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RESUMEN

La actividad nitrato reductasa (ANR) en tallos y hojas de Lotus comiculatus y Lotus tenuis fue ensayada por
diferentes métodos. Se encontrd una alta correlacién entre los métodos in vivo ¢on nitrato ¥ sin nitraio en el
medio de incubacién y entre el método in situ con el método ir vive sin nitrato. Los mayores valores absolutos
de ANR en cnalquiera de los érganos analizados, se encontraron siempre cuando se determing la ANR por el
método ir vive con nitrato cn el medio de incubacién. Se discuten las ventajas y desventajas de la utilizacién de
los diferentes métodos para determinar la ANR en Lotus sp.
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SUMMARY
DIFFERENTS METHODS TO THE DETERMINATION -

OF NITRATE REDUCTASE ACTIVITY IN Lotus sp. TISSUES

Nilrate reductase activity (NRA) from stem and leaves of Lotus coimiculatus and Lotus tenuis was assayed in
vivo, in sifie and in vitro. There was a strong correlation comparing assays in vive with and without added nitrate
and between ir situ and in vivo without added nifrate. The highest absolute values of NRA in all tissues assayed
where obtained using the in vive with added nitrate methodology. The advantages and disadvantages of the

differents methods in the estimation of NRA. for birdsfoot trefoil arc discussed.
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INTRODUCCION

Las leguminosas pueden utilizar el amonio derivado de
la fijacién simbiética, asi como el nitrato presente en el sue-
lo después de la reduccidn por las enzimas nitrato reductasa
(NR) y nitrito reductasa (NiR). Este proceso reductivo de-
manda ocho electrones, dos para la reduccién de nitrato a
nitrito y seis para la reduccidn de nitrito a amonio. La NR
citoplasmdtica es considerda una enzima biespecffica dado
que el poder reductor es suministrado por el NADH.* redu-
cido en la via glicolitica y por el NADPH.* generado en la
via de las pentosas fosfato. Asimismo, por medio de una
lanzadera del malato, la malato deshidrogenasa puede su-
ministar poder reductor a esta reaccién. El nitrito producto
de esta reaccion es reducido por la enzima NiR de localiza-
cidn cloropldstica, la cual utiliza el poder reductor del
NADPH.* o de la ferredoxina (Fd) reducidos en el Fotosis-
tema I (Beevers y Hageman, 1980; Kleinhofs y Warner,
1990).
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La NR es5 una enzima inducible por sustrato (Cam-
pbell, 1988) aunque se ha encontrado en algunas legu-
minosas de las tribus Phaseolae y Loteae una NR cons-
titutiva (Monza et al, 198%; Andrews et al., 1990) cuyo

" ol alin no ha sido establecido.

La ANR se determina midiendo el nitrito producido
de manera que en las determinaciones de ANR en teji-
dos enteros, es necesario inhibir 1a NiR, signiente enzi-
ma de la via de reduccidn de nitrato, Esta inhibicién se
logra incubando las muestras en oscuridad para impe-
dir la reduccidn de la ferredoxina, y por tanto el sumi-
nistro de poder reductor a 1a NiR.

La ANR se puede determinar por ensayos in vivo, in situ
e in vitro. Bstos métodos sirven para evidenciar diferentes
aspectos de la reduccion del nitrato (Andrews et ¢l., 1984),

El método in vive también denominado “ensayo de tejido
intacto” (Campbell y Smarrelli, 1986) es el mds usado por la
practicidad que presenta para evaluar la capacidad de dife-
rentes tejidos de reducir nitrato. Para esta determinacion el
material es troceado y sometido a la accidn de surfactantes,
solventes, o ambos. El uso de vacio en este método ha sido
minuciosamente discutido por Jaworski (1971).

El método in situ estima la capacidad de reduccién de
nifrato en tejido imperturbado-entero y se obtienen bue-
nas correlaciones entre la ANR y el contenido de nitrato
en los tejidos (Andrews et al., 1984). Una diferencia con
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el método anterior, s la utilizacién de nitrégeno gaseoso
en lugar de efectvar vacio durante la incubacion del tejido,
Esta técnica es equivalente a la metodologia “de planta
entera” propuesta por Campbell y Smarrelli (1986).

En el método in vitro se realiza la extraccion parcial de
la enzima y es indicado para estimar la ANR potencial del
tejido, debido a que en las condiciones de ensayo no son
limitantes la concentracién de sustrato m el poder reductor
(Andrews ef al., 1984).

"En este trabajo se comparan las ANRs obtenidas por
diferentes métodos en tallos y hojas de Lotus corniculatus
v Lotus tenuis.

MATERIALES Y METODOS
Material bioldgico y condiciones de crecimiento

Semillas de L. corniculatus cv. La Estanzuela San Ga-
briel y L. tenuis cv. Chajd (Agrosan S.A.) se esterilizaron
superficialmente seglin Vincent (1970). Las semillas pre-
germinadas en placas de Petri se sembraron en dispositi-
vos Leonard provistos de la solucién nutritiva descripta por
Rigaud y Puppo (1975) con una concentracién final de 1mM
de KNO,. La solucién nutritiva Leonard se cambié sema-
nalmente para mantener la concentracion de los nutrientes
constanfe,

Se realiz6 asimismo un ensayo sin KNO; a los efectos
de detectar la ANR constitutiva. Cada planta se inoculd
con 1 mL de suspensién de cultivo de las cepa T1 de Rhi-
zobium loti (Monza et al., 1992) crecida en M79 (Vincent,
1970) hasta una densidad 6ptica de 10% células/mL.

Las plantas crecieron en condiciones controladas durante
45 dias, bajo un ciclo de luz/oscuridad 16/8 h y temperatura
dia/noche 24/18 °C y una iluminacién de 500 pmol/m?2. s.

La cosecha de hojas y tallos se realizd a las 4 horas de
iniciada la iluminacidn, dado que la méxima actividad de la
enzima en diferentes plantas ha sido encontrada en ese tiem-
po (Harper y Hageman, 1972; Warner y Kleinhofs, 1592).

Determinacion ANR

Meétodo in vivo

Se signié la técnica descripta por Heuer y Plaut (1978)
con modificaciones (Diaz ef al., 1993). Muestras de 0.1 g se
colocaron en tubos con 5 mL de medio de incubacién que
contenian 50 mM de solucién tampén fosfato potésico pH
7.5; KNO4, 100 mM; propanot (.15 M y Triton X100,
0.01 % (v/v). Cada ensayo incluyé un tratamiento sin niirato
en el medio de incubacién,

Los tejidos se infiltraron por vacio de 80 kPa dos veces,
durante 2 min cada vez. Bl vacio se aplicé a 12 muestras
simultdneamente dentro de un dispositivo compuesto por un
frasco de vidrio con cierre hermético conectado a una bomba
de vacio (Fig. 1. A). Después de realizado-el vacfo las mues-
tras se incubaron en oscuridad a 28°C duranie 1 hora. Los
tubos se pusieron 10 min en un baiio en ebullicién y después
que las muestras alcanzaron la temperatura ambiente se to-
maron alicuotas para determinar el nitrito liberado al medio.

Meétodo in situ

Se utilizé la técnica sugerida por Obatdn (com. pers.).
Muestras de {).1 g de material vegetal sin frocear se introdu-
jeron en frascos de 50 mL que contenfan 5 mL de solucién
tampdn fosfato potdsico 50 mM, pH 7.5 y Triton X100,
‘0.1 % (v/v). Los frascos se precintaron y para lograr anaero-
biosis el aire se desplazé mediante flujo de gas nitrégeno.
Este procedimiento se realizd con una conexién desde un
tangue de nitrégeno a un distribuidor de 6 salidas. Segln se

B

Figura. 1. A, dispositivo para la determinacién de ANR in vivo. B, dispositivo para la
determinacion de ANR in situ (para la descripcion referirse a materiales y métodos).
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muesira en la Fig. 1 B 1a aguja de cada salida se introdujo en
el tapon perforable de cada frasco, de manera que todos fos
frascos recibieran la misma presién de nitrégeno (125 kPa
.durante 1 min). Ofra aguja permitic 1a salida del gas.

Luego de realizada la anacrobiosis los frascos se introdu-
Jjeron en bolsas de polietileno negro y se mantuvieron a tem-
peratura ambiente. Después de 1 h se agrego con jeringa a
cada frasco, 5 ml. de agua destilada hirviendo, e inmeciata-
mente los mismos se llevaron a ebullicién durante 10 min
para analizar después el contenido de nitrito.

Método in vitro
Se siguid la técnica sugerida por Obatén (com. pers.)

que consistié en pesar (.2 g de hojas y tallos y dejarlasa - -

200C hasta el momento de la extraccion, Las muesiras se
maceraron 4 4°C en mortero con 30 mg de casefna, 100 mg
polivinilpolipirrolidona (PVPP) en 4 mL de la solucién de
extraccidn consistente en solucién tampén fosfato potdsi-
co 50 mM pH 7.4, EDTA I mM, clothidrato de cisteina
7.5 mM. Posteriormente se filiraron los extractos y se con-
servaron a -20°C hasta el momento de Ia determinacién.

La cisteina se adiciond como protecior de los grupos
sulfhidrilos, la caseina, para evitar la accién de las protea-
sas y el PVPP, para complejar compuestos fendlicos’que
pueden oxidar 1a enzima {(Gegenheimer, 1990).

La reaccidn se comenzd con el agregado del extracto al
medio de incubacidn, solucién tampon fosfato potdsico pH
74, 50 mM KNO,; 100 mM y NADH.* 0.3 mM en una
relacién 1:3 (v/v). La reaccién se detuvo después de 30

min de incubacién a 28°C con la adicidn de acetato de zind
hasta una concentracién final de 0.1 M. El precipitado se
centrifegé durante 5 min a 12000 g y en el sobrenadante se
determing el nifrito.

Determinacion de nitrito

El nitrito se evidencié por la reaccién de diazotacién
(Nicholas y Nason, 1969). A 1 mL de muesira enlos méto-
dos in vivo ¢ in situ y a 0.5 mL en el método in vitro, se le
agregaron 4 mL de una mezcla de sulfanilamjda 30 mM en
HC12 M y N-naftiletilendiamina.2 HCI 0.4 mM. Después
de 20 minutos se leyd la absorbancia a 540 nm. La curva
estdndar se realiz$ con NaNO,.

Diseiio experimental y analisis de los datos

Los datos corresponden a medias de tres repeticiones de
dos experimentos diferentes. Los resultados obtenidos de
los diferentes métodos se compararon mediante una regre-
s16n lineal.

RESULTADOS Y DISCUSION

La ANR en érganos de L. corniculatus y L. tenuis
no present$ diferencias significativas con los distintos
métodos ensayados y siempre la actividad fue superior en
tallo que en hoja (Tabla 1).

Las determinaciones de ANR por el método in vive con
y sin nitrato en el medio de incubacién presentaron una

Tabla 1. ANR en diferentes érganos de dos especies de lotus medidaz por distintos métodos.

ANR
condiciones de

crecimiento in vivo in vivo in sifu in vinto

y drgano con NO4b sin NO5- sin NOy con NOy
L. cornicudatus
sin nitrato
@llo 324+ 48 230+ 41 222429 3944189
hoja 16124 159+ 4] 141 +18 212+ 81
con nitrato
tallo 521478 3edtes 330+64 404+ 167
hoja 280+ 45 180+ 50 177171 426+ 143
L. tenuis
sin nitrato
tallo 302 +£30 169+ 21 163425 335+201
hoja 163428 147438 149+ 36 2871178
con nitrato
tallo 441 +78 243445 235+40 3134182
hoja 251+11 13821 141 +34 4604349

bCon o sin el agregdo de KNO; ala mezcla de incubacién

¢Los valores son media de tres repeticiones sepuidos de su desvio estindar.
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correlacion de +0.86 (p<0.01) independientemente de la
presencia de nitrato en el medio de crecimiento y del 6rga-
no con que se trabajé. La ANR con nitrato en el medio de
incubacién fue siempre superior a la ANR sin nitrato en el
medio de incubacién (Tabla 1). Datos semejantes fueron
encontrados por Nicholas er al. (1976) en hojas de soja.
Estos auiores atribuyen esta diferencia a la presencia de
sustrato en el medio de incubacién, lo que indicaria que el
nitrato en los tejidos estudiados en el momento de la deter-
minacién resulta limitante.

Se encontré una correlacién de + 0.89 (p<(.01) entre
los métodos in vivo sin nitrato e in situ (Fig. 2). En ambos
casos al no haber nitrato en el medio de incubacién la NR
tiene como tnica fuente de nitrato el presente en los tejidos
vegetales. Este hecho agrega evidencias a lo encontrado
por otros autores, que consideran a Ia medida de ANR por
el método in vive sin nitrato en el medio de incubacién,
como el que estima la ANR en condiciones de planta ente-
ra y por lo tanto los valores obtenidos por el método in siftu
{Andrews ¢t al., 1984).

Cuando se analizd por separado la ANR de tallos y ho-

jas la correlacién entre los métodos in vive e in situ fue-

mayor en tallo que en hojas {datos no mostrados). Dado
que la ANR se encuentra muy relacionada con el conteni-
do de agua del material (Shaner y Boyer, 1976; Aparicio-
Tejo y Sdnchez-Diaz, 1982), estas diferencias podrian de-
berse a la menor deshidratacidon del tallo. De esta forma, la
capacidad de deshidratacidn de hojas durante el procesa-
miento del material afectaria a la NR e introducirfa varia-
ciones en Ia estimacidn de Ia actividad al expresarse por
gramo de peso fresco.

El ensayo in vivo més nitrato es considerado el mejor
indicador de la reduccién de nitrato en tejidos, dado que el
nitrato no es limitante y se relacionaria con la ANR medida
in vitro (Andrews ef al., 1984). Nicholas er al. (1976) en-
contraron en planias soja una correlacién entre la ANR in
vivo mds nitrato y la ANR in vitro. Sin embargo, en lotus
no se encontrd correlacién entre estos métodos, lo que co-
incide con los resultados obtenidos en soja por Streeter y
Bosler (1972).

Los valores de ANR in vitro obtenidos presentaron una
alta variacion (Tabla 1) y expresados por gramo de peso
fresco de tejido no superaron los valores de ANR obteni-
dos por el método in vive més nitrato. Esto no concuerda
con los resultados obtenidos por Nicholas et al. (1976) en
soja, donde ta ANR ir vitro superaba la ANR in vivo mds
nitrato. Estas diferencias podrian deberse a dificultades
en la extraccion de la enzima, problema que también fue
considerado por Streeter y Bosler (1972).

Entre el método ir vive con y sin nitrato en el medio de
incubacidn la eleccién de una alternativa u otra va a estar
en funcién del objetivo que se persigue, es decir si se desea
obtener la ANR potencial o la la ANR real,

A partir de los resultados de este trabajo el método
in sifu se presentarfa como muy ventajoso para ensayos en
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Figura 2. Correlacién entre los diferentes métodos
de determinacion de ANR expresada en nmol de
NO,"/g PE. h'l A métodos in vivo menos NO;™ ¢ in situ
B métodos in vive menos NO; e in vivo méas NO5~.

campo al obtener resultados semejantes a los que se en-
contraron por el método in vive sin nitrato. Sin embargo, el
método in situ presenta el incoveniente que solo permite
manejar un niimero reducido de muestras por la configura-
cién del equipo.

Para materiales vegeiales diferentes al utilizado en este
trabajo, se deberian optimizar las condiciones de los ensa-
yos tales como concentraciones de sustrato, pH del medio

_de incubacidn, tampdn y uso de surfaciantes.
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