, N3 = 6.0 mM, N4 = 12.0 mM, N5 = 18.0 mM y N6 = 24.0 mM
de N) sobre las actividades enzimdticas de NR, NiR, GS, GOGAT y
PEPCasa, en raices y hojas de plantas de frijol ejotero. Los datos son
medias (n=6), y los niveles de significancia estdn representados por * a P
< 0.05, **a P < 0.01, ***a P < 0.001.

Tratamieno NR NiR GS GOGAT PEPCasa
Raices
N1 0.018 0.48 0.10 0.15 1.64
N2 0.028 0.67 0.16 0.17 2.80
N3 0.035 0.82 0.22 0.26 3.94
N4 0.042 1.15 0.24 0.45 4.96
N5 0.051 1.18 0.26 1.03 10.72
N6 0.075 1.24 0.32 1.22 15.39
Significa— * * sk sksksk sk
ciéon
Hojas
N1 0.048 0.81 0.28 0.08 2.21
N2 0.060 1.20 0.58 0.11 5.39
N3 0.071 1.54 0.76 0.56 7.87
N4 0.080 4.64 0.83 0.73 9.04
N5 0.140 5.78 0.97 1.01 11.42
N6 0.165 6.36 1.36 1.47 16.77
Signiﬁca_ k3% sksksk sksksk sksksk sksksk

ciéon

Nitrato reductasa (NR) expresada en pM NO: formados mg prot. min;
Nitrito reductasa (NiR) expresada en uM NO2 transformados mg™ prot.
min'; Glutamina sintetasa (GS) expresada en uM Pi mg! prot. min’;
Glutamato sintasa (GOGAT) expresada en uM NADH oxidados mg"
prot. min'; Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCasa) expresada en pM
NADH oxidados mg’! prot. min'.

Tanto el NH4* originado en las plantas por la reduccién
de NOs como el suministrado via fertilizacién, son incor-
porados a formas organicas, principalmente a través del
ciclo GS/GOGAT (Sivasankar y Oaks, 1996; Migge y
Becker, 1996). La enzima GS cataliza la conversion del
aminoicido glutamato hacia la amida glutamina. Luego, la
enzima GOGAT cataliza la reduccién del grupo amida de
la glutamina para formar dos moléculas de glutamato. Una
de las moléculas de glutamato puede ser incorporada de
nuevo al ciclo GS/GOGAT, mientras que la otra se utiliza
para formar otros aminoacidos o para incorporarse a pro-
teinas (Sivasankar y Oaks, 1996). En el presente estudio,
las actividades GS y GOGAT se incrementaron con el au-
mento de la fertilizacién nitrogenada, y las maximas acti-
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vidades ocurrieron en el tratamiento N6, tanto en raices
como en hojas, con incrementos superiores a 65 % para la
actividad GS y de 85 % para la actividad GOGAT, con
respecto a la minima actividad encontrada en N1 (Cuadro
1). Un factor que determina la actividad de las enzimas GS
y GOGAT es la presencia de NH4+* (Oaks, 1994).

Se encontré una relacion positiva y significativa entre
el contenido de NH4" y las actividades enziméiticas GS y
GOGAT en ambos Organos (raices: NH4*-GS, r =
0.75%*%; NH4+*-GOGAT, r = 0.80**; hojas: NH4+"-GS, r
= 0.81**; NH4"-GOGAT, r = 0.92**%¥). Al igual que las
actividades NR y NiR (Cuadro 1), las maximas actividades
encargadas de la asimilacion del NH4* (GS y GOGAT)
ocurrieron en las hojas, lo que indica que la mayor asimi-
lacion de NH4* se llevd a cabo en este drgano.

La actividad PEPCasa refleja la relacién entre el meta-
bolismo nitrogenado y el metabolismo carbonado (Cham-
pigny y Foyer, 1992). En el presente trabajo, la aplicacién
de las diferentes dosis de N conllevé un aumento significa-
tivo de la actividad PEPCasa en raices y hojas (Cuadro 1),
y la maxima actividad se registrd en el tratamiento N6, con
aumentos de 89 y 87 % respectivamente, en relacién a N1
que dio lugar a la minima actividad. La actividad de PEP-
Casa siguié un comportamiento similar a la GS y GOGAT,
lo que confirma la relacion estrecha que existe entre el me-
tabolismo nitrogenado y carbonado (Champigny y Foyer,
1992).

La relacion entre ambas vias metabdlicas en plantas su-
periores ha sido reconocida por diferentes investigadores
(Naik y Nicholas, 1984; Champigny y Foyer, 1992). En
este estudio también se encontrd dicha relacién, ya que a
medida que se aumentaron las dosis de N se increment6 la
actividad enzimatica de PEPCasa, lo que puede indicar que
los esqueletos carbonados proporcionados por esta activi-
dad enzimética se destinaron en buena medida a la forma-
cién de compuestos nitrogenados.

Los productos finales de la asimilacién del N en las
plantas son principalmente aminoacidos, proteinas y N or-
ganico (Barneix y Causin, 1996). Los presentes resultados
muestran que estos compuestos nitrogenados se incremen-
taron con las dosis de N, al presentar las maximas concen-
traciones en el tratamiento N6 en raices y hojas (Cuadro
2), y las minimas en el tratamiento N1. En cuanto a la
concentracién del N total, éste presentd el mismo compor-
tamiento que el anteriormente descrito para el N orgénico.
Los maximos contenidos de estas formas nitrogenadas se
registraron en las hojas.
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Cuadro 2. Efecto de los tratamientos de N (NI = 1.5 mM, N2 = 3.0
mM, N3 = 6.0 mM, N4 = 12.0 mM, N5 = 18.0 mM y N6 = 24.0 mM
de N) sobre la concentracion de aminodcidos, proteinas, N orgdnico y N
total, en raices y hojas de plantas de frijol ejotero. Los datos son medias
(n=6), y los niveles de significancia estdn representados por * a P < 0.05,
¥ g P < 0.01, **aP < 0.001.

Tratamiento Aminoacidos Proteinas N organico N total
Raices
N1 0.25 1.32 26.68 27.53
N2 0.33 1.41 29.48 30.80
N3 0.62 1.74 34.20 39.82
N4 0.68 2.71 37.23 43.53
N5 1.48 3.48 39.35 46.17
N6 1.88 4.64 39.75 47.59
Significacion Hkk Hok Hk wE
Hojas
N1 0.95 5.66 28.12 29.91
N2 1.33 7.03 31.10 33.44
N3 1.92 7.20 40.51 45.83
N4 4.32 8.33 43.47 50.58
N5 5.83 12.21 63.47 73.41
N6 7.18 14.67 65.00 76.33
Significacion kK w* Hkk ok

Aminoacidos y proteinas expresados en mg g™ p.f.; N orgénico y N total
expresados en mg g p.s.

Con base en estos resultados, se postula que las plantas
de frijol ejotero carecen de mecanismos eficaces que eviten
la absorcién y asimilacion de N cuando la acumulacion in-
tracelular de fracciones nitrogenadas inorganicas (NOs y
NH4") sobrepasan el poder de asimilaciéon de éstas. Por
tanto, la acumulacién de NOs y NHs* que se produce a
partir del tratamiento N4, y en especial en el tratamiento
N6, podria ser la causa de la toxicidad detectada en estas
plantas, lo cual se reflejé en reduccion de biomasa y pro-
ductividad, como se describié anteriormente.

CONCLUSIONES

La deficiencia de N (1.5y 3.0 mM; N1 y N2) se carac-
terizd por disminuir significativamente la asimilacion de
N, y tanto en raices como en hojas las actividades de las
enzimas NR, NiR, GS, GOGAT y PEPCasa fueron infe-
riores a las observadas en la dosis de 6.0 mM (N3), en la
que se obtuvo el maximo crecimiento. La menor asimila-
cién de N en los tratamientos N1 y N2 fue la causa de que
las plantas tratadas con estas dosis produjeran minimas
concentraciones de compuestos orgdnicos nitrogenados
(aminoacidos, proteinas y N organico), lo que explicaria
su inferior produccién de biomasa respecto al tratamiento
N3.

Por el contrario, la toxicidad de N (12 y 18 mM; N5 y
N6) se caracterizd por favorecer concentraciones elevadas
de NOs" y NHs™ en raices y hojas, sin que ello repercutiera
de forma negativa en la asimilacion de N. Esos tratamien-
tos presentaron las maximas actividades enzimaticas y las
mayores concentraciones de compuestos nitrogenados or-
ganicos (tratamiento N6). Sin embargo, esto no se reflejo
en una mayor produccion de biomasa. Se concluye que la
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toxicidad de N tiene un efecto mas negativo en la produc-
cion de biomasa que la deficiencia.
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