Actividad Nitrato Reductasa en Hoja, Tallo Raiz y Nodulo de Lotus corniculatus
en Simbiosis con Rhizobium loti*

ABSTRACT

The nitrogenase and hydrogen upiake activities of Rhizo-
bium loti strains U226 and 11 were studied in symbiosis with
Lotus cormiculatus 1, var, Ganador, Leal, stem, root and
nodule nitrate reductase (NR) activities were also determined
as well as the contribution of each plant organ to the total
plant NR activity. ‘There was no diference in nitrogenase ac-
tivity {measured as acetylene-dependent ethylene produc-
tion) between strains U226 and T1 and aeither of them
expressed hydrogen uptake activity (determined amperome-
trically). in plants that were only N, -dependent, the in vivo
feaf, stem, root and nodule NR activities of plants inoculated
with strain T1 were higher than those of piants inoculated
with strain U226, regardless of the presence or the absence of
nitrate in the incubation mixtures, When plants were treated
with § mM KNG, , there was no difference between root NR
activity of plants inoculated with either strain. However, leaf,
stem and nodule NR activities were greater in plants inocu-
lated with strain T1. In plants not treated with nitrate, leaf
NR activity was responsible for 45% of the total plant NR
activity, while those of stem, root and nodule accounted for
28.5%, 22% and 4.5%, respectively, When plants were treated
with nitrate, the stem was the most active organ in nitrate
reduction with 52% of the total plant NR activity, foltowed
by root, stem and nodule with 319, 14.5% and 2,5%, respec-
tively. The total reduced nitrogen content of plants inocu-
lated with strain 71 was 1.6 times higher than that of plants
inoculated with strain U226, These results indicate that
plants inccalated with strain T} had 2 more efficient nitrate
metabolism than plants inoculated with steain U226,
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COMPENDIO

Se ha estudipdo ka actividad nitrogenasaz e hidrogenasa de
las razas U226 y Tt de Rhizobiuwm loti en simbiosis con
Lotuys cornicwlarus k., var, Ganador, También, se ha determi-
nado la actividad nitrato reductasa (NR) de hoja, tallo, raiz y
nddulo de plantas de Lowus, asi como la contribucion de cada
uno de estos drganos a la actividad NR total de la plantz, No
se encontraron diferencias en la actividad nitrogenassz {medi-
da como reduccidn de! acetileno a etileno) entre las razag
U226 ¥ I1 y ninguna de Ias dos expresd actividad hidroge-
nasa {determinada amperométricamente}. En plantas creci-
das, dependiendo exclusivamente d= Ia fijacion de N, , Ia acti-
vidad NR in vivo de las hojas, tallos, raices y nddulos de las
plantas inoculzadas con fa raza T1 fue superior = Ia de las plan-
tas inoculadas con a raza U226, independientemente de que
ios ensayos de actividad se realizaran en presencia o en susen-
cia de nitrato en las mezelas de incubacion. Cuando las plan-
tas se trataron con 5 mM de NO, K, no hube diferencias en ta
zetividad NR de las raices de las plantas inoculadas con las
razas U226 ¥ T1. Sin embargo, la actividad NR de las kojas,
tallos ¥ nddulos fue mayor en Ias plantas Inoculadas con esta
raza, En plantas no tratadas con nitrégeno combinado, Iz
actividad NR de las hojas contribuyd con un 45% al total de
la actividad NR de la planta, mientras que la del tallo, raiz y
nddulos contribuyeron con un 28.5%, 22% y 4.5%, respecti-
vamente. En plantas tratadas con nitrato, el tallo fue ef drga-
no mis activo en la reduccién del mismo, aportando el
52% de la actividad NR total de Ia planta, seguido de fa rafz
con un 31%h, Ias hojas con un 14.5% y los nddulos con un
2.5%. EI contenido en nitrégeno total reducido de las plantas
inpculadas con la raza T1 fue 1.4 veces mayor que ¢l de las
plantas inoculadas con Ta raza U226, Estos resultados indican
que las plantas inoculadas con la mza T1 tuvieron un meta-
bolismo del nitrato mds efectivo que el de las inoculadas con
la raza U228,

INTRODUCCION

as legurinosas son Gnicas entre las plantas supe-
riores porque pueden utilizar tanto el nitrdgeno
atmosférico {Na), como el nitrato (NOj) pre-
sente en la solucion del suelo para su crecimiento y
desarrolio

ia reduccion del N, a amonio (NH:Y) estd catali-
zada por la enzima nitrogenasa que, simultdneamente,
reduce protones (H%‘) a hidrogeno (H,) (7) La pro-
duceion de hidrégeno por los nodulos de las legumi-
nosas representa una pérdida de energia y poder re-
ductor que disminuye la eficacia de la fijacidn de N,
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{11} Algunas especies de Rivzobium y Bradyrhizo-
bim han desarrollado un sistema enimdtico indepen-
diente, conocido como hidrogenasa (sistema Hup),
capaz de oxidar todo o parte del H, producido por
fa nitrogenasa, lo que resulta, a su vez en fa recupe-
racidn  de electrones que pueden ser utilizados por
fa nitrogenasa o destinados ¢ la produccion de ATP
(8.9)

La asimilacion de nitiato ocurre en dos ctapas La
primera de ellas esti catalizada por la enzima nitrato
reductasa {NR), que reduce en nitrato a nitrito (NO7)
Posteriormente, el nitrito es reducido a smonio por
la nitrito reductasa (NiR} A diferencia de la nitroge-
nasa, gque solo se encuentra en los bacteroides, la NR
puede localizarse ademds en las hojas, talios y raices
de la mayoria de las plantas, incluyendo las legumino-
sas{1}.

A diferencia de otras simbiosis, como las que se es-
tablecen entre Medicago, Trifoliuen, Phaseolus, Gly-
cine, ete y sus microsimbionies espectiicos, mds estu-
diadas en sus aspectos [isioldgicos, bioquimicos, ge-
néticos y agrondmicos, son muy escasos los datos que
se poseen sobre la asociacion Loms-Rivizobium loti
R loti es una raza de rdpido crecimiento capaz de in-
fectar no solo a leguminosas del género Lotus, sino
también a Lupinus, Omithopus y Anthyllis (14) kEn
Uruguay, se culliva Lotus cornicidatis tanto en con-
diciones de monocuitivo como en asociacion con Fes-
ruea arundinacea y Lolium mudtiflorum

Estas praderas naturales consiituyen la base para
la alimentacién de ganado y la produccidn de carne,
leche y lana

Este trabajo se inicié con el objeto de estudiar las
actividades nitrogenasas e hidrogenasa de R ot en
simbiosis con L. cormicidarus. También, se ha compa-
rado la actividad nitrato reductasa de hoja, tallo, rarz
y n6dule de plantas de /. cornifculgtus inoculadas con
fas razas U226, indeulo comercial, y T1, aislada de un
suelo nativo de Uruguay

MATERIALES Y METODOS
Plantas y microorganismos

En el estudio se utilizd Lofus corniculatus, var
Ganador Las semiilas se esterilizaron con aleohol
(96% v/v} durante 3 min; se lavaron abundantemente
con agua estéril y se perminaron en cajas de Petri que
contenian papel de fiitre humedecido Las plintulas
se colocaron en jarras Leonard (cinco plantas por
jarra} provistas de la solucién mineral nutritive des-
crita por Rigaud y Puppo {22), carente de nitrdgeno.

En el momento de la siembra, cada pidntula se inocu-
l6, aistadamente, con 1 mi (10® células de una suspen-
sion de R. o, vazas U226 y T1. Las pldntulas se cul-
tivaron en cdmaras de crecimiento controlado bajo las
siguientes condiciones: ciclo diafnoche de 16/8 h,
23/16 °C, 50% humedad relativa y una intensidad -
minosa (400-700 nm) de 500u » m™® - ¢

Para los estudios de actividad nitrato reductasa en
plantas tratadas con nitrato, la solucion nutritiva de
las jarras Leonard fue sustituida cinco dias antes de
la toma de muestras por otra iéntica adicionada de
5 mM de NO,; K

La raza U226 es un incculante comercial utilizado
en Uruguay {23}, v la raza T1 fue aislada originalmen-
te de un suelo de la regidon de Tacuarembo {(Uruguay)
Las bacterias se cultivaron asimbidticamente en un
medio que contenia manited, extracto de levadura y
triptona

Estudios fisiologicos

La actividad nitrogenada se ensayd medianie la
técnica de la reduccion del acetileno a etileno. Las
plantas con jzs raices noduladas se colocaron en tubos
provistos de fapdn de rosca perforable, sustituyén-
dose el 10% del volumen interior del tubo por aceti-
leno El etileno producido se determiné por cromato-
arafra gaseosa a los 8 y 18 min, en las condiciones
previamente descritas (57

Ea actividad hidrogenasa de R loti se determind
registrindose amperométricamenie el consumo de H,
cuando a la suspension de bacteroides se le suminis-
1o M, y un aceptor final de electrones, de scuerdo
con la metodologia descrita por Lopez er af (16) Los
bucteroides se aislaron de los nodulos segin Emerich
eral {10), pero, en condiciones de aerobiosis para im-
pedir ks produccidn de H, por la nitrogenasa

La actividad nitrato reductasa se analizdé mediante
la técnica deserita por Ligero ef of (15). Para ello,
0 20 g de nodulos enleros v de hojas, tallos v raices
homogéneamente troceados se colocaron en tubos
que contenian 4 mi de huffer fosfato potdsico 50 mM,
pH 735, adicionado de EDTA 1 mM, propanol
1% {v{v} y NOzK 50 mM (ensayos + NOj3) Lainfil-
tracion de los tejidos se realizod efectuando un vacio
de 40 cm de Heg (50 kPa) durante 10 min y posterior
descompresién  Esta operacion se repitid dos veces.
Los tejidos infiltrados se incubaron en oscuridad, sin
agitacion, a 30°C y se tomaron varias alicuotas Los
valores de actividad NR gue se indican en el capitule
de Resuitados corresponden a 60 min de incubacién,
tiempo durante el cual Ja liberacion de nitrito al me-
dio fue lineal La produccion de nitrito se determiné
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en alicuotas de 6.5 mil mediante [a reaccion de diuzo-
tacion descrita por Hageman y Hucklesby (12), mi-
diéndose la absceibancia a 540 nm después de 20 min
de la adicién de los reactivos En ensayos paralelos, la
actividad NR también se determino en mezcias de in-
cubacidn carentes de NOsK {ensayos in vivo — NOy)
Estos ensuayos estdn disectamente relacionudos con
los niveles internos de nitrato y se consideran como la
mejor determinacion de la capacidad de un tejide
para reduchr aitrato in situ (13, 21) Los ensayos de
actividad NR en presencia de nitrato se consideran in-
dicadores de la capacidad de un tejido vegetal para re-
duch niliato cuando el substrato ne es limitante, y
se relacionan con la actividad NR medida in vitro (1.
O 25)

La actividad NR total de la plants se caleuld mul-
tiplicando fa actividad/g peso fresco de cuda drgane
poer el peso {Tesco total de cada organo analizado

Todos los experimentos se realizaron @ los 45 dias
después de 1a imbibicion de las semillas kI contenidoe
en nitrogeno reducide total se determind mediante
andlisis Kjeidahi

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se presentun los resultados cores-
poendientes a la actividad nitrogenasa de fas razas
U2l6e y Tt de R [oti en simbiusis con pluntas de L
cormtcwdatus vay Gunador No se observaron diteren-
vias significativas en los valores de reduccion de aceli-
leno s etileno entre ambas razas En los dos casos. o
adicion de 5 mN de KNOQ; a la solucion mineral nu-
tritiva disminuyd la actividad nitrogenusa entie un
75% y un 7% pava lus razas U226 v Tl respectiva-
mente (Cuadio 1)

Para establecer la presencis o ausencia de actividad
hidrogenasa, se determind la capacidad de incorpora-

Cuadro 1. Actividad nitrogenasa de las radas U226 y 11 de
R lotl en simbiosis con [ corpiculaius. var, Ga-
nador, Las plantas se {rataron o no con 5 mM de
NO, K. Los valores representan ln media + SE de
seis repeticiones.

Raza de Actividad nitrogenasa
Rhizobium {umo | C,H, /g peso seco de nddulo)

Plantas — KNO, Plantas +KNO,

U226 BE2:006 2104

Il 87:06 24:05

Sk: error estandar

cion de Hy por los bucteroides aislados de los nédulos
tormados por las razas U226 v T1 En ningin caso,
los bacteroides fueron capaces de utilizar hidrogeno
como aceptor inal de electrones, sezdn los resultados
obtenidos pot iz téenica amperométrica empleada en
este estudio En estos experimentos se utilizd como
control positivo una suspension de bacteroides de
Bradhizobium japonicum, raza 311b122 (fenotipo
Hup®™ 17)

En el Cuadro 2 se indican los valores de actividad
NR de las hojas, talios, raices y aodulos de L. corni-
erlgrus cuando las plantas crecieron en ausencia de
aitrato En plantas inoculadas con la raza U226 no se
encontraron diterencias signiticativas en la actividad
de los diferentes tejidos vegetales utitizados. indepen-
dientemente de la presencia o ausencin de NO3K en
las mezclas de incubacion Sie embarge, en plantas
inocutadas con la raza T1 o actividad NR de tallos y
nacilos tue superior cuando las mezelas de incuba-
cion contenian NOa K No se observaron diferencias
en hojas v rarces cuandoe la actividad NR se enszyd en
presencia v en ausenciy de NO, K La actividad NR de
fus hojas taltos. 1aices y nodulos de las plantas inocu-
ladas con la raza T1 fue, en todos los casos, superior
a | de las plantas inoculadas con la raza U226 (Cua-
dro )

Cuando las plantas tueron tratadas con NOjzK
(Cuudro 2), Ia sctividad NR de los distintos tejidos
vegetales tue superior a las encontradas cuando las
plantas crecieron depandiendo exclusivamente de la
fijacion de N, {Cuadro 2}

Cuadro 2, Actividad nitrato reductasa de hoja, tatlo, raiz v
nédulo de L cornicwlarus, var, Ganador, en sim-
biosis con ias razas U226 y 11 de R Jorf Las
plantas crecieron en ausencia de KNO . Los ensa-
yos de actividad NR se realizaron en presencia y
en ausencia de 50 mM de KNO, en las mezclas
de incubacion. Los valores represenizn la media
+ SE de tres repeticiones,

Actividad nitrato reductasa

Raza de Mezela de (nmo | NO/g peso fresca)

Rhizohium incubucidn

Haja  Tallo  Raiz Nédule

U6 ~KNO, 242 2443 2323 12z2
Lizz6 + KNQ, 24¢1 25+3 25«3 101
i —RKNQ, 463 3444 42435 35:5
I} + KNO, 4524 3506:7 3925 54:6

SL: error esténdar
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Cuadro 3. Actividad nitrato reductasa de hoja, tallo, raiz v nddule de [ cornicidatus. var, Ganador, en simbiosis con Ias razas U226 y
T1 de R. lorf Las plantas se trataron con 5 mM de KNGO, . Los ensayos de actividad se realizaron en presenciz y en ausencia
de 50 mM de KNO, en las mezclas de incubacion. Los valores representan la media £ SE de tres repeticiones,

2;?:0%%”“ 1?:‘,91:;;1;11(10(; Actividad nitrato reductasz (nmo [ NO /g peso fresca)

Hoja Tallo Raiz Nédulo
U226 - KNO, 11247 656 ¢ 16 517+ 31 121+ 14
Uile + KNO, IBEERE 746 1 28 573 £ 30 18712
T1 - KNO, 166 = 12 744 £ 3] 580+ 29 i4d £ 13
T + KNG, 163 =16 817 & 35 576+ 27 207 ¢ 16

Sk error estindar

La actividad NR de las ruices fue similar en plantas
mocutadas con las razas U226 y Tl tanto en presen-
cig como en ausenvia de NO,K en las mezclas de in-
cubacion {Cuadro 3)

En hojas, taflos y nédulos, [ actividad NR fue su-
perior en las planias inoculadas con fa raza T1, respec-
to a las inoculadas con la raza U226 (Cuadro 3) In-
dependientemente de ia raza empleada para la inocu-
lacion, la sctividad NR de las hojas v rarces fue simi-
lar en presenciz y en ausencia de NO, K en las mezclas
de incubacion. Sin embarge, la actividad de los tallos
y noduios fue superior cuando las determinaciones se
realizaron en mezclas de incubacion que contenian
NO3 K (Cuadro 3)

En ef Cuadro 4 se muesiran los datos correspon-
dientes a la distribucion de la actividad NR total en
plantas de L. cornicudatus traladas con y sin nitrato
En plantas crecidas en ausencia de NO4 K, fa actividad
NR se distribuy6 en el orden siguiente: hojas > tallo
> ralz > nodulo. Sin embargo, la adicion de NO; K
disminuyd la actividad NR de las hojas en un 32%, al
mismo tiempo que se incremento la del tallo en un
829 y la de la raiz en un 40%

El contenido en nitrégeno total reducido de plan-
tas de L. cormicwlatus inoculadas con fas razas U226
y T1 de R [oti se presentan en ¢l Cuadro 5 La inocu-
cion con la raza T1 aumentd la cantidad de este ele-
mento alrededor del 40% con respecto a lfas plantas
inoculadas con la raza U226

DISCUSION

En Rhizobiun loti se ha demostrado que la capaci-
dad de algunas razas para formar simbiosis efectivas
estd relacionada con su resistencia a las flavonas (19,

20} Las razas U220 v T1 utilizadas en este estudio
fueron capaces de formar nddulos activos como lo in-
dican los datos de actividad de reduccion de acetileno
a etileno que s¢ presentan en el Cuadro |

No se defectd actividad hidrogenasa en ninguna de
las dos razas estudiadas kn este sentido, las yazas
U226 v T se comportlan como las razas, hasta ahors
estudiadas, de R rrifolii, R meliloti v R. phaseoli,
donde no se ha puesto de manifiesto la capacidad de
oxidar el H, producido por la nitrogenasa (11). Estos
mismos autores han presentado datos sobre ia distri-
bucion de la presencia de actividad hidrogenasz en
diversas especies de Rhfzobitim vy Bradyrhizobivm
(11) Sin embargo, la posibilidad de que las razas
U226 v T1 puedan expresar dicha actividad, no debe

Cugdro 4. Distribucién de la actividad mitrato reductasa to-
tal en plantas de [ corniculatus var. Ganador,
en simbiosis con lag razas U226 y T1 de R Joti
Las plantas se trataron o no con 5 mM de KNO,.
Los ensayos de actividad se realizaron en presen-
cit y en ausencia de 50 mM de KNO, en las mez-
ctas de incubacién, Los valores representan el
porcentaje de actividad cosrespondiente a cada
tejido vegetal y son la media de las actividades
obtenidas en cada una de las simbiosis estableci-

duas.
Hoja Tallo Rafz Nodulo
Plantas — KNO, — KNGO, 44 30 23 3
Plantas -~ KNO, X KNO, 46 27 21 6
Plantas + KNO, -~ KNO, 15 ol 32 2
Plantas + KNO,  + KNO, 14 53 30 3

Turriatba Vol. 39, No. 2, 1989, pp. 170-175



174 TURRIALBA: VOL 39.NUM. 2, TRIMESTRE ABRIL-JUNIO 1989

eliminarse ya que las plantas hospedadoras pueden
alterar la expresidn de la actividad hidrogenasa del
microsimbiorte (4)

Los datos del Cuadro 2 indican que lus hojas. ta-
llos, raices v noduios de las plantas de L cornicidarus
que crecieron dependiendo exclusivamente de la fija-
cion de N, acumularon nitrito en el medio. bstos en-
sayos in vivo demostraron, ademds, que los diferentes
tejidos vegetales de las plantss inoculadas con la raza
T1 expresaron mayor actividad NR que los de las
plantas inoculadas con la ruza U220, tanto ¢n presen-
cia coma en ausencia de nitrato en las mezclas de in-
cubacion. Otros autores también han encontrado acu-
mulacida de nitrito en tejidos vegetales de plantus de
Glyeine. Medicago v Phaseolus cuando se cultivaron
en ausencia de nitrato (24, 25, 26},

La mayor capacidad para reducir nitrato de los te-
jidos de las plantas inoculudas con la raza T1. respec-
to a las inoculadas con s raza U226, también se puso
de manifiesto cuandoe las plantas fueron tratadas con
nitrato, excepto en ef caso de la raiz (Cuadro 3). La
NR de raiz es inducible por substrato (5} y por tanto,
gs posible gue esta ausencia de diferencias sea debida
a que el nivel de induccion de la enzima fue similar
en las raices de las plantas inoculadas con las razas 11
y U226,

Hay que sefalar, por otra parte, que tanto en plan-
tas inocuiadas con la raza T1 como con la U226, la
actividad NR de hola encontradas en los ensayos +
NO7 fue similar a la de los ensayus — NO3 (Cuadro
3. Este hecho sugiere que, en las condiciones experi-
mentates empleadas, bien el nitrate o el poder reduc-
tor actud como factor limitante. Nuestros resultados
parecen indicar que el factor limitante fue el nitrato
ya que la presenciz de éste en la solucion mineral don-
de crecieron las plantas, disminuyo la proporcion de
actividad NR de hoja en un 32% respecto a la de las
plantas crecidas en ausencia de nitrégeno combinado
{Cuadro 4). Estos datos indican que, en presencia de
nitrato, la mayoria de iz actividad NR se localiza en
gl tallo v no en las hojas, como ocurrié cuando las
plantas crecieron en ausencia de nitrato Por lo tanto,
aunque el nitrato sea absorbido por la raiz, en su ma-
yor parte fue exportado via xilema hasta ¢l talle don-
de ocurrié su reduccion. Consecuentemente, el nitra-
to disponible para ser reducido en las hojas disminu-
y6 drdsticamente, La importancia del tallo por su

contribucidn ai metabolismo nitrogenado de las legu-
minosas ha sido puesto de manifiesto recientemente
(1,2, 27y Estos mismos autores (1) han comproba-
do, respecto al metzbolismo del nitrzto, que las legu-
minesas de origen templado se caracterizan porque,
en presenciz de nitrate, la propereidn de actividad
NR correspondiente al tallo, en relacidn con la acti-
vidad NR total de la planta, se incrementa considera-
blemerte sespecio a la de la rafz Sin embargo, las le-
puminosas de origen tropical se caracterizan porque
I proporcion de actividad NR en tallo y raiz es rela-
tivamente independiente de la fertilizacién nitroge-
nada,

En [ condculatus, la presencia de nitrato dismi-
auyd la proporcion de actividad NR de hoja y aumen-
to lu de tallo y raiz. Este incremento fue mayor en el
tello (829) que en lu raiz (41%) (Cuadro 4). Hay que
tener en cuents, sin embargo, que ia distribucidn de
actividad NR de los diferentes tejidos vegetales puede
ser alterada tanio por el genotipo de la leguminosa
huspedadors como por la inoculacion con Rhizobitm
(18) Esto podriz explicar por qué otros autores en-
contraron que la capacidad de reducir nitrato en L.
curniculatus se encontraba fundamentalmente en la
raiz de piantas no noduladas {18)

Aunque de los resultados de esie estudio puede
concluirse que la inoculacidn con laraza T de R. lor
incremento la actividad NR y el contenido en nitrdge-
no {Cuzdro 5) de L corniculatus, respecto a las ino-
culadas con la raza U226, son necesarios posteriores
estudios de tipo agrondmico para comprobar la supe-
rioridad de ia raza T1 en condiciones de cultivos natu-
rales.

Cuadro 5. Efecto de la inoculacion con las vazas U226 vy T1
sobre el contenido en nitrogeno (N) total reduci-
do de plantas de L. corniculatus var, Ganador,
Los valores representan la media + SE de tres re-
peticiones,

Raza de R lon Contenido en N (%)

U216 319006

T1 4.48 £ 008

SE: error estindar.
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