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RESUMEN

Uno de los principales factores que regulan la produccion
de biomasa, actividad enzimatica y cantidad de compuestos
nitrogenados en raices y hojas de plantas de frijol ejotero
(Phaseolus vulgaris L.) es el estado nutricional de
K, por lo que en esta investigacion se estudiaron las
respuestas de estos procesos fisiologicos a diferentes
concentraciones de K. Las plantas de frijol ejotero
cv. Strike se establecieron en camara de cultivo en la
primavera de 2000 en Granada, Espaiia, bajo condiciones
ambientales controladas: humedad relativa de 60-80%,
temperatura 28/22 °C (dia/noche), fotoperiodo de 16/8 h
(dia/noche) y una intensidad luminosa de 350 pmol m™
s". El K fue aplicado a la solucién nutritiva en la forma
de KOH en dosis crecientes: K1= 1.0 mM, K2= 2.0
mM, K3= 4.0 mM, K4= 8.0 mM, K5=12.0 mM y Ké6=
16.0 mM de K+. Los resultados indicaron que tanto la
deficiencia como la toxicidad de K* ejercieron un efecto
sobre el metabolismo nitrogenado similar al que produce
el estrés por N. Es decir, bajo condiciones deficientes de
K" (K1 y K2) se observé una disminucién de las enzimas
implicadas en la asimilacién de N, tales como: nitrato
reductasa, nitrito reductasa, glutamina sintetasa, glutamato
sintasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, resultando en bajas
concentraciones de aminoéacidos, proteinas, N organico y
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N total en las plantas de estos tratamientos, explicandose
asi una reduccién en la produccion de biomasa de 15%
con respecto al tratamiento K3. Con respecto a los
tratamientos elevados de K", se observo que las plantas
de frijol tratadas con K4, K5 y K6 se caracterizaron
por presentar concentraciones elevadas de NO,” y NH_',
mayor asimilacién de N y las maximas concentraciones
de compuestos nitrogenados, sin embargo, esto no se vio
reflejado en la produccion de biomasa, sino al contrario
se observé una reduccion del 35% en la produccién
de biomasa radical y foliar. Las dosis muy por encima
del éptimo, K5 y K6, se consideraron toxicas por la
disminucioén del crecimiento de la parte radical y parte
aérea, siendo esta ultima la mas afectada.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris L., asimilacion de
nitréogeno, nutricion.

ABSTRACT

One of the main factors regulating biomass production,
enzymatic activity and the amount of nitrogen compounds
in roots and leaves of snap beans (Phaseolus vulgaris
L.) is the nutritional status of K, hence the objective of
this research was to understand the effect of different
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potassium concentration on these physiological plant
responses. The experiment was carried out with the snap
bean cv. Strike in growth chambers during the spring
of 2000 in Granada, Spain. The controlled environment
conditions were: relative humidity 60-80%, temperature
28/22 °C (day/night), photoperiod 16/8 h (day/night) and
luminosity of 350 pmol m™ s™'. Potassium was applied as
nutrient solution of KOH in increasing concentrations:
K1= 1.0 mM, K2= 2.0 mM, K3= 4.0 mM, K4= 8.0
mM, K5= 12.0 mM, and K6=16.0 mM of K*. Results
indicated that both deficiencies and excess of K affected
the nitrogen metabolism in the same way that the effect
caused by N stress. Under K™ deficiencies (K1 and K2)
there was a decrease in the content of enzymes related
to N assimilation such as nitrate reductase, nitrite
reductase, glutamine sintetase, glutamine sintase, and
phosphoenolpyruvate carboxylase, causing in the plant
low concentrations of amino acids, proteins, nitrogen
organic compounds, all of which diminished biomass
production in 15% when compared to K3. Treatments with
higher concentrations of K" such as K4, K5 and K6 had
the greater concentrations of NO,” and NH ;, increased
assimilation of N and higher concentration of nitrogen
compounds. However, these increments were not related
to biomass, acummulation, on the contrary, dry weight of
roots and shoots were diminished in 35% due to the toxic
effects observed in treatments K5 and K6. Therefore, K*
doses above the optimal were detrimental for root and
shoot growth, being the shoot more diminished.

Key words: Phaseolus vulgaris L., nitrogen assimilation,
nutrition.

INTRODUCCION

Al igual que el N, el K" es el nutriente que se necesita en
concentraciones elevadas para un adecuado crecimiento
de las plantas, oscilando su concentracidén en un rango
de 2 a 5% de materia seca de la planta, tanto en partes
vegetativas, frutos o tubérculos (Daliparthy et al., 1994;
Marschner, 1997). El potasio juega un papel esencial en el
crecimiento y metabolismo de la planta, puesto que actiia
activando enzimas (Evans y Sorger, 1966), funciona como
un osmorregulador para mantener la presion de turgencia
de los tejidos (Kaiser, 1982), regula la apertura y cierre
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estomatico de los estomas (Humble y Raschke, 1971), y
equilibra la carga de los aniones (Streeter y Barta, 1984).
Una deficiencia de K" puede disminuir la fotosintesis de la
planta mediante la reduccion del area foliar (Huber, 1985)
y la fijacion neta de CO, (Ozbun et al., 1965).

Los macronutrientes, N y K*, estdn intimamente
involucrados en el metabolismo y crecimiento de las
plantas, en donde estos nutrientes participan de manera
conjunta en diferentes procesos bioquimicos. En el caso
del nitrégeno, éste participa directamente en la sintesis
de aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos y otros
constituyentes celulares necesarios para el desarrollo. La
asimilacion de N por las plantas requiere la absorcion de
NO;, su reduccion y la conversion de NO, a NH;, y la
incorporaciéon de NH,* inorganico a compuestos organicos
(Sivasankar y Oaks, 1996; Stitt, 1999). Los factores que
influyen en la regulacion de las enzimas responsables de
la asimilacion del N son: la etapa fenoldgica de la planta
(Ireland y Lea, 1999); la luz/obscuridad (Migge y Becker,
1996); la concentracion de sacarosa (Lam et al., 1996); la
fuente nitrogenada: NO,y NH,* (Ruiz y Romero, 1999),
el nivel de CO* (Edwards y Coruzzi, 1989); la temperatura
(Woodall et al., 1996); nutrientes (Lopez-Lefebre et al.,
2000; Ruiz y Romero, 2002), reguladores del crecimiento
(Ruiz et al., 2000), productos de la asimilacién de N
(Padgett y Leonard, 1996) y la variabilidad genética de
la especie de que se trate (Ruiz y Romero, 1998).

Por otro lado, un aporte adecuado de K* puede ser necesario
para el uso eficiente de la fertilizacion nitrogenada. Dado
que el uso del N, esencialmente en la forma de NO,’, como
fertilizante es un tema importante en la agricultura actual,
ya que el NO; como fertilizante es relativamente caro y
si no se emplea de manera adecuada puede contribuir a
la contaminacion de las aguas subterraneas y superficiales
a través de la lixiviacién y erosion del suelo (Sisson
et al., 1991), lo que ha obligado hoy en dia a buscar
nuevos cultivos, genotipos y sistemas de produccion que
hagan mas eficiente el uso de los nitratos aplicados como
fertilizantes.

En diferentes trabajos se ha mostrado la relacién del K* en
la absorcio6n, translocacion y asimilacion de los NO," en
las plantas. Rufty et al. (1981) demostraron la estrecha
relacion entre K*/NO," a nivel de absorcién y transporte.
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Por otro lado, se ha demostrado que la ausencia de K*
afecta también la asimilacion de NO,, ya que los NO;
son absorbidos y en gran parte asimilados por las raices
(Foster y Jeschke, 1993; Siebrecht y Tischner, 1999).
En resumen, un aporte adecuado de K* incrementa la
absorcion y transporte de NO,~ hacia la parte aérea y
conduce a una alta acumulacién de NO," (Ruiz y Romero,
2000) y consecuentemente produce una elevada actividad
del nitrato reductasa (NR) in vivo en hojas (Blevins et al.,
1978), mientras que la actividad NR en las raices declina
con la presencia de K* (Blevins et al., 1978; Foster y
Jeschke, 1993). El K* juega un papel importante para la
sintesis y activacion de la NR, siendo esta considerada la
enzima clave del proceso de asimilacion de N (Marschner,
1997). Sin embargo, pese al efecto directo del K* sobre la
absorcion, translocacion y asimilacién de NO,;, existe poca
informacién sobre la relacion entre estos dos nutrientes
inorgénicos, los cuales son basicos para el crecimiento y
desarrollo de la planta. Ademas, la literatura disponible
esta enfocada sobre el efecto que tiene la deficiencia de
K" sobre el metabolismo de NO,, examinando solamente
la relacién raiz-hoja. Con base a lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue analizar la influencia de diferentes dosis de
K" sobre la produccion de biomasa, actividad enzimatica
y compuestos nitrogenados en raices y hojas de plantas
de frijol ejotero cv. Strike.

MATERIALES Y METODOS
Manejo del cultivo y disefio experimental

Las semillas de Phaseolus vulgaris L. cv. Strike se
germinaron en una camara a 28 °C durante 48 h.
Posteriormente, las plantas de frijol ejotero fueron
desarrolladas en camara de cultivo en la primavera de
2000 en Granada, Espafia, bajo condiciones ambientales
controladas: humedad relativa de 60-80%, temperatura
28/22 °C (dia/noche), fotoperiodo de 16/8 h (dia/noche) y
una intensidad luminosa de 350 pmol m? s, Las plantas
crecieron en macetas individuales (25 cm de diametro
superior y 25 cm de altura) con un volumen de 8 L llenas
completamente con vermiculita. Durante 30 dias, antes
de la aplicacion de los tratamientos experimentales, las
plantas recibieron una solucién nutritiva completa de
Hoagland (pH 6.0-6.1), la cual fue renovada cada tres dias.

Posteriormente, 30 dias después de la germinacion, se
aplicaron los diferentes tratamientos de K* en la forma de
KOH: K1=1.0 mM, K2= 2.0 mM, K3= 4.0 mM, K4= 8.0
mM, K5=12.0 mM y K6= 16.0 mM de K* considerandose
la dosis K3 como la éptima segun Carbonell-Barrachina
et al. (1997). El disefio experimental consistié en la
distribucion completamente al azar de los distintos
tratamientos y de sus repeticiones. Cada tratamiento tuvo
seis repeticiones con cuatro plantas por repeticion.

Muestreo vegetal

Las plantas completas fueron muestreadas a los 60
dias después de germinadas, encontrandose en la etapa
fenolégica de completo desarrollo y madurez del fruto. Las
raices y hojas fueron lavadas tres veces con agua destilada
y detergente no ionico al 1% (Wolf, 1982). Una parte
del material vegetal muestreado (5 g de raiz y hoja) fue
utilizado en fresco para el anélisis de la nitrato reductasa
(NR), nitrito reductasa (NiR), glutamina sintetasa (GS),
glutamato sintasa (GOGAT), fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPCasa), nitratos (NO,"), amonio (NH,"), aminoacidos
y proteinas. La produccion de biomasa radical y foliar se
obtuvo como un promedio de cada 6rgano estudiado en
base a peso seco. .

Analisis vegetal

Para la determinacién de las actividades enzimaticas
NR, NiR y GOGAT, tanto en raices como en hojas, se
utilizé6 un medio de extraccién optimizado con base en
los métodos empleados por Farnden y Robertston (1980),
Groat y Vance (1981), Lillo (1984), Kaiser y Lewis
(1984), y Singh y Srivastava (1986).

Extraccion de las enizmas NR, NiR y GOGAT. Una
cantidad de 1 g de material vegetal fresco (hojas y
raices) fue homogeneizado en un tampé6n fosfato (50
mM K, HPO,/KH,PO,, pH 7.5) que contenia 2 mM de
EDTA, caseina soluble al 1.5% (p/v), 2 mM de DTT
y PVP soluble al 1% (p/v). El homogenado resultante
fue filtrado y centrifugado a 5000 rpm durante 5 min;
en seguida el sobrenadante obtenido fue centrifugado a
15000 rpm durante 20 min, obteniéndose de esta manera

el extracto enzimatico utilizado para medir las actividades
NR, NiR y GOGAT.
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Ensayo de la actividad NR. La medicion de la actividad
NR se realizé siguiendo la metodologia de Kaiser y
Lewis (1984). En un volumen final de 2 mL, la mezcla
de reaccion contenia: 0.6 mL de tampdn fosfato (100
mM de K,HPO,/KH,PO,, pH 7.5), 0.2 mL de KNO,
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 adicion de 0.1 mL de acetato de
zinc 1 M después de la incubacion de las muestras en
oscuridad a 30 °C durante 30 min. Posteriormente, y con
el fin de eliminar el precipitado formado tras la adicién
del acetato de zinc, se centrifugaron las muestras a 2000
rpm durante 15 min.

Los NO, del sobrenadante procedente de la altima
centrifugacion fueron cuantificados por el método de
Hageman y Hucklesby (1971). Ademas, se prepard un
blanco, el cual contenia todos los reactivos y en el que se
sustituyd el volumen del extracto enzimatico por tampon
fosfato. La actividad NR se expres6 como pumol de NO,
formados por mg proteina min™.

Ensayo de la actividad NiR. La medicion de la actividad
de NiR fue determinada a través de la desaparicion de
los NO, del medio de reaccion (Lillo, 1984). El medio
de reaccion contenia 0.25 mL de tampén fosfato (50 mM
disuelto K,HPO,/KH,PO,, pH 7.5), 50 uL de KNO, 20
mM, 75 pL de dimetil-violégeno 5 mM, 75 pL de ditionito
sédico 145 mM disuelto en NaHCO, 300 mM, y 50 pL
de extracto enzimatico. Después de una incubacién en
oscuridad a 30 °C durante 30 min, la mezcla de reaccidén
se agité vigorosamente hasta la oxidacioén del dimetil-
violdgeno (variacidn del color azul a blanco) que conlleva
la detencion de la actividad NiR. Después de la adicién
de 5 mL de agua desionizada (Millipore RX-21), se tomo
una alicuota de 1 mL y se procedié a la cuantificacion de
los NO, no trasnformados por la actividad NiR, por el
método de Hageman y Hucklesby (1971).

Se realiz6 un blanco que consisti6 en la omision de KNO,
en el ensayo y extracto enzimatico, un estandar de KNO,
20 mM que consistio en la mezcla de ensayo sin extracto
enzimatico, y finalmente, también se realizé un control
para cada muestra sin KNO, con el fin de determinar la
cantidad de KNO, presente en el extracto enzimatico. La
actividad NiR se expres6 como pmol NO," transformados
por mg proteina’ min™.
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Ensayo de la actividad GOGAT. La actividad GOGAT
fue ensayada espectrofotométricamente a 30 °C por
medio de la oxidacion de NADH a una longitud de onda
de 340 nm, esencialmente 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 consistio en 0.75 mL
de tampon fosfato (50 mM K HPO,/KH,PO,, pH 7.5) que
contenia mercaptoetanol al 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 hicieron dos
controles, el primero sin 2-oxoglutarato y el segundo sin
L-glutamina, con el fin de corregir la oxidacion endogena
del NADH. La actividad GOGAT se expresd como pmol
NADH oxidados por mg proteina™ min™'.

Extraccion y ensayo de la actividad GS. La extraccion
de la enzima GS se realizé siguiendo el método de Rees
et al. (1995). Para ello, se homogeneizé una cantidad
de 0.5 g de material vegetal fresco con 5 mL de tampodn
HEPES 0.2 M, pH 7.9. El homogenado se centrifugd a
16000 rpm durante 20 min, y el sobrenadante obtenido
se utilizé para medir la actividad GS.

El analisis de la actividad GS se basé en el descrito por
Slawky y Rodier (1988). La mezcla de reaccion contenia:
0.6 mL de MgCI12 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 reaccidn
enzimatica por la adicion de 0.25 mL de H SO, 1 N.
La mezcla se centrifugd (11000 rpm, 2 min), y del
sobrenadante resultante se tomd 50 pL para cuantificar el
Pi procedente de la utilizacion enzimatica del ATP.

La concentracion del Pi fue determinada usando el método
colorimétrico del vanadomolibdofosférico (Hogue et al.,
1970), a una longitud de onda de 430 nm y frente a una
curva patrén de K,HPO, (5-100 uM).

Se realizd un blanco que consistié en la omisién del
extracto enzimatico y del glutamato, siendo sustituidos
los volimenes correspondientes por tampén HEPES. La
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actividad GS se expresd como nmol Pi mg proteina
sl
min.

Extraccién y ensayo de la actividad PEPCasa. La
extraccion y actividad de la PEPCasa se realizo siguiendo
el método de Vance y Stade (1984), modificado por Ocafia
et al. (1996). Se homogeneiz6 0.5 g de material vegetal
fresco en 5 mL de tampén maleico-KOH 100 mM, pH
6.8, que contenia 100 mM de sacarosa, B-mercaptoetanol
al 2% (v/v), y etilenglicol al 20% (v/v). A continuacion
el material homogeneizado se centrifugd a 4500 rpm
durante 5 min, desechandose el residuo y sometiendo al
sobrenadante a una segunda centrifugacién de 16000 rpm
durante 20 min. El sobrenadante obtenido en la Gltima

centrifugacion se utilizo para determinar la actividad
PEPCasa.

La actividad enzimatica PEPCasa se determiné
espectrofotométricamente por oxidacién del NADH a una
longitud de onda de 340 nm durante 3 min, adicionando 25
uL de extracto enzimatico a 0.975 mL de tampén bicina-
KOH 0.1 M, pH 8.5 que contiene 10 mM de NaHCO,, 5
mM de MgClL, 0.2 mM de NADH, y 2 mM de PEP.

Se prepardé un blanco que consistié en la omisién
del extracto enzimatico en el ensayo, el volumen
correspondiente fue sustituido por tampon bicina-KOH.
La actividad PEPCasa se expresé como umol NADH
oxidados mg proteina’ min-'.

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

Se homogeneizé una cantidad de 0.5 g de material
vegetal fresco (raices y hojas) con 5 mL de tampén
fosfato (50 mM K HPO,/KH,PO,, pH 7.0). El material
homogeneizado fue filtrado y centrifugado a 10000
rpm durante 15 min, resultando un sobrenadante que
fue utilizado para la cuantificacion de estos compuestos
nitrogenados. Todos estos procedimientos fueron llevados
a cabo a una temperatura de 0 a 4 °C.

Para la cuantificacion de los aminoacidos solubles, se
adicion6 0.1 mL de extracto a 1.5 mL de reactivo de
ninhidrina [1:1 (v/v) cloruro de estafio (80 mg de cloruro

de estafio disueltos en 50 mL de tampdn citrato 200 mM,
pH 5): ninhidrina (2 g de ninhidrina disueltos en 50 mL de
etilenglicol)], y esta mezcla se introdujo a 100 °C durante
20 min. A continuacién y una vez enfriada la mezcla se
le afiadié 8 mL de propanol al 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 (solucion
madre de glicina: 10 mg/50 mL).

En la cuantificacion de las proteinas solubles se tomo 0.1
mL de sobrenadante y se adicion6 a 0.9 mL de tampén
fosfato (50 mM K,HPO JKH,PO,, pH 7.0) y a 5 mL de azul
cromassie (Cromassie al 10% (p/v) mas Etanol del 96% al
5% (v/v) + H,PO, del 85% al 10% (v/v). Transcurridos 20
min, las muestras se midieron colorimétricamente a una
longitud de onda de 595 nm, frente a una curva patrén de
albumina (solucién madre de albamina: 10 mg/50 mL).
La concentracion de aminoacidos y proteinas solubles se
expresaron como mg g de peso fresco.

Determinacion de las distintas formas nitrogenadas.
Las concentraciones de NO," y NH,* fueron analizadas
a partir de una extraccion acuosa del material seco. El
andlisis de los NO,™ se realiz6 siguiendo el método de
Cataldo et al. (1975). A 100 pL de la extraccion acuosa
se le afiadio 0.4 mL de una solucién al 10% (p/v) de
acido salicilico en acido sulfarico al 96%, y 9.5 mL de
NaOH 2 N. La concentracién de NO," se cuantificd por
colorimetria a una longitud de onda de 410 nm frente a
una curva patréon de KNO, (50-500 pg/mL). Para el NH Y
se tom6 un volumen de 100 pL de la extraccién acuosa, y
la concentracién de esta forma nitrogenada se determind
siguiendo el método de Krom (1980). Las concentraciones
de NO, y de NH,* se expresaron como mg g peso de
materia seca.

En relaci6n con el andlisis de N organico (Norg), se sometio
a 0.15 g de material seco a un proceso de mineralizacion.
A 100 pL del mineralizado se le afiadieron 1 mL del
reactivo A [8.5% (p/v) de salicilato sédico mas 0.06%
(p/v) de nitroprusiato sédico] y 1 mL del reactivo B [4%
(p/v) de NaOH mas 0.625% (p/v) de dicloroisocianurato
sédico], y transcurridos 45 min se procedié a la medicion
colorimétricamente a una longitud de onda de 630 nm,
frente a una curva patron de (NH,),SO, (0-20 pg/mL)
(Krom, 1980). La concentracién de N organico se expresd
como mg g'. La concentracién de N total (Nt) se obtuvo
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mediante la suma de las concentraciones de NH,*, NO;
y de N organico, expresandose como mg g' de materia
seca.

Analisis estadistico

Todos los datos fueron sometidos a un analisis de varianza.
Las diferencias entre las medias de los tratamientos fueron
comparadas utilizando la prueba de la Diferencia Minima
Significativa (DMS) al 0.05% (SAS, 1987). Los niveles
de significancia estan representados por * a p<0.05, ** a
p<0.01, *** a p< 0.001 y NS como no significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

El potasio (K*) junto con el nitrégeno (N), es uno de los
elementos que mayor influencia tiene sobre el crecimiento
y desarrollo de la planta (Shuman, 1994; Pettigrew
y Meredith, 1997). Los tratamientos de K* afectaron
significativamente la produccién de biomasa radical (p<
0.01) y foliar (p< 0.01) (Figura 1). En lo que se refiere
a la produccion de biomasa foliar, el tratamiento K3, fue
el que presentd el mayor valor, con incrementos de 36 y
15%, con relacion a los minimos valores presentados en
K1y K6 respectivamente, mientras que la produccién de
biomasa radical obtuvo su maximo valor en K1, con un
incremento del 35% con relacion a K6 (Figura 1).

Cabe resaltar que la aplicacion de 4.0 mM de K (K3) y
en menor grado la dosis de 8.0 mM (K4) resultaron ser
los tratamientos optimos para una eficaz produccion de
biomasa radicular y foliar en las plantas de frijol ejotero
cv. Strike, mientras que los tratamientos por debajo de
los 6ptimos (K1 y K2), se consideraron dosis deficientes
de K, caracterizandose por mayor crecimiento radicular
y reducido crecimiento de la parte aérea. Las dosis por
encima del 6ptimo, K5 y K6, se consideraron tdxicas por
la disminucién del crecimiento de la parte radicular y parte
foliar, siendo esta Gltima la mas afectada.

Un adecuado aporte de K* es necesario para el uso eficiente
de la fertilizacion nitrogenada (Sisson et al., 1991; Ruiz
y Romero, 2002). Diferentes trabajos han mostrado
la implicacion del K* en la absorcion, translocacion y
asimilacion de NO, en las plantas (Siebrecht y Tischner,
1999). Rufty et al. (1981) demostraron una relacion
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estdndar.

Figura 1. Efecto de diferentes dosis de potasio sobre la
produccion de biomasa radicular y foliar en
plantas de frijol ejotero cv. Strike.

estrecha entre la absorcion y transporte de K'/NO,". Se ha
comprobado que la limitacion de K* afecta la asimilacion
de NO, y el lugar donde se realiza este proceso (Foster y
Jeschke, 1993; Siebrecht y Tischner, 1999). Un adecuado
aporte de K* incrementa la absorcion y transporte de
NO;, hacia la parte aérea, lo que produce un aumento de
la disponibilidad de NO," induciéndose la actividad de
la NR en hojas (Blevins et al., 1978; Ruiz y Romero,
2000). Por el contrario, cuando el K* es limitante se
induce la translocacién de NO, hacia fuera de las hojas
produciéndose su asimilacion preferencialmente en las
raices (Blevins et al., 1978; Foster y Jeschke, 1993).

Sin embargo, y pese al efecto directo existente del K*
sobre la absorcién, translocacion y asimilacion de NO;,
hay poca informacién disponible sobre la relacién entre
estos nutrientes inorganicos cuando el K* sobrepasa los
niveles optimos. En esta investigacién, los niveles de
NO; en raices y hojas (p<0.01) (Figura 2) mostraron una
respuesta lineal a la fertilizacién de K*, con las maximas
concentraciones registradas en el tratamiento K6, con
incrementos de 47 y 26% respectivamente en relacion
con los valores minimos presentados en el tratamiento
K1. Estos resultados en principio concuerdan con el
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sinergismo K*-NO," que ha sido descrito ampliamente
(Rufty et al., 1981), definiendo al K* como un catién
acompariante de los NO," en la absorcién (Blevins, 1985;
Rufty et al., 1981). Sin embargo, el efecto positivo que
ejerce el K* sobre la translocacion de NO,™ hacia la parte
aérea, no se observo debido a que los niveles de NO;" en
las hojas fueron inferiores a los obtenidos en las raices
(Figura 2). Esto probablemente se explique ya que en la
etapa tardia del ciclo de la planta en que se realizaron
las determinaciones analiticas, las vainas actian como
una demanda de compuestos nitrogenados que en buena
parte son proporcionados por las hojas. Una explicacion
alternativa podria ser la estimulacion de la reduccion de
NO," por la NR cuando su presencia (anion) es elevada
lo que reduciria su acumulacion (Foster y Jeschke, 1993;
Siebrecht y Tischner, 1999).
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K1 = 1.0 mM; K2 = 2.0 mM; K3 = 4.0 mM; K4 = 8.0 mM; K5 = 12.0 mM;
K6 = 16.0 mM de K*; los datos son las medias de seis observaciones * error
estandar.

Figura 2. Acumulacién de NO, en raices y hojas
de plantas de frijol ejotero cv. Strike en
respuesta a diferentes dosis de potasio.

La concentracion de NH,* en raices y hojas (p< 0.001)
(Figura 3) fue afectada directamente por las dosis
elevadas de K*, presentando el tratamiento K6 la
maxima concentracion, con incrementos del 36 y 22%
respectivamente, con relacion al tratamiento K1 con el
que se obtuvo la minima concentracion.

Los resultados son opuestos a lo que se podria esperar ya
que existié un claro efecto sinérgico del K* aplicado sobre
la concentracion de NH,*, cuando diversos autores sugieren
en la mayoria de los casos, un antagonismo (Marschner,

1997; Mengel y Kirkby, 2001). Una explicacion de estos
resultados y que se detalla mas adelante, es que el NH,"
presente en raices y hojas haya tenido su origen en la
reduccion de NO," estimulada por la aplicacion de K.
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K1 = 1.0 mM; K2 = 2.0 mM; K3 = 4.0 mM; K4 = 8.0 mM; K5 = 12.0 mM;
K6 = 16.0 mM de K+; los datos son las medias de seis observaciones * error
estandar K1 = 1.0 mM; K2 = 2.0 mM; K3 = 4.0 mM; K4 =8.0 mM; K5 = 12.0
mM; K6 = 16.0 mM de K*; los datos son las medias de seis observaciones +
error estandar.

Figura 3. Acumulacion de NH," en raices y hojas

de plantas de frijol ejotero cv. Strike en
respuesta a los tratamientos de potasio.

El efecto de las diferentes dosis de K* sobre la asimilacion
del N, tanto en raices como en hojas, se mostré un
incremento significativo de las enzimas NR, NiR,
GS, GOGAT y PEPCasa a medida que se aumento la
fertilizacion con K* en el medio externo, presentandose
en todos los casos y en los o6rganos estudiados las
maximas actividades en K6 y las minimas en K1 (Cuadro
1). De todas las actividades enzimaticas implicadas
en la asimilacion del N quizas sea la NR, por ser la
limitante de este proceso, en la que se ha estudiado de
forma mas intensa su relacion con el K*. Los resultados
obtenidos coinciden con los de Ruiz et al. (2000)
quienes observaron en plantas de pepino, una relacion
directamente proporcional entre la aplicacion de K* y la
actividad NR.

Ruiz et al. (2000) definieron al K, después del N, como
el factor nutricional mas determinante en la induccion de
esta actividad enzimatica y por lo tanto de la regulacién
de NO,, subrayando la importancia de la fertilizacion
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Cuadro 1. Efecto de diferentes dosis de K* sobre actividades enzimaticas en raices y hojas de plantas de frijol

ejotero cv. Strike.

Tratamiento NR NiR GS GOGAT PEPCasa
---------------------------------- Raices ----------moocmme
K1 0.018 0.66 0.16 0.20 2.08
K2 0.025 0.76 0.19 0.22 2.77
K3 0.035 0.82 0.22 0.26 3.94
K4 0.039 0.86 0.24 0.56 4.10
K5 0.048 0.99 0.26 0.88 5.00
K6 0.056 1.08 0.28 0.92 5.12
Significancia ok *ok *k *ok Hok
---------------------------------- Hojas -
K1 0.060 0.97 0.54 0.28 4.10
K2 0.064 1.24 0.68 0.32 4.64
K3 0.071 1.54 0.76 0.56 7.87
K4 0.081 1.58 0.84 0.65 8.26
K5 0.115 1.61 1.06 0.76 9.67
K6 0.137 1.65 1.20 0.88 12.35
Signiﬁcancia %k k3 k3k %k kk sk

Kl1= 1.0 mM; K2= 2.0 mM; K3= 4.0 mM; K4 = 8.0 mM; K5= 12.0 mM; K6= 16.0 mM de K*; NR= Nitrato reductasa in vitro expresada en M NO, formados mg!

prot. min"'; NiR= Nitrito reductasa expresada en uM NO," transformados mg™*

prot. min'; GS= Glutamina sintetasa expresada en pM Pi mg" prot. min"'; GOGAT=

Glutamato sintasa expresada en pM NADH oxidados mg™! prot. min™'; PEPCasa= Fosfoenolpiruvato carboxilasa expresada en UM NADH oxidados mg™ prot. min;

**= p<0.01; ***= p<0.001; Los datos son las medias de seis observaciones.

potasica para el crecimiento y rendimiento en el cultivo
de pepino.

En definitiva, el K* podria actuar de dos formas sobre
la reduccion de NO,: 1) Estimulando la absorcién su
translocacion hacia la parte aérea, lo que aumentaria su
disponibilidad en este 6rgano y por lo tanto la actividad
NR, 2) Induciendo directamente a la actividad NR.
Los resultados sugieren una accién indirecta del K*
induciendo a la actividad NR a través del incremento de
la disponibilidad de NO,".

Otra actividad enzimatica implicada en el metabolismo
nitrogenado y que ha sido relacionada con la disponibilidad
de K* ha sido la actividad GS. Weidner et al. (1996)
mencionaron que bajo deficiencia de K* la actividad GS
fue significativamente reducida. El (Cuadro 1) muestra
que tanto en raices como en hojas los resultados de este
trabajo concuerdan con los obtenidos por estos autores,
ya que la minima actividad GS se presentd con la

aplicacion de dosis bajas de K*. Los resultados indican
que las actividades de todas las enzimas implicadas en la
asimilacion de N fueron muy superiores en hojas respecto
a las obtenidas en raices por lo que el K* induce que la
realizacion del metabolismo de N se produzca en este
organo (Ruiz y Romero, 2002).

En los compuestos organicos nitrogenados, Weidner ez
al. (1996) observaron una reduccién del contenido de
proteina bajo condiciones limitantes de K*. Setzer et al.
(1998) y Ruan et al. (1998) mencionaron que un aporte
adecuado de K* se vi6 reflejado en el almacenamiento de
compuestos organicos nitrogenados. En las condiciones
experimentales, en que se condujo este trabajo, la mayor
concentracion de aminodcidos, proteinas y N organico
ocurrié en las raices y las hojas de las plantas tratadas
con la dosis de 16 mM de K* (K6), mientras que la menor
concentracion se observd con la dosis de 1.0 mM de K*
(K1) (Cuadro 2). EI N total mostré una respuesta similar
a la de los compuestos nitrogenados organicos tanto en
raices como en hojas.
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Cuadro 2. Efecto de diferentes dosis de K* sobre la concentracion de aminoacidos, proteinas, N organico y N total
en raices y hojas de plantas de frijol ejotero cv. Strike.

Tratamiento Aminoacidos Proteina N orgénico N total
----------------------------- Raices ------=--------mmmmomrmme oo
K1 0.49 1.58 30.82 35.39
K2 0.53 1.64 32.54 37.94
K3 0.62 1.74 34.20 39.82
K4 0.77 2.39 36.14 42.00
K5 0.97 3.09 37.24 43.46
K6 1.13 3.10 37.62 44.08
Significancia ok g * *
----------------------------- Hojas ===
K1 1.49 6.31 29.40 33.41
K2 1.61 6.88 32.82 37.46
K3 1.92 7.20 40.51 45.83
K4 2.13 7.68 43.11 48.55
K5 2.42 7.89 45.06 50.80
K6 2.60 8.53 46.49 52.64
Significancia *x ** g ok

K1= 1.0 mM; K2= 2.0 mM, K3= 4.0 mM; K4= 8.0 mM; K5= 12.0 mM; K6= 16.0 mM de K*; aminodcidos y proteinas expresados en mg g"* de peso fresco; N orgdnico
y N total expresados en mg g de peso seco; los datos son las medias de seis observaciones.

CONCLUSIONES

La deficiencia y el exceso de K* ejercen un efecto sobre el
metabolismo nitrogenado similar al que produce el estrés
por N. Bajo condiciones deficientes de K* se produjo una
disminucion de las enzimas implicadas en la asimilacion
de N, y en consecuencia en concentraciones minimas
de aminoacidos, proteinas, N organico y N total en los
tejidos de las plantas.

Las plantas de frijol tratadas con dosis altas de K* se
caracterizaron por presentar concentraciones elevadas de
NO; y NH,*, mayor asimilacion de N y concentracion
de compuestos nitrogenados, sin embargo, esto no se vi6

reflejado en la produccion de biomasa.
Las dosis de K* muy por encima del éptimo, causaron

un menor crecimiento de la parte radical y parte aérea,
siendo esta Gltima la mas afectada.
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