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ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA Y UTILIZACION DEL NITRATO 
POR RIZOBIOS QUE NODULAN LOTUS.' 

P. Díaz,` O. Borsani,3  F. Mi1nitsky3  y J. Monza.3  

RESUMEN 	 .. 

Se estudió la utilización del nitrato, actividad nitrato reductasa constitutiva (ANRc) y tiempo de inducción de la 

nitrato reductasa inducida (NRi) en 9 cepas nativas de Rhizobium ¡oíl, en la cepa uada como inóculante comercial 

y en un Bradvrhizobium sp. (Lotus). 	 . 	 . . 	. . . . 

Las cepas decrecimiento rápido no exhibieron ANRc y el período de inducción de la NRi, para la concentración 

de nitrato utilizada, fue de 2 h. Los valores de actividad NRi (ANRi) en las cepas T1  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 rápido se correlacionó con la utilización de nitrato y liberacióndenitritoal medio, loqueconfirma 

que se trata de la forma inducible de la enzima. 

Todas las cepas utilizaron nitrato como única fuente de nitrógeno en medio definido. 

Palabras clavé: nitrato reductasa, utilización de nitrato, R. Ion: 

SUMMARY 	. . 
Nitrate utilization, constitutive nitSte reductase activity (cNRA) and time of induction nitrate reductase (iNR) 

were studied in 9 Rhizobium ¡crí native strains, the cnmmercial inoculant strain and one Bradyrhizobium sp. (Lotus). 

The fast-growing strainsdidnotexhibitcNRAandinduction time ofiNR was 2 hours forthe nitrateconcentration 

utilized. The iNRA level was greater in T1  and T. strains than in the others strains tested. The correlation between the 

fast.growing strains NRA profiles with dic nitrate uptake and nitrite production, confirmed dic induced forma of this 

enzyme. 	 . 	. 	 . 	 . . 

AlI strains tested used nitrate as the sole source of nitrogen in det'tned medium. 

Keys words: nitrate reductase, nitrate uptake, R. (cli 
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INTRODUCCIÓN 

La nitrato reductasa es la enzima responsable de catalizar la reducción de nitrato 
a nitrito, primera reacción en la vía de reducción 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 a una proteína asociada 
a membrana y la forma B (NR B) a una proteína soluble cuya síntesis 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 la consecuente formación de ATP. 
De esta forma, la NR A es la primer enzima de la secuencia de reacciones que en 
anaerobiosis conduce ala formación de los productos de la desnitrificación (N20 y N,) 
(O'Hara and Daniel, 1985; Payne, 1981). Recientemente se ha encontrado que B. 
japonicum cepa CB 1809 asimila y desnitrifica nitrato simultaneamente (Vairinhos et 
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. trzfolii (Daniel et al., 1982). Se ha propuesto que la desnitrificación 
producida por los rizobios podría ser equivalente al nitrógeno 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 la transcripción y traducción de la enzima (Beevers and Hageman, 
1980), cuya actividad es inhibida por clorato y azida. El paso catalizado por esta enzima 
ha sido descripto como la etapa limitante en ¡avía de reducción de nitrato (Beevers and 
Hageman, 1980) y utiliza el poder reductor proveniente del catabolismo glucídico. 

Las bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium son capaces de crecer 
en medios que contienen nitrato como única fuente nitrogenada (Jordan, 1984). Sin 
embargo, en un estudio preliminar, que incluyó varias especies de rizobios, se encontró 
que R. lupini no crece en medios definidos con nitrato como única fuente de nitrógeno 
(Manhart and Wong, 1979). En ese estudio no se incluyeron cepas de rizobios que 
nodularan lotus. 

Los objetivos de este trabajo fueron: a) determinar la NRc y el tiempo de inducción 
de la NRi en cepas de la población nativa de Rhizobium que nodula lotus y b) 
determinar la capacidad de estas cepas de crecer en medio con nitrato como única 
fuente de nitrógeno. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Bacterias 
Los microorganismos utilizados en este estudio y sus características más relevantes 

se indican en la Tabla 1. 
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TABLA 1. CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS. 
Cepa 	Características relevantes 	Referencia 

R. bu 
B816 (U226) 	inoculante comercial 	(Sicardi y Labandera, 1979) 
T 	 a.n.° serogrupoU226 	(Monza etal. 1992) 

172
11 11 	 11 	 11 

(") 

177 	 (") 

Se  

Su  
M 4  

G4  

Y3  

B. sp (Lotus) 
CC8 14s (NZP2309 " " 	" 	" 	(Pankhurst a al. 1986) 

a.n', aislamiento nativo. 

Medios y condiciones de cultivo 
Las cepas se mantuvieron en medio M79-agar a 4°C (Vincent, 1970). Para obtener 

cultivos frescos, las cepas crecieron en medio TY (Beringer, 1974) durante 10 
horas incubándose en agitación a 28°C. Estos precultivos cuando llegaron a una 
densidad de 10 cél./ml, se usaron para inocular matraces que contenían 125 ml de 
medio LMB (Lim and Shanmugan, 1979) modificado, a razón de 1 ml de 
suspensión bacteriana por cada 50 ml. de medio. El medio LMB modificado contenía 
concentraciones mM de los siguientes compuestos: K}12PO4, 2.2; Na21-1PO4, 0.8; 
MgSO4, 0.4; CaCl2, 0.3; manito!, 5.5; glutamato monosódico. 5.3; H3B03, 0.2; y  en 
concentraciones uM de ZnSO4, 3.5; CuSO4, 2.0; MnO 2' 3.1; Mo04Na2, 0.4; FeCI3, 0.4 
y biotina, 0.8. Se ajustó pH a 7.0 con KOH y se esterilizó en autoclave. Para 
determinar el crecimiento en medio con nitrato como única fuente de nitrógeno 
se sustituyó el glutamato monosódico por KNO3, 10 mM. 

Medio de inducción para la N.R. 
Acido 3-N-Morfolino propanosulfónico (MOPS), 50 mM, pH 7.5 ajustado con 

KOH (MOPS-KOH); KNO3. 0.5 mM; glucosa, 5.0 mM y succinato disódico, 5.0 mM. 
La glucosa y el succinato se esterilizaron por filtración (Millipore 0.45 oro). 
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Determinación de la ANR in vivo 
La actividad enzimática se evidenció por aparición de nitrito en la mezcla de 

ensayo: MOPS-KOH, 50 mM, pH 7.5; KNO3, 0.6 mM; succinato disódico, 6.5 mM y 
glucosa, 6.5 mM (Delgado a al., 1990). 

Determinación de nitrito 
Se realizó según 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 ECl 2M y  2.0 
ml de N-naftiletilendiamina.2HCI, 0.8 mM. Se leyó la absorbancia a 540 nm. NaNO2  
fue utilizando como estándar. 

Determinación de nitrato 
Se siguió el método de nitración del saliciico descripto por Cataldo et al. (1975). 

A 0.2 ml de muestra se le agregaron 0.8 ml de ácido salícilico 0.36 M en H2SO4  
concentrado y después de 20 mm. se adicionaron 19 ml de NaOH 2M. Se leyó la 
absorbancia a 410 nm. Se usó KNO3  como estándar. 

Determinación de proteínas 
Se siguió el método propuesto por Bradford (1976) con modificaciones. Un 

volumen de 0.1 ml de muestra se trató con igual volumen de NaOH 0.1 M y se llevó 
a ebullición durante 5 min. Posteriormente, a 0.1 ml de la muestra as¡ tratada se le 
agregaron 5.0 ml de una mezcla conteniendo: Azul de Comassie G250, 0.12 mM; 
etanol, 0.81 M y H3PO4, 1.48 M. La absorbancia se leyó a 595 nm y se utilizó 
seroalbúmina bovina Sigma Fracción IV como estándar. 

Procedimiento experimental 
Las bacterias se crecieron en medio LMB a 28°C en agitación hasta fase exponencial 

tardía. Se centrifugaron durante 10 mm. 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 büffer. 

Para determinar la ANR, se transfirieron 4 ml del resuspendido a 16 ml de medio 
de inducción lográndose las concentraciones descriptas en el medio de inducción y 
permanecieron en agitación durante 18 horas. Las determinaciones se realizaron al 
momento de iniciarel ensayo (t0)ya las  2,4,8, 12 y 18 h. La determinación ato  se utilizó 
para evidenciar IaANRc. En cada tiempo se tomaron 2 ml de la suspensión de bacterias 
del medio de inducción y se centrifugaron a 10.000 r.p.m. durante 3 mm. Para 
cuantificar la utilización de nitrato y la liberación de nitrito al medio se determinó 
nitrato y nitrito en el sobrenadante y los valores se expresaron como los nmol de NO3-
consumido/mg de prot. y nmol de NO2tormado/mg de prot. respectivamente. El 
sedimento se resuspendió en 0.7 ml de mezcla de ensayo in vivo y la ANR se expresó 
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como los nmol NO Img de prot. h. En cada tiempo se tomaron alícuotas de 0.1 ml para 
determinar proteínas. 	- 

Los resultados son medias de dos repeticiones y el experimento con cada cepa se 
realizó dos veces. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Todas las cepas ensayadas fueron capaces de crecer en medio definido con nitrato 
como única fuente de nitrógéno. Esto indica que cualquiera de las cepas, en condicio-
nes de aerobiósis, posee las enzimas de la vía de reducción nitrato y es capaz de 
transformar el nitrato en formas asimilables por la bacteria. 

Ninguna de las cepas de R. loiti estudiadas exhibieron ANRc, después de crecidas 
en medio definido con glutamato (Fig. 1), a diferencia de la cepa CC814s de B. sp. 
(Lotus) que mostró ANRC (Fig 3). En un medio definido sin nitrato y en condiciones 
de aerobiosis, las cepás nativas de R. loiti estudiadas se comportaron en forma similar 
a lo ya encontrado en dos cepas de R. loiti (Monza a al., 1992) y a R. leguminosarurn 
(Manhart and Wong, 1979). 
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Las cepas de R. loiti estudiadas mostraron inducción de la ANR a las 2 horas de 
iniciado el ensayo, en el medio de inducción utilizado. Sin embargo, la máxima 
actividad enzimática en las distintas cepas se observó en diferentes momentos (Tabla 
2). Esto sería consecuencia de diferencias en los tiempos de inducción y síntesis de la 
enzima en las distintas cepas. Por otra parte, también fueron diferentes los valores 
máximos 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 máxima 
ANRi entre las 2 y 8horas en forma mantenida ('F7, B816, Y3, M14, SU,  y Se,). 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 (T1  y 'I'2), exhibió un rápido aumento de la actividad enzimática, con 
el máximo 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 (G4  y 2)  incluye cepas con valores máximos de ANRi entre 
las 2 y  8 h.. Sin embargo, las ANRi 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 menoresal de la ANRc de B. sp (Lotus) cepa CC814s. 

2. UtLln:ón oe nitrato or ZeDas de R ttJ reoresertaVvas de cada uno de tZ5 
oru;.os reseflt3ns  en resutaaos y dstus:6n 
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TABLA 2. VALORES MÁXIMOS DE ANRi Y TIEMPO EN QUE SE 
LOGRÓ DICHA ACTIVIDAD. 

Cepa 

R. ¡cli 

ANRi máxima Tiempo en que 
se obtuvo el• 

máxinio valor ANRi (h) 

Ti  295.0 ± 	15.0 4 
256.0 ± 	8.5 4 

13816 150.0 ± 	3.5 8 
116.0 ± 	1.0 2 

M 42.7 ± 	47.2 2 
Y3  59.0 ± 	9.5 2 
Su¡  53.0 ± 	12.0 2 
Se4  66.0 ± 	1.0 8 

8.0 ± 	11.3 8 
25.0 ± 	5.0 2 

B. sp (Lotus) 

CC814s 1518.0 ± 	56.0. 18 

La ANRI se expresa en nniol NO2-formados/mg prot. Ii. Los 
valores son medias de dos repeticiones desvío estandar. 

A las 2 h. de iniciado el ensayo de inducción, 6 de las cepas de R. loti habían 
consumido menos del15 %  del nitrato que utilizaron a lo largo de todo el experimento. 
Por otra parte, 3 cepas (T7, Su1  y B8 16) no produjeron variaciones en la concentración 
de nitrato en el medio de inducción durante las dos primeras horas. Un comportamien-
to particular lo presentaron las cepas T1  y T2  que consumieron en ese tiempo más del 
15% del nitrato presente en el medio de inducción. Estas cepas además, fueron las 
únicas que a las 4 h. habían consumido más del 50% del total del nitrato consumido 
en todo el experimento (Fig. 2). En las cepas del segundo grupo (T1  y T2), el máximo 
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 as¡ 
como por la baja utilización de nitrato en el período ensayado. El perfil de ANRi de 
las cepas fue consistente con la utilización de nitrato, lo que confirma que se trata de 
la forma inducible de la enzima. 

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

La desaparición de nitrato y la variación de la concentración de nitrito en el medio 
de inducción (datos no mostrados), fueron semejantes a lo observado por Ishizawa 

(1980) en Rhizobium sp (Mimosa). 
2300 	  O0C 

- 

O 
	

F. 
	 18 

(ti) 

• 3. A:tad tatc reductasa y ui:aci3n de nit'atc en 2. w. £tus) 
La cepa de crecimiento lento presentó a las 2 h., iguales valores de ANR que a 

e indujo significativamente la síntesis de NR después de ese tiempo. El mayor tiempo 
de inducción de la enzima en esta cepa, respecto a las cepas de crecimiento rápido, 
puede ser una característica metabólica más que permita diferenciar Rhizobium de 
Bradyrizobium. 

Por otra parte, esta cepa presentó al final del ensayo valores al menos .5 veces 
mayores .que el de ANRc (Fig 3), no detectándose nitrato en el medio de inducción. 

•ANP UN 
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Esto permite suponer que la vida media de esta NRi es mayor que las cepas cuya 
actividad descendía a las 12 h. 
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