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RESUMEN

Se ha estudiado el efecto del aporte de un exceso de molibdeno (11 uM frente a 0.1
MM del Control) y vanadio (8 uM) sobre el crecimiento, contenido de proteinas y acti-
vidades enzimdticas de la nitrato-reduccion (nitrato reductasa: NR; EC 1.6.6.1 y nitrito
reductasa: NiR; EC 1.7.7.1), durante la fase de desarrollo vegetativo de Phaseolus vul-
garis L.

El vanadio increment6 el crecimiento de las plantas y la actividad NR durante toda la
experiencia, sobre todo en la rafz. La actividad NiR no se vi6 afectada y el contenido
foliar de proteinas totales s6lo aumentd al final del periodo experimental.

Los resultados sugieren que el aporte de molibdeno y vanadio afecta, principalmente
a la actividad NR de la raiz. El efecto del molibdeno se ha observado menos intenso y
retardado respecto al del vanadio.
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SUMMARY

COMPARISON OF THE EFFECTS OF MOLYBDENUM AND VANADIUM
ON PHASEOLUS VULGARIS: GROWTH, PROTEIN CONTENT AND ACTIVITIES
OF NITRATE REDUCTION ENZYMES

The effect of molybdenum (11 pM; Control: 0.1 uM) and vanadium (8 uM) on the
growth, protein content and activities of nitrate reduction enzymes (nitrate reductase:
NR, EC 1.6.6.1 and nitrite reductase: NiR, EC 1.7.7.1) was studied during the vegeta-
tive state of Phaseolus vulgaris L.

The vanadium treatment increased the plants growth and NR reductase activity
throughout the entire experiment, principally in the root. However, NiR activity was
not affected, and the protein content of the leaves only increased at the end of the
experiment.

The results suggest that the molybdenum and vanadium treatments mainly affect, NR
activity in the root. The molybdenum effect was observed later than vanadium.
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INTRODUCCION

La disponibilidad de molibdeno,
micronutriente esencial cofactor del
enzima nitrato-reductasa es uno de
los factores que pueden afectar al
proceso global de la reduccién de
nitrato, donde también participa el
enzima nitrito-reductasa. La presen-
cia en el suelo de elementos suscep-
tibles de sustituir al molibdeno, co-
mo es el caso del vanadio, podria
afectar a la asimilacion de nitrégeno

y a la formaciéon de los diferentes.

metabolitos nitrogenados vegetales
(Aslam y Huffaker, 1989; Deng et
al., 1989).

El vanadio se puede encontrar en
la atmosfera, mares, océanos y llegar
a las aguas de riego como producto
de diversas contaminaciones indus-
triales (Breslin y Duedall, 1988;
Hasanen et al., 1990). Este elemento
se incluye como contaminante selec-
cionado en diferentes tests realizados

por la Agencia de Proteccién del Me-.

dio Ambiente de Estados Unidos
(Marcus y Mills, 1988), y actualmen-
te se realizan estudios sobre la posi-
bilicad de utilizar vanadio y niquel
como indicadores de la contamina-

cion de las Centrales Energéticas (Ga-
nor et al., 1988).

La funcidén bioquimica del vana-

dio todavia no es bien conocida, aun-
que se describe como elemento be-
neficioso para algunas especies ani-
males y vegetales (Cammack, 1986).
En los vegetales, parece intervenir en
la fijacién de nitrégeno de Azoto-
bacter y se han llegado a aislar enzi-
mas V-nitrogenasa (Beneman et al.,
1972; Cammack, 1986; Mackenna et
al., 1970; Robson et al., 1986). Re-
cientemente también han sido descri-
tos la deteccién y el aislamiento de
bromoperoxidasas que contienen va-
nadio en diferentes algas pardas (Jor-
dan et al., 1990; Vilter, 1990). Asi-
mismo, el vanadio parece estar rela-
cionado con la sintesis de clorofilas
y el proceso fotosintético de trans-
ferencia de electrones (Meisch vy
Becker, 1981; Hewitt, 1983).

Molibdeno y vanadio pueden con-
siderarse como contaminantes. El
molibdeno en exceso puede proce-
der del uso abusivo de fertilizantes,
mientras que el origen del vanadio
es fundamentalmente industrial. Este
trabajo estudia el efecto del aporte
suplementario de molibdeno y vana-
dio sobre el crecimiento y metabo-
lismo nitrogenado de Phaseolus vul-
garis L.

MATERIALES Y METODOS

Se han utilizado plantas de P.
vulgaris L. Sp. Pl 723 (1753) culti-
vadas en medio hidropbénico (ver-
miculita) durante su estado vegeta-
tivo (32 difas) (T media = 20 + 2 °C;
humedad relativa: 55-60 %; condi-
ciones luminicas: luz natural con un
fotoperiodo de 16 h. de luz y 8 h. de

oscuridad). Se dispusieron tres lotes
de plantas:- C, Mo y V. El lote C
(CONTROL) recibié la soluciéon nu-
tritiva diariamente ya utilizada en
trabajos anteriores (Alvarez et al.,
1990). Los lotes Mo y V, recibieron,
ademas, el siguiente aporte suple-
mentario: lote Mo: 11 uM de Mo,
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suministrado como MoQ, * H, O, lote
V: 8 uM de V suministrado como
VOSO0, - 5H, 0.

Las determinaciones analiticas se
realizaron en raiz, tallo y hojas (ex-
ceptuando las trifoliadas) con un in-
tervalo de cuatro dfas. En cada deter-
minacién se estudiaron los siguientes
pardmetros: Morfometria; Pesos:
fresco y seco; Proteinas, Actividades
Nii,ato-reductasa (ANR) (Aryan y
Wallace, 1983; Jaworski, 1971) y Ni-
trito-reductasa (ANiR) Losada y Pa-
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neque, 1971) (excepto en tallos).

En cada determinacidén se realiza-
ron tres réplicas, tomandose tres
plantas para cada una de ellas. Los
resultados indicados corresponden a
los valores medios de las tres repeti-
ciones. Para determinar las diferen-
cias entre los valores obtenidos se
ha aplicado el Test T-Student y el
Test de Andlisis de la Varianza
(ANOVA). La correlacién entre los
parametros se establecié mediante el
coeficiente r de Pearson.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados sugieren que los
aportes de Mo y de V no afectan de
forma significativa el crecimiento del
brote (tallo y hojas) de P. vulgaris.
Sin embargo, el Mo, y sobre todo el
V incrementan, respecto al lote con-
trol, los valores de morfometria y de
pesos obtenidos en las hojas y el
tallo, principalmente el peso seco
(Tabla 1).

El vanadio suministrado tiene ma-
yor incidencia sobre el desarrollo de
P. vulgaris que el aporte de molib-
deno, efecto que se manifiesta con
un aumento del crecimiento de los
o6rganos vegetativos (raiz, tallo,ho-
jas), fundamentalmente de la raiz
(Tabla 1). La significaciéon estadis-
tica de la diferencia entre los valo-
res medios de longitud y peso seco
radiculares de los lotes Control y
V ha sido de 89 % y 92 % respectiva-
mente. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en trabajos ante-
riores (Martin et al., 1985), sobre
todo cuando las plantas crecieron en
medio liquido (Estevan y Sdnchez,
1989).

El mayor desarrollo radicular ob-

servado podria deberse a una dismi-
nucién de la disponibilidad del nitra-
to acumulado en las plantas crecidas
con V (Alvarez et al., 1991), con-
cordando estos resultados con los
obtenidos en maiz cultivado con dis-
tintas concentraciones de nitrato
(Khamis y Lamaze, 1990).

Durante toda la experiencia, el
contenido proteico de los Organos
estudiados no se vio afectado de
forma estadisticamente significativa
por el V y Mo suministrado (Fig. 1).

La ANR en hojas tampoco se vid
afectada significativamente por la
adicion de V 6 Mo. A pesar de ello,
nos parece oportuno senalar que en
las plantas del lote Mo, los valores
medios de ANR foliar fueron un
43 % (umol NO; ¢! PF h™!) y un
29 % (umol NO;j organo™! h™!) su-
periores a los obtenidos en las plan-
tas Control (Fig. 2).

Sin embargo, en la raiz, el V
aument6 la ANR respecto a las plan-
tas contrcl con diferencias altamente
significativas (Tabla 2). Las diferen-
cias obtenidas entre los lotes Mo y V
también fueron estadisticamente sig-
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TABLA 1
Resultados medios (% +e.s.) de CRECIMIENTO de raiz, tallo y hojas
de Ph. vulgaris (e.s. =error standard).
LOTES ]
PARAMETROS
Control Mo \%
RAIZ
LONGITUD (cm) . ... .. 6.378 +0.220 6.507 *0.351 7.650 *0.577
PESO FRESCO (g) . .. .. 0.3739 £0.021 0.3595 £0.036 04185 +0.044
PESOSECO(g). . ...... 0.0303 £0.002 0.0323 £0.029 0.0372 £0.035
TALLO
LONGITUD.......... 2835 *2941 29.16 +3232 2900 £3.349
PESO FRESCO (g) .. ... 2.0845+0.195 2.1100 £0.234 2.3380 £0.248
PESOSECO(®g)........ 0.1108 £0.010 0.1195%0.016 0.1326 £0.012
HOJAS
LONGITUD (cm) . .. ... 405 *0.380 428 *0487 435 *0.410
ANCHURA (cm). ... ... 309 *0.314 325 +0336 326 *0.377
PESO FRESCO (g) ... .. 09823+0.178 1.1345 £0.259 1.0985 +0.198
PESOSECO (g). . ...... 0.0915+0.013 0.0865 £0.033 0.1121 £0.02

nificativas, manifestandose el efecto
del V durante toda la experiencia.
El incremento de los valores medios
de la ANR radicular en el lote Mo
s6lo se manifiesta en la segunda eta-
pa de la experiencia, no siendo sig-
nificativo desde el punto de vista
estadistico (Tabla 2, Fig. 2). Este
efecto del Mo sobre la ANR en la
raiz coincide con los resultados ob-
tenidos en experiencias realizadas
anteriormente (Martin y Saco, 1989).

Los resultados obtenidos sugieren
que el V empleado podria ser induc-
tor de la ANR en la raiz, pudiendo
afectar, posteriormente, al desarrollo
de los distintos 6rganos.

Durante todo el periodo experi-
mental, la ANiR en hojas disminuyé
en los lotes tratados (Fig. 3), aunque

s6lo estdn cercanas a la significacion
(81 %) las diferencias existantes
entre C y V (Tabla 2); esta signifi-
cacion sube al 98 % si la ANiR se
expresa respecto a g PF en lugar
de a organo. En la raiz, no aparecen
diferencias significativas en ningin
caso (Tabla 2; Fig. 3).

El hecho de que el V aumente la
ANR (umol NOj; érgano™! h™!) du-
rante toda la experiencia, y sélo
aumente la ANiR a partir de los
16-18 dias, sugiere un comporta-
miento similar al indicado por Aslam
y Huffaker (1989). Este comporta-
miento induce a pensar que el NOJ
producido por accién de NR seria
insuficiente, al comienzo de la expe-
riencia, para inducir una mayor
ANiR, por lo que podria oxidarse
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I'IG . 1.—Contenido de proternas totales en raiz, tallo y hojas de P. vulgaris.
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FI1G. 2.—Actividad nitrato-reductasa en raiz y hojas de P. vulgaris.
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FIG. 3. —-Actividad nitrito-reductasa en raiz v hojas de P vulgaris.
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TABLA 2

Significacion (% ) de las diferencias entre los resultados medios de ANR y ANiR.

ANR (umol NO3 érgano1h 1) ANiR  (umol NO3 6rgano~th™)
RAIZ C Mo RAIZ C Mo
Mo — Mo -
\Y 94 % 94 % \Y 81 % —
HOJAS C Mo HOJAS C Mo
Mo - Mo —
Y = - \ - -

a NOj, que al aumentar su concen-
tracion seria inductor de la mayor
ANR, favoreciendo el crecimiento
radical. Pero, de forma paralela, la
mayor ANR también podria ser
inductora de la mayor ANiR obser-
vada durante la segunda etapa de la
experiencia, como lo indica la fuerte
correlacién positiva obtenida entre
la ANR y la ANiR (Tabla 3).

En la raiz, el aporte de V condujo
a una correlacidén positiva (***)
entre los pesos (Tabla 3), lo que po-
dria deberse a un cambio metabdlico
orientado hacia un mayor crecimien-
to (Deng et al., 1989). Esto explica-
ria la escasa incidencia del V sobre
los 6rganos aéreos a pesar de la co-
rrelacion existente entre sus para-
metros (Tabla 4) (Alvarez et al.,
1990).

Las correlaciones positivas entre
P.S —ANR (**) y P.S.—ANiR (¥*)

podrian explicar la acumulacién de
materia seca en las raices de las plan-
tas crecidas con V (Tabla 3). Estos
resultados concuerdan con otros
autores (Granato y Raper, 1989).

Los resultados sugieren que én la
raiz el Mo ejerce un ligero efecto
retardado respecto del V sobre la
ANR y la ANiR (umol NOj; g™}
PF h™!) ya que se manifiesta s6lo
al final de la experiencia. Por el con-
trario, el V comenzaba su efecto
inductor desde el principio, lo que
explicaria las diferencias existentes
entre los parametros correlacionados.
Pero, el Mo suministrado también
puede ser translocado a los 6rganos
aéreos (Gomez et al., 1985) indu-
ciendo a una mayor actividad enzi-
matica en éstos (Saco et al., en pren-
sa), efecto no tan manifiesto en las
plantas tratadas con V.
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TABLA 3

Correlaciones (coeficiente r de Pearson) entre los parimetros estudiados en RAIZ de
P. Vulgaris y significacién de los mismos. A) Lote Control, B) Lote Mo, C) Lote V

*%p001; **p< 005 *005< p< 0.1)

A)
2 _
3 _ -
4 — — &3
5 | —0.615% - =+ =
6 - 0.604* = - ~
7 _ _ _
8 s 0.747* . 0.611*
9 = = 0.876%* - -
1 2 3 4 5 7 8
B)
2 | 0.786*
3 | 0727 0.692*
4 _ _ _
5 - - - 0.671%
6 o . o — -
7 e - 0.849%%*
8 | 0.882%*  0.758%  0.877** 0.684*
9 | 0804** 0728*  0.693* - -
1 2 3 4 5 7 8
C)
2 _
3 - 0.917%**
4 _ _ .
5 - s - 0.945%**
6 - & —  -06l11*
7 - 0.886**  (0.881**
8 - 0.642*  0.759* 0.895%*
9 = - - § =
1 7 3 4 5 7 8

1 Longitud, cm; 2 Peso fresco, g; 3 Peso scco,g; 4 ANR, umol NO; [rafz/h; 5 ANiR,
pmol NO; /rafz/h; 6 Proteinas totales, mg/rafz; 7 ANR, umol NO3 /g PF/h; 8 ANiR,
umol NO; /g PF/h; 9 Protefnas totales, mg/g P'S.
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TABLA 4

Correlaciones (coeficiente r de Pearson) entre los pardmetros estudiados en TALLO de
P. vulgaris y significacion de los mismos. A) Lote Control, B) Lote Mo;, C) Lote V

(*** p<L 001; **p<0.05; *005< p<0.1)
A) B)
2 | 0.874%** 2 | 0.882%**
3 | 0.887%%% (955%** 3 | 0.863%*%* (929%%*
4 - — - 4 | 0598*  0.653* -
5 —  —0.554* —0.625* 5 — - —
1 2 3 1 2 3
€)
2 | 0.764%%*
3 | 0907*** (.948+%+*
4 — - _
5 —~  —0585* —0.568*
1 2 3

1 Longitud, cm; 2 Peso fresco, g;
5 Proteinas totales, mg/g PS.

3 Peso seco, g;

4 Proteinas totales, mg/rafz;

CONCLUSIONES

El V utilizado tiene mayor inci-
dencia sobre el desarrollo de P. vul-
garis que el aporte suplementario de
Mo. El efecto del V se manifiesta
con un aumento del crecimiento de
los 6rganos vegetativos (hojas, tallo
y rafz). El 6rgano mas sensible al
aporte de V es la raiz.

Los resultados obtenidos sugieren
que el Mo ejerce un efecto inductor
de forma paulatina sobre la ANR
radical. Este efecto sostenido se tra-
duce en apariencia en un mayor con-
tenido proteico sobre todo en raiz y
en tallo al final del ciclo vegetativo,
pero este incremento carece de sig-
nificacién estadistica al considerar la
experiencia completa.

Por el contrario, el V ejerce de
forma inmediata su efecto inductor
sobre la ANR. Este efecto se mani-
fiesta no s6lo con un mayor desarro-
llo radical, sino también con una ma-
yor formacién de materia seca en
raiz y hojas.

Lo expuesto induce a pensar que
el Mo aportado al ser cofactor de NR
puede favorecer el desarrollo de P.
vulgaris L. sin conducir a alteraciones
metabdlicas. El V, a pesar de favore-
cer el crecimiento radical, puede con-
ducir a cambios metabdlicos que
pueden ser orientados hacia la forma-
ciéon de metabolitos de interés bio-
légico.
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