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ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA Y UTILIZACION DEL NITRATO
POR RIZOBIOS QUE NODULAN LOTUS!

P. Diaz,>* O. Borsani,? F. Milnitsky® y J. Monza.}

RESUMEN

_ Se estudid la utilizacién del nitraw, actividad nitrato reductasa constitutiva (ANRc) y tiempé de induccisn de la
nitrato reductasa inducida (NRi) en 9 cepas nativas de Rhizobium loti, en la cepa usada como indculante comercial
y en un Bradyrhizobium sp. {Lotus).

Las cepas de crecimiento rdpido no exhibieron ANRc y el periodo de mduccmn de la NR[ para !a conoenlracuﬁn
de mitrato utilizada, fue de 2 h. Los valores de actividad NRi (ANRi) en las cepas T, y T] fueron, al menos, un orden
de magnitud mayor respecto al promedio de la actividad encontrada en el resto de las cepas. El perfil de ANRi de las
cepas de crecimiento rapido se correlaciond con la utilizacion de nirato y liberacidnde nitrito al medio, loque confirma
que se trata de la forma inducible de 1a enzima.

Todas las cepas utilizaron nitrato coma tinica fuente de nitrégéno en medio definido.

Palabras clave: nitrato reductasa, utilizacidn de nitrato, R. foti.

SUMMARY

Nitrate utilization, constitutive nitrate reductase activity (cNRA) and time of induction niirate reductase (iNR}
were studied in 9 Rhizobium loti native strains, the commercial inoculant strain and one Bradyrhizobium sp. (Lotus).

The fast-growing strains did not exhibitcNRA and induction time of iNR was 2 hours for the nitrate concentration
utilized. The iNR A level was greater in T, and T, strains than in the others strains tested. The coirelation between the
fast-growing strains NRA proﬁlcs with the ditrate uptake and nitrite production, confirmed the induced form of this
enzyme. !

All strains tested used nitrate as the sole soutce of mtrogen in defined medium.

Keys words: nitrate reductase, nitrate uptake. R. lori
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INTRODUCCION

La nitrato reductasa es la enzima respensable de catalizar la reduccién de nitrato
a nitrito, primera reaccién en la via de reduccion del nitrato en plantas y bacterias.

En bacterias, dos formas de nitrato reductasas (NRs) han sido descriptas por

Pichinoty y Piechaud (1968). La forma A (NR A) corresponde auna proteina asociada
a membrana y la forma B (NR B) a una proteina scoluble cuya sintesis es inducida por
el sustrato. La NR A en condiciones de anaerobiosis utiliza el nitrato como aceptor
final de la cadena transportadora de electrones, con Ja consecuente formacién de ATP.
De esta forma, la NR A es la primer enzima de la secuencia de reacciones que en
anaerobiosis conduce a la formacion de los productos de la desnitrificacion (N,Oy N,)
(O’Hara and Daniel, 1985; Payne, 1981). Recientemente se ha encontrado que B.
Japonicum cepa CB 1809 asimila y desnitrifica nitrato simultaneamente (Vairinhos ef
al., 1989). En general, el género Bradyrhizobium presenta mayor capacidad
desnitrificadora que el género Rhizobium con las excepciones de algunas cepas de R.
meliloti y R. trifolii (Damel et al., 1982). Se ha propuesto que la desnitrificacién
producida por los rizobios podria ser equivalente al nitrégeno fijado por la simbiosis
{(O’Hara and Daniel, 1985).

La forma B de la NR es el mejor ejemplo de una enzima inducible por sustrato. El
nitrato promueve fa transcripcién y traduccién de la enzima (Beevers and Hageman,
1980), cuya actividad es inhibida por clorato y azida. El paso catalizado por esta enzima
hasido descripto como la etapa hmitante en la via de reduccién de mitrato (Beevers and
Hageman, 1980) y utiliza e] poder reductor proveniente del catabolismo glucidico.

Las bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium son capaces de crecer
en medios que contienen nitrato como tnica fuente nitrogenada (Jordan, 1984). Sin
embargo, en un estudio preliminar, que incluyé varias especies de rizobios, se encontrd
que R. lupini no crece en medics definidos con nitrato como dnica fuente de nitrégeno

- (Manhart and Wong, 1979). En ese estudio no se incluyeron cepas de rizobios que
nodularan lotus. B

Losobjetivos de este trabajo fueron: a) determinar la NRc y el tiempo de induccion
de la NRi en cepas de la poblacién nativa de Rhizobium que nodula lotus y b)
determinar la capacidad de estas cepas de crecer en medio con nitrato como Unica
fuente de nitrégeno. '

MATERIALES Y METODOS

Bacterias

Losmicroorganismos utilizados en este estudio y sus caracteristicas mas relevantes
se indican en la Tabla 1.
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TABLA 1. CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia
R. loti
B816 (U226) inoculante comercial (Sicardi y Labandera, 1979)
T, a.n.” serogrupo U226 (Monza et al. 1992)
T, . “ “ (")
T, o “ “ (")
s, e ()
Se, o “ “ ()
Su, o “ « (“)
M, " ) ) ")
G, e “ ¢ (%)
Y, S ()
B. sp (Lotus)
CC814s (NZP2309 =« « « (Pankhurst ef al, 1986)

a.n*, aislamiento nativo.

Medios y condiciones de cultivo

Las cepas se mantuvieron en medio M79-agara 4°C (Vincent, 1970). Para obtener
cultivos frescos, las cepas crecieron en medio TY (Beringer, 1974) durante 10
horas incubdndose en agitacidn a 28°C. Estos precultivos cuando llegaron a una
densidad de 107 cél./ml, se usaron para inocular matraces que contenian 125 ml de
medio LMB (Lim and Shanmugan, 1979) modificado, a razén de 1 ml de
suspension bacteriana por cada 50 ml. de medio. El medio LMB modificado contenia
concentraciones mM de los siguientes compuestos: KH PO,, 2.2; Na HPO,, O.8;
MgSO,, 0.4; CaCl,, 0.3; manitol, 5.5; glutamato monosédico, 5.3; H,BO,,0.2; yen
concentracionesuM de ZnSO,, 3.5, CuSO,, 2.0: MnO,, 3.1; MoO,Na,, 0.4; FeCl,, 0.4
y biotina, 0.8. Se ajustd pH a 7.0 con KOH y se esteritizé en autoctave. Para
determinar el crecimiento en medio con nitrato como dnica fuente de nitrégeno
se sustituy6 el glutamato monosédico por KNO,, 10 mM.

Medio de induccion para la N.R.

Acido 3-N-Morfolino propanosulfénico (MOPS}, 50 mM, pH 7.5 ajustado con
KOH (MOPS-KOH); KNO3, 0.5 mM; glucosa, 5.0 mM y succinato disddico, 5.0 mM.
La glucosa y el succinato se esterilizaron por filtracién (Millipore 0.45 um).
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Determinacion de la ANR in vive

La actividad enzimdtica se evidencié por aparicién de nitrito en la mezcla de
ensayo; MOPS-KOH, 50 mM, pH 7.5; KNO,, 0.6 mM; succinato disédico, 6.5 mM y
glucosa, 6.5 mM (Delgado ez al., 1950).

Determinacion de nitrito

Se realizé segin la técnica propuesta por Nicholas y Nason (1969} modificada. A
0.5 ml de muestra se le agregaron 2.0 ml de sulfanilamida, 60 mM, en HC1 2M y 2.0
ml de N-paftiletilendiamina.2HCI, 0.8 mM. Se ley¢ la absorbancia a 540 nm. NaNO,
fue utilizando como estandar.

Determinacion de nitrato

Se siguio el método de nitracion del salicilico descripto por Cataldo et al. (1975).
A 0.2 ml de muestra se le agregaron 0.8 mi de dcido salicilico 0.36 M en H,SO,
concentrado y después de 20 min. se adicionaron 19 ml de NaOH 2M. Se ley6 la
absorbancia a 410 nm. Se usé KNO, como estandar.

Determinacion de proteinas

Se signié el método propuesto por Bradford (1976) con modificaciones. Un
volumen de 0.1 ml de muestra se traté con igual volumen de NaOH 0.1 M y se ltevd
a ebullicién durante 5 min. Posteriormente, a 0.1 ml de la muestra asi tratada se le
agregaron 5.0 mi de una mezcla conteniendo: Azul de Comassie G250, 0.12 mM;
etanol, 0.81 M y HPO,, 1.48 M. La absorbancia se leyé a 595 nm y se utilizé
seroalbimina bovina Sigma Fraccién 1V como estdndar.

Procedimiento experimental

Las bacterias se crecieron en medio LMB a 28°Cen agitacién hasta fase exponencial
tardia. Se centrifugaron durante 10 min. a 5000 r.p.m., 5°C, se lavaron 2 veces con
MOPS-KOH 50 mM, pH 7.5 y se resuspendieron en 8 ml del mismo biiffer.

Para determinar la ANR, se transfirieron 4 ml del resuspendide a 16 ml de medio
de induccidn lograndose las concentraciones descriptas en el medio de induccién y
permanecieron en agitacion durante 18 horas. Las determinaciones se realizaron al
momentodeiniciarel ensayo (t)yalas 2,4, 8,12y 18h. Ladeterminaciénat seutilizé
para evidenciarla ANRc. En cada tiempo se tomaron 2 ml de la suspensién de bacterias
del medio de induccién y se centrifugaron a 10.000 r.p.m. durante 3 min. Para
cuantificar la utihzacién de nitrato y la liberacién de nitriio al medio se determiné
nitrato y nitrito en el sobrenadante y los valores se expresaron como los nmol de NO,-
consumido/mg de prot. y nmol de NO,formado/mg de prot. respectivamente. El
sedimento se resuspendié en 0.7 ml de mezcla de ensayo in vive y la ANR se expres6



ACTIVIDAD NITRATO REDUCTOSA Y UTILIZACION DEL NITRATO 5
POR RIZOBIOS QUE NODULAN LOTUS

como losnmol NO,/mg de prot h. En cada tiempo se tomaron alicuotas de 0.1 m! para
determinar protemas

Los resultados son medias de dos repeticiones y ¢l experimento con cada cepa se
realizd dos veces.

RESULTADOS Y DISCUSION

" Todas las cepas ensayadas fueron capaces de crecer en medio definido con nitrato

como tinica fuente de nitrégéno. Esto indica que cualquiera de las cepas, en condicio-

‘nes de aerobiosis, posee las enzimas de la via de reducci6n nitrato y es capaz de
transformar el nitrato en formas asimilables por la bacteria. ‘

- Ninguna de las cepas de R. loti estudiadas exhibieron ANRc, después de crecidas
en medio definido con glutamato (Fig. 1), a diferencia de la cepa CC814s de B. sp.
(Lorus) que mostré ANRc (Fig 3). En un medio definido sin nitrato y en condiciones
de aerobiosis, las cepas nativas de R. loti estudiadas se comportaron en forma similar
alo yaencontrado en dos cepas de R. loti (Monza et al., 1992) y a R. leguminosarum
(Manhart and Wong, 1979)
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Las cepas de R. loti estudiadas mostraron induccién de la ANR a las 2 horas de
iniciado el ensayo, en el medio de induccién utilizado. Sin embargo, la méxima
actividad enzimatica en las distintas cepas se observé en diferentes momentos (Tabla
2). Esto seria consecuencia de diferencias en los tiempos de induccién y sintesis de la
enzima en las distintas cepas. Por otra parte, también feeron diferentes los valores
maximos absolutos de ANRI para las diferentes cepas. =

Teniendo en cuenta el perfil de ANRi encontrado en estas cepas se pueden
establecer tres grupos, el primero comprende a las cepas que presentan la maxima
ANRi entre las 2 vy 8 horas en forma mantenida (T?, BE&l6, Y..M, . Su, ySe,). Dentro
de este grupo, Su, y Se, mostraron valores de ANRI constantes durante 18 h. mientras
que en las restantes cepas de este grupo la ANRi fue muy baja después de las 12 h. El
segundo grupo (T, y T,), exhibi6 un rdpido aumento de la actividad enzimadtica, con
el maximo de actividad a las 4 h., y un brusco descenso de la misma. Estos valores
fueron un orden de magnitud mayor que el promedio de las actividades del grupo
anterior. El tercer grupo (G, y S,) incluye cepas con valores maximos de ANRi entre
las 2 y 8 h.. Sin embargo, las ANR1 de este grupo no superaron el 50% de los valores
de ANRi promedio del primer grupo (Fig 1). Los valores de ANRi encontrados en
todos los grupos fueron menores al de la ANRc de B. sp (Lotus) cepa CC814s.
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TABLA 2. VALORES MAXIMOS DE ANRi Y TIEMPO EN QUE SE
LOGRO DICHA ACTIVIDAD.
Cepa ANRi maxima’ Tiempo en que
' se obtuvo el
maximo valor ANRi (h) -

R. ot

T, 2050 + 150 4
T, 2560 + 8.5 4
B816 1500 + 35 8
T, 1160 + 1.0 2
M, 427 + 472 2
Y, 590 + 95 2
Su 530 + 120 2
Se, 660 + 1.0 8
G, 80 + 113 8
'8, 250 + 5.0 2
B. sp (Lotus)

CC814s ' 1518.0 + 56.0 18

‘La ANRi se expresa en nmol NO, formados/mg prot. h. Los
valores son medias de dos repeticiones + desvio estandar.

A las 2 h. de iniciado el ensayo de induccién, 6 de las cepas de R. loti habian
consumido menos del 15% del nitrato que utilizaron a lo largo de todo el experimento.
Por otra parte, 3 cepas (T,, Su, y B816) no produjeron variaciones en la concentracién
de nitrato en el medio de induccién durante las dos primeras horas. Un comportamien-
to particular lo presentaron las cepas T, y T, que consumieron en ese tiempo mas del
15% del nitrato presente en el medio de induccion. Estas cepas ademis, fueron las
tinicas que a las 4 h. habian consumido mas del 50% del total del nitrato consumido
en todo el experimento (Fig. 2). En las cepas del segundo grupo (T, y T,), el méximo
valor de ANRI fue coincidente con el descenso del 50% del nitrato del medio. Las
cepas del tercer grupo, mostraron una capacidad muy baja de reducir nitrato en las
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condiciones de ensayo. Esto se confirma tanto por los valores de ANR exhibidos asi
como por la baja utilizacién de nitrato en el periodo ensayado. El perfil de ANRi de
las cepas fue consistente con la utilizacién de nitrato, lo'que confirma que se trata de
la forma inductible de la enzima. -

En las cepas de crecimiento rapido los valores de ANRi se correlacionaron con la
aparicién de nitrito en el medio. Sin embargo, la concentracién de nitrito en el medio
siempre fue mayor a los valores de ANRI (datos no mostrados).

La desaparicién de nitrato y la variacién de la concentracidn de nitrito en el medio

de induccién {datos no mostrados), fueron semejantes a lo observado por Ishizawa
(1980) en Rhizobium sp (Mimosa).
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La cepa de crecimiento lento presentd a as 2 h., iguales valores de ANR que a ty
e indujo significativamente |a sintesis de NR después de ese tiempo. El mayor tiempo
de induccién de la enzima en esta cepa, respecto a las cepas de crecimiento rapido,
puede ser. una caracteristica-metabdlica mas que permita diferenciar Rhizobium de
Bradyrizobium. :

Por otra parte, esta cepa presento al fmal del ensayo valores al menos.5 veces
mayores que el de ANRe (Fig 3), no detectindose nitrato en el medio de induccidn
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Esto permite suponer que la vida media de esta NRi es mayor que las cepas cuya
actividad descendia alas 12 h.
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