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RESUMEN 
Se estudió la variación de las actividades de las enzimas de asimilación de amonio en nódulos de Lotus comicu­
latus entre los 14 y 28 días después de la inoculación con Rhizobium loti cepa U226. En el mismo período se 
estudió la variación de la actividad nitrogenasa, el peso seco de las plantas y el peso fresco de nódulo. Las 
actividades de las enzimas glutamino sintetasa (GS), glutamato sintasa (GOGAT) y nitrogenasa aumentaron 
durante el desarroIlo del nódulo. A catorce días después de la inoculación, las actividades d~ las enzimas GS y 
GOGAT del nódulo superaban en 30 veces a las actividades encontradas en raíz. Los valores máximos de las 
actividades de las enzimas en nódulos de L. corniculatus se a1canzaron 28 días después de la inoculación. 

PALABRAS CLAVES: desarrollo del nódulo, glutamato sintasa, glutamino sintetasa, nitrogcnasa, Lotus 
corniculatus 

SUMMARY 

NITROGEN FIXATION AND ASSIMILATION IN Lotus corniculalus NODULES 
Ammonia assimilation enzymes were measured in nodules of Lotus corniculatus between 14 and 28 days after 
inoculation with Rhizobillm loti U226 strain. Plant dry weight, nodule fresh weight and nitrogenase activity 
were also measured. L. corniclllatus nodule glutamine synthetase (GS), glutamate synthase (GOOAT) and nitro­
genase activitics increased during nodule deveIopment. Fourteen days after inoculation nodule OS and OOGAT 
activities were 30-foId highcr than in roots. Thc highest values of nodule enzyrnes in L. corniculatus were found 
in 28 days old plants. 
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INTRODUCCION 
En Uruguay el género Lolus es usado en praderas y pre­

senta ventajas respecto a otras leguminosas introducidas, 
tales como su capacidad de autosiembra y no producir 
meteorismo (Danso el al., 1991). Si bien existen diversos 
estudios microbiológicos y genéticos sobre cepas de Rhi­
zobium que nodulall Lolus sp (Cooper el al., 1987; Jarvis 
el al., 1982; Monza el al., 1992, Irisani el al., 1996). la 
información sobre parámetros bioquímicos y fisiológicos 
de la simbiosis es menos abundante (Díaz el al., 1995). 
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El amonio producido por fijación biológica de nitróge­
no en los nódulos de las leguminosas es asimilado por las 
enzimas GS y GOGAT de la planta (Miflin and Cullimore, 
1984). Las enzimas GS y GOGAT son productos génicos 
que se inducen o aumentan en el nódulo al iniciarse la fija­
ción biológica de nitrógeno (Egli el al., 1989). Las activi­
dades de estas enzimas, así como la actividad nitrogenasa 
y el contenido de leghemoglobina, aumentan durante el 
desarrollo del nódulo (Cullimore and Bennett, 1988; Van­
ee and Griffith, 1990; Franssen el al., 1992). 

En este trabajo se estudió la evolución de la actividad 
de las enzimas de la fijación de nitógeno y asimilación de 
amonio durante el desarrollo del nódulo en la simbiosis L. 
cornicuLalus - R. Loli. 

MATERIALES y METODOS 

Material biológico y condiciones de crecimiento 
Se utilizó L. corniculalus cv La Estanzuela San Gabriel 

(AGROSAN S.A.) inoculadoconR.loti cepa U226 (=B8l6, 
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obtenida del Department of Microbiology, University of 
New South Wales, Kensington, Australia). 

Las semillas fueron esterilizadas superficialmente según 
Vmcent (1970) y pregenninadas sobre papel húmedo en pla­
cas de Petri. Las plantas se cultivaron en jarras Leonard con 
vermiculita y arena (3:1) como soporte y como solución nu­
tritiva se usó la descrita por Rigaud y Puppo (1975), sin nitró­
geno. Las plantas, a raz6n de 10 por jarra, se cultivaron en 
cámara de crecimiento con fotoperíodo de 16/8 h (luz/oscuri­
dad), 500 iJFlm2.s (400-700mn) de intensidad luuúnica y 25/ 
18°C de temperatura (día/noche). La inoculaci6n se realizó 
con una suspensi6n de bacterias que contenía 109 UFC/mL, a 
razón de 1 mL por planta, 24 h después de la siembra. 

Diseño experimental y cosecha de material 
En 6 tiempos, entre los 14 y los 28 dias después de la 

inoculación, se cosecharon las plantas y se separaron raí­
ces de parte aérea. Parte de las raíces noduladas se utiliz6 
para la detenninación de la actividad nitrogenas~fy el resto 
para separar los n6dulos a efectos de preparar los extractos 
donde medir las actividades GS y GOGAT. 

Extracción de enzimas 
Los nódulos fueron macerados con un tampón fosfato 

50rnM pH 7.6 optimizado para ensayar simuItaneamente 
GS y GOGAT, que contenía 2-mercaptoetanol 12.5rnM, 
EDTA.N"2 5mM, sacarosa 14.6rnM, KCl IOOmM y 20% 
de polivinilpolipirrolidona. En el extracto, luego de fIltra­
do con tela y centrifugado durante 20 ntin a 20000g, se 
midieron las actividades enzimáticas. Todo el procedimiento 
de extracción se realiz6 entre O-4°C y la actividad GOGAT 
fue medida durante la primera hora luego de la extracción 
debido a la inestabilidad de esta enzima (Robertson el al., 
1975b; Boland el al., 1978). 

Ensayos enzimáticos 
La actividad GS se ntidió por el método biosintético se­

gún Lea el al. (1990) y se expresó como ¡.unol gama gluta­
milhidroxamato/gramo de peso fresco de nódulo. hora (¡.unol 
GHlgPFnód.h). La actividad NADH-GOGAT se ntidió si­
guiendo la disminución de absorbancia a 340nm por oxida­
ción del NADH (Awonaike el al., 1981) con el agregado de 
aminooxiacetato para inhibir transaminasas (Anderson el al., 
1989) y se expresó como ¡.unol NADH oxidado/gramo de 
peso fresco de nódulo. hora (¡.unol NADHox.lgPFn6d.h). La 
actividad nitrogenasa medida como actividad reductora 
del acetileno (ARA) se determinó por cromatografía ga­
seosa (Hardy el al., 1973) y se expresó en ¡mol de C2Hi 
gPFnód.h. 

Determinaciones analíticas 
Las proteínas en los extractos vegetales se cuantifica­

ron por el método de Bradford (1976) y el peso seco de las 
plantas se detenninó luego de mantenerlas en estufa a 70°C 
hasta peso constante. 

RESULTADOS Y DISCUSION 
La evoluci6n de los parámetros de crecintiento de las 

plantas entre los 14 y los 28 días después de la inoculación 
mostró que el peso seco de éstas, así como el peso fresco 
de nódulos por planta tuvieron un aumento continuo du-
rante el período (Fig. 1). . 

La proteína soluble de los nódulos no presentó variacio­
nes significativas entre los 14 y 28 dias luego de la inocula­
ción (Fig. 1).A partir del día 17 después de la inoculación la 
proteína soluble de los nódulos mostró una tendencia a des­
cender. Un comportamiento similar observaron Reynolds et 
al., (1982) a partir del día 19 en un estudio realizado con 
nódulos de Glycine max. L. comiculatus presenta nódulos 
determinados, que evolucionan de incoloros a rosados y se 
vuelven verdosos cuando son senescentes, pudiendo una 
misma planta presentar nódulos en todos los estadios (Van­
ee el al., 1981). En las condiciones de cultivo de nuestro 
ensayo, a partir de los 17 días luego de la inoculaci6n, apare­
cieron algunos nódulos senescentes. La disminución de pro­
teína soluble observada a partir de ese día podría explicarse 
por la desintegraci6n de bacteroides que se produce en este 
tipo de nódulos (Vanee el al., 1981). 
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Figura 1. Evolución de peso seco de las plantas (lfuea 
continua), peso fresco de nódulo (lfuea punteada) y contenido 
de proteíoa de nódulos (recuadro superior) de L. camiculatus 

inoculado con R. lati cepa U226 entre los 14 y 28 días después 
de la inoculación. 
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Figura 2. Evolución de las actividades GS, GOGAT 
y ARA de nódulos de L. comiculatus inoculado con R. 

loti cepa U226 entre los 14 y 28 días después de la 
inoculación. 

Durante el período de desarrollo nodular estudiado en 
este trabajo, la actividad de la enzima GS presentó mayor 
variación que las actividades ARA y GOGAT (Fig. 2). La 
actividad GS medida en raíces no noduladas de plantas de 
L. corniculatus de 14 días fue de 1.3 ~mol GHlgPFnód.h 
mientras que en nódulos de plantas de la misma edad la 
actividad GS fue 40 veces mayor (Fig.2). Entre los 14 y los 
28 días después de la inoculación, la actividad GS del nó­
dulo se incrementó aproximadamente al doble (Fig. 2). La 
máxima actividad GS en L. corniculatus fue mayor que la 
encontrada en Medicago sativa (Groat and Vanee, 1981) y 
en Fhaseolus vulgaris (Lara et al .• 1983), pero fue menor 
que la encontrada en Vicia faba (Caba J.M. 1991, Tesis 
doctoral). 

Las actividades GOGAT y ARA (Fig.2) no variaron signi­
ficativamente durante el período estudiado. La actividad GO­
GAT se mantuvo en el orden de 20 J.Ullol NADHox.lgPFnód.h. 
Sin embargo, considerando la actividad en las raíces no nodu­
ladas (0.6 J.Ullol NADHox.lgPFnód.h), la actividad GOGAT 
en nódulos de 14 días, fue 37 veces mayor. El máximo de 
actividad GOGAT de nódulos de L. corniculatus fue menor 
que el encontrado en nódulos deM. saliva (Jessen et al., 1987) 
yen V.faba (Caba J.M. 1991, Tesis doctoral). El valor máxi-
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mo de ARA fue similar al obtenido para otras simbiosis de L. 
comiculatus con distintas cepas de R. Ion (Gonnet S. 1994, 
Tesis maestría; Monza et al., 1997). 

Según las variaciones de las actividades ertzimáticas GS, 
GOGAT y ARA encontradas en otras leguminosas (Rey­
nolds et al., 1982; Robertson et al., 1975ab; Bennett and 
Cnllimore, 1989; Chen and Cnllimore, 1988; Egli et al., 
1989; Wemer et al., 1980), se definen en nuestro trabajo 
tres etapas en el desarrollo del nódulo. En la primera etapa, 
las tres actividades enzimáticas se incrementan entre 5 y 
20 veces en un período de 6 a 9 días de duración. Este 
aumento comienza alrededor de los 11 días después de la 
inoculación, aunque en M. sativa comienza a los 7 días y 
en G. mm; comienza a los 15 días. En la segunda etapa, de 
unos 13 días de duración, la actividad GS aumenta hasta 
2.5 veces mientras que las actividades GOGAT y ARA, se 
mantienen constantes. En la tercera etapa, se produce una 
disminución en las tres actividades enzimáticas que es más 
o menos pronunciada según la leguminosa. 

La variación de las actividades GS, GOGAT y ARA 
observada en este trabajo, así como los valores de GS y 
GOGAT medidos en raíces no noduladas, permiten afir-

, mar que en L. corniculatus la primera etapa es anterior a 
los 14 días después de la inoculación y que el período estu­
diado entre los 14 y los 28 días corresponde a la definida 
como segunda etapa. Los resultados de estudios similares 
al presente en períodos de hasta 60 días luego de la inocu­
lación que se realizaron con L. comiculatus inoculado con 
U226 y cepas nativas, mostraron que las actividades GS, 
GOGAT y ARA descienden a partir de los 28 días (datos 
no mostrados) 10 que correspondería a la tercera etapa an­
teriormente definida. El tamaño de los nódulos condicionó 
la elección del período para este estudio. Antes de los 14 
días después de la inoculación, los nódulos de L. cornicu­
latus eran demasiado pequeños para ser cosechados. 

A los 28 días se alcanzaron los máximos de las activida­
des de las enzimas estndiadas en este par simbiótico. El mis­
mo resultado se encontró con L. comiculatus inoculado con 
cepas nativas de R. loti (Gonnet S. 1994, Tesis maestría). 

Los pares simbióticos. seleccionados por su alta tasa de 
fijación de nitrógeno muchas veces no son los que produ­
cen mayor rendimiento en peso seco de la planta y por eso 
en algunas leguminosas se han estudiado las enzimas de 
asimilación de amonio como parámetros a ser considera­
dos en la selección de genotipos (Jessen et al., 1987). A 
partir de los datos obtenidos en este trabajo se podría estu­
diar esta posibilidad en L. comiculatus. 
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