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ABREVIATURAS 

• ADP Adenosina 5'-difosfato 

• AMP Adenosina 5' -monofosfato 

• ARNm Acido ribonucléico mensajero 

• ATP Adenosina 5'-trifosfato 

• DEAE Dietil amino etano 

• DTT Ditiotreitol 

• GS Glutamino sintetasa 

• GDH Glutamato deshidrogenasa 

• GOGAT Glutamato sintasa 

• MPa Megapascales 

• MSO Metionina sulfoximina 

• P J\LA 3-(fosfonoacetilamido)-L-alanina 

• PALAB 4-(fosfonoacetil)-L-2-aminobutirato 



RESUMEN 

En el presente trabajo se presenta el estudio sistemático de la enzima 
glutamino sintetasa en hojas de Catharanthus roseus, que incluye su purificación, 
caracterización y el estudio de su regulación durante diferentes condiciones medio 
ambientales. 

Se determinó que la glutamino sintetasa se encuentra como dos isoenzimae en 
la hoja. Estas lsoenzimas se denominaron GSl y GS2. La GSl está localizada en el 
citoplasma, mientras que la GS2 se encuentra dentro del cloroplasto. La masa 
molecular de 1811 lsoenzlma11 e11 de 46 y 48 kDa, respectivamente. La11 Km pam 1011 
sustratos glutamato, hidroxilamina y ATP son diferentes. La actividad de la GS2 
muestra una dependencia total de la presencia de agentes reductores. La GSl 
presenta mayor resistencia a la incubación a altas t.emperaturae que In GS2, la cual 
pierde totalmente su actividad después de 15 minutos a 50ºC. Se demostró que la 
isoenzima cloroplástica está glucosilada usando tres técnicas diferentes. La presencia 
de nitrato en el medio provoca un aumento en la actividad de la GS solamente 
observado en rafees. 

Durante loe períodos de estrés, la actividad enzimática disminuye. No hay 
sfntesie de nol!O de esta enzima y hay una pérdida preferencial de la ieoenzima 
cloroplástica. Esta pérdida se atribuye a los cambios que sufre su nivel de 
glucosilación. 



SUMMARY 

A eyetematic etudy, which includee the purification, characterization and 
regulation of glutamine eynthetase of leavee of Catharanthus roseus wae made. 

Glutamine eynthetase exista as two isoenzymes in the leaves. These were 
named GSl and GS2, according to their elution order from an anionic exchange 
column and to the current literature on this enzyme. GSl is located in the cytoeol, 
while GS2 is in the chloroplast. Their respective molecular weights Bre 46,000 and 
48,000. There is an absolute requirement of reducing agente in the case of GS2. Thelr 
affinities Cor the subetmtes glutamate, hydroxylamine and ATP differ greatly. GSl 
resista heat treatments better than GS2, which at 50ºC loses its activity oompletely. It 
was demonetmted by three different approaches that the chloroplastic isoenzyme is 
glycosylated. The presence of nitmte induces an increment in GS activity in the roots 
but not in the leaves. 

During stress periods, there was a decline of GS activity with the diminishing 
water potential. There was no de novo syntheais of glutamine eynthetaee and there 
was a preferential lose of the chloroplastic ieoenzyme. This latter fact is explained in 
terms of decreases in the glycosylation level of this isoenzyme. 



INTRODUCCION 

Las plantas tienen una reserva limitada de nitrógeno disponible para su 
desarrollo y crecimiento. Es por esto, que las vías de asimilación primaria y 
secundaria de este elemento deben trabajar de manera eficiente bajo todas las 
condiciones medio ambientales a las que éstas se ven sometidas. 

Existe un número cada vez mayor de reportes sobre los patrones protéicos de 
diferentes órganos durante los períodos en que las plantas se enfrentan a condiciones 
de estrés. Sin embargo, en muy contados casos el estudio de estos patrones ahonda en 
la identificación de las proteínas a las que corresponden las manchas en las 
autorradiografias. 

Por otra parte, el estudio del metabolismo nitrogenado en plantas que 
producen metabolitos secundarios se ha limitado a la cuantificación de las diferentes 
actividades enzimáticas. Los datos de Ríos-Chávez (1987) y Miranda-Ham y 
Loyola-Vargas (1987, 1988), sugieren que las enzimas que asimilan el amonio aisladas 
de plantas sometidas a tratamientos de estrés hídrico o salino son diferentes de las 
provenientes de una planta control. 

En el presente trabajo se presenta el estudio sistemático de la enzima 
glutamino sintetasa en hojas de Catharanthus roseus, que incluye su purificación, 
caracterización y el estudio de su regulación durante diferentes condiciones medio 
ambientales. 
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ANTECEDENTES 

l. ASIMILACION DEL AMONIO 

Tanto el nitrato como el nitrógeno atmosférico, dos de las principales fuentes 
de nitrógeno inorgánico disponibles para las plantas, deben reducirse hasta amonio 
antes de que este elemento se incorpore a la materia orgánica. Puesto que los 
aminoácidos, ya sea libres o formando parte de las proteínas, son la forma 
predominante de N orgánico, se considera que el producto primordial de la 
asimilación del N es el grupo ex-amino. 

Además de la fuente externa primaria de amonio, se ha demostrado que hay 
otras fuentes, como por ejemplo las reacciones que lo liberan de su forma orgánica en 
los tejidos vegetales, en particular de glicina (durante la fotorrespiración), asparagina 
y arginina. Estas reacciones tiene un significado cuantitativo real: la cantidad de 
amonio liberado a partir de glicina durante la fotorrespiración puede alcanzar niveles 
de hasta 80 µmoles g PF1 h·1 en las hojas (Keys et al., 1978), lo cual implica varias 
veces la velocidad calculada para la asimilación neta de amonio. 

Hay varias enzimas que, en potencia, son capaces de incorporar al amonio a 
formas orgánicas como son los aminoácidos o las amidas, como la alanina 
deshidrogenasa, la aspartato deshidrogcnasa, la asparagino sintetasa, la glutamato 
deshidrogenasa y la glutamino sintetasa (Cuadro 1); de las cuales, solamente las tres 
últimas han sido descritas en plantas superiores. Si bien la mayoría de las plantas 
absorben cantidades mínimas del ión amonio a través de sus sistemas radiculares, 
están equipadas y utilizan las enzimas diseñadas para su asimilación. 

Históricamente, se consideraba que la ruta principal de entrada del nitrógeno 
era la vía de la glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.4). Esta enzima se encuentra 
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ampliamente distribuida y es un mecanismo muy activo para la asimilación del 
amonio. 

Cuadro l. Reacciones de IBB enzimas que incorporan amonio a anünoácidoe o amidaB en plantas 
superiores' 

KlJ Piruvato + NH; + NAOH ---------- Alanina + H,.O + NAO• Alanlua <ieohldropnaaa 

K2J L-Aspartato + NH; + ATP -------- L-Asparagina + H,.O + AMP + PPi Aoparqina deohidroirenua 

K3J Oxalacetato + NH; + NADH -------- L-Aspartato + H,O + NAO' Aapartato -~-
K4> a-O>toglutarato + NH; + NAO(P)H --------- L-glu + H,O +NAD(P)' Glutamalo cloololdrop-

(5) L-Glutamato + ATP + NH:-------- L-Glutamina + ADP + Pi Glutamlno alnte!Ma 

1 Tomado de Blnina (1989) 

La otra candidata para llevar a cabo esta asimilación era la e::izima glutamino 
sintetasa (EC 6.3.1.2). Sin embargo, el producto de la acción de esta enzima es la 
glutamina y se desconocía el mecanismo por el cual se realizaba la transferencia del 
N amido a la posición a-amino de los aminoácidos. En 1970, el grupo de Tempest 
describió por primera vez una enzima que catalizaba dicha reacción, la glutamato 
sintasa. Más tarde, esta misma enzima fue encontrada en tejidos vegetales (Dougall, 
1974; Fowler et al., 1974; Lea y Miflin, 1974). Una característica clave de la vía de la 
glutamato sintasa es su naturaleza cíclica, en la que el glutamato actlta como aceptar 
y como producto de la asinillación del amonio. 

2. GLUTAMINO SINTETASA 

Se considera, con base en los estudios utilizando "N, 15N, inhibidores y más 
recientemente mutantes (Lea et al., 1989), que más del 95% de la asimilación del 
amonio en las plantas se realiza a través del ciclo de la glutamato sintasa, descrito en 
la figura l. Después de la incorporación del amonio en la glutamina por la enzima 
glutamino sintetasa, el nitrógeno puede ser transferido a una amplia gama de 
compuestos (Figura 2). 

2.1 Purificación 

La GS ha sido purificada y caracterizada de un gran número de tejidos 
vegetales, incluyendo hojas de chícharo (O'Neal y Joy, 1973), Lem1ia (Stewart y 
Rhodes, 1977), raíces y hojas de arroz (Hirel y Gadal, 1980, 1981), hojas de espinaca 
(Hirel et al., 1982), hojas de tabaco (Hirel et al., 1984), raíces, nódulos y hojas de 
Phaseolus (Cullimore et al., 1983; Lara et al., 1984), por citar sólo algunos ejemplos. 

Es oportuno mencionar que en general se han seguido los esquemas de 
purificación clásicos, que involucran la precipitación con sulfato de amonio, 
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Figura l. Ciclo de la glutamato .sintasa. Enzimas: 1, glutamino sintetasa; 2, 
glutarnato sintasa. 

~ 
DI: l.08 .AA 

'DAHll'OllJZ 

Figura 2. El papel de la glutamina en la transferencia de nitrógeno en las plantas 
superiores. (Modificado de Miflin et al., 1981) 
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cromatografla de intercambio iónico y cromatografía de penneación; sin embargo, el 
uso de columnas de afinidad como la utilizada por Lara y colaboradores (1984), en la 
que se tiene ácido antranílico unido a Sepharosa y se eluye con un gradiente de AMP, 
ha venido a revolucionar la manera de purificar GS de tejidos no fotosintéticos; no 
siendo asf en el caso de la enzima aislada de hojas verdes. 

2.2 Ensayo 

La glutamino sintetasa cataliza la siguiente reacción: 

Me•• 
L-glutamato + NH3 + ATP ~ L-glutamina + ADP + Pi 

Dadas las dificultades que existen para una separación rápida de la glutamina 
formada del sustrato glutamato, se ha utilizado a la hidroxilamina como un sustrato 
alternativo para el amonio: 

L-glutamato + NH20H + ATP ~ y-glutamilhidroxamato + ADP + Pi + Hp 

El y-glutamilhidroxamato puede ser rápidamente cuantificado por una reacción 
simple con cloruro férrico en medio ácido para dar un color café que puede ser 
determinado espectrofotométricamente a 540 nm. Esta reacción mide la actividad de 
la glutamino sintetasa en el sentido biosintético y hay evidencias de que las Km y las 
Vmáx de la enzima con hidroxilamina y amonio son similares (Varner, 1960) y que su 
afinidad por los otros sustratos no se ve afectada por el uso de este compuesto 
(O'Neal y Joy, 1974). 

2.3 Distribución en la planta 

La glutamino sintetasa parece estar distribuída a lo largo de toda la planta, 
aún cuando BUS niveles difieran de manera importante entre un tejido y otro (Lee y 
Stewart, 1978; Stewart y Rhodes, 1978). En la mayoría de los casos, la actividad 
encontrada en hojas es mucho mayor que en la raíz; empero si existe la necesidad de 
asimilar una gran cantidad de amonio en este último, la situación puede revertirse 
(Lee y Stewart, 1978). 

2.4 Estructura cuaternaria de la GS 

La GS de las plantas superiores tiene una masa molecular calculada en el 
rango de 300 a 370 kDa y está compuesta de ocho subunidades idénticas (o casi 
idénticas) (Stewart et al., 1980). Tanto su tamaño como su estructura cuaternaria la 
hacen muy semejante a la enzima aislada de mamíferos pero es bastante diferente de 
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Ja bacteriana, que tiene 12 subunidades de cerca de 50 kDa (Meister, 1974; Stadtman 
and Ginsburg, 1974). Las micrografías de Ja GS de nódulos de soya (McParland et al., 
1976) y de lupino (Tsuprun et al., 1987) muestran que las subunida.des se encuentran 
formando dos tetrámeros planos, paralelos entre sí y a una distancia de 1 nm, que a 
su vez conforman un cubo, cuyos ladOB miden aproximadamente 10 nm. Sin embargo, 
se ha descrito una conformación ligeramente düerente para las enzimas citosólicas de 
Ja hoja y Ja semilla de chícharo (Pushkin et al., 1985), de Ja raíz (Golova et al., 1984) y 
de Ja hoja de calabaza (Pushkin et al., 1981) y para la enzima cloroplástica de la hoja 
de chícharo (Tsuprun et al., 1980): el tetrámero de una capa está girado 40º del eje de 
simetría con respecto a Ja otra capa. 

Existe otro modelo, sugerido por el grupo de Eisenberg (1987) con base en las 
similitudes que existen entre las propiedades catalíticas y regulatorias de la GS en 
procariotes y eucariotes. Este modelo propone que Jos dos tetrámeros planos de Ja 
enzima octamérica están compuestos de dos pares de subunidades cada uno, y que 
cada par de subunidades forma un sitio activo: los otros cuatro sitios de cada capa no 
podrán interactuar; por lo tanto, solamente habrá cuatro sitios activos por unidad de 
enzima. Este modelo se ve apoyado por la evidencia obtenida de la estequiometria de 
Ja unión de L-metionina-S-sulfoximina (Tate y Meister, 1971) y de Mn2+ (Wedler et 
al, 1982). En oposición, estudios más recientea de unión de Mg2+ (Maurizi et al., 
1986), de Ja titulación de grupos sulfhídrilos (Ericson y Brunn, 1985) y de marcaje del 
sitio activo con 14C-fosfinotricina y [a-32P]ATP (Hopfner et al., 1988) indican que 
existen ocho centros reactivos por octámero de GS. 

2.5 lsoenzimas 

Una caracterlstica distintiva de la GS en las plantas superiores es la existencia, 
dentro de las mismas, de diferent.es isoenzimas localizadas en düerentes 
compartimentos subcelulares. Las bojas verdes contienen generalmente dos 
isoenzimas, designadas GSl y GS2, que se encuentran en el citosol y en el cloroplasto, 
respectivamente (Stewart et al., 1980; Miflin y Lea, 1980; McNally y Hirel, 1983). 

La GS2 puede ser separada de la GSl por medio de cromatografía de 
intercambio iónico y el análisis comparativo de las dos isoenzimas en diferentes 
especies muestra que poseen düerentes estabilidades t.érmicas, pH óptimos y Km para 
el glutamato, el amonio y el ATP (Mann et al, 1979; Acaster y Weitzman, 1985). Las 
masas moleculares de las subunidades de GSl y GS2, calculadas de los datos de la 
electroforesis con SDS, indican que la subunidad cloroplástica es ligeramente más 
grande (43-45 kDa) que la citosólica (37-43 kDa) (Ericson, 1985; Hirel et al., 1984, 
1987; Lara et al., 1984; Nato et al., 1984; Tingey y Coruzzi, 1987; Tingey et al., 1987). 

Una separación sistemática de estas formas llevaron al grupo de GadaJ 
(McNally et al., 1983) a proponer cuatro patrones diferentes de isoenzimas. Estos 
grupos se caracterizan por tener: (a) sólo GS en el citosol; (b) solamente GS 
cloroplástica; (e) a la GS citosólica como un componente menor de la actividad total 
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de GS y (d) cantidades aproximadamente iguales de la enzima cit.osólica y de la 
enzima cloroplástica. 

2.5.1 La isoenzima cloroplástica 

Las subunidadee de GS2 en Phaseolus vulgaris (Lara et al., 1984) y en tabaco 
(Hirel et al., 1984; Nat.o et al., 1984) pueden resolverse en cuatro variantes al realizar 
un enfoque isoeléctrico. Nat.o y colaboradores (1984) demostraron que la GS2 de hoja 
de tabaco está glucosilada, hecho que podría explicar la existencia de las variantes; 
empero, el análisis de la GS2 de espinaca, chícharo y Nicotiana plumbaginifolia no 
han podido confirmar la presencia de residuos de azúcares (Ericson, 1985; Tingey y 
Coruzzi, 1987; Tingey et al., 1987). Otras modificaciones post-traduccionales (tales 
como foeforilación o proteólisis limitada), o incluso artificios durante la extracción de 
la enzima podrían también explicar la heterogeneidad de las subunidades. 

2.5.2. Las isoenzimas cit.osólicas 

NODULOS. Los nódulos contienen niveles altos de GS, que pueden llegar a 
constituir el 2% de la proteína soluble total (McParland et al., 1976). Durante el 
desarrollo de loe nódulos, hay un incremento notable en la actividad de GS que 
coincide con la aparición de la nitrogenasa y la leghemoglobina (Cullimore y Bennett, 
1988). Lara y colaboradores (1983) separaron dos isoenzimas de GS a partir de 
nódulos por medio de cromatografia de intercambio iónico, a las que designaron GS.1 
y GSn2. Una de las dos isoenzimas de nódulos (GS02) es indistinguible de la isoenzima 
de la raíz (GS,) (Cullimore y Miflin, 1984), por sus características físicas e 
inmunológicas, así como por sus propiedades cinéticas (Cullimore et al., 1983). 

En el análisis de las subunidades de GS en raíces, hojas y nódulos de Phaseolus 
vulgaris se han identificado varios polipéptidos, denominados a, p y y, que tienen 
masas moleculares similares pero difieren en sus puntos isoeléctricos (Lara et al., 
1984). La GSn2 está compuesta principalmente por subunidades p, mientras que la 
GS.1 posee ambas~ y y, siendo esta última el constituyent.e mayoritario. Cuando se 
separaron las isoenzimas de nodulos de P. vulgaris en un gel nativo, aparecieron de 6 
a 9 bandas, sugiriendo la posibilidad de diferent.es asociaciones de P y y, para dar 
lugar a formas hetero-octaméricas (Robert y Wong, 1986). La existencia de dichas 
formas ha sido confirmada mediante cromatografía de alta resolución (FPLC) 
(Cullimore y Bennett, 1988). 

RAICES. Toda la evidencia obt.enida hasta ahora parece indicar muy pocas 
diferencias entre las enzimas citosólicas de raíz y hoja Las propiedades cinéticas y 
regulat.orias de dichas isoenzimas son idénticas en cebada (Mann et al., 1980) y en 
arroz (Hirel y Gadal, 1980). En P. vulgaris ambas isoenzimas están compuestas por 
los mismos polipéptidos (ex y P> (Lara et al., 1984). 
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En las rafees, la GS se encuentra predominantemente en el citoeol (Suzu.ki et 
al., 1984), con una pequeña proporción en los plástidos (Emes y Fowler, 1979). 

2.6 Propiedades catalíticas 

2.6.1 Parámetros cinéticos 

Los valores de las Km aparentes por los sustratos de diferentes especies son 
muy similares (Cuadro 2). La característica más importante es su gran af"midad por el 
amonio (Km 1-2 x 10"" M). Los valores de Km para el glutamato (1-13 mM) y el ATP 
(0.1-1.5 mM) varíall y son proporcionales a la concentración del otro (O'Neal y Joy, 
1974). Stewart y Rhodes (1977) encontraron que la Km.., para el glut.amato variaba 
con las concentraciones de ATP y Mg2+. En contraste, la Km.., para el ATP presentó 
una variación menor con respecto a la concentración de glutamato, amonio ó Mg2+. 

Cuadro 2. Distribución de ieoformas y parámetros cinéticos de la glutamino sint.etasa en 
algunas especies vegetales'. 

ESPECIE 'l>ACTMDAD 

GB, GB, 

~ 9 91 
p..¡.. - 100 

Mala 42 IS8 

~,. - 100 

~moi.cha - 100 

~ ' 96 

~ .. na - 100 

'T-do AcMI« T Weitzman (1981!) 

'No-...in.do 

K,, GLUTAMATO (mMJ 

GS, GS, 

4.9 8.2 

- 7.3 

5.2 9.8 

- 4.1 

- 8.4 

ND' 7.7 

- 5.5 

K,,ATP(mMJ K, DL-PPT (¡&M) 

GS, GS, GS, GB, 
0.3 0.6 3.5 6 

- 0.9 - M 

º·' 0.9 2 4 

- 0.3 - 8 

·- 1.3 - 6.5 

ND 0.9 ND 9 

... 0.6 - 5 

La Km.., para el glutaruato es relativamente alta y puede ser significativa con 
respecto a las relaciones sustrato-producto del ciclo de la glutamato sin tasa (Stewart y 
Rhodes, 1977). Como el glutamato es tanto el sustrato de la glutamino sintetasa como 
el producto de la reacción catalizada por la glutamato sintasa, existe la posibilidad de 
un reciclaje excesivo del glutaruato a expensas de ATP cuando la concentración de 
amonio es muy elevada. Esta elevada Km.., de la glutamino sintetasa para el 
glutamato podrla reducir la competencia por el glutamato entre ella y las otras 
reacciones que lo requieren como sustrato. 

2.6.2 Requerimientos de iones divalentes 

La GS de plantas superiores presentan una dependencia absoluta por cationes 
divalentes, que puede satisfacerse con Mg2+ y en menor grado, con Mn2-t y Co2+ 
(O'NealyJoy, 1974). 
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La curva de respuesta para Mg2+ es de tipo sigmoide para algunas GS (O'Neal 
y Joy, 1974; Stewart y Rhodes, 1977a). Si la concentración de ATP se aumenta, la 
respuesta se vuelve cada vez más sigmoide, y se requieren concentraciones más altas 
de Mg2+ para obtener actividad máxima. Est.o indica que o el ATP libre inhibe la 
reacción o que se necesitan cationes divalentes libres para mantener la actividad 
total. Esta última aseveración parece ser la correcta, puesto que al aumentar la 
concentración de Mg2+ sobre la proporción unitaria de Mg2+/ATP, se estimula la 
actividad. 

Kanamori y Matsumoto (1972) demostraron que Cu2 +, Hg2+, Cd2 +, Zn2+, Ni2+, 
Fe2+ y Fe8+ inhiben completamente a la enzima de raíces de arroz, tal vez debido a 
que reaccionan con los grupos tiol, dado que la enzima inactivada durante la 
preincubación con cloruro de mercurio se reactivó con la adición de cisteína. 

2.6.3 Estabilidad 

Cuando se tiene una preparación pura de glutamino sintetasa, se deben añadir 
una serie de compuestos para preservar su actividad corno son glicerol, glutamato, 
magnesio, etilenglicol, etc.; aun cuando, a veces, la combinación de uno o más de 
estos preservadores puede producir efectos negativos. 

2.6.4 Mecanismo de reacción 

El glutamato se une al sitio activo en una conformación extendida, con el 
hidrógeno dirigido hacia el exterior de la enzima. Los análogos que pueden ser 
reconocidos por la enzima son D-glutamatos a-sustituídos treo-.6-sustituidos y los 
L-glutamatos treo-a-sustituídos. 

La GS puede ser inhibida por numerosos compue.stos como la metionina 
sulfoximina (MSO) (Ronzio et al., 1969a, 1969b; Wedler y Horn, 1976) , la 
fosfmotricina (Bayer et al., 1972), la 5-hidroxilisina (Ladha et al., 1978), la 
3-(fosfonoacetilamido)-L-alanina (PA_¡LA) (Wedler y Horn, 1976) y la 
4-(fosfonoacetil)-L-2-aminobutirato (PALAB) (Wedler et al., 1980). Las enzimas de 
todas las fuentes se inhiben con estos compuestos, pero hay diferencias en la 
sensibilidad de las enzimas de origen procariote y eucariote. La capacidad de estos 
compuestos para actuar como inhibidores se debe a su gran similaridad con el 
intermediario propuesto de la reacción de la GS, y-glutamilfosfato. Sin embargo, la 
MSO inhibe de manera más efectiva a la enzima de E. coli que PAJA 6 PALAB; en 
tanto que lo opuesto es aplicable a la enzima aislada de cerebro de ovinos o de 
semillas de chícharo (Wedler y Horn, 1976; Wedler et al., 1980). De los datos 
obtenidos con los tres inhibidores, Wedler ha propuesto diferencias entre loe 
mecanismos de las enzimas de fuentes procariot.e y eucariote. La enzima de E. coli 
forma el y-glutamilfosfato sólo de manera transitoria y probablemente estabiliza un 
intermediario t.etrahedral. La enzima de semilla de chícharo, en cambio, estabiliza al 
intermediario trigonal a-glutamilfosfato. La diferencia clave entre las dos enzimas es 
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la interacción de un catión divalente con el C5 del glutamato dentro del sitio activo en 
E. coli, que no se da en la enzima de chícharo. 

2. 7 Regulación 

2.7.1 Nucleótidos 

Varios autores han descrito la inhibición de la glutamino sintetasa de 
angiospermas por una variedad de nucleótidos. Varner y Webst.er (1955) demostraron 
que la enzima de semilla de chícharo es inhibida por ADP y fosfato. O'Neal y Joy 
(1975) encontraron que de una gama de nucleótidos, sólo en el caso del ADP y del 
5'-AMP se presentaba una inhibición significativa de la actividad que dependía de 
Mg2+ en la GS de hojas de chícharo y que ésta era de tipo competitivo con respecto al 
ATP. El mismo esquema se presenta en Lemna minor (Stewart y Rhodes, 1977a) y 
para la enzima de la raíz de arroz (Kanamori y Matsumoto, 1972). El GTP provoca 
una disminución sustancial de la actividad que es de tipo acompetitivo con respecto al 
ATP (Kanamori y Matsumoto, 1972). 

En general, cuando se prueba el efecto inhibitorio que pueden tener los 
nucleótidos sobre la actividad de la GS, es necesario incluir una concentración 
suficient.e de cationes divalentes para asegurar que el efecto no se debe simplemente a • 
la falta de estos iones debido a su quelación por los nucleótidos. 

La inhibición por ADP y AMP indican la posibilidad de la eicistencia de un 
control de la enzima dado por la carga energética de la célula (Atkinson, 1968; 
McParland et al., 1976; O'Neal y Joy, 1975; Stewart y Rhodes, 1977a). 

2. 7 .2 Aminoácidos y otros ligan dos 

La reacción catalizada por la glutamino sintetasa se ha considerado como el 
primer paso en una vía múltiple y compleja que lleva a la síntesis de varios 
metabolitos que son precursores de proteínas y de ácidos nucléicos. La presencia de la 
glutamato sintasa implica que en los organismos que asimilan amonio por la vía 
glutamino sintetasa/glutamato sintasa, cualquier compuesto nitrogenado podría 
considerarse como un producto final potencial. 

Algunos de los resultados obtenidos en los estudios de inhibición por 
retroalimentación de diversos aminoácidos se muestran en el cuadro 3. En la mayoría 
de los casos se han det.erminado algunos efectos; sin embargo, la inhibición ha sido 
punto menos que completa y las concentraciones requeridas de los aminoácidos son 
muy altas. Estos resultados contrastan con aquéllos de otras enzimas vegetales 
responsables de la sínt.esis de los esqueletos carbonados para los aminoácidos, donde 
se obtiene el 50% de la inhibición a concentraciones del orden de 10-100 µ.M (Miflin 
and Lea, 1977). La efectividad de los aminoácidos como inhibidores es aditiva, en 
comparación con los efectos de los nucleótidos, empero aún la máicima inhibición es 
de sólamente el 62% (Miflin and Lea, 1977). 
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Cuadro 3. Efecto de loe aminoácidos en la actividad de la glutanúno eintetaaa 
Fuonte de la omlma Amino4cldo 

~ (Stewut y Aopartato 
illhodoo. 1977) Alanina 

Gliclna -Alanina, glicina y oerlna 

'r.lalorella (Altimoft et Aopartato 
loL 1976) Alanina 

Glicina 
Serlna 

~ mtWwn hoja L-Alanina 
O'NNI yJoy, 1975) 0-Alanina 

Glicina 
Serina 

KJl,.W """' n6duloo Glicina 
""cPorlaad et al, 1976) Alanlna 

GluUunlna 
Triptofano 

'Cloropllotoo de hoja de chíchoro (Millo y Joy, 1980) 

1 Utlllunclo t4cn"- de aialamiento de protoplastoo 

'Tknlcal de alalamiento mec4nioo 

'Cloroplaatoo de mala (Chapman y Leecb, 1979) 

Concentr.ci6n (mM) Concentración medida 
en cloroplruito (mM) 

26 3,4L1 
26 9.CMLI 
25 0.761.2 
25 1.s2z. 1 

5 -
50 4.9,5.2'-' 
50 1.08, 9.9" 
50 0.2,4.Ss. 4 

50 2. 76, 10. 7" 

12 -
12 ---
12 -
12 --
5 -
5 -
5 -
5 -

lnhiblclón de GS (-.) 

42 
60 
60 
54 
53 

50 
32 
32 
32 

31 
14 
7 
14 

13 
9 
7 

' 

Aunque el carbamoil fosfato es inhibitorio para algunas GS (Meist.er, 1974; 
Stadtman and Ginsburg, 1974), incluyendo a la de hojas de chícharo (O'Neal and Joy, 
1975), la inhibición es más marcada con magnesio que con manganeso, y en Lemna 
no hay ningún efecto hasta una concentración de 5 mM. El 2-oxoglutarato y el citrato 
activan a la enzinla de mamíferos; no obstante, esta activación es míninla en el caso 
de la GS de semilla de chícharo (Tate y Meister, 1971) y llega sólamente al 50% en 
rafees de arroz. Kanamori y Matsumoto (1972) sugieren que esto podría ser 
significativo en el control de la actividad de la GS en raíz, en cuanto a que la 
estinlulación ocurre con 2-oxoglutarato (un sustrato de la glutamato sintasa) y con 
aquellos intermediarios que están ant.es que él en el ciclo de Krebs, más no con los 
metabolitos que están después del 2-oxoglutarato. 

El papel de los diferent.es efectores mencionados en la regulación de la 
glutamino sintetasa in vivo, no está aún claro. Como se ilustra en el trabajo de SÍnlS y 
Ferguson (1974) la demostración de una regulación "in vitro" no implica directamente 
una regulación in vivo. La observación de que varios productos finales de la vía de la 
glutamina la pueden inhibir en diferentes grados, mientras que el 2-oxoglutarato, 
aoept.or carbonado del nitrógeno de la amida de la glutamina, la activa, podría señalar 
la existencia de un control fino de la activídad enzimática en el cloroplasto, donde las 
concentraciones de estos compuestos, debida a la compartamentalización, pueden ser 
relativamente altas. 
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2.7.3 Nitrógeno 

En las enterobacterias, tanto la expresión como la actividad de la GS se ven 
afect.adas por la fuente de nitrógeno. Este efecto dual está mediado por la relación 
glut.amina:2-oxoglutarat.o en la célula y esta sefial metabólica se transduce en una 
cascada de proteínas regulat.orias que afectan la trascripción de los genes para la GS, 
la adenilación reversible de la enzima y el aument.o consecuente en la sensibilidad a la 
inhibición por retroalimentación (Magasanik, 1988). A través de eet.os controles la 
actividad de la GS puede aumentar sustancialmente en condiciones extremas de falta 
de nitrógeno y se reprime severamente cuando hay amonio en exceso. 

En las plantas superiores, la GS no se adenila y aunque una gama de 
compueet.os nitrogenados pueden actuar como inhibidores por retroalimentación in 
vitro; su eignificancia en la modulación de la actividad in vivo aún no se ha 
establecido (Stewart et al., 1980). El grupo de Hirel (1987) ha sugerido que la fuente 
de nitrógeno afecta, sin embargo, la expresión de algunos de loe genes para GS, 
cuando menos en soya. Sus resultados sugieren que este control metabólico de la 
expresión génica es muy diferente al que opera en bacterias y que los genes que 
codifican para la GS cit.osólica se inducen, más que se reprimen, por amonio. Esta 
inducción por eustrat.o se ha demostrado en otros genes involucrados en la 
asimilación de nitrógeno en plantas, pues la nitrat.o reductasa de plantas superiores 
(Calza et al., 1987; Cheng et al., 1986; Crawford et al., 1986) y la glutamat.o 
deehidrogenasa de Chlorella (Schmidt, 1989) están reguladas de manera similar. 

El trabajo de Hirel y colaboradores (1987) ha demostrado que la adición de 
sales de amonio a las raíces de soya lleva a un incremento de los niveles de ARNm de 
GS citosólica. La adición de nitrato no tiene el mismo efecto. Los resultados obtenidos 
con P. vulgaris no han podido confirmar el aumento en ARNm en las raíces después 
de la adición de amonio. 

2.7.4. Luz 

En las hojas de muchas plantas, particularmente de las C8, se ha demostrado 
que la luz incrementa el nivel de la isoenzima cloroplástica (GS2) en relación con la 
GS1 (McNally and Hirel, 1983). Un efecto similar se ha observado en los hipocotilos y 
los cotiledones de plántulas en germinación. Estudios con marcaje por densidad, con 
inhibidores de la síntesis de proteínas y con anticuerpos han sido utilizados para 
demostrar que el aumento en GS2 durante la iluminación, se debe en su mayor parte 
a una síntesis de novo (McNally y Hirel, 1983). 

El ARNm de la GS2 aumenta casi 20 veces dentro de las primeras 72 horas de 
iluminación de brotes etiolados (Edwards and Coru:r.zi, 1989; Tingey et al., 1988); 
mientras que sólo hay un aument.o de cuatro veces en la oscuridad seguida de un 
flash saturante de luz roja, que puede revertirse con luz del espectro rojo lejano. Estos 
experimentos parecen indicar que la inducción por luz de la expresión del gene de 
GS2 está mediada, al menos en parte, por fitocromo. Esta lenta acumulación del 
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ARNm es similar a la observada en loe casos del ARNm de los genes rbcS y Cab 
(Kaufman et al., 1986). 

La expresión del ARNm de la GS cloroplástica mediada por la luz es mucho 
más complicada de lo que a primera vista podría deducirse; puesoo que la respuesta 
del efecro a la luz roja es tan sólo del 20-50% de la observada con luz blanca. Una 
posibilidad es que se encuentre involucrado un fotorrecepoor de luz azul, como el 
implicado en la expresión de rbcS (Fluhr y Chua, 1986). Además, se ha demostrado 
que la inducción por luz blanca ocurre más rápidamente en plantas con cloroplastos 
maduros fotosintéticamente competentes que en plantas etioladas. Este hecho podría 
interpretarse como una indicación de que la inducción máxima requiere de facoores 
asociados a la presencia de cloroplastos maduros (Edwards y Coruzzi, 1989). 

2. 7 .5 Estrés 

Existe una gran variabilidad en cuanto al comportamiento de la GS bajo 
condiciones de estrés. La actividad de la GS se estimula en plantas resistentes a 
salinidad de Pisum sativwn y Zea mays y en la halófita Suaeda maritima; mientras 
que se observa una disminución importante en Vigna radiata (Boucaud y Billard, 
1981; Rakova et al., 1978). 

En el trabajo realizado por Ríos-Chávez (1987) en plantas de Catharanthus 
roseus se pudieron observar diferencias en la actividad de GS con respecoo a la edad 
de la planta, al tejido y al tipo de estrés al que se ve sometida. La actividad de GS en 
extractos de raíces y hojas de plantas de 6 meses se mantuvo al mismo nivel, tanoo en 
los controles como en aquellas que recibieron un tratamienoo de estrés de sequía o 
salinidad. En tanto que, por el contrario, en aquellos extraeros provenientes de raíces 
u hojas de plantas de 2.5 años, esta actividad disminuye de manera notable durante el 
desarrollo de los tratamienoos, siendo más marcado en el caso del estrés por sequía. 

Este comportamienoo diferencial (la GS de plantas adultas es sensible al estrés, 
mientras que la de plantas jóvenes no lo es) podría explicarse de dos maneras. Dado 
que los niveles de prolina medidos en plantas jóvenes son mucho más elevados que en 
las plantas adultas, es probable que este metabolioo esté actuando como un 
estabilizador de la actividad enzimática de la GS como ya ha sido demostrado en soya 
(Paleg et al., 1984) y en maíz (Miranda-Ham y Loyola-Vargas, 1987). 

Por otra parte, es también probable que existan diferencias a nivel molecular 
entre las GS de plantas jóvenes y adultas de C. roseus. En frijol se ha demostrado que 
existen cambios en la composición de subunidades de la GS a lo largo del crecimienoo 
de la planta (Ortega et al., 1986). 
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HIPOTESIS 

En Catharanthus roseus, se han determinado cambios en la actividad 
enzimática y en los patrones electroforéticos de la glutamino sintetasa, así como la 
acumulación de metabolitos nitrogenados, tanto a nivel de planta como a nivel de 
cultivos de oélulas en suspensión, bajo diferentes condiciones medio ambientales 
como son estrés osmótico, salinidad, sequía y diferentes fuentes nitrogenadas. Es 
posible, por lo tanto, que la (o las) isoenzima (s) de la GS presenten diferencias en su 
regulación que les permitan adecuarse a su entorno. 

En el presente trabajo, se hizó un estudio sistemático de esta enzima, que 
comprendió su purificación, caracterización y regulación bajo dos de las condiciones 
antes mencionadas: sequía y riego con diferentes fuentes nitrogenadas. 
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METAS 

• Purificar y caracterizar las isoenzimas de la glutamino sintetasa de hojas de 
plantas maduras de Catharanthus roseus. 

• Determinar el comportamiento de la glutamino sintetasa en plantas control 
y bajo diferentes fuentes nitrogenadas. 

• Determinar los patrones isoenzimáticos de la glutamino sintetasa, tanto en 
plantas no estresadas como en aquéllas que han sido sometidas a estrés de 
agua por falta de riego. 

• Determinar si los cambios en los patrones isoenzimáticos corresponden a 
proteínas sintetizadas de novo como respuesta al estrés. 

• Si no son protemas sintetizadas de novo, determinar si existen 
modificaciones post-traduccionales que expliquen los cambios en el 
conimiento electroforético. 
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METODOLOGIA 

La metodología se encuentra descrita en cada una de las publicaciones. 
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DISCUSION 

Aun c11ando se han estudiado de manera amplia las enzimas de las vías de 
asimilación del amonio en plantas superiores, existen todavía huecos importantes; tal 
es el caso de las plantas que producen metabolitos secundarios, como por ejemplo 
Catharanthus roseus y Datura stramonium, para citar sólo dos casos. Se ha 
demostrado que en este tipo de plantas, la GS es la vía preferencial de incorporación 
del amonio a moléculaB orgánicas (Platt y Rand, 1982; Probyn y Lewis, 1979). Sin 
embargo, el conocimiento que de ella se tiene se circunscribe a algún ensayo 
inmunológico para detectar su presencia en dichas plantas (Botella et al., 1986) o a la 
medición de su actividad en cultivos in vitro de células (Stafford y Fowler, 1983). 

Se aislaron dos isoenzimas de la GS, a las que se denominaron GSl y GS2, 
siguiendo el onlen en que eluyeron de una columna de intercambio iónico 
(DEAE-Sephadex). De acuerno a su participación en la actividad total (GSl, 15%; GS2 
85%), se podría incluir a C. roseus en el grupo C propuesto por McNally et al. (1983), 
en el cual se encuentran plantas con metabolismo C3 como arroz, frijol, chícharo y 
trigo. Debe haoeree notar que otras plantas productoras de metabolitos secundarios, 
tales como Nicotiana tabacum, Senecio vulgaris y Lycopersicum esculentum, poseen 
sólament.e GS2 y por tanto, pertenecen al grupo B. 

No se det.ectaron ritmos circadianos en el comportamiento de la GS a lo largo 
del día como se ha descrito para raíces de girasol (Knight y Wesissman, 1982) y en 
hojas de jitomat.e (Cánovas et al., 1986). Al parecer, los cambios de luz que ocurren 
durant.e un día no son de la suficiente magnitud para que den lugar a picos de 
actividad. Sin embargo, si las plantas se ponen bajo un régimen de oscuridad total 
durant.e 5 días, la actividad total de GS disminuye hasta la mitad de la original e 
incluso la contribución de las isoenzimas cambia radicalmente, i.e. la GSl contribuye 
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en mayor proporción que la GS2. Si esta planta se pone ahora hl\jo luz contínua, la 
recuperación de la actividad y del patrón isoenzimático ocurre dentro de las 
siguient.es 8 horas. La regulación por luz de la actividad de la GS ha sido ampliament.e 
documentada (Edwards y Coruzzi, 1989; Hirel et al., 1982; Gálvez et al., 1990; 
Schmidt y Mohr, 1989). 

Se siguieron esquemas de purificación distintos para cada una de las 
isoenzimas. En el caso de la GSl, el material del cual se partió fueron hojas maduras; 
mientras que el caso de la GS2, se aislaron primero los cloroplastos. Después de 
varios pasos de purificación se obtuvo una preparación de GSl con un 
enriquecimiento de 30 veces; sin embargo, al realizar una electroforesis con SDS, se 
presentaron varias bandas al teñir con azul de Coomassie. La preparación de GS2 
presentó un enriquecimiento de casi 100 veces y demostró estar pura a homogenidad 
al presentarse sólo una banda después de teñir con nitrato de plata. Las masas 
moleculares de las isoenzimas son de 46 y 48 kDa, respectivamente; encontrándose 
entre los rangos determinados para otras especies (McNally y Hirel, 1983). 

Durant.e el proceso de purificación de la GS2, se encontró que la actividad se 
perdía rápidamente si no había una combinación de agentes reductores de grupos 
-SH. Es posible que al faltar estos reductores haya formación de grupos disulfuro 
entre los grupos tiol expuestos en las subunidades de GS (autooxidación), inactivando 
as( a la enzima como ocurre en betabel (Miick y Tischner, 1990) y en Lemna minor 
(Rhodes et al., 1979). 

Se det.erminó, mediante un sistema complejo de gradientes 
contínuos-discontínuos de sacarosa, la localizaéión intracelular de las isoenzimas de 
GS. La GSl se encuentra en el citoplasma, mientras que la GS2 se haya localizada 
dentro de los cloroplastos. La identidad de la GS2 se determinó por medio de 
inmunoréplicas Western, utilizando anticuerpos específicos contra GS. 

Las Km por el glutamato y el ATP muestran grandes diferencias entre las 
isoenzimas. En el caso del glutamato, la Km aparente de la GSl es el doble de la 
presentada por la GS2; para el ATP, la situación es la opuesta, i.e. la GS2 muestra 
una Km del doble de la determinada para la GSl. Esto último coincide con los 
estudios cinéticos hechos por Acaster y Weitzmann (1985) en varias plantas. La Km 
det.erminada para el ATP de las isoenzimas de GS en C. roseus está muy por encima 
de las encontradas en otras familias; el rango varía de 1 a 15 mM (Acaster y 
Weitzmann, 1985; Stewart et al., 1980). Sin embargo, el hecho de que la Km para 
glutamato sea menor en la GS2 aunado a su localización en el cloroplasto, parecerían 
indicar que esta isoenzima no sólo está involucrada en la asimilación primaria del 
amonio, sino también en la reasimilación que se lleva a cabo durant.e la 
fotorrespiración como se ha determinado en Lycopersicum esculentum (Botella et al., 
1988). 

En lo que se refiere a la inhibición de la actividad de la GS por 
retroalimentación por aminoácidos, se puede mencionar que, después de probar 
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aquéllos que han provocado modificaciones de la actividad de esta enzima en otros 
organismos, no se encontraron diferencias significativas aún a una concentración de 5 
mM. Cabe mencionarse que en enzimas relacionadas con la síntesis de esquelet.os 
carbonados, el rango empleado de concentraciones de eet.os compuest.oe para obtener 
un 50% de inhibición es de 10 a 100 µ.M (Miflin et al., 1981). 

Cuando se determinó la estabilidad térmica de la GS, se encontró que la GSl 
resulta ser más resistente a loe tratamientos de calor que la GS2. La actividad de la 
GS2 disminuye rápidamente al aumentar la temperatura: después de 15 minutos a 
50ºC, solamente queda en solución el 20% de la actividad de esta isoenzima, 
comparada con el 50% de GSl. 

Por otra parte, loe estudios hechos con respecto a la necesidad de iones 
divalentee de las isoenzimas de GS muestran una clara preferencia por el magnesio. 
Cuando este ión se sustituyó por manganeso, calcio, cobre o cobalto, no fue posible 
detectar la actividad de las isoenzimas. La concentración detenninada para la 
actividad máxima tanto de GSl como de GS2 es de 33 mM. 

En bacterias gram-negativas, la actividad de la GS está regulada por 
adenilación reversible de un residuo de tirosina de sus subunidades (Shapiro y 
Stadtman, 1968; Stadtman y Ginsburg, 1974; Tronick et al., 1973); mientras que en 
las gram-positivas, se ha demostrado que la glutamino sintetasa no sólo puede 
regularse por adenilación sino también por fosforilación de sus subunidades (Kimura 
et al., 1984, 1988). 

En plantas superiores, la determinación de que la GS2 está localizada en el 
cloroplasto (McNally et al., 1983) y de que la GS está codificada por una familia de 
genes nucleares en chícharo y en frijol (Cullimore et al., 1984; Tingey et al., 1987), 
sugieren que esta isoenzima debe ser transportada del citosol hacia el cloroplasto. Se 
ha descrito que varias enzimas de plantas que deben ser traelocadas al cloroplasto 
están glucoeiladas (Sengupta et al., 1981). Sin embargo, en lo que se refiere a la 
glucosilación de la GS hay datos contradictorios: por una parte, Nato et al. (1984) 
demostraron que aproximadamente el 5% de la masa molecular de la GS2 de tabaco 
lo constituían residuos de carbohidratos; sin embargo, Tingey et al. (1987) utilizando 
un ensayo de reconocimiento con lectinas no pudieron encontrar residuos 
glucoeilados en la GS. 

Puesto que la deternúnación de una modificación de este tipo podría resultar 
útil al estudiar la regulación de la GS bajo diferentes condiciones medio ambientales, 
se decidió utilizar tres estrategias distintas: tinción específica de glucoproteinas, 
unión a lectinas y desglucosilación enzimática. En el caso de la tinción específica, se 
utilizó el colorante PAS (ácido peryódico Schifl) después de correr las preparaciones 
puras de las isoenzimas de GS en geles de SDS-poliacrilamida. Se detectó una banda 
roja en el caso de GS2, que indica un resultado positivo en la detección de 
glucoproteinas. Para el ensayo de unión con lectinas, se utilizó Concanavalina A 
conjugada con peroxidasa. El resultado fue positivo, mostrándose una banda azul en 
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el filtro de nitrocelulosa que indica una unión exitosa a los residuos glucosidicos de la 
GS. Loe resultados obtenidos para GSl fueron negativos en ambos casos. Por lo 
tanto, se determinó que la GS2 de C. roaeus está glucosilada y contiene una cantidad 
significativa de residuos de glucosa y manosa. 

Pera obtener más información sobre la estructura de la cadena glucosidica 
unida a la GS, se utilizó la endoglucosidasa F de Streptomyces griseus (Alting-Mee y 
Barber, 1986). Después de 18 horas de tratamiento con esta enzima, se presentó un 
cambio en la masa molecular determinada para GS2, pasando de 48 a 46 kDa. La 
disminución en la masa molecular y los datos de unión a Concanavalina A nos 
muestran que la GS2 contiene una cadena lateral rica en manosa por una unión 
N-glucos(dica (el carbohidrato está unido al nitrógeno amido de la asparagina). 

En el segundo articulo, se estudió el efecto de diferentes fuentes nitrogenadas 
en las enzimas involucradas en la asimilación de amonio. Sin embargo, esta discusión 
se centrará en la GS únicamente. En las raíces, se encontró un aumento de la 
actividad de esta enzima con los tres tratamientos, siendo más notoria en el caso de la 
mezcla de amonio y nitrato, donde aumenta diez veces su valor inicial. Sin embargo, 
esto no ocurre en las hojas, donde en todos los casos hay una disminución de la 
actividad. El aumento detectado en la actividad de la GS en raíces en presencia de 
nitrato coincide con los resultados de Vézina y Langlois (1989) en chfoharo, 
sugiriendo que en C. roseus existe también una estrecha realción entre el sistema de 
reducción del nitrato y la asimilación primaria del amonio en este tejido. 

Dado que las enzimas del metabolismo nitrogenado responden rápidamente a 
las fuentes exógenas de nitrógeno, se estudió la respuesta de la GS en un período de 
ocho horas en explantes de hoja. Un factor que debe tomarse en cuenta al analizar los 
resultados obtenidos en los explantes es el estrés sufrido al cortar en trozos las hojas; 
sin embargo, las diferencias en la actividad de la GS parecen deberse principalmente 
a los tratamientos con las fuentes nitrogenadas. Se encontró un incremento en las 
primeras cuatro horas con todas las fuentes; sin embargo con nitrato y con la mezcla 
nitrato-amonio, el aumento en la actividad fue más acusado. Después de las ocho 
horas, se detectó una notable disminución en las actividades, debida probablemente a 
una respuesta de senesencia en los explantes. 

Basándose en los datos de los aminogramas, se podría sugerir, que ya que en 
las raíces hay una mayor acumulación de glutamina y glutamato, estos aminoácidos 
se exportaran a las hojas donde serían reciclados por la acción de las transaminasas y 
de la glutamato eintasa. Los datos sugieren de nuevo que en las hojas el papel de la 
GS es llevar a cabo la reasimilación del amonio, producto de la fotorrespiración. 

A nivel de la actividad, la GS puede reducirse o incrementarse por la aplicación 
de amonio o de nitrato dependiendo del material y las condiciones experimentales 
(Rhodes et al., 1985; Loyola-Vargas y Sánchez de Jiménez, 1986; Vollbrecht et al., 
1989). Sin embargo, cuando se eliminan los problemas que acarrea el estudio de la 
planta intacta, como son la fotorrespiración y el transporte de los iones a largas 
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distancias, Hayakawa y colaboradores (1990), en un sistema de cultivo de células en 
suspensión encontraron que existe un paralelismo en el aumento de la actividad de la 
GS y la cantidad de la proteína específica (polipéptido de 44 KDa) detectada al 
tratarlo con 10 mM KN03• En contraste, la aplicación de amonio no tuvo influencia 
sobre la cantidad de polipéptido ni sobre la actividad. 

Cuando las condiciones medio ambientales cambian, las plantas han de 
adaptarse a estos cambios de la mejor manera para poder sobrevivir. Se ha estudiado 
ampliamente la aparición de nuevas proteínas como resultado de los diferentes tipos 
de estrés; sin embargo, en muy contadas ocasiones se ha llegado a determinar a que 
enzima o proteína estructural corresponden las manchas que aparecen en las 
aut.orradiografias (para citar sólo un ejemplo: Bray, 1990). 

Existe solamente un reporte de la aparición de una nueva especie molecular de 
la fosfoenolpiruvato carboxilasa cuando se aplica un estrés hídrico a Sedum telephium 
(Groenhof et al., 1990). 

En el tercer artículo, se describen las modificaciones que sufre la GS cuando 
las plantas adultas de C. roseus están sometidas a dos niveles de estrés hídrico. 
Ambos niveles fueron caracterizados desde el punto de vista fisiológico y aún en el 
caso extremo (-3.5 MPa), las plantas podían recobrar completamente BU turgidez 
después de ser regadas. 

Como ya se había descrito con anterioridad (Ríos-Chávez, 1987), la actividad de 
la GS disminuye durante el período de tratamiento de falta de riego. La disminución 
más marcada se encuentra en las primeras etapas de éste y la actividad se mantiene 
aproximadamente al 50% de la inicial en etapas posteriores. La contribución de la 
actividad de las isoenzirnas al total cambia de manera sustancial, ya que de ser GS2 la 
especie preponderante en las plantas control, pasa a estar al mismo nivel que la GSl 
en las plantas más estresadas. Esta baja en la actividad se refleja en la cantidad de 
polipéptido de GS que puede ser detectado mediante un Western Blot: la disminución 
de la actividad de la GS2 va paralela a una disminución en el péptido de 48 kDa. 

La siguiente pregunta a formularse fue si la GS2 sufria algún cambio durante 
el tratamiento que explicara tanto BU disminución de actividad como su desaparición 
como proteína. Dado que sabemos que la GS2 de las plantas normales está glucosilada 
y que uno de los papeles biológicos de la glucosilación de proteínas es la protección de 
péptidos contra ataques proteolíticos, nos avocamos a determinar los cambios en este 
sentido de dicha isoenzima en las plantas bajo tratamientos de estrés hídrico. 

Se det.ectaron estos cambios utilizando dos estrategias diferentes. La primera 
fue una tinción específica para glucoproteínas (P AS) y la segunda implica la unión a 
Concanavalina A Los resultados de ambas técnicas coinciden en señalar que a 
medida que aumenta el estrés, la glucosilación detectada para la GS2 disminuye 
progresivamente. Esto podría sugerir, junto con los datos anteriores de nivel de 
proteína y de actividad, una explicación sobre lo que le ocurre a la GS d~te el 
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estrés bídrico; i.e. al disminuir su grado de glucosilación, la enzima no puede 
mantener su conformación biológicamente activa y es más SU80eptible de ser 
degradada. Una explicación alternativa podría ser que la pérdida de loe residuos de 
carbohidrato& redundara en una disminución de la actividad especifica de la GS; así 
mismo, al cambiar su nivel de glucosilación la proteína podría perder su conformación 
espacial original, y por consiguient.e, el reconocimiento de loe epitopes por loe 
anticuerpos serla incompleto. 

En resumen, en este trabajo se muestra por primera vez cambios, no sólo a 
nivel de actividad enzimática sino a nivel de la molécula de proteína, de la enzima 
fundamental para la incorporación del amonio a molOOulas orgánicas: la glutrunino 
sint.etasa en condiciones medio ambientales adversas. 
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As a first step in the molecular characterization of alutamine synthetalie (GS) 
from Ca1haranthu.r rn.r~., pl1nt1 under difT'erent envlronmental condition11 

two isoenzymes were isolated and purified. They dlffer markedly In thelr 
affinities to glutamate and ATP and in 1heir subcellular localions. lt was 
demonslraled lhal GS2, lhe chloroplastic isoenzyme, is glycosylaled by three 
different approaches: glycoprotein staining, binding to lectins and deg.lyco· 
sylation whh endoglycosidase F. 

Addilinnal kty , .. ·nrdt - hoenzymes, glycosylation. 

M. L. Miranda-llam (reprint rrqurtt.t) and V. }.f. Loyola- Vargas, Crntro de 
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AbbrHlatlnns. BSA, bovine .. rum albumin: DEAE, diethylaminoethyl: DlT, dithiothreitol; EDTA. sodium 
elhylenediaminotetraacetate: GOGAT, glutamate s)Tlthasc; GS, glutamine synthetase: GSI. cytoplasmic glutamine 
synthetase; GSl, chloroplastic gfutamine synlhetase; PAGE. polyacrylamide gel electrophoresis: PAS, periodic acid 
Schifl' stain: SDS. sodium dodecyl sulfa1e: Tris, tris fhydroxymelhyl) aminomethane. 

11'TRODUCTION 

Glutamine •ynthctase (GS. EC 6.3.1.2) is onc of 
the most important cnzymcs involvcd in ammo
nium assimilation to organic compounds in highcr 
plants. Ammonium could be dcrived eithcr from 
inorpnic nitrogcn sourccs or from a numbcr of 
metabolic proces•es, such as photorespiration and 
proteolysis (MiOin and Lea. 1980). 

GS isoenzymes have bccn described in a wide 
variety of plant •pecies (McNally and llircl. 19R3). 
Sorne of them are associated with spccific tissucs 
•ttch a• leavc•. root•, cotylcdons and nodulcs and 
with different intracellular compartmcnts: cyto
plasm, plastids or chloroplasts (McNally and Hirel, 
198J). 

Neverthclcss. although il has hccn demonstratcd 
that GS is fundamental for ammonia assimilation 
to organic compounds in plants which produce 
sccondary metabolitcs (Probyn and Lcwis. 1979; 
Plalt and Rand, 1982). our knowlcdge about thc 
charactcristics and rcgulation oí lhis cnzymc in 
such plants is scarce. Rotclla e1 al. ( 1986). using 
immunological tcchniques, · found that only thc 
chloroplastic isoenzyme could be detectcd in thc 
lcavcs oí Datura stramoniwn. llj'osciamus niger 
and Nfr:otiana Rla11ra. 

Onc oí thc plants most studicd for its caracity oí 
syn1hesi7ing srcondary melabolitcs is Catharan
tlws rn~eru. which produces thc alkaloids vinhla~· 
tinc and vincristinc. that are currcntly thc hcst 
option for thc trratmcnt or sorne lypcs or cancer. 
These indole alkaloid!ii contain nitrogcn atoms 

rh1nt rhy!linl. Riochem., Mfilf.Q42~/Q2/0) 2ll OV1 2 .. 10/'e• r.~uthi~r-Vill:iro; 
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which have their origin in the amino acids tryp· 
tophnn and serine, whose ~amino groups origi
nare, In 1urn, from glutamatc and glutamine. 

In earller studles, the ectivity levels of seve
ral enzyme1 of nitrogen metabolism hnve been 
e11timated: nitrate and nitrite reductase!li (Loyola
Varg•• ~' al., 1986), glntnmlne syn1he1nse, gluln
m11e synthase and glutamate dehydrogenase (Rfo11 
ChAvez ., al., 1987), es well ns the ammonium, 
nitrato, nltrile and soluble amino acid pools In 
dlfferent tissues of C. roseus. 

The nbove mentioned studies estimated the 
enzymes and pools in plants nol only under ideal 
growing conditions but siso under diffcrent nitro
gen sources and stress (salinity nnd droughl). The 
data obtained pointed out to the fact that, as hns 
been shown for other secondary mctabolile pro
duclng planls, the OS/GOGAT cycle is fundnmen
tal for nhrogen nssimllation in C. ro.s~us. 

In the present repon, the two GS isoenzymes 
from the Jeaves of C. ro.s~u.'i plan1s werc isolated 
and charactcrized as a first step in the study of rhe 
chnnges (lf any) that this enzyme might present as 
reRponses to different environmental conditJons. 

MATERIALS AND METHODS 

RlolnKIC•I m•ttrl•I. Catharanth1u r11uu:r L. Don phrntit 
were kepr In expcrlmenlal fields, wlth a natural pho· 
toperiod or 14 h or dayllsht (ROO W m "') and ID h of 
darkneH. They were watered daily. Leaves from adulr 
planl" wcre harvested at the peak of the llghr perlnd and 
were fro7.en fmmedl•tely In lfqufd nffrn(ten. Samptes 
were lcept at -70"C untll proceued. 

lsnlallnn nr GS liiroenzymrs and purlficnllnn nr GSI. 
Frn7.en leaves (3.5 g) wcre pulvcrit:cd in a cnld mortar 
ami then homosenJzed Jn a Warlng blender wfth 140 mi 
nr 0.05 M Trls-HCJ (pH 7.6), contalnlng IO mM gluta
m•te, 1 mM MgCl.z, 10 mM EDTA, 10 mM D·mercap
toethmnol, 1 mM DTT. 0.2 mM phenylmethyhulfonyl 
Ouolidc •nd ' "JI, (w/w) polyvfnylpolypyrrolldone fer 
2 mln. The bref was filtered lhrough rour layen o( 

cheeH:cloth •nd centrifu1ed •I 18,000 >< R for 35 mln. Ali 
procedure1 were curled out at 4"C. The 11upernatant wH 
Added (NH4 ).zS04 to 70 "JI, soturatlon, left to precfpitatc 
for 1!5 min and centrUugcd at 16.000 X g for 20 mln. The 
rreclpitate Wall dlHolved In runnlng buffer [O.OS M 
Tril·HCI (pff 7.6). contalnlns 1 mM MgC12, JO mM 
8-mercnptocthannl •nd 1 mM DTTJ and dcirnltcd by 
ultt•filtrntlnn In an Amlcon cell (XM 300 membrane). 
The dcHlled concentrate was applied 10 a DEAE
Seph"de• column (2.6 >< 20 cm). The column wa11 then 
w•1hed wlth four tot•J. bed volumcs, followcd hy 11 

400 mi, linear 0-0.4 M KCI gradient fn burrcr. Fracrion111 

rlant r1t;ulnl. Blncltrnt, 
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(4 mi) were coJlecred ot 50 mi h· 1 and the rwo peaks of 
OS activity wcre paolcd scparately. The foltowing a:tcps 
were performed wilh peak l. Thls peak WH dentted and 
conccnlrated by ultraflhntion. lt was then applied to a 
Sephadex 0-200 column (2.6 x 60 cm) and fraction1 
were cotlectcd at 25 mi h- 1• FJnally, the single peak of 
activity thal eluted from lhe 0-200 colum was concen· 
trated and appllcd to •nother DBAB-SephAdu; column 
(1 X 20 cm). The column wu washed wfth four total bed 
volumen, fnllowed hy R 200 mi, linear 0·0.4 M KCI 
gndlent in buffer. Fractlons (3 mi) whh OS •ctlvhy wcre 
bulked together and dcultcd. The purlffcd e01:yme wair 
ndded 20 % glyccrol and kcpr at O"C. 

Purfficatlnn or GSl. frcsh )caves (60 g) were cut into 
small pieccs and homogeni7.ed in 240 mi In ice-cold 
medium (330 mM sorbitol, 50 mM Triclne-kOH, 
pH 7.9, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl1 and 0.1 % OSA) íor 
S 11 In a warlng blrnder at full speed. Thc brci wu fillercd 
lhroush rour layeu of cheesecloth and 120 mi were 
underlayered whh 60 mi or Percoll medium (40 % v/v 
rcrcoU, 330 mM sorbltol, SO mM Trlclne-KOH, pH 7.9 
and 0.1 % BSA). Chlornplnsts werc pelleted hy centrlfu
gRtlon at 2,!500 x g for 3 min In a JS-7.S rotor (Bcck
man). Thc rrnpcrnatant wns dl"cardcd and the pellet 
re.u1pended In 'º mi or 25 mM Trirt-HCI CrH 7.6) 
contalnlng 1 mM MgCl 2, 10 mM B-mcrcaptoelhanol 11nd 
I mM Drr. The suspen!llon WH fin11:1ly homogenized 
for S !\: in n Polyhon nnd centriíuged 20 min 11 
16,000 x g. Thc supcrnarant wu concentratcd In an 
Amicon cell and then npplJed on top or a Sephadex 
column (2.6 X 20 cm). Tlie column wB!I thcn wiuhed 
with two rotnl hed vol u mes, íollowed by a 400 mi, linear 
0-0.4 M KCI gradicnt In hurrcr. Fraclions (4 mi) were 
collecrcd at SO mi h- 1 nnd those cxhlblrlng OS actlvJry 
wcre ponled lnJlt"fhcr nnd conccntraled In an Amicon 
ccll. The single peak thRt eluted rrom thc column was 
lhcn applicd lo a rrerarntlve polyacryJamlde slab gel. 
After the run wn~ cnmpleted, thc weU containlng the 
n1oleculnr mn.'l'l'I markcn and a l'lmall pnrl of the s11mrle 
well wcrc si1vcr Rlnlned (Wray ~'al .. 1981). The 111ingle 
bnnd of 48 kD:i wns cut and clutcd from thc gel in a 
Mini Protean ti clectro-elutcr. Thc purified cnzymc wa!I 
11llquoted and kt>pt 1111 O"C. 

F.n7.ymr nuny. GS actlvlty (EC 6.~.1.2) was mcasured u 
rcporlcd hy Loyola-V11.rg11l'I and Slfncher. de Jlm~ner. 

(1986). 

Elf'clrophoresls nnd We1lern bloU1n11. Pro1elns were 
!Cparated by polyaerylamlde gel cleclrophoresls in the 
pre11encc of SOS (Laemmll, 1970) and blolled lnto 
nitroceJJulose (Towbln ~t al., 19R1). GS protelm1 were 
locared unlng an antisernm rnhcd to the nodule specifie 
GS lnoenr.yrne or r. v11lgnris coupling lo an alh11ine 
rho"rhatue conjugnred antibody (Sigmn). 

rrrlndlc add-SchJrf stalnlng. Aftcr electrophore11h, lhe 
~e) WA!I füi:cd Wilh J2 % ( .... /v) frichlOrORCCllc 11.Cfd for 
30 mln. 1t wol'I then i:talned os de!'lctibed by Zacharlus et 



ni. (1969), using the periodic acld-Schiff kil from Sigma 
(kll No. 3958). 

Concanavalln A bloll. The detection of thc complcxcs 
formed by the interactlon of g1ycoproteins and concana
valin A was performed according lo Evans et ni. (1986), 
with the following modifications. Afrcr clcctrophoresis, 
thc polypeptldcs were transferred to a nitrocellulose fitrcr 
(Millipore, 0.45 µrn). The fllter was blocked with Con 
A buffer (500 mM NaCI. 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 
2.5 mM MgCI,. 1 mM CaCI,. O.S % (v/v) Twccn 20). 1t 
w11 then transferred to a 1 :1000 dilution of peroxidasc 
conju1ated-concanavalln A. To vlsualize the compJexcs, 
color was developed by lncubating thc filler in the 
dcveloping solullon (to 40 ml 10 mM Trix-HCI (pH 7.S), 
add 30 ms 4-chloro-t-naphtol previously dissolved in 
10 mi methanol and 60 µt H 20 2]. Thc rcaction was 
1topped by 101kin1 the flher in diictillcd wntcr. 

Dt&l7cot17lallon of GS2. The dcglycosylation rcaction 
was performed aa dcscribed in Alting-Mccs and Barbcr 
(1986). 

Sucrose gradlents. For the dctermination of thc subcel
lular location of OS activiry, thc sucrose gradicnt system 
described by Leegood and Walker (1988) was employed, 
but u1in1 the following isolalion buffer (50 mM Hepcs
KOH. pH 8.4, 300 mM sorbhol, 1 mM MgCI,. 2 mM 
EDTA and 0.1 % BSA). Sucro1e was diuolvcd in the 
samc buffer minua 1orbito1. Gradicnts wcrc ccntrifugcd 
at 10.000 x g Cor 2S min nnd 2 ml fractlons wcre 
collected, Olutamalc dehydrogena5c (NADH-GDH, 
BC 1.4.1.2.), ª"a marker of mitochondria; Loyola-Vargas 
and S4nchez de Jiml!nez, 1984), peroxidase (afl a rnar
ker of peroxi1ome1: Van den Berg and van Huystee, 
1984), glulamine synlhetase, chlorophyll (by mcasuring 
hR absorbance at 6S2 nm; Arnon, 1949) and pro
teins were dctermined in each fraction. 
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RESULTS 

hulatiun oí GS i~ocm:ymcs . 

The successive steps followed for the purifi
cation of g1utaminc synthetasc from C. rnscus 
leavcs are specificd in Jable l. T-oi.i peaks of GS 
activity could' be iso1ated afler elution from tite 
first DEAE-Sephadex column and werc namcd 
GS 1 ond GS2, occordingly (fig. 1). GS2 was 
prcdominant ond rcprescnted aboul 85 % of thc 
total activity in the extract. During the purification 
process, lhcre was nn absolute requirement for 
reductants of -SH groups, such ns DTT and 
~-mercnptocthanol, to preserve OS activity. Only 
in the case of GSl, sorne other bands could be 
visunlized in the gel whcn stained wilh Coomassie 
blue. GS2 was purified to homogcneily 88 can be 
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Proteln delermlnallon. Protcin was measuring accor- Fl¡;ure 1. Elutlon pro/lit o/ ''ª' OS uctMty /rom a DEA.E· 
ding to Petcrson (1977). Stphadu col11mrr afltr prtcfpitotlon K·lth ammonlum sulfatt. 

Table l. Purlflcallnn o/ GSI and GS2 /rom C. roacus ltO\'ts, 

Total G!i Prolcin Spccific Puriíicalion 
nclivhy '"ª~' 

ac;tivily (/old) 
(µkot) (µkal m1 - 1 prottinl 

OSI 
Crude cJtlract 13.01 676.6 0.019 1 

(NH.)25011 11.18 242.8 0.046 2.4 
DBAE clunte 0.76 10.8 0.07 3.7 
G-200 elua1e 0.16 o.s 0.313 16.S 
OEAE cluate o.os 0.086 0.58 30.5 

052 
llolatcd chloroplasta 30.42 95.6 O.OO:"il 1 
DEAE Scphadcx 0.13 2.S 0.052 9.7 
Prcparalivc gel 0.022 0.043 0.512 96.S 
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Fiaur" z. SDS-rA.GE o/puri[ied GS2, staln~d wUh sllver nltrale. 
L.1nr I, molecular mass mukeu and Jane 2, OS2 prepualion 
aírrr bcin¡ elutcd from lhc prcparalive gel (S Jtg prolcin). 

scen from the silver stained gel shown in figure 2. 
Thc molecular mass for GSl subunit was esti
mated to be 46 kDa and for GS2, 48 kDa, through 
comparison with molecular mass markers (fig. 2). 

Subccllular location of GS isoenzymcs 

The subcellular location of the isoenzymcs wos 
dctcrmined by means of a rather complex 
continuous-discontinuous system gradient. which 
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allowcd to ii;eparulc intac1 from broken chloro
pJnsts. Thrce peaks of GS activity could be obser
ved: one on fraction 5, which corresponds to intact 
chloroplasts, another on fraction 13. broken chlo-
roplnsts and a plateou from fraction JS to 18, 
corrcsponding to the cytoplasm (fig. 3A). Western 
blots of fracrions 5 and 16 are shown in figure 3 B. 
There were severa! bands chat cross-reactcd with 
the GS antibody: the low molecular mass ones 
could correspond to degradation products, due to 
the isoJation procedure or to soluble components 
derived from broken organellcs. 

No cyrcadian rhylhm in GS aclh·ity of C. roscus 

I1i order 10 dclermine if lhcrc were auctuotions 
of GS activity during the diffcrent hours of 1uc 
day, Jeaves from mature planrs were coJlectcd al 
different intervals. There was no dlfference in total 
GS activiry (23.3 ± 0.6 µmol min- 1 mg- 1 prorein) 
or in the relative percentages of GS l and GS2 
(16.I nnd 83.9 %, respectively) in Jenves harvcsted 
nt midday or in thc darkest period (3 a.m.). 
Nevcrtheless, a treatment of complete darkness for 
5 days did reduce GS activiry by half 
(9.21 µmol min "1 mg·• prorein) and the relativc 
percenlagc changed (peak l, 23.6 %; peak 2, 
76.3 %). 

B 
kDa 
66-

45-

34-

19-

0.00 '--<>-.#t!.=---1.~--'--<'>-..._-A-...... -<'>-4'1>----<,._,,,.__,_~-1.~ 
2 B 10 

rRACTION 

o f16 
4 6 12 t 4 16 18 f5 L .. 

Fi::ure 3, Subuflu/a,. location o/GS lso~nzymezfrom C. roscus fon·u. A, .Separ:tllon nr orgauellcs and dJ:sirihutlon of OS on a sucrosc 
dcn.~ity gndicn1. The cnzymc markcrs for milochondria (M) (NAOH·GDIO and pcroi:i,omc!'> (P) (peroxida.•e) are indlc;ilcd on lop 
or lhe fi8orc. u, Weslem bloc analysis or fraclions S and 16, using rt1as~ol11s vulgar is as nntibodics (20 JIB prole in). 
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Suhstrale affinitles 

The affinities for glutamate and ATP showed to 
be quite different for GSI and GS2. There was 
a 1wo-fold decrease in affinlty in the case of 
GSl; whereas for ATP. it was almost a two
fold increase. 

NevertheleS1 1 the Km values detcrmined for 
hydroxylamine are similar in both isoenzymes 
(tab. 2). 

Table 2. Sub11rau afllnltl•I of C. ro1cu1 Ira/ glulamlnr synth•· 
tai•. 

Sub11r1te 

Olutamate 
Hydrolllylaminc 
ATP 

Thcrmal stahillly 

Km(mM} 

OS-1 OS-2 

36.32 
0.63 
O.S2 

IS.38 
O.SS 
0.96 

The effect of the temperature on enzyme activity 
is sbown in figure 4. OS 1 was slable up 10 40"C; 
beyond this temperature. a continuous decrease in 
activity was observed. Under identical experimen
tal condilions, OS2 activity diminished markedly 
between 30"C and 40"C. At 50"C, GSI still pre
sented 50 % of its original activity, whereas GS2 
activity was less than 20 %. 

100 
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~ 'º 
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Ffsan 4. Thermal ltablllty of GSJ and GS2 from C. roseu1 
lrovr4. Samplu contalnlng l.667 nkat ma·t prolcin of glut1mlnc 
1yn1hc1:11c wcrc incub11cd Cor U min at 1hc 1111ed lcmperatures. 
Afler lncubation. 1hc 1ample1 wero kepl In Ice 1nd acllvhy was 
mcuured u menlloncd in Material 1nd Mc1hod1. (0), OSI: 
(0), OS2. 

Dival.ánt cation requirements 

GS activity in the presence of different divalent 
cations was assayed. When thc Mg2* concentration 
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was varicd, a sigmoidal response was observcd for 
GS2. Mg 2 • concentracion for maximal activity was 
33 mM. lf this ion was substiluced for Mn 2 •, Ca2

• 

or Co2 •. no GS activily couJd be dctccted. 

Effect of amino achls on GS activlly 

Various amino acids reported to inhibit glura· 
mine synthCtase activity were assnyed at a S mM 
conccntration. No response could be detcctcd 
whcn using Ala, Asn, Asp, Arg, Gly, Lcu, Lys, Ser 
ar Trp. Note that the concen1ration employcd 
(5 mM) contras! wilh !hose obcained for olher 
enzymes rcsponsible for the synthesis of thc car· 
bon skcletons where 50 % inhibition may be 
achieved in the 10-100 µm (Miflin et al .• 1981). 

Glycosylation oí GS2 

In arder to determine whether thc GS iso
enzymes isolatcd from C. roseus leaves werc glyco· 
sylatcd, three different approachcs wcre uscd. Thc 
first one involved a direct stain after electro· 
phoresis for glycoproteins, using PAS stain (pcrio· 
die acid - Schiff dye), that renders a red staining 
to bands containing carbohydrnte residues; the 
second one, binding of a lectin to bands trans
fcrred to nitroccllulose and the third one, a degly
cocylation reaction followed by Western blot. The 
chosen lectin was Concanavalin A, since in the 
report of Nnto et al. (i984}, tho carbohydrnte 
residues in higher concentrations were glucose, 
glucosamine and galactosamine. As can be seen in 
figure 5, only GS2 showed a posilive response to a 

A B 

2 3 

F1prt 5. Dettrmltral/on o/ the pre.r~nr:e o/ carbohydrau re.rld11e.r 
in the GS2 preparation, A, pcriodic acld-Schlff stalnln3 or 1he 
SDS gel: lanc l, posilive controls, DSA (66 kDa) •nd ovalbu· 
mine (4S kDa): lanc 2, OSI (10 µg protcin), and Jane 3, OS2 
elu1ed from lhc prcp:ua1ivc gel (10 ,,, protcin). O, blnding of 
052 prep;ualion to pcroxid:ue conjug111ed 0 concanavalin A. 
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...,..,.. ....... ,. Dw1lycosylollo11 of GS2 

"''"' ~tv101l1co$ltlaH F for JI h. 
A, w111em blol analy1l1. 11, perio
dlc acld·Schlff 111lnln1 or lhe gel 
Lane l. OS2 prior to the hydro
lyals reacllon (10 PI proteln) and 
l1ne 2. de1lycosyla1cd OS2 (tO PI 
proteln). 
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apecific glycoproteln stain (PAS stain) and to 
Concanavalln A bindlng. The OSI preparation, 
was run side by slde to that of GS2, did not 
present any red stalned band, nor did develop the 
colour reaction that lmplled a blnding of the lectin. 

GS2 was deglycosylated using endoglycosldase F 
for 18 h. After Ibis treatment, both the OS2 
preparation and the deglycosylated one werc run in 
en SOS-gel and trausferred to a nitrocellulose 
membrane. To idenlify the bond corresponding to 
lhe OS subunit, an spccific GS antiserum was 
used. There was shift in the molecular mass of thc 
band from 48 kDa to 46 kDa (fig. 6A). A portian 
of this gel was talned with PAS, showing a red 
colored band in the lane of the GS2 preparation 
and none in that corresponding to the dcglyco
sylated protein (fig. 6B). 

DISCUSSION 

Two isocnzymes of glutaminc synthctasc have 
been isolatcd from C. ros~us leavcs. GSl cor
responds to the cytoplasmic isoenzymc and GS2 
has a chloroplastic localion. GS2 has been further 
purified, showing it to be a probable octamer with 
subunits of 48 kDa and a total dependence on 
reductants of - SH groups for activity. This depen· 

l'lorll rlly3lal. Bloch~m. 

1 2 1 2 

dence on rcductants suggests a possible regulntion 
by lhe chloroplustic redox stntes (Buchanan, 1980). 

Though it has been shown thnt GS activity 
seems to change in a circadinn fashion tluring the 
day in sunflower nnd tomnto (Knight and Weiss· 
man, 1982; Cnnovas el al., 1986), the data obtai
ned in C. roseus leavcs suggcst that light changes 
thnt occur through the e.lay are not sufficicnt to 
induce a change cíther in total GS nctivity or in 
thc isoenzyme pattern. It wns clear that Jonger 
periods of darkness do hnvc a deletcrious effect on 
GS2 activity, since it has becn demonstrated in 
sevcrnl species tho.t glutnmine synthetnse is undcr 
regulation by light (Hirel et al., 1982; Edwards and 
Coruzzi, 1989; Schimdt and Mohr, 1989; Gálvez et 
al .. 1990, lo cite n few). 

The relative perccntages of activity of thc two 
isoenzymcs place C. ro.reu.r among those plants 
with Jcss than 30 % of total nctivily as GS 1 nctivity 
(group C; McNally et al .. 1983). In thls group of 
plnnts, the rcassimilation of ammonia relcased 
during photorespiration cannot be completely ful
fillcd by GSI. Consequenlly, it seems likely that, 
bascd on thc Km valucs displayed far glutnmatc. 
ATP and hydroxylamine, GS2 could function in 
the primary ammonia assimilation in the chlo
roplast and also in the rcnssimilation of lhc ammo
nia rclcased during the decarboxylntion of glycine 
to serine. 



Feedback inhibition by amino acids has bccn 
known to occur in sorne plants (McNally and 
Hirel, 1983) but in most cases, the amount of 
inhibition has gcncrally bccn les than complete 
and the concentrations of amino acids rcquircd 
have been large. No such cffect u pon thc addition 
of scvernl amino acids could be detcctcd in the 
isolated GS isoenzymes. 

The determination that GS2 has a chloroplastic 
localization (McNally et al., 1983) and that GS Is 
encoded by a family of nuclear genes in pea and 
French bean (Cullimore et al., 1984; Tingcy et al., 
1987) suggest that this isoenzyme may be trans
poned from the cytosol into !he chloroplnst. lt has 
been reported that many pJant proteins that are 
transported from one compnrtment to another are 
glycosylatcd (Scngupta et al., 1981). Since in the 
case of GS there had been contradictory reports -
GS2 from tobacco Jeaves was shown to contain 
carbohydrates up to 5 % of their total molecular 
mass (Nato <t al., 1984), whereas Tingcy <t al. 
(1987) reponed after using lectin binding tech
niques that the pea GS2 polypeptide did not 
contain glycosyl rcsiducs - it wns dccidcd to 
determine if OS isoenzymc of C. ros~us is thus 
modified, using three differcnt approaches: a direct 
glycoprotein stain, binding assay to concanava· 
lin A and deglycosylation of the protcin using 
endoglycosidasc F. The i:esults far thc first two 
approaches were positivc: n red bnnd, corrcspon· 
ding to the molecular mass of GS2 subunic, wos 
found after using the PAS dye and a blue band, 
that indicates the successful binding of concana· 
valin A to glycosidic residues in the GS2 subunit. 
Thus, C. ros~us GS2 is glycosylated and there are 
clear evidences, based on thc lectin binding assay, 
thal it contains significant amounts of mannosyl 
and glucosyl residues. 

Information on the type of the glycosidic chain 
attached to OS could be oblained from thc third 
approach (Alting-Mees and Barber, 1986). The 
shift in molecular mass which results from thc 
deglycosylation of GS2 using endoglycosidase F 
and thc positive rcsults of thc binding of Concana· 
valin A point out to the fact thot GS2 contains an 
N-Jinked high mannose type sidc chain. 
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Summary 

The activities ofthe enzymes glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.2), glutamine 
synthetase (EC 6.3.1.2) and glutamate synthase (EC 1.4.1.14) were measured in leaves, roots 
and leaf explants of CaJharanlhus roseus grown in different nitrogen sources: water (control), 
20 mM KN03, 2 mM NH4CJ and a mixture of the two latter ones. 

In the roots, glutamate dehydrogenase activity is four-fold higher than in leaves 
and it is also higher than the activities of glutamine synthetase and glutamine synthase. The 
aminative and deaminative GDH activities are regulated differentially depending on the 
nitrogen source and the studied tissue. 

Ferredoxin dependent glutamate synthase was detected only in photosynthetic 
tissues but not in the roots, where the NADH dependent enzyme was found. 

Substantial qualitative differences were detected in the amino acid pools of 
roots under the different nitrogen conditions, while little variation occurred in the leaves. 
Gamma-aminobutyric acid was present in large ammounts in both tissues and could represent 
an important store of organic nitrogen. 

The nitrogen sources substantially modified the alkaloid content; with nitrate 
producing an increment of 50%, while a mixture of nitrate and amrnonium produced a 
decrease of 45%. 

Keywords: CaJharanthus roseus, glutamate dehydrogenase, glutamate synthase, 
glutamine synthetase, nitrogen source. 



Introduction 

Ammonium can be incorporated to organic compounds by two alternative 
pathways in most organisms (Miflin and Lea, 1980). These are the glutamate pathway catalyzed 
by glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.2, GDH), and the glutamine pathway mediated by 
glutamine synthetase (EC 6.3.1.2, GS) and glutamate synthase (EC 1.4.1.14, GOGAT). 

Although the enzymes involved in this process have been thoroughly 
characterized in plants of agricultura! importance (Berkum and Sloger, 1981; Loyola-Vargas 
and Sánchez de Jiménez, 1984, 1986a, 1986b) or in particular models, such as glycophytes 
(Rhodes et al., 1980), halophytes (Stewart and Rhodes, 1978), cultured cells (Dougall, 1977; 
Mohanty and Fletcher, 1980; Murillo and Sánchez de Jiménez, 1984), or detached plant organs 
(Lewis and Probyn, 1978; Probyn and Lewis, 1979), very little attention has been given to the 
nitrogen assimilation pathways of plants that synthesize secondary metabolites. In our 
particular case, the only report that has been published in Catharanthus roseus is that of 
Stafford and Fowler (1983). Furthermore, as Stewart and Rhodes (1977a) have emphasized, 
it mayprobe difficult to extrapola te the results obtained with cultured cel!s orwith lower plants 
to plants showing a higher degree of tissue differentiation. 

In a previous study we reported that nitra te reductase and ni tri te reductase have 
completely different activities in root and leaf tissues of C. roseus and that only the activity of 
root nitrite reductase seems to be modified by the nitrogen source. The amino acid contents 
were also significantly affected by the different nitrogen sources, not only in the whole plant 
but also in in vitro studies using leaf explants. These results suggest that modifications in the 
activities of the enzymes involved in the assimilation of ammonium to organic compounds, i.e. 
GS, GOGAT and GDH, could partially explain the differences in the amino acid pools 
(Loyola-Vargas et al., 1986). 

The present report is concerned with the effect of different nitrogen sources on 
the activities of GDH, GS and GOGAT, on the amino acids profiles and on the alkaloid 
content in the leaves and roots of C. roseus. 

Materials and Methods 

Plant growth conditions. Catharathus roseus LG. Don were growñ in separate 
pots with soil in a growth room at 32ºC with a photoperiod of 16 h Iight/8 h darkness. The 
plants were divided into four groups of 50. Each plant was watered every other day with one 
ofthe following solutions: group 1, water (control; the ammnoium concentration in the soil 
was l}lnoVgdry soil and the nitrate concentration was lQrnoVg drysoil); group2, 20mM KN03; 
group 3, 2 mM NH4CI; and group 4, 20 mM KNOJ plus 2 mM NH4Cl. 

For the experiments using explants, 10 leaves of the same physiological age were 
cut 3 h after the beginning of the light period and placed in Erlenmeyer flasks containing 50 
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ml of tbe above mentioned solutions. The leaves were incubated far 2, 4 and 8 b in continuous 
light. 

Enzyme extracts. The tissues were frozen at -70ºC. ground with a pestle and 
mortar and then homogenizcd with a Waring blcnder in 2.5 volumes (w/v) of extraction buffer 
containing 5% polyvynilpolypyrrolidone (w/w). The extraction buffer far GDH, GS and 
NADH-GOGAT contained SO mM Tris-BCI pH 8.2, 1 mM CaCl:z, 5 mM 2-mercaptoethanol; 
for ferredoxin-GOGAT, it contained SO mM phosphate pH 7.5, 1 mM EDTA, 5 mM 
2-mercaptoethanol. The homogenates were filtered through four layers of cheesecloth and the 
filtrates centrifuged at 14,000 x g for 30 minutes. The supematants were used to determine 
enzyme activities. 

Determination of enzyme activities. Aminative and deaminative GDH activities 
werc assayed according to Loyola-Vargas and Sáncbez de Jiménez (1984). GS, 
NADH-GOOAT and Fd-GOGAT were measured as reported previously by Loyola-Vargas 
and Sánchez de Jiménez (1986a). 

Amino acid analysis. The amino acid analysis were performed in a Durrum 
D-500 amino acid analyser, which employs the method ofl..ee (1974) far the formation ofthe 
buffer gradient and the method of Moore (1968) for the ninhydrin reaction. 

Alkaloid extraction. The total alkaloids were extracted following the method 
reported by Kutney et al. (1980). 

Protein determination. The concentration of protein was deterrnined by the 
method reported by Peterson (1977) using bovine serum albuminas a standard. 

Results and Discussion 

The activity of GDH was measured in both the aminative and deaminative 
pathways in plants wateredwith the different nitrogen sources (Table 1). NADH-GDH activity 
in the root decreased 50% only in the presence of ammonium; while in the leaves, it was not 
affected by any of the nitrogen sources. NAO- GDH activity showed a marked increase in roots 
growing in a mixture of nitrate and ammonium; whereas only minar variations could be 
observed in leaf tissues. These data suggest, as has been previously observed for GDH in maize 
(Loyola-Vargas and Sánchez de Jiménez, 1984) and the algae Scenedesmus acutus (Shatilov 
and Sund, 1983), that the aminative and dearninative activities of GDH are regulated 
differentially. 'Ibis effect could be due to the presence of conformational isomers or 
isoenzymes. 

GS activity in the roots increased with ali added nitrogen sources: it doubled 
when the plants were supplemented with ammonium, increased almost six-fold with nitrate 
and ten-fold wben given the mixture (Table 1). In the leaves, GS activity was always higher 
than tbat found in the roots; yet it was reduced in ali nitrogen conditions, with ammonium 

'. 



alone producing the lowest activity. Stafford and Fowler (1983) found that two different levels 
of ni trate produced no effect on the activity of this enzyme in C. roseus cells cultivated in vilro, 
and thus suggested that the regulation of GS was not dependent on nitrate availability in the 
media. This finding contrast with the marked nitrate dependence shown by GS activity in both 
roots and leava (Table 1). 

GOGAT activity extracted from roots was NADH-dependent and unable to use 
methyl viologen as an electron donor; while the opposite occurred in leaf tissues. 
NADH-GOGAT activity decreased to half its initial value when the plants were grown either 
in the presence of nitrate or ammonium, but showed a two-fold increase when the plants were 
exposed to the mixture. All the nitrogen sources produced an increase in Fd-GOGATactivity 
in the leaves. lbis high activity leve! could be partially explained by the conversion to glutamate 
of glutamine, that was synthesized in the roots as a result of the increment of GS activity by ali 
the nitrogen sources (Table 1). 

The very low activity of GDH, compared to those of GS and GOGAT, in the 
!caves of plants grown without nitrogen supplement suggests a minor role for GDH in the 
assimilatoryprocess ofNH4 in photosynthetic tissues. However, in the roots of the same plants, 
GDH activity is higher than those of GS and GOGAT, and also higher than the one found in 
the leaves, which suggests a special role for GDH in these tissues. The importance of GDH in 
the roots is further stressed by the ratios of the activities of the three enzymes under the 
different nitrogen sources. The GDH/GS ratio has a value of 16 in roots; while in the leaves, 
this ratio is only 0.24. A similar behaviour has been observed in maize (I..oyola-Vargas and 
Sánchez de Jiménez, 1986a) and Bouvardia temifolia (Sánchez de Jiménez and Femández, 
1983). The difference between the GDH/GS ratios suggests different functions for the 
GS/GOGAT cycle in different tissues. The high GOGAT activity in leaves could be 
attributable to the fact that this enzyme plays an important role in the recycling of ammonia 
(Platt and Tand, 1982), or that it helps in the export of reducing equivalents from the 
cbloroplast. It is possible that the energy charge of the cell is responsible for this status, since 
it is known that ATP inhibits glutamate dehydrogenase and stimulates glutamine synthetase 
(Stewart and Rhodes, 1977b; I..oyola-Vargas and Sánchez de Jiménez, unpublished data). 

Although recent studies have demonstrated that GDH's contribution to 
ammonia assimilation is only minor (for a review, see Rhodes et al., 1989), our results and 
those cases reviewed in Srivastava and Singh (1987) further support the idea, first emphasized 
by Oaks and Hirel (1985), that under certain conditions GDH could play an important role in 
nitrogen assimilation in the roots. 

We have found that C.roseus plants grown in the presence of nitrate or 
ammonium have a highcr amino acid content compared to those watered only with water. 
Moreover, amino acid levels are particularly high in the roots (l..oyola-Vargas et al., 1986). 
Therefore, the composition of amino acid pool in extracts of root and leaf tissues was analyzed 
(Table2). 

The total amino acid pool in roots was always higher than in the leaves. In tbe 
roots, the amino acid pool was both qualitatively and quantitatively affected by the different 



nitrogen treatments. The most significant differences were the increase in P-aminobutyric acid 
(GABA) and histidine when the plants were grown with nitrate and unlike GABA, histidine 
levels dropped when nitrate was absent. In leaf tissues only a minor accumulation of alanine 
occurred in the presence of ammonium. 

In general, in roots the enzyme activities increased in the following order: 
GS>GDH > GOGAT except in the case of the mixture of nitra te plus arnmonium. In the !caves 
the order was always GOGAT> GS>GDH suggesting that glutamine could be synthesized in 
the roots and transported to the leaves where the elevated activity of Fd-GOGAT converts it 
to glutarnate which accurnulates in this tissue (Table 2). However, the glutamate pool could 
have another origin: GABA, which produces glutamate and alanine through the action of 
transaminases (for a review, see Givan, 1980). These amino acids also showed a small 
accumulation in the leaves (Table 2). 

Since sorne of the nitrogen rnetabolism enzymes respond very quickly to 
external nitrogen sources, we also studied the nitrogen rnetabolism in leaf explants over a 
period of 8 hours. When the explants were incubated in water, the activities of both 
NADH-GDH ami NAD-GDH slowly decreased over the 8 hour period, with the aminative 
activity disappearing more rapidly (Figure lA). This further supports the fact that these two 
activities could be differentially regulated as it occurrs in the whole plant. The extracts from 
explants that were given a source of nitrogen showed an increased activity over the first four 
hours followed by a rapid decrease (Figure lB-D). 

In the presence of ammonium, the activity of GS increased rapidly over the first 
four hours and then decreased again to levels below the original activity (Figures 2C and D); 
whereas in thc control explants, it showed the oppposite effect (Figure 2A). The activity of 
GOGAT decreased in extracts of tissues incubated in water and in ammonium. However, in 
the case of the latter, the enzyme returned to its basal levels after 8 hours. Only with nitrate 
alone did GOGAT show sorne increase over the first four hours before falling to its original 
leve l. 

The increase in the total amino acid pool rneasured in leaf explants after 
incubation in ammonium or in the ammonium-nitrate mixture correlates well with an increase 
in the activities ofNADH-GDH and GS (Loyola-Vargas et al., 1986). However, this increase 
in amino acid pools could also be due to the aging of the tissue. 

1be results presented here show that CaJharanJhus roseus possesses ali the 
enzymes involved in ammonia assimilation and that they are modified by exogenous sources 
of nitrogen. The response in the leaves differs from that in thc roots, determining which amino 
acids accumulate. In the roots, the GS/GOGAT cycle works mainly in the synthesis of 
glutamine for export. The substrate for this enzyme could be provided by GDH, as suggested 
by thc fact that GDH activity is four-fold higher in roots than in leaves (Table 1). 

Sincc the indole alkaloids, which are of great econornic interest, are derived 
from thc primary pathways of amino acid metabolism, we consider it necessary to understand 



how these are regulated and how this regulation could affect the secondary pathways leading 
to tbese compounds. 

Figure 3 shows that nitrate produced an increase of 50% in the allcaloid content 
while the mixture of nitrate and ammonium reduced the alkaloid content by 45%. These data, 
along with the determined enzymatic activities might suggest a link between nitrogen 
assimilation and the pathways for tbe synthesis of secondary metaholites if we consider that 
botb of the nitrogen molecules in these alkaloids come from tryptophan and serine, which in 
tum come from glutamine and glutamate. 
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TABLE 1. Enzy•• •ctiYities in C. roseus pl•nts w•t•r•d with 
dif'f'erent nitroge'n sources, e>cpressed •• n•ol of' 
t~•nsf'or••d substrate/ •in •g protein. o.t. shown •r• 
the •••n of' thr•• independent e>cperi•ents, ••ch using 
58 pl•nts. 

TREATl'IEHT 

RODTS 

NADH-GOH NAO -GOH GS NAOH-GOGAT 

NONE 1303 • 73 163 * 16 94 -! 3 11 2 ± 34 

NI TRATE 20 111'1 1773 ~ 124 159 ,¡, 13 507 ~ 40 53 * 22 

AMMOMIUM 2 1111'1 736 :1: 29 11 7 !: 8 223 !: 18 44 :1: 16 

NI TRATE 20 .11 
PLUS 
AMMONIUM 2 •M 1847 :1: 92 308 :t: 3 1 996 .t 55 229 ± 1 3 

LE AVES 

NAOH-GDH NAO -GOH GS Fd-GOGAT 

NOHE 412 :t. 25 99 ± 5 1747 !: 87 460 :t. 18 

NI TRATE 20 mM 424 :1: 1 3 78 :1: 2 1318 !: 79 874 .:t. 43 

AMl'IONIUM 2 mM 407 ± 28 109 :t: 1 3 978 !: 68 1426 :t: 99 

NITRATI: 20 •M 
PLUS 
AtlMOHIUH 2 mM 432 ± 30 125 :1: 1 4 1450 !: 87 2691 !: 242 



TRBl..E 2. Amina acid content. in root.s ..-1d lHves of pl~t.s grown in differ911t. nitrogen SOU"Ca. 

TI!EAMNT Al'llt«J ACIOS (....,les/g FM> 

6ABA His Lip As>< Ghc Leu r.,,,. PM Arg Al• TOTAL 

ROOTS 

NONE 8.2 17.8 17.2 - - - - - - - 43.2 

NITRATE 28 aH 17.2 44.9 5.6 36.7 !5.4 3.B 4.7 6.7 1.7 - 126.7 

A11t!ONIUM 2 aH 13.1 - 3.7 - 0.7 - - - 0.7 - 18.2 

N ITRATE 28 mM 
PLUS 
Al1110NIUH 2 mM 12.5 43.2 3.9 27.3 4.7 0.6 2.4 - 2.7 0.2 97.:5 

LEAVES 

NOHE 4.9 - - - 5.4 - - - - - 10.3 

NITRATE 20 mM 6.0 l. 7 - - 3.2 - 1.3 - - - 12.2 

AMMONIUl1 2 mM 4.3 - - - 2.4 - 1.4 - - 0.2 0.3 

NITRATE 28 aM 
PLUS 
AM.'10HIUM 2 ml1 6.1 - - - 4.4 - l. 7 - - 0.4 12.6 

(-) Not detectad. The method' s sensiÜvity is l ......,1. 
Asx = Asp + Asn¡ Glx = Glu + Gln 
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Figure 1. NADH-GDH ( l!. ) and NAO+ -9DH ( a ) actlvities in leaf 
ellJ>lants incubated in 50 mi of water (A), 20 mM KN03 (8), 2 mM NH4Cl (C) and 20 
mM KNOJ + 2 mM NH4CI (D). NADH-GDH actlvity al time zero were 437 (A), 405 
(8), 460 (C) and 426 (D) nmoles NADH mln"1 mg protein"1 and for NAD + -GDH were 
76 (A), 85 (8), 98 (C) and 105 (D) nmoles NADH mln"1 mg protein-1• Time zero was 
taken as 100%. Each value is the mean t'SE of three independent ell)Jeriments. 
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Figure 2. OS ( o) and Fd-GOGAT ( L> ) activities in leaf explants incubated in 
SO mJ ofwater (A), 20 mM KNOJ (B), 2 mM NH4CI (C) and 20 mM KNOJ + 2 mM N"4CI 
(D). OS activlty at ¡ime :zero were 802 (A), 764 (8), 900 (C) and 917 (D) nmoles V-gtutamyl 
hydroumate mln - mg protein"1 and for Fd-GOGATwere 420 (A), 390 (8), 43S (C) and 403 
(D) nmoles glutamate min"1 mg protein-1• Time zero was taken as 100%. Each value Is the 
mean *SE of three independent experiments. 
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Abstract 

Experiments were undertaken with Catharantluu roseus plants subjected to 
water stress by withholding water to try to explain at the molecular level the observed changes 
in glutamine synthetase activity. Two levels of stress were used: a medium stress (-1.6 MPa) 
anda higher stress (-3.5 MPa). We found a decline in the activity of glutamine synthetase that 
coincided with the diminisbingwater potential. The relative contribution of its two isoenzymes 
changed tbroughout the stress treatment. There was no de novo synthesis of glutamine 
synthetase and there was a preferential loss of the cbloroplastic isoenzyme. This latter fact is 
explained in temJS of decreases in the glycosylation level of this isoenzyme, rendering it more 
labile to the action of proteases. 



Introduction 

Glutamine synthetase (GS; EC 6.3.1.2), the enzyrne responsible for ammonia 
assimilation to organic compounds in higher plants, exists as distinct isoforms in different 
organs, tissues and subcellular locations (8). In the leaves, two isoenzymes have been 
described: one, in the cytosol and the other, in the chloroplasts. A systematic study of numerous 
plants (9) has led to their classification into four groups according to their relative leaf GSl 
and GS2 activities. The groups m and IV contain mainly, or solely, GS2 activity and comprise 
the majority of CJ plants. 

Most of the reports dealing with proteins during deleterious environmental 
conditions describe the appearance or disappearance of spots in two-dimensional gels; it is 
seldom given a function to any of these changing proteins. On the other hand, there are some 
reports dealing with the behavior of enzymes during stress, but the information remains at the 
leve! of describing changes in their activities. Previous studies (10, 11) ha ve suggested that the 
enzymes involved in ammonia assimilation during stress might be different at the molecular 
leve! from those of a plant that has never been under such conditions. The differences could 
be attributed to a number of factors: de novo synthesis of new isoenzymes, rearrangement of 
subunits or covalent modification of preexisting enzymes that lead to alterations in their 
catalytic and regulatory properties. 

In Escherichia coli, GS is regulated by a mechanism of 
adenylation-deadenylation depending on the nutrients available in the medium (7). In the case 
of higher plants, there is no evidence regarding a post-translational modification that could 
modify GS activity. In fact, there is only one report (12), which demonstrated a covalent 
modification (glycosylation) of GS frorn tobacco leaves. 

When C. roseus plants were subjected to water and salt stress treatments GS 
activity decreased to about half its initial value. Even if the stress treatment was prolonged, 
sorne GS activity still rernained (13). This might indicate that this enzyme might be in sorne 
way different from that in the control plants. lt was therefore decided to study GS at a 
molecular leve!, to determine the occurrence of changes (if any) on this enzyme under a 
deleterious environment. 

Material and Methods. 

Plant Material. One year old C. roseus plants, kept in a greenhouse undernatural 
photoperiod, at 25 C, were employed as sources of leaves for the isolation of the isoenzymes. 
The plants were transferred to a semicontrolled growth cbamber (25ºC, 16/8 h pbotoperiod), 
where water stress was irnposed by withholding water. Control plants were watered daily. The 
response of the plants to the water stress was cbaracterized by monitoring waterrelations and 
stomatal diffusive resistance. The bydric potential was determined using a dew point 
hygrometer (Wescor HR33T) with C-52 sample chambers and the stomatal diffusive resistance 
with a ateady state pororneter U-cor 1600. Samples of the leaves were harvested when plants 



were under a medium stress (-1.6 MPa) and high stress (-3.5 MPa). The leaf samples were 
immediately frozen with liquid nitrogen and kept at -70C until processed. 

Isoenzymes isolation. Leaves (2.5 g) were homogenized in a mortar and pestle 
with 7.5 mi 50 mM Tris-HCI, pH 7.6 containing 1 mM MgC!i, 10 mM mercaptoethanol, 1 mM 
DIT, 10 mM EDTA, 10 mM glutamate, 0.2 mM PMSF and 5% PVP. The homogenate was 
centrifuged at 18,000 x g for 45 min. The supematant was desalted and concentrated by 
ultrafiltration through an Amicon membrane XM300. One mi was then applied to a column 
(20 cm x 10 mm diameter) of DEAE-Sephadex equilibrated in 50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 10 
mM mercaptoethanol, 1 mM DIT, 1 mM MgCl:z. The proteins were eluted at a flow rate of 
10 mi b"1 with 30 mi buffer followed by 50 mi of a linear 0-400 mM KCI gradient in buffer. 
Fractions (1.5 mi) were collected and GS activity was determined spectrophotometrically (6). 

Polyacrylamide gel electrophoresis and Western blotting. Proteins were 
separated in one dimensional 10% polyacrylamide gels (5) and blotted into nitrocellulose ( 15). 
GS proteins were located using an antiserum raised to the nodule specific GS isoenzyme of P .. 
vulgaris (2) coupling toan alkaline phosphatase conjugated antibody (Sigma). 

Periodic acid-Schiff staining. After electrophoresis, the gel was fixed with 12% 
(w/v) trichloroacetic acid for 30 min. lt was then stained as described by Zacharius et al. (16), 
using an histochemical periodic acid-Schiff kit (Sigma kit No. 3958). 

Concanavalin A Blots. The detection of the complexes formed by the interaction 
of glycoproteins and concanavalin A was performed according to Evans et al. (3), with the 
following modifications. After electrophoresis, the polypeptides were transferred to a 
nitrocellulose filter (Millipore, 0.45 m). The filter was blocked with Con A buffer (500 mM 
NaCI, 50 mM Tris-HCI (pH 7 .5), 2.5 mM MgCl:i, 1 mM CaCl:i, 0.5% (v/v) Tween 20). lt was 
then transferred to a 1:1000 dilution of peroxidase conjugated- concanavalin A. To visualize 
the complexes, color was developed by incubating the fil ter in the developing solution [To 40 
mi 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), add 30 mg 4-chloro-1-naphtol previously dissolved in 10 mi 
methanol and 60 1 of 30% HzOz]. The reaction was stopped by soaking the filter in distilled 
water. 

Results and Discussion. 

In a previous st\ldy, the isolation of two isoenzymes from the leaves of C. roseus 
plants was reported (Miranda-Ham and Loyola-Vargas, submitted). They were named GSl 
and GS2, according to their elution order from a DEAE-Sephadex column. Their contribution 
to total GS activity is 15 and 85%, respectively. GSl is located in the cytosol, while GS2 is 
inside the chloroplasts. Given the distribution in the different cellular compartments and the 
contribution of the isoenzymes to the total activity, C. roseus belongs to group 111, along with 
other C3 plants (9). 



C. roseus plants were subjected to a gradual stress treatment by withholding 
water. Two stress levels were used for this study: one of medium strength, -1.6 MPa anda 
second of higher strength, -3.5 MPa. In the case of the higher stress treatment, the leaves were 
almost completelywilted but upon rewatering, they recovered their turgidityin 12 h. The hydric 
potential of fully turgid leaves was -0.9 MPa. The stomatal diffusive resistance increased from 
13 (control) to 25 scm-1 (-3.5 MPa). 

When total activity was determined in the control and both medium and highly 
stressed leaf samples, a decline could be observed which coincided with the diminishing water 
potential (Fig. 1). The most severe loss of activity occurred during the first stages ofthe stress 
treatment. As the treatment was prolonged, this loss was less pronounced but it was never total, 
as has been observed by Ríos Chávez et al. (13). 

In order to evaluate the contribution of each isoenzyme to the total GS activity, 
the two forms were separated on a DEAE- Sephadex column. A change in their contribution 
could be observed as the water stress treatment progressed. In the medium strength stress, 
there seemed to be no change in their relative contributions (Fig. 2B). Nevertheless at -3.5 
MPa, there was a marked increment in GSl activity, while GS2 declined, reaching an activity 
ratio of almost 1:1(Fig.2C). 

This loss of activity could be accounted for a loss in GS as a protein, i.e. that no 
GS is being synthesized during this period or that it might be selectively inactivated to preserve 
the cellular energy reserves. Changes in the cellular metabolism have been well documented 
regarding a significant lowered levels of protein synthesis (1 ), by disrupting polyribosomes (1) 
or by enhancing the activity of nucleases, and also the complete shutdown of metabolic 
pathways of synthesis, leaving turned on only those functions which are aimed to allowing the 
cell to survive. When proteins from total crude extracts were separated in an SDS-PAGE gel, 
blotted into nitrocellulose and probed with anti-GS antibodies, there were only very faint 
residues in Janes 1 and 2, which correspond to the medium and high stressed samples (Figure 
3). In Jane 3 (control), two bands could be observed: GS2, with a molecular weight of 48,000 
and GS 1, of 46,000. However, if the isoenzymes were probed separately, GS2 dissapeared from 
the filler, whereas GS 1 remained at the same leve) of the control (data not shown ). These data 
suggest that there is no de novo synthesis of GS and that there is actually a loss of GS2. 

On studying the characteristics of GS in the leaves of C. roseus, it was determined 
that only GS2 is glycosylated, using two different approaches (Miranda-Ham and 
Loyola-Vargas, submitted). The first one involved a direct stain after electrophoresis for 
glycoproteins, using PAS stain (periodic acid - Schiff dye ), that renders a red staining to bands 
containing carbohydrate residues; and the second one, binding of concanavalin A to bands 
transferred to nitrocellulose. These same methodologies were employed with the GS2 
preparations isolated from medium and highly stressed leaf samples. 

A clear positive result could be seen for the control sample: a red band, 
corresponding to the molecular weight of GS2 was found after using the PAS dye and a blue 
band, that indicates the successful binding of concanavalin A to glycosidic residues of GS2 
(Jane 2 in Figs. 4A and 48). However, the leve! of glycosylation of GS2 changed when plants 



are subjected to a water stress: there was a fainter response to PAS stain and a decreased 
binding of Concanavalin A in the case of the medium stressed leaves (lane 1) and there was 
no response in those under a higher leve! of stress (lane 3 in Figs. 4A and 48). 

It has been reported that many plant proteins that are transported from one 
compartment to another are glycosylated (14) and also that the deglycosylation of sorne 
proteins render them more susceptible of being attacked by proteases (4), therefore the 
lowered GS activity found in the le aves of C. roseus during the imposition of water stress could 
be explained in terms of a loss of GS2 as protein due to the lack of mannosyl and glucosyl 
residues, that stabilize its structure and permit its transport inside the chloroplast. 

This is the first report on the nature of the changes in a fundamental enzyme of 
nitrogen metabolism when a plant is under deleterious environmental conditions. 
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Figure 1. Glutamlne synthetase activity ( µmoles 
glutamylhydroxamate/min/gprotein) In the leaves of plants under a water stress treatment 
by wltl1holding water. Ali values are the average of three independent experlments. 



o.eo 

0 • .(!I 

0.30 

0.1!1 

,...... o.oo Q) 

.... ·-\ A 

I . 
J \ 

.~•, I \ / . ~ . '•- '• 
.o 

O • .(!I :;¡ 

.::::.. B 
e . E 

......... 0.30 
111 
~ 
o 
E 
3 O.t!I 

>-
1-

> ¡:: o.oo u 
<( 0 • .(5 

• 
!\ .\ / \ ./......... '\. 

./ •, . . ..... 
1 

e 

0.30 

O.IS 

j\ /\ / \j \, . ·-· •"' ' ...... 
o.oo 

o 'º '!I 20 2!1 30 3!1 

FRACTION 

Figure 2. Elution profiles of GS activity from a DEAE-Sephadex column from 
leaf extracts of plants urtder different levels of water stress. A, control; 8, -1.6 MPa; C, -3.S 
MPa •. 
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Figure 3. Western blot of the crude extracts from control and water stressed 
plants. staiued with anti-OS antisera. Lane 1, -1.6 MPa; Jane 2, -3.5 MPa; Jane 3, control. 
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Figure 4. Detennination of the presence of carbohydrate residues in the GS2 
preparations from control and stressed plants. A Periodic acid-Schiff staining of the SDS gel; lane 
1, -1.6 MPa sample, lane 2, control, lane 3, -3.5 MPa sample. B. The same gel transferred to 
nitrocellulose and bound to peroxidase conjugated-concanavalin A lane 1, -1.6 MPa sample, lane 
2, control, lane 3, -3.5 MPa sample. 
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