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CRECIMIENTO, FIJACION DE NITROGENO, ACUMULACION Y

ASIMILACION DE NITRATOS CON DOSIS DE NITROGENO EN FRIJOL
Growth, Nitrogen Fixation, Nitrate Accumulation and Assimilation with Nitrogen Levels in
Common Bean

Lina Pliego’, Antonio Ocafia’ y Carmen Lluch?

RESUMEN

Se inocularon plantas de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) var. Africa con Rhizobium tropici (CIAT
899) y se cultivaron en condiciones controladas en
una camara de crecimiento. Se ensayaron cinco dosis
de KNO; (0, 1, 2, 5y 10 mM) que se adicionaron al
medio de cultivo inmediatamente después de la
siembra y durante el desarrollo del experimento. Se
estudio el efecto de la adicion del nitrato en cuatro
muestreos (18, 28, 34 y 40 dias después de la
siembra), registrando variables de crecimiento,
fijacion de nitrégeno estimada por la actividad
reductora de acetileno, la acumulaciéon de NO3; y su
asimilacion, en raiz y nddulo. El crecimiento de las
plantas resulté favorecido al aplicar el nitrato al medio
de cultivo, haciéndose mas evidente con la edad de la
planta. La cantidad de biomasa nodular (PSN, peso
seco de nddulos) se incrementd desde los 18 dias del
cultivo con las dosis 1 y 2 mM. La adicién de 1 mM
de KNO; aumentd la actividad de la nitrogenasa
(ARA) en el periodo vegetativo. Dosis elevadas de
nitrato estimularon la acumulacion de nitrato en hoja,
raiz y nodulo. La actividad nitrato reductasa en raiz
(NRr) resulté inducida con los tratamientos 5 y
10 mM, mientras que en el nédulo (NRn) la méxima
actividad ocurrié con 1 mM de KNOs. La actividad
nitrito reductasa en raiz (NiRr) también se estimulé
con los tratamientos 5 y 10 mM. Los resultados
obtenidos indican que existe una relacién entre la
actividad de la nitrogenasa y nitrato reductasa en el
nodulo. Ademds, aplicaciones tempranas de dosis
bajas de KNOs, etapa en la que la planta no esta aln
en posibilidades de beneficiarse del N, que procede de
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la fijacion simbidtica, favorecen el desarrollo del
nodulo, la fijacién de nitrégeno y la actividad nitrato
reductasa. La contribucion de la actividad NRn en la
reduccion del NO'; fue considerable. Las leguminosas
tienen la posibilidad de beneficiarse del nitrdgeno
(NO3) del suelo y del procedente de la fijacién
biologica del nitrégeno.

Palabras clave: Fertilizaciéon nitrogenada, nitrato
reductasa, nitrito reductasa, Phaseolus wvulgaris,
Rhizobium tropici.

SUMMARY

Common bean plants (Phaseolus vulgaris L.) cv.
Africa were inoculated with Rhizobium tropici strain
CIAT-899 and grown in an environment-controlled
chamber. Five concentrations of KNOs (0, 1, 2, 5, and
10 mM) were added to the growth medium
immediately after sowing and during all the
experiment. The effect of nitrate was studied at four
sampling dates (18, 28, 34, and 40 days after sowing).
Plant growth, nitrogen fixation, accumulation and
assimilation of nitrate, in root and nodule were
registered. Plant growth was stimulated with the
application of nitrate to the growth medium. The
nodular biomass (NDW) increased 18 days after
sowing with 1 and 2 mM. The supply of 1 mM KNO,
increased  nitrogenase  activity (ARA) during
vegetative stage. The highest dose of nitrate
stimulated nitrate accumulation in leaves, root, and
nodule. Nitrate reductase activity in root (NRr) was
enhanced with 5 and 10 mM NO7;, while in nodule the
maximum activity was recorded with 1 mM KNOsa.
Nitrite reductase activity in root (NiRr) was also
stimulated with treatments of 5 and 10 mM KNOs..
The results indicated that there is a relationship
between ARA and NR in nodules. In addition, a
supply of early and low doses of KNO; favored
nodule growth, nitrogenase activity, and NR in
nodule. The contribution of NRn in the reduction of
NO;  was significant. In legumes it is possible to
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obtain benefits from soil-N and N-N, from biological
fixation.

Index words: Nitrogen fertilization, nitrate reductase,
nitrite  reductase, Phaseolus vulgaris, Rhizobium
tropici.

INTRODUCCION

Para las leguminosas en simbiosis con bacterias
del género Rhizobium, las principales fuentes de
nitrégeno son: aquélla que procede del suelo y la que
se genera durante la fijacion bioldgica del nitrégeno
(FBN). No obstante, la FBN resulta mas costosa en
términos energéticos, por lo que la planta utiliza
preferentemente el N inorgénico del suelo, y es el
nitrato la forma mas comun de aportar este nutrimento
(Becana y Bedmar, 1991).

La primera enzima que interviene en la reduccion
del nitrato es la nitrato reductasa. En leguminosas
como Glycine y Vigna se ha observado esta actividad,
tanto en el citosol nodular, como bacteroidal; mientras
que Phaseolus, Lotus, Pisum y Vicia s6lo la expresan
en el citosol nodular (Becana y Bedmar, 1991). En
una segunda etapa, el nitrito generado es reducido por
la nitrito reductasa a amonio. Esta enzima se localiza
en la fraccién soluble de los nodulos y aumenta su
actividad con el contenido de nitrito, presumiblemente
inducida por éste (Caba et al., 1991).

Phaseolus vulgaris presenta una amplia
distribucién que va desde América hasta Asia. Su
importancia radica en el hecho de que representa la
mayor fuente de proteinas vegetales para la poblacién
de bajos recursos econémicos, como es el caso de
otras leguminosas (Mahé et al., 1994). Un porcentaje
importante de la superficie destinada a este cultivo
corresponde a suelos marginales, donde el nitrégeno
es el nutrimento que limita la productividad de esta
leguminosa (Bliss, 1993). Ademas, como en el caso
de otras leguminosas, el frijol se cultiva en zonas
destinadas a rotacién de cultivos, donde se incluyen
los cereales a los que generalmente se aplican
elevadas concentraciones de nitrégeno, razén por la
que suelen encontrarse altas cantidades de nitrato en
estos suelos (Herridge et al., 1994) y que, como se ha
probado, afecta de manera negativa la FBN. De
manera general, esta leguminosa es considerada pobre
para la FBN (Bliss, 1993). No obstante, estudios
previos muestran que algunos genotipos son capaces
de fijar cantidades elevadas de nitrogeno (Hardarson,
1993).
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No es posible generalizar una dosis de nitrato
adecuada en los cultivos de leguminosas, ya que
diversos factores estan involucrados: el genotipo
(Cherney y Duxbury, 1994; Ocafia et al., 1998); la
forma de aplicar el nitrato (Tanacka et al., 1985; Da
Silva et al., 1993); la etapa de desarrollo en que se
aporta el nitrégeno y se realiza la cosecha (Truchet y
Dazzo, 1982; Tirado et al., 1990); el tiempo del
tratamiento (Caba et al., 1995); la especie de
leguminosa (Sagan et al., 1993); la cepa de Rhizobium
utilizada (Hervas et al., 1991); las condiciones
nutricionales del suelo (Tsai et al., 1993), entre otros
factores. El objetivo del presente estudio fue analizar
las variaciones e interrelaciones observadas por
exposicion al KNO; aplicado a lo largo del desarrollo
del cultivo, en el crecimiento, la fijacion de nitrégeno,
la asimilacién de nitratos y la relacién entre estas
variables, en plantas de frijol inoculadas con bacterias
del género Rhizobium.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron semillas de Phaseolus vulgaris var.
Africa (proporcionadas por Interlagasa, S.A. Valencia,
Espafia) que se esterilizaron con hipoclorito de sodio a
5% por 3 min y se germinaron en condiciones
estériles en charolas con vermiculita himeda por 48 h
a 26 °C. Las plantulas seleccionadas por el tamafio de
la radicula (3 cm) se transfirieron a jarras de Leonard,
utilizando vermiculita como sustrato. Enseguida, se
inocularon con 1 mL de la suspension de 10° cél mL™
de Rhizobium tropici (CIAT 899). Esta suspension se
obtuvo por inoculacion en medio liquido de extracto
de levadura manitol (ELM) e incubacion a 26 °C
durante 48 h y en agitacion constante. EI nimero de
células viables en el in6culo se logré determinar por
medicion de la absorbancia a 540 nm en un
espectrofotémetro Spectronic 301, previa elaboracién
de una curva de crecimiento, relacionando densidad
Optica con poblacién, permitiendo asi, estimar el
tiempo necesario para lograr tener la poblacién
bacteriana especificada. Las jarras se colocaron, con
una distribucién completamente al azar, en una
camara de cultivo en condiciones controladas
(fotoperiodo: 16 h 1uz/8 h oscuridad; intensidad
luminica: 450 pmol m? s'; temperatura: 26 °C
dia/18 °C noche; humedad relativa 55% dia/75%
noche). Se regaron con solucidn nutritiva estéril
(Rigaud y Puppo, 1975) que contenia nitrato de
potasio en las dosis 0, 1, 2, 5y 10 mM durante todo el
desarrollo del cultivo. Se realizaron cuatro cosechas: a
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18, 28, 34 y 40 dias después de la siembra (DDS), las
que coincidieron con diferentes etapas fenoldgicas del
cultivo (periodo vegetativo, inicio de floracidn, inicio
de  fructificacion y  plena fructificacion,
respectivamente). Cada tratamiento incluy6 seis
repeticiones.

En cada cosecha se registraron las variables: peso
seco de planta (PSP), area foliar (AF), peso seco de
nodulos (PSN), actividad reductora de acetileno
(ARA), contenido de nitrato en hoja (Nith), raiz (Nitr)
y nodulo (Nitn), actividad nitrato reductasa en raiz
(NRr) y en el nodulo (NRn) y actividad nitrito
reductasa en raiz (NiRr) y en el nédulo (NiRn). El
area foliar registrada se obtuvo por medio de un
planimetro foto electrénico LICOR 3000.

La actividad de la nitrogenasa (EC 1.7.99.2) se
determiné por medio de la prueba de la actividad
reductora de acetileno (Herdina y Silsbury, 1991).
Porciones de raices noduladas (2 a 4 g) de seis plantas
se incubaron en viales perfectamente sellados a los
que se les extrajo 10% del volumen de aire y se
sustituyé con acetileno; enseguida, los viales se
colocaron en la oscuridad a temperatura ambiente. Se
tomaron alicuotas (0.2 mL) del medio de incubacion a
10 y 20 min, valorandose el etileno formado por
medio de un cromatografo de gases (Perkin Elmer
8600) equipado con un detector de ionizacion de
llama y una columna de Poropak de 2 mm de diametro
interno y 2 m de longitud.

Para la determinacion de nitrato se realizd una
extraccion acuosa, de acuerdo con Soares et al. (1985)
con ligeras modificaciones. El material vegetal se
macerd en agua hirviente (1.5 p/v) y después de filtrar
el extracto se centrifugd utilizando una centrifuga
Sorvall Superspeed RC-5B (Dupont Instruments) y se
determind el nitrato de acuerdo con Cataldo et al.
(1975).

La actividad NR (EC 1.6.6.2) en raiz y nddulo se
determing in vitro por el método descrito por Caba et
al. (1990). Porciones de 1 g de nddulos o raices se
homogeneizaron en un mortero con arena, PVPP y
10 mL de tampén fosfato 50 mM y pH 7.5,
Na,-EDTA 2 mM, DTT 2 mM, caseina a 1.5% (p/v).
El filtrado se centrifugd dos veces (la primera a
2500 g durante 5 min y la segunda a 30 000 g por
30 min). En este caso se valor6 la actividad con el
nitrito generado en el medio de reaccion (2 mL) de
acuerdo con Snell y Snell (1949), utilizando tampon
fosfato 50 mM y pH 7.5, KNO; 10 mM, cisteina
1 mM y NADH 0.2 mM y un volumen de extracto de
0.4 mL, incubando la mezcla por 30 min en un bafio
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con temperatura regulada (30 °C). La actividad de la
enzima se expresd en micromoles de nitrito generados
en el medio de reaccién por gramo de peso fresco y
por hora.

Para la determinacién in vitro de la actividad
nitrito reductasa (EC 1.6.6.4) en raiz y nédulo, se
sigui6 la metodologia de Caba et al. (1990),
valorandose la desaparicion de nitrito en el medio de
reaccion. El medio de extraccion utilizado a razén de
1:12 para el caso de nodulos y 1:6 en raiz fue: tampén
maleico-KOH 100 mM, (3-mercaptoetanol a 2% (v/v)
y etilenglicol a 15% (v/v). Después de centrifugar de
acuerdo con lo sugerido por Caba et al. (1990), el
extracto vegetal se incub6 con tamp6n fosfato 50 mM
pH 7.5, KNO, 2 mM, metil violégeno 0.75 mM y
Na,S,0, 21 mM a 28 °C durante 30 min, la reaccion
se detuvo por agitacion vigorosa de los tubos hasta la
completa oxidacidn del ditionito de sodio, tras lo cual
se adicionaron 8 mL de agua y se determind el
contenido de nitrito en la mezcla. Para la
determinacion del nitrato y de las actividades
enzimaticas, se utilizd un espectrofotometro Shimadzu
UV-1603.

Se utilizé un disefio completamente al azar y los
datos registrados se sometieron a analisis estadistico
con el programa Statgraphics plus (STSC Inc.,
Rockville, Maryland USA) por medio del cual se
realizaron: a) Andlisis de varianza multifactorial,
b) Prueba de minimas diferencias significativas
(MDS) entre medias (P <0.05); c) Coeficiente de
correlacién simple entre variables; y d) Analisis de
regresion.

RESULTADOS Y DISCUSION

El nitrato promovid significativamente el
crecimiento de la planta desde la segunda cosecha,
acentuandose el efecto con el tiempo, no siendo
proporcional a la dosis de NO; aplicada, ya que el
PSP a 28 DDS con las dosis 5 y 10 mM de KNO;
result6 sélo 50 y 86% mayor. En todos los muestreos,
la magnitud del area foliar fue del doble con 10 mM
en comparacion a los controles (Cuadro 1). El efecto
promotor observado de la aplicacién de nitrato sobre
el crecimiento de las plantas de frijol se conservo a lo
largo de todo el desarrollo del cultivo, esto coincidid
con lo reportado por Mdller et al. (1993). Sin
embargo, en algunas especies de leguminosas la
induccion del crecimiento no se aprecia, lo cual indica
que esas especies son capaces de adquirir suficiente N
a través de la FBN (Blumenthal et al., 1997).
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Cuadro 1. Efecto del nitrato de potasio aplicado desde la
siembra sobre el crecimiento (PSP y AF) y la fijacidn biol6gica
de N, (PSN y ARA), en plantas de Phaseolus vulgaris var.
Africa inoculadas con la cepa CIAT 899 de Rhizobium tropici.

DDS KNO; PSP AF PSN ARA
mM g cm? planta™ g pmol C;H,
g PFl h-lT
18 0 1.00 147 0.030 175
1 1.62 208 0.066 74.8 *
2 1.53 245 0.070 53.6 *
5 1.54 266 0.018 52.1*
10 1.89 317 0.014 455*
28 0 2.80 440 0.200 103.1
1 2.93 515 0.185 102.7
2 3.02 534 0.170 69.2
5 4.19 804 * 0.105* 60.5*
10 5.22* 1038 * 0.033* 38.8*
34 0 3.43 796 0.209 68.0
1 3.88 835 0.189 66.4
2 4.07 742 0.177 56.1
5 591* 1351 * 0.110* 248%*
10 6.82* 1857 * 0.090* 18.0*
40 0 431 961 0.312 30.7
1 5.14 1076 0.288 26.4
2 5.97* 1317* 0.254* 213
5 7.84* 1483 * 0.195* 14.6
10 9.03* 2420* 0.089 * 2.1
MDS (0.05) 118 232 0055  40.2

DDS: dias después de la siembra; PSP: peso de la planta; AF: area foliar;
PSN: peso seco de nédulos; ARA: actividad reductora de acetileno.
* Diferencias significativas a 0.05.

" Actividad por gramo de peso fresco de nédulos (PF).

Se ha reportado al area foliar como la variable que
se correlaciona mejor con el contenido de N total en
plantas noduladas de Pisum sativum, en tanto que en

Vicia faba se correlaciona mejor con el PSP (Caba et
al., 1994); esta ultima aseveracién coincide con lo
observado en el presente trabajo (Cuadro 2). Del
analisis de regresion realizado para las variables de
crecimiento, PSP y AF, se deduce que tienen una
estrecha relaciéon con la aplicacion de KNO;
(Cuadro 3).

Para las variables directamente relacionadas con la
fijacion de nitrogeno: PSN y ARA, su respuesta al
nitrato en el medio de cultivo dependi6 de la dosis y
del estado fenoldgico del cultivo (Cuadro 1). A
18 dias, las dosis 1 y 2 mM incrementaron el PSN en
100%; no obstante, este incremento no fue
significativo. Sin embargo, a partir de 28 DDS con
todas las dosis se redujo el PSN, efecto que fue méas
notorio con las dosis 5 y 10 mM con las que se
registraron reducciones de 50 a 84% en comparacion
con el control. En concordancia con estos resultados,
el andlisis de regresion indica una relacion lineal
negativa con la aplicacion del KNO; (Cuadro 3). A
18 DDS, la aplicacion de nitrato increment6 la
actividad de la nitrogenasa, resultando las dosis 1y
2 mM de KNO; con los valores mas altos. Para todos
los tratamientos, excepto 10 mM, el maximo de
actividad de la nitrogenasa ocurrié a 28 DDS, en el
resto de las cosechas la aplicacion de las dosis altas de
NO; (5 y 10 mM) la inhibieron. La variable ARA
respondié a la aplicacién del nitrato siguiendo una
tendencia parabdlica, como lo indica el modelo de
regresion (Cuadro 3). El comportamiento observado
de la evolucién del PSN y ARA corrobora el hecho
de que en el frijol, durante el establecimiento de la

Cuadro 2. Matriz de coeficiente de correlacion simple entre las variables relacionadas con el crecimiento, la fijacion de nitrégeno y
el metabolismo del nitrato en plantas de Phaseolus vulgaris de la var. Africa inoculadas con la cepa CIAT 899 de Rhizobium tropici

tratadas con nitrato potésico.

PSP AF PSN ARA Nith Nitr Nitn NRr NRn NiRr NiRn
PSP 1.00
AF 0.97 1.00 Valor critico
PSN 0.23 0.14 1.00 P< 0.05 0.01 0.001
ARA -0.61 -0.64 0.12 1.00 0.44 0.56 0.68
Nith 0.19 0.22 0.56 -0.23 1.00
Nitr 0.20 0.26 -0.67 -0.29 0.81 1.00
Nitn 0.68 0.55 0.28 -0.21 -0.05 -0.03 1.00
NRr 0.70 0.74 -0.44 -0.50 0.70 0.72 0.74 1.00
NRn -0.19 -0.27 0.07 0.51 -0.02 -0.04 0.05 -0.17 1.00
NiRr 0.28 0.31 -0.55 -0.28 0.47 0.48 0.16 0.58 -0.05 1.00
NiRn 0.03 0.04 -0.18 -0.08 0.21 0.18 -0.03 0.03 -0.01 0.42 1.00

Variables: PSP, peso seco de la planta; AF, area foliar; PSN, peso seco de nédulos; ARA, actividad reductora de acetileno, Nith, concentracion de nitrato en
hoja; Nitr, concentracion de nitrato en raiz; Nitn, concentracion de nitrato en nédulo; NRr, actividad nitrato reductasa en raiz; NRn actividad nitrato reductasa
en nodulo; NiRr, actividad nitrito reductasa en raiz; NiRn, actividad nitrito reductasa en nédulo.
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Cuadro 3. Analisis de regresion entre los niveles de KNO; y las variables dependientes relacionadas con el crecimiento, la fijacion

biolégica del N, y la asimilacién de nitratos.

Variable dependiente Ecuacion de regresion Coeficiente de determinacién Nivel de
(R?) significancia

PSP y = 3.087 + 0.284x 96.22 0.0032 **
AF y = 568.613+83.107x 99.75 0.0001 **
PSN y =0.192-0.0148 98.56 0.0007 **
ARA y = 66.75 - 5.51x + 0.34 X2 98.34 0.0166 *

Nith y =5.022 + 1.144x 97.19 0.0020 **
Nitr y =-0.617 + 3.689x 97.34 0.0019 **
Nitn y=2.88+0.17x - 0.016 X2 99.16 0.0084 **
NRr y =0.0399 + 0.0211x 96.94 0.0023 **
NiRr y =29.811 + 2.147x 93.64 0.0069 **
NiRn y = 23457 — 40.2x + 3.85 x* 99.87 0.0012 **

PSP: peso seco de la planta; AF: area foliar; PSN: peso seco de nédulos; ARA: actividad reductora de acetileno; Nith: contenido de nitrato en hoja; Nitr:
concentracion de NO; en raiz; Nitn: contenido de NO;z en nddulo; NRr: actividad nitrato reductasa en raiz; NiRr: actividad nitrito reductasa en raiz;

NiRn: actividad nitrito reductasa en nédulo.
*P< 0.05. **P< 0.01.

simbiosis, la planta sufre un periodo de deficiencia de
nitrégeno, que hace necesario el aporte de N-NO'; en
esa etapa (Hungria et al., 1991; Pacovsky y Fuller,
1991). En adicién, se puede decir que para esta
leguminosa en etapas tempranas de desarrollo, la
planta puede beneficiarse de una accion cooperativa
entre el N, fijado simbi6ticamente y el aportado a
través de la fertilizacion nitrogenada.

Resulto claro que la estimulacion del crecimiento
vegetativo como consecuencia de la aplicacion del
nitrato ocurrié en detrimento de la produccién de
biomasa nodular (Cuadros 1 y 3) y, en consecuencia,
de la fijacion de N, como lo reportaron Arrese-lgor et
al. (1997), mostrando un efecto sinérgico entre el
NO; vy la fijacion de N, (Stamford et al., 1995), pero
que en el presente estudio no se vio reflejado en la
correlacién entre ambas variables (Cuadro 2). El
efecto benéfico de la aplicacion de dosis bajas de
KNO; sobre la FBN se evidenci6 cuando ain no habia
un abundante crecimiento nodular (18 DDS) vy la
planta por si misma no era capaz de fijar cantidades
apreciables de nitrégeno atmosférico.

Kaiser et al. (1997) propusieron que el efecto del
nitrato en la fijacion simbidtica en nddulos de
P. sativum conlleva dos mecanismos separados, uno
inicial relacionado con la limitacion de oxigeno
(Wycoff et al., 1998) y otro inducido por la presencia
prolongada del nitrato, relacionado con su
metabolismo. Bacanamwo 'y Harper (1997)
propusieron que el control de la nodulacion y de la
fijacion de nitrédgeno en nddulos de soya esta mediado
por un mecanismo de retroalimentacion en el que se
involucra la acumulacién de asparagina y glutamato
en el nédulo. De acuerdo con lo propuesto por Parsons
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et al. (1993), si un aminoacido en especial es
exportado desde el xilema a la parte aérea, de donde
nuevamente podra retornar a la raiz y nédulo, en estos
tejidos y en el sistema vascular, su concentracion sera
dependiente de la tasa de produccion, liberacion y
utilizacién dentro del nédulo.

En el control, el mayor contenido de nitrato en
hojas se registrd en la etapa vegetativa, triplicando su
valor con la aplicacién de 5 y 10 mM de KNOs
(Figura 1) y declinando el contenido con la edad de la
planta en el caso de la dosis mas elevada. En raiz, para
todos los tratamientos, la mayor acumulacion del
nitrato ocurri6 al inicio de la fructificacion y alcanzé
su méaximo [50.04 umol (g PF)?] con la dosis mas
alta. Sin embargo, los mayores porcentajes de
incremento con respecto al control se observaron al
inicio de la floracion (cuatro a 50 veces), el valor
maximo se alcanzo con la dosis 10 mM al inicio de la
fructificacion. En las plantas control y en las tratadas
con 1 mM de KNOs, el contenido de nitrato en nédulo
fue similar. El resto de las dosis, a excepcion de
10 mM, provocaron un incremento en el contenido de
nitrato en la tercera y cuarta cosecha. Con base en
estos resultados, la acumulacién de nitrato en los
tejidos de plantas de frijol ocurri6 en el orden:
raiz<hoja<nédulo. La acumulacion de nitrato en
diferentes tejidos vegetales como consecuencia de la
fertilizacion nitrogenada se reporta en diversos
estudios (Caba et al., 1995; Svenning et al., 1996),
con un comportamiento que coincide con lo
observado en este trabajo. La exposicién prolongada a
nitrato provoca que la absorcion de éste decaiga, lo
que indica que el proceso estd controlado por un
mecanismo de retroalimentacion negativo (Siddiqui et
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Figura 1. Concentracion de nitrato en hoja (Nith), raiz (Nitr)
y nddulo (Nitn) en plantas de Phaseolus vulgaris var. Africa
inoculadas con la cepa CIAT 899 de Rhizobium tropici,
tratadas nitrato de potasio.
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al., 1989). El efecto se revierte cuando se elimina la
aplicacion de nitrato (Teyker et al., 1988). La
molécula sefial responsable de este mecanismo, en
primera instancia, pudiera ser el propio nitrato, o bien
otras especies de nitrdgeno como lo son el amonio y
nitrito (Aslam et al., 1996; King et al., 1993). Esto
explicaria el hecho de que la concentracion de nitrato
en hoja y raiz, en especial con las dosis més elevadas
de nitrato, decayera con el tiempo, sobre todo en la
Gltima cosecha (Figura 1). Los modelos de regresién
indican una relacion lineal significativa de las
variables contenido de nitrato en hoja y raiz, y
parabdlica de la variable en nddulos, con respecto a la
aplicacion de KNO; (Cuadro 3).

La actividad nitrato reductasa en raiz (NRr), en
ausencia de KNOs, presentd dos picos de actividad
méaxima, al iniciar de la floracion y en plena
fructificacion (Figura 2). La aplicacion de 5y 10 mM
de KNOj estimul6é la actividad NRr (dos a cinco
veces), acentuandose el efecto a 34 dias, sin embargo,
decae en la Gltima evaluacion, lo que coincide con lo
reportado por Traore y Maranville (1999). Se registrd
correlacién significativa (P < 0.05) entre el PSP y la
NRr, lo que refleja la contribucién de estos tejidos al
metabolismo del nitrato y al desarrollo de la planta, en
especial con los valores méas altos de KNO3 y en las
dos ultimas evaluaciones, etapas en las que existe un
metabolismo intenso dado el estado fenoldgico en el
que se encuentra el cultivo (etapa reproductiva).
Ademads, la correlacién negativa entre NRr y ARA
(Cuadro 2), sugiere la preferencia de la planta por
metabolizar el NO3™ en lugar del N, atmosférico, por
el alto costo energético que representa la reduccion de
este ultimo.

La determinacién de la actividad de la enzima
NRn en la variedad Africa de Phaseolus vulgaris
indica que ésta no es constitutiva. A 18 DDS con la
dosis 10 mM no fue posible determinar la actividad de
la enzima NRn, dado el escaso desarrollo nodular
causado por el efecto inhibitorio del NOs". De manera
contraria a lo que ocurri6 en raiz, los valores mas altos
de actividad de esta enzima se alcanzaron con la dosis
1 mM de nitrato, en tanto que con dosis moderadas y
altas, los valores encontrados fueron entre una a
cuatro veces menores (Figura 2). El valor de actividad
maximo se obtuvo a 28 dias después de la siembra lo
que coincide con el valor alcanzado en ARA.

Se ha detectado actividad inducida y constitutiva
de la enzima NRn en diferentes leguminosas. Asi, en



PLIEGO ET AL. RELACION ENTRE CRECIMIENTO, FIJACION DE NITROGENO, ACUMULACION DE NITRATOS EN FRIJOL

04 -
0.35 | NRr
MDS (0.05):]
0.3 1
s
- 025
Lo~
™
L g2
2
Ks) |
2 0.15
a
0.1 .
0.05 - Né
0.35 MDS (0.05): T NRn
< 03
N -
i 025 1
a
o 02
©
E 015 \\‘
b ¥
0.05 %\‘
0

[_-9-0 mM KNO, -1 —A—é'-{a—'s:a-m]

Figura 2. Actividad de la nitrato reductasa en raiz (NRr) y
nodulo (NRn) en plantas de Phaseolus vulgaris, tratadas con
nitrato de potasio aplicado desde la siembra.

nodulos de alfalfa se ha comprobado que esta enzima
es inducida (Becana et al., 1988), en tanto que en
nodulos de soya fue constitutiva (Evans, 1954). De los
estudios llevados a cabo con diferentes genotipos de
Vicia faba puede deducirse que la actividad in vitro de
la enzima NR nodular puede ser constitutiva (en la
mayoria de los genotipos), inhibida por la aplicacién
de NOs; aun en bhajas concentraciones (2 mM de
KNO:s), independientemente de que el tratamiento sea
de corta 0 mediana duracion y su actividad casi nula
(Caba et al., 1990; 1994; 1995). No obstante, s6lo en
algunas de las lineas se estimulé la actividad NRn con
la dosis minima (2 mM). De ésta y otras
investigaciones se deduce que debido a la gran
variabilidad en las condiciones experimentales, asi
como la leguminosa tratada y la cepa de Rhizobium
utilizada, se han obtenido resultados que resultan
contradictorios. Esto en cierta forma explica el
aumento en la actividad NRn por 1 mM de KNO;
observado en el presente trabajo.
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Los resultados obtenidos indican que la actividad
de la NRn fue considerable (41 a 78%) con la
aplicacion de bajas dosis de KNO; (1 mM), lo mismo
se observd para la fijacion bioldgica de nitrégeno
medida como actividad de la nitrogenasa, en particular
antes de que se tenga un buen desarrollo de masa
nodular (Cuadro 1). Esto corrobora el hecho de que la
planta puede aprovechar ambas fuentes de nitrogeno
para tener un buen desarrollo y crecimiento
(N-inorganico) y, finalmente, una buena produccién
de grano (N-atmosférico) de acuerdo con lo reportado
por Tirado et al. (1990).

En ocasiones, la actividad de la enzima NRn no es
inducida por el nitrato, lo cual se explica por el hecho
de que esta enzima pudiera estar involucrada en el
metabolismo de ureidos (Li y Gresshoff, 1990). Los
ureidos son compuestos organicos (principalmente
alantoina y &cido alantoico) que resultan ser los
primeros productos de la fijacién de nitrégeno en
leguminosas tropicales, como es el caso del frijol
(Schubert y Boland, 1990). Después de su sintesis en
el nédulo, los ureidos son exportados a la parte aérea,
donde seran utilizados para la sintesis de aminoacidos
y proteinas (Herridge et al., 1978; Streeter, 1979; Pate
et al., 1980). Li y Gresshoff (1990) observaron que,
en soya, el 4cido alantoico inhibe la actividad de la
enzima nitrato reductasa constitutiva en hojas, pero no
la inducida, hecho que en parte explicaria lo
acontecido en P. vulgaris, en donde ocurrié el
maximo valor de ARA, pero una nula actividad de la
enzima NR constitutiva. Sin embargo, persiste la
interrogante respecto a los resultados obtenidos de la
enzima NRn inducible por NO’;, ya que con la dosis
1 mM presentd su maxima actividad en cada una de
las evaluaciones y también para la evolucion de ARA,
que tuvo valores similares al control.

En estudios realizados por Khadri (1997) se
encontré que, para esta misma variedad de frijol, la
aplicacion de NOs; no favorecié la acumulacién de
ureidos en nodulos y savia, pero si incremento la
concentracion de aminoacidos, lo que pudiera explicar
que, para esta variedad, NRn no haya sido afectada
por ARA, hecho que se puso de manifiesto por la
correlacién positiva que muestran ambas variables
(Cuadro 2). Puesto que la fijacion de N, fue muy
sensible a la presencia de NOs en el medio, es l6gico
suponer que exista una estrecha relacion entre la
actividad de las enzimas NR y ARA (Stamford et al.,
1995). Sin embargo, como lo sefialaron Salsac et al.
(1984), esto no descarta la posibilidad de que en la
planta pueda haber competencia entre ambos procesos
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por los substratos energéticos, como puede apreciarse
en la tendencia de la NRr, lo que se corrobora por la
correlacién negativa entre esta variable y ARA
(Cuadro 2).

En raiz, la actividad de la enzima NiRr fue
constitutiva, mostrando dos picos de actividad
maxima, a 18 DDS y a 34 DDS, lo que pudiera
deberse al estado fenoldgico del cultivo. A 18 DDS
habia un escaso desarrollo de los nddulos y, por lo
tanto, no se presentaria la competencia que pudiera
darse entre la reduccion del nitrato y la fijacion de N..
Este hecho se ve reflejado en la correlacion
significativa (P = -0.55) que presentan el PSN y NiRr
(Cuadro 2). A 34 DDS habia una intensa actividad
metabdlica como consecuencia de la formacion del
fruto, concentrandose toda energia en este sumidero
de materiales y energia, razon por la cual la reduccién
del NO; ocurriria de preferencia en la fijacion de N,
gue resulta mas costosa desde un punto de vista
energético. Las tendencias mostradas por el patrén de
comportamiento de NiRr en plantas tratadas fueron
similares a las observadas en el control; se aprecia,
ademas, que la actividad de esta enzima resulto
promovida por la aplicacién de nitrato (Figura 3). Esta
respuesta se evidencié con mayor claridad desde el
inicio de la floracién, donde las dosis de 2 a 10 mM
aumentaron su actividad de 29 a 77%. Los valores
mas altos de actividad de esta enzima, tanto en el
control, como en los diferentes tratamientos de nitrato,
se obtuvieron en el inicio de la fructificacion. Este
efecto positivo se ha reportado en otras leguminosas
(Chalifour y Nelson, 1988). La actividad NiRr se
correlacion6 de manera positiva con el contenido de
nitrato en este drgano, asi como su actividad NR
(Cuadro 2). El analisis de regresion muestra que existe
una relacion lineal significativa en la respuesta de la
actividad NiRr y la aplicacion de KNO; (Cuadro3).

A diferencia de lo observado en raiz, la respuesta
de la actividad NiR en nddulo no fue clara, ya que los
valores de actividad de esta enzima no
correlacionaron con la dosis de KNOj3 aplicada ni con
el contenido del nitrato del tejido en cuestién
(Cuadro 2). En todos los tratamientos, incluyendo al
control, se presentaron dos puntos de actividad
maxima: a 18 DDS, es decir, en el estado vegetativo,
y a 34 DDS o inicio de fructificacion. Ademas, los
valores registrados de NiR fueron mayores en nédulo
que en raiz (Figura 3). La actividad NiR, tanto en
nodulo, como en raiz, fue mucho mayor que la
registrada para la actividad de la enzima NR, lo que
coincide con lo reportado por Becana y Sprent (1987)
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Figura 3. Actividad nitrito reductasa en raiz (NiRr) y nédulo
(NiRn) en plantas de Phaseolus vulgaris tratadas con nitrato
de potasio aplicado desde la siembra.

y Barro et al. (1994), por lo que se considera que el
paso limitativo en la reduccién del nitrato es el que
involucra a la NR, ademas de descartar la posibilidad
de una acumulacion de nitrito en el noédulo que
pudiera afectar directamente la fijacion de nitrégeno
(Arrese-lgor et al., 1997).

En Glycine max, la actividad nitrito reductasa
nodular incrementd en la zona bacteroidal y en la
corteza al exponerse durante cuatro dias al NOs,
después de lo cual su actividad decayd (Arrese-lgor et
al., 1998). La mayor actividad NiR en nddulo
comparada con la de raiz puede atribuirse a una
diferencia en la sensibilidad a la toxicidad del nitrito
entre estos érganos. Mientras que el nédulo presenta
capacidad de destoxificar el nitrito y, por lo tanto,
impide que interfiera con la leghemoglobina. Esta
capacidad no es observada en la raiz (Kanayama et
al., 1990).
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Del andlisis de los resultados referentes a las
variables relacionadas con la fijacion simbiotica del
N>: PSN y ARA, y de aquéllas relativas a la reduccion
del nitrato: NRn y NiRn, se aprecié que la aplicacién
temprana (18 dias del cultivo) de dosis bajas de nitrato
permiti6 que la planta se beneficiara de ambas
fuentes, si bien, esto no se reflej6 en las correlaciones
que tales variables presentaron (Cuadro 2). Este
comportamiento no se registrd en etapas tardias, como
fueron el inicio y la plena fructificacion, en las que los
valores para las referidas variables declinaron.

CONCLUSIONES

- Los resultados registrados en el presente estudio
indican que, en el caso concreto de Phaseolus
vulgaris, la aplicacion de KNOs; favorecié el
crecimiento a lo largo del desarrollo del cultivo y con
todos los valores utilizados. Este efecto benéfico
ocurrid en detrimento de la nodulacion y la fijacién
biolégica de N, (medida como actividad de la
nitrogenasa). No obstante, ambas variables
aumentaron notablemente con la aplicacion de 1 mM
de KNOjs, en especial en el estado vegetativo cuando
aln no existe un abundante desarrollo de la masa
nodular. La acumulacion de nitrato resulté favorecida
de forma proporcional con las dosis de fertilizacién
nitrogenada, de forma mas notoria en el nddulo,
seguido en la hoja y en menor proporcion en la raiz.

- En raiz, la enzima NRr fue constitutiva, ademas,
respondio positivamente a la fertilizacion nitrogenada,
en particular a dosis elevadas de KNOs. Por otro lado,
este cultivo no present6 actividad NRn constitutiva, en
tanto que la inducida alcanz6 su valor maximo con la
dosis 1 mM vy en el inicio de la etapa reproductiva, lo
que coincidio también con la tasa mas alta de ARA.
La contribucion del nédulo a la reduccién del nitrato
fue considerable, pero la participacion de la raiz (NRr)
fue mayor. Los procesos de reduccion de nitratos y
fijacion bioldgica de N, ocurren de manera simultanea
en el nddulo, e incluso los valores mas altos de las
actividades de las enzimas involucradas en los
mismos (ARA y NRn) pueden coincidir. Sin embargo,
no puede descartarse una posible competencia entre
ambos procesos, en especial en el inicio y plena
fructificacion. Por lo tanto, dosis bajas de nitrato
durante el periodo vegetativo favorecen el desarrollo
de los nodulos, la fijacion de nitrégeno y la actividad
nitrato reductasa en nddulos de frijol, permitiendo a la
planta beneficiarse, tanto de la fijacion biolégica de
N,, como de la reduccion de nitratos.
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