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ABSTRACT

Determination or the ureide concentration in three nitrogen-fixing

legumes: soybean, bean and peanuts. The methodology for detennination of

ureides was evaluated as a technique which pennits the estimation of biological

fixation of niuogen as well as the fIXation potential of different legume genoty-

pes. For this purpose, the variation of ureide concenb'ation and percentage of

total niuogen, in stems and leaves, was detennined for soybean (Glycine max),

bean (Phaseolus vulgaris) and peanuts (Arachis hypogea) inoculated whith

strains CR-5<X> (Thl 377), CR-409 (CIAT 166) and CR- 700 (Tal 169), respecti-

vely. The plants were evaluated at the following growth stadia: V6, R2 and R4

for soybean and V4, R6 and R7 for bean. For peanuts, the first evaluation was

performed when the fifth leaf was completely developed, the second at the

beginning of flowering, when the tenth leaf was fully developed. In soybean and

bean, the percentage of total niuogen was significantly higher in the leaves than

in stems. In both cases, the percentages were lower as the plants became older.

In conuast. the concenb'ation of ureides (allantoin and allantoic acid) in these

crops was higher in the stems compared with the leaves. Additionally, the con-

~enb'ation of ureides increased significantly in stems with the age of the plant.

while in the leaves the concenb'ation appeared to decline. In the case of peanut.

similar results were obtained for the percentage of total niuogen in leaves and

stems; however, no significant differences or tendencies were found in the con-

centration of ureides in leaves and stems. There were no variations con-

cenb'ation as the plants aged.

INTRODUCCION necesidad de identificar genotipos superiores para

esta caracteristica, se han evaluado varios meto-

La importancia de la simbiosis Rhizobium- dos para detenninar la contribuci6n de esta sim-

leguminosas en la agricultura uopical, en la pro- biosis en la nutrici6n niuogenada de las legumi-

ducci6n de granos, forrajes y el crecimiento de nosas en los sistemas agricolas. Frecuentemente

otras leguminosas es ampliamente conocida. la FBN se ha cuantificado mediante los cambios

Debido a la importancia del proceso de en el contenido de N total de !as plantas, medido

Fijaci6n Biol6gica de Nitr6geno (FBN) y a la por el metodo de Kjeldahl, la tecnica de reducci6n

del acetileno y el metodo de diluci6n del is6topo

I'N. Sin embargo, estos metodos dan valores indi-

1/ Recibido para publicaci6n e12 de octubre de 1991. rectos de la fijaci6n (Kjeldahl), 0 son muy costo-

. Laboratorio de Microbiologla de Suelos, Centro de SOS (lSN), e imprecisos (reducci6n del acetileno)

Investigaciones Agron6micas. Universidad de Costa (Bergensen, 1980; Turner y Gibson, 1980;

Rica. San lose Costa Rica. Havelka et al., 1982).
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En log tiltimos aDos la determinaci6n de la b-adicional de determinaci6n de N total y deter-
concenb-aci6n de ureidos encontrados en las legu- minar para log 3 cultivos evaluados, la etapa de
minosas noduladas ha despertado un gran interes, crecimiento y la parte de la planta adecuada
como metoda para estimar la FBN. Oicho plan- para realizar el muestreo y su respectivo analisis
teamiento asume que el porcentaje de ureidos en de ureidos.
el xilema es una medida de la FBN, puesto que
otras fuentes del mismo en el suelo son transpor-
tados en la planta en otros tipos de compuestos. MATERIALES Y METOD OS

Las leguminosas que presentan n6dulos y
fijan N activamente pueden seT clasificadas en 2 Localizaci6n y material experimental
grandes grupos respecto a la forma en que asimi- El experimento se realiz6 en log invernade-
lan el N fijado. En lag leguminosas de clima tem- ros y log laboratorios del Centro de Investiga-
plado tales como alfalfa y lupin, el N fijado se ciones Agron6micas de la Universidad de Costa
transporta principaimente como amidas, (aspargi- Rica.
na y glutamina); en lag leguminosas de origen tro- Se utilizaron plantas de soya variedad
pical, el N fijado es asimilado como ureidos, Jupiter, frijol variedad Negro Huasteco, y mani
(alantoina y acido alantoico) (Sprent 1980). variedad Tainung, y lag siguientes cepas de

Herridge et al. (1978) y Matsumoto et al. Rhizobium: CR-506 (TAL 377) para soya, CR-
(1977) demostraron a traves del analisis del 409 (CIAT 166) para frijol y CR- 700 (TAL 169)
espectro de log solutos nitrogenados de plantas de para maul, que fueron seleccionadas par su efi-
soya (Glycine max) y rabiza (Vigna unguiculata) ciencia en el proceso de fijaci6n de nitr6geno.
y en experimentos con I'N y 14C, que log ureidos
son log productos de la FBN responsables de Tratamientos y diseno experimental
transportar aproximadamente el 90% del N fijado Para cada leguminosa se evaluaron 12 trata-
en log n6dulos de plantas completamente depen- mientos correspondientes a 2 metodologias
dientes de la simbiosis, y estos estan presentes (Kjeldahl y ureidos), 2 partes de la planta (hojas y
s610 en pequenas cantidades en plantas depen- tallos) y 3 etapas de crecimiento (etapa vegetati- '

dientes del N mineral. Estas observaciones sugie- va, inicio de floraci6n y 50% de floraci6n). Se
fen que la abundancia de log ureidos puede refle- determin6 ademas, en soya y frijol la concenb-a-
jar la dependencia simbi6tica de las plantas y pro- cion de ureidos en lag flares.
veer una medida de la fijaci6n de N (McClure y Cada leguminosa se manej6 como un expe-
Israel, 1980; Patterson y La Rue, 1983). rimento independiente. En el invemadero se utili-

Van Berkum et al. (1985) evaluaron la rela- z6 un diseno irrestricto al azar con 3 repeticiones
ci6n entre la presencia de ureidos y la fijaci6n de y un arreglo factorial 2x2x3. La unidad experi-
N bajo condiciones de invemadero en soya y fri- mental estuvo constituida par una maceta de 2 kg
jollima (Phaseolus lunatus) y encontraron que la de capacidad con 3 plantas.
acumulaci6n de N en la planta a partir de la fija-
ci6n biol6gica se correlacion6 positivamente con Metodologia
la presencia de ureidos. La concentraci6n de urei- Se utilizo un suelo previamente tratado con
dog para 4 genotipos de soya, vari6 dependiendo calor a l6O"C par 4 h, lag semillas se inocularon
de la etapa de crecimiento, del genotipo y de lag previamente con la cepa de Rhizobium especffica
diferentes cepas de Bradyrhizobium japonicum para cada cultivo. Al suelo se Ie aplic6 una fertili-
con que se inocul6. Los mismos autores aflrtnan zacion basica a la siembra, con P, Mg, Mn, Zn,
que estos datos demuestran que la determinaci6n Ca, y B de acuerdo al anaIisis de suelo (Bertsch,
de la concentraci6n de ureidos puede seT utilizada 1987). En el Cuadra 1 se especifica la etapa de
en estudios de la fisiologia del N fijado biol6gica- desarrollo en que se efectu6 cada muestreo.
mente, y tambien en la evaluacion de la efectivi- Las muestras fueron secadas a 6()"C y moli-
dad de diferentes cepas de Rhizobium para fijar el das para el posterior analisis.
N atmosferico.

El presente trabajo tuvo como objetivo pro- Variables evaluadas
bar y afmar la tecnica de determinacion de la con- Se determino el % de N total par media del
cenb-aci6n de ureidos, compararla con el metoda metoda de Kjeldahl (Turner y Gibson, 1980) yel
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Cuadro I. Etapas de muestreo para el anilisis. 1.8,

:~~.Cultivo Etapa de muestreo Cita 1.4 'c,-'
, \LO

Soya V6 Hoja 6 desarrollada Fehr y Cavinese, 1977 ~ I
R2 Floraci6n 8 1. I
R4 Fonnacioo de vainas ~ . 1 '1C\~

A c,i-
Frijol V4Hoja3.desarrollada CIAT,I982 ~ ~~~~ ::).\4A

R6 FloraCl6n I 0.8 ~
R7 Fonnacioo de vainas A

0:8 "'

Manf Hoja 5 desarrollada
Inicio de la floraci6n 0.4
Hoja 10 desarrollada 0 300 800 900 1200 1500 1800 2100

TIEMPO (ssg)

Fig. I. C<Xnportarniento at el tiemlX> de la curva de absor-
bancia de una muestra de alantoma.

3
contenido de ureidos por la tecnica prOpuesta par .i;"'~!f ~mo~ ~<nro ~b ~ht;;:: .;[
Vogeles et al. (1970) que consiste en la conver- a.6 '. "'\ ?JlIIJ~.I{)m 2f!"!r " """';...J.r.,...
si6n de la alantoina y el acido alantoico a glioxila-
to par una hidr6lisis alcalina y acida, el glioxilato i 2

es luego convertido a una fenilhidmzona, que es ~
despues fuertemente oxidada con acido y ferricia- ~ 15

nida para producir un formazan intensamente Y 1coloreado. Este compuesto coloreado se determi- A

na en un espectrofot6metro a los 15 mill exactos 0.5
(Figura 1) a una longitud de onda de 530 om, para
interpolar en una curva patr6n (Figura 2). A conti- 2 4

nuaci6n se detalla la metodologia. ..00.;0 ~ALANTOINA (Ut/mll

. Se pesa 0,150 g del material vegetal pre- Fig. 2 Curva bOO de alantoma.
vlamente secado a 6O-C, y se Ie agrega 10 ml pa

de H2O destilada, se hierve par 20 mill y se
filtra con papel de filtro Whatman #40. Del
filtrado se taman 0,5 ml, se colocan en un tuba RESULTADOS Y DISCUSION
de ensayo, se Ie agrega 1 ml de H2O destilada
yO,S ml de NaOH 0,5 N; se calienta par 8 mill Concentraci6n de ureidos y % de N total en
a 10O-C, se deja enfriar y se mantiene par 15 a soya
20 mill a temperatura ambiente, despues se Para el cultivo de la soya se encontr6 dife-
adiciona 0,5 ml de HCI 0,65 N, se agita y se centes tendencias en cuanto a la concentraci6n de
calienta par 4 mill a 10O-C. Se agrega 0,5 de ureidos yel % de N total (Figura 3). Existe mayor
un Buffer sodio-fosfato (se mezcla 100 ml de % de N en 1as hojas que en los tallos, comporta-
una soluci6n 0,4 M de Na2HPO4 con 100 de miento esperndo si se considera que ills hojas son
una soluci6n 0,4 M de KH2PO4 y se lleva a un el principal6rgano de almacenaje de N; no obstan-
litro) yO,S de fenilhidrazina. HCI 0,33%, se te, se puede observar que el % de N disminuye con
agita y se mantiene a temperatura ambiente la madurez de la planta debido a que el N se movi-
por 5 min. Despues los tubas de ensayo con 1iza bacia 1as flares y 1as vainas en formaci6n.
las muestras se enfrian en bano de hielo a DoC Par el contrario la concentraci6n de ureidos
par 3 mill, Se agrega 0,5 de HCI concentrado y (Figura 1) rue mayor en los tallos que en 1as hojas
0,5 de ferricianida de potasio 1,67% a interva- ya que luego de que estos son form ados en los
los de 1 minuto, se saca del banD de hielo y se n6dulos, se transportan bacia la parte superior de
agita. A los 15 mill exactos, las muestras se la planta a traves del xilema. Sin embargo, allle-
leen en el espectrofot6metro. gar a ills hojas se estimula su metabolismo para
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Fig. 3. P~laje de N IOIa1 Y C<X1=ttracioo de ureidos en hojas y tallos de soya (Glycine max ) at tIes etapas de desarrollo.
Condiciooes de invemadero, San Pedro, COlla Rica.

formal parte de otros compuestos nitrogenados b'ansportados al resta de la planta (peoples a i. .
como aminoAcidos y otras moleculas es1IUcturales 1985; Rainbird et ai., 1984).
utilizados para el almacenaje de N 0 para el creci-
miento de la planta (Atkins et ai., 1982; Herridge Concentraci6n de ureidos y % de N total en
et ai., 1978). Ademas, el contenido de ureidos frijol
aumenta en 10s tallos conforme la planta alcanza En este cultivo la concentraci6n de ureidos
su estado de madurez; en el presente experimento y el porcentaje de N total para las diferentes eta-
la concentraci6n de ureidos en el tallo aument6 pas de crecimiento y !as diferentes partes de plan-
desde 240 ug/g en la etapa V6 basta 462 ug/g en ta muesb'eadas, siguieron la misma tendencia que
la etapa R5, comportamiento que concuerda con en el cultivo de la soya (Figura 4), sin embargo,
la literatura (cita) que indica que la FBN alcanza es importante anotar que en la primera evaluaci6n
su mayor expresi6n en las etapas de floraci6n, (etapa V4) el contenido de ureidos en los tallos
cuando los n6dulos ban alcanzado su mayor tama- foe relativamente bajo. Posiblemente en esta
fto y eficiencia. En !as bojas, sin embargo, existi6 etapa de crecimiento (posterior a la epoca de
una tendencia (aunque no es estadisticamente sig- dependencia de los cotiledones), la FBN
nificativa) a disminuir la concenb'aci6n de urei- (Herridge, 1982) rue bastante reducida ya que los
dos; posiblemente este becbo sea debido a que los n6dulos estan en las etapas de formaci6n, POT 10
productos de la FBN (en este caso ureidos) se que su eficiencia para fijar N es muy baja y POT 10
mueven, en las etapas finales del crecimiento de tanto, la planta toma casi todo el N que necesita
la planta, desde los n6dulos basta las flares di- de !as fuentes inorganicas presentes en los suelos
rectamente, sin pasar POT las bojas, adem as de que 0 adicionadas en forma de fertilizantes. La con-
existe un movimiento del N almacenado en las centraci6n sin embargo aumento considerable-
bojas bacia estos puntas. Esta translocaci6n de mente en las etapas R6 y R7, Y la mayor cbncen-
ureidos desde los n6dulos, tallos y posiblemente b'aci6n se obtuvo igual que en soya, en las flares.
desde !as bojas, bacia las flores, queda confirma-
da en la Figura 1 en la que se puede observar que Concentraci6n de ureidos y % de N total en
la mayor concentraci6n de ureidos se encuenb'an magi
en las flares (632 ug/g). Es sabido que en las En este cultivo el porcentaje de N total mos-
semillas se almacena una gran cantidad de N para b'6 un comportamiento similar a la soya y el frijol
nutrir las plantas en los primeros estadios de desa- (Figura 5), sin embargo, en cuanto a la concentra-
crolla (etapas VO, VI, V2); en este sentido la lite- ci6n de ureidos no bubo diferencias estadistica-
ratura informa que las concentraciones de ureidos mente significativas para ninguno de los trata-
en estas etapas de crecimiento son generalmente mientos, el coeficiente de variaci6n foe alto y las
altas ya que el N almacenado en los cotiledones concentraciones, aunque variables, fueron en pro-
es metabolizado rapidamente a ureidos para seT media muy bajas (38 ug/g de materia seca).
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Fig. 4. Pon:entaje de N taa1 Y c:atcentracilxt de urefdos en hojas y ra1l~ de frijoJ (P1W1seolllS vulgarir) en ~ etapas de desa-

m>llo. Condiciones de invemadero, San Pedro, C~ta Rica.

Schubert (1986) indica que a pesar de que el nosas inoculadas con Rhizobium. se in hi be
mani es de origen tropical presenta la particulari- (dependiendo de 1a cantidad de nitrato adiciona-
dad de exportar como principal producto de la do),la infecci6n de las ralces, el desarrrollo de los
FBN un compuesto llamado 4-metileno glutamina n6dulos, 1a fijaci6n de N y la sintesis de proteina
y no ureidos como es usual en las leguminosas de en los bacteroides (incluyendo 1a enzima nib"oge-
origen b"opical. nasa). En soya segUn Herridge (1982) y McClure

Se debe considerar, para soya y frijol, que y Israel, (1980), la concentraci6n de urefdos en el
aunque las tendencias observadas concuerdan con los tallos declina en forma inversamente propor-
la literatura existente (Herridge, 1982), las con- cional a la cantidad de nitrato adicionado al
centraciones encontradas fueron relativamente medio.
bajas debido posiblemente a que se utiliz6 un Con la informaci6n obtenida en la presente
suelo con un alto contenido de materia organica investigaci6n se puede concluir que la parte de la
(7,4%). Esto podria implicar la presencia de una planta mas adecuada para realizar la determina-
cantidad de N nativo disponible suficiente para ci6n de 1a concentraci6n de ureidos son los tallos,
reducir el proceso de FBN, ya que si existe el N ya que aunque las flores presentan las mayores
disponible en el suelo, la planta "opta" pol tomar- concentraciones, los tallos son mas faciles de
10 de ahi, antes que invertir la gran cantidad de muesb"ear; ademas, la etapa mas adecuada son las
energia que Ie demanda el proceso de fijaci6n de etapas posteriores a la floraci6n, cuando la con-
N atmosferico. En este sentido Noel et al. (1982) centraci6n de ureidos es mayor. Se puede tambien
informaron que cuando se suple nitrato a legumi- concluir que el comportamiento del % de N total

y la concentraci6n de ureidos presentan tenden-
cias diferentes (Figuras I, 2 Y 3) y aunque seria
necesario contar con la informaci6n de numero 0

HOJAS peso de n6dulos para relacionarlos con la concen-
traci6n de ureidos, la literatura existente
(Matasumo et aI., 1979; Van Berkum et al., 1985)
es bastante amplia en informar que hay una corre-
laci6n positiva entre estas 2 variables, pol esto es

TALLOS importante seftalar que la concentraci6n de urei-

dos, puede seT una forma mas directa de realizar
0 0,5 1 1.5 2 2.5 8,5 evaluaciones comparativas de la FBN, ya que, el

~ DE NITROGENO % de N total s610 puede dar informaci6n de la
- ANTES FLO, ~ INICIO FLO, 0 60~ FLO, cantidad de N existente en la planta, pero no de

Fi 5 D__' de ', 1 h . tall de --, los factores que podrian estar afectando 1a FBN.
g.. rUlloQltaje mwV6C11O en OJ&S Y os II"'" De I . ded .((Arachir hipogea) en tres etapas de crecimiento. 0 antenor se uce que el m~todo prO-

Caldiciooes de invemadero. San Jose, Costa Rica. puesto pol Vogeles et al. (1970), Patterson y La
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Rue (1983) y evaluado en este ensayo, para deter- cias significativas, ni tendencias, en el comporta-
minar la concentraci6n de ureidos tiene gran miento de la concentraci6n de ureidos en hojas y
potencial para seT utilizado en el analisis de ruti- tallos, ni en la variaci6n de este segun la edad de
na, como medio de evaluar la contribuci6n de la la planta.
FBN a un sistema Rhizobium-leguminosa; es una
tecnica que facilmente se puede adaptar a condi-
ciones locales. La concentraci6n de ureidos mas
que el % de N total puede dar informaci6n impor- LITERATURA CITADA
tante sobre la situaci6n real de la fijaci6n; si esta
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