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INTRODUCCION.

L.a glutamino sintetasa (GS) s una enzima esencial en lag plantas

&

superiores, desempena un papel fundamental en la asimilacidn de
nitrégeno en estos organismos. Este trabajo se origino a partir
del descubrimiento de que las isoformas de G en los diferentes
tejidos de frijol se constituyen de distintos polipéptidos gue se
denominaron alfa, beta, gama, a, b, ¢ y d. El principal propdsito
de este trabajo fue analizar la sxpresion de los polipéptidos
alfa, beta v gama de GY%, en un intento por entender el papel que
desempenan estos polipéptidos de GS en la asimilacidn primaria de
amonio qaue se lleva a cabo en la raiz y en los ndédulos de La ralz

de Phaseolus vUlgaris.

Ciclo GS/GOGAT.

En plantas superiores el amonio (NHMg+) es asimilado por la accidn
combinada de dog enzimas: la glutamino sintetasa (G8) v la
glutamato sintasa (glutamina: 2-oxoglutarato aminotransgsferasa,
GOGAT), en lo gue se ha denominado el ciclo GE/GOGAT. La G
cataliza la asimilacidon de amonio en glutamina que es utiliza

por lLa GOGAT para generar glutdmico a2 partir de Z2-oxoglutarato.
1 resultado s la biosintesis de glutamato a partir de amonio vy
Z2-oxoglutarato (Miflin, 1980). El1 amonico asimilado en losg
diferentes tejidos se origina de diversas fuentes de nitrodgeno.
Puede provenir directamente del suelo, de la fijacidn simbidtica
dg nitrogene o como resultade de un proceso metabdlico. 1
andlislis de la GS en diferentes tejidos vegetales, ha revelado la
gxistencia de varias isoformas de esta enzima. '
En frijol (Phaseclus vulgaris), como €n otras plantas, la GS
tieng un peso molecular de 350 000 a 400 000 daltons v esta
constituida de ochce subunidades de 41 000 a 4% Q00 daltons

(Stewart et al., L980). Se ha demostrado gue las diferentes
itsoenzimas de G8 en frijol son resultado de la expresidn de

distintos polipéptidos (Lara et al., 1984) codificados por una



pecquena familia multigénica (Cullimore et al., 1984; Gebhardt et
al., 1986).

La ralz.

a2 absorcidn de agua vy nutrientes se debe a2 la capacidad que
tienen las plantas para formar sistemas radiculares con un area
de superficfie extremadamente grande. La forma y el tipo de railz
en las diferentes especies es muy variable y es controlada tanto
gengticamente como por el medio ambiente (Feldman, 1984).

En la mayoria de las dicotiledoneas, el sistema radicular
consiste de una ralz principal de la culdl se originan
ramificaciones laterales. El1 orden de aparicidn de las railces
laterales es de la base (la parte que se une al tallo) hacia 1la
punta de la ralz principal.

El criterio mas comdn de germinacidn de semillas es la emergencia
de la radicula o ralz embrionaria que se desarrolla a partir del
apice del embridn, destinado desde su formacidn, a dar origen a
esta estructura. La radicula esta constituida por el meristemo de
la ralz, que da origen a la railz primaria y posteriormente a la
raliz principal con sus ramificaciones (Fahn, 1982).

Una caracteristica de las ralces es la presencia de una cubierta
en la punta gque protege al meristemo y ayuda a la penetracidn en
8l suelo de las raices en crecimiento. Las células de 1la cubierta
secretan una sustancia con gran contenido de polisaciridos vy
otros compuestos organicos, que envuelve la punta de la ralz. La
secrecidn involucra la actividad de vesiculas caracteristicas de
estas células (dictiostomas). Esta secrecidn probablemente
contenga sustancias quimioticticas que favorezcan la colonizacidn
por microorganismos (Gulash et al., 1984) e influyan en la
formacidn de nddulos y en la asimilacidén de nutrientes (Barlow,
1975).

Detrds de 1la cubierta de la ralz hay una regidn denominada centro
quiescente. En esta regidén no ocurre divisiodn celular alguna:
pero si el meristemo de la ralz o la cubierta son dafados, el

V]



centro guiescente se vuelve activo y puede regenerar cualguiera
de éstos tejidos (Clowes, 1975).

L.a porcidén madura de la ralz funciona sdélo de sostén y para
almacenar materiales de reserva. La asimilacidn de agua y solutos
se realiza en las extremidades del sistema radicular, es decir,
en las regiones de la ralz que adn se sncuentran en etapa de |
crecimiento primario, principalmente en la regidn donde el xilema
primaric es casi completamente maduro. Esta regidn es también
donde se forman los pelos de la ralz (Fahn, 1982).

El proceso simbidtico.

leguminosas dando como resultado la formacidn de nddulos
fijadores de nitrégeno. La infeccidn ocurre con mayor frecuencia
en una regiodn pequeria y variable de la ralz gue estd localizada
entre la zona de elongacidén y la zona de pelos en desarrollo,
pspecificamente, en aquellas células que van a dar origen a los
pelos de 1la raiz. De esta manera, la infeccidn queda restringida
a una etapa transitoria en el desarrollo (Bhuvaneswari et al.,
1980; Halverston y Stacey, 1985). 4

Durante el proceso de infeccidn ocurren una serie de
interacciongs celulares entre Rhizobium ¥ su huesped, iniciando
un complejo proceso de desarrollo que permite que la bacteria
penetre a la raiz. La idea prevalente para explicar el mecanismo
de reconocimiento €s la unidn de la bacteria a las células de los
pelos por una interaccidn especifica mediada por lectinas de la
planta (Dazzo y Truchet, 1983; Halverston y Stacey, 1985).

Se han identificado algunos genes bacterianos involucrados en el
proceso de nodulacidn (genes nod), fijacidn de nitrdégeno (genes
fix) ¥ la sintesis de nitrdgenasa (genes nif). En Rhizobium de
crecimiento rapido como R. phaseoli, estos genes estan
localizados en plasmidos de alto peso molecular, denominados
plasmidos sym. Los genes nod son inducibles por metabolitos de la

planta que han sido identificados como compuestos fendlicos del



tipo de los flavonoides (Redmond et al., 1986; Peters st al.,
1986; Firmin et al., 1986). Estos compuestos son metabolitos
sacundariocs habituales en las plantas vy se sintetizan de los
mismos precursores gue las fitoalexinas, compuestos producidos en
respuesta a la infgccidn por patdgencs. La secreclon de compustbos
flavonoides, necesarios para la activacion de los geneg nod
coincide en localizacidn con la regidn de la raiz susceptible a
la infeccidn por Rhizobium (Djordjevic st al., 1987). Algunos
compuestos isoflavonoides, comunes en exudados vegetales,
antagonizan l1la induccion de los genes nod.

fparentemente, durante el proceso de nodulacidn, los genss nod
gstan sujetos a una regulacidn por moléculas activadoras v
antagonistas especificas (Firmin et al., 1986).

Durante la infeccidn por Rhizobium ocurren eventos
caracteristicos como el enroscamiento de log pelos de la ralz,
Lnduccidn de la actividad meristemdtica de las células corticales
de la ralz v la formacidn del hilo de infeccidn, astructura
formada en las cdlulas de los pelos, por medio de la cudl los
Rhizobia entran a2 la planta. Log gengse nod A, B, C v D son
responsables de la estinulacidn de estas respusstas iniciales del
hugsped a la infeccidn (Peters et al., 1986).

L.as bacterias causan distorsidén y enroscamiento de los pelos de
la ralz, provocando la migracidn del nlcleo hacia el sitio de
infeccldn y modificando €l patrdén de crecimiento de los pelos
(Part, 1974) de manera que la pared celular se sintetiza hacia
dentro de la célula formando el hilo de infeccidn. Durante el
crecimiento del hilo de infeccidn Rhizobium se divide v
prolifera. Mientras tanto, la actividad meristematica de las
células corticales de la ralz es estimulada por alouna senal de
la bacteria (Dudley et al., 1987). El hilce de infeccidn pensgtra
hacia las células corticales en divisidn que formaran el tejido
del nddulo. La regidn central del tejido en formacidn se
diferencla en dos tipos ceslulares gue van a dar origen las

cdlulas infectadas yv a las no infectadas; diferentes en



ultraestructura y metabolismo en cuanto a sintesis de ureidos
(Newcomb y Tandon, 1981). El hilo de infeccidn libera las
bacterias por un proceso similar a endocitosis, dando origen a
las células infectadas (Morrison y Verma, 1987). Durante este
proceso, las bacterias se diferencian en bacteroides capaces de
fijar nitrdégenc. Los bacteroides liberados quedan envueltos en
una membrana de orjigen vegetal denominada membrana
peribactercidal. Esta estructura representa una importante
interfase en el intercambio de metabolitos entre el bacteroide vy
la planta, ademas de estar involucrada en interacciones que
permiten un adecuado desarrollo del nédulo (Brewin et al., 1985).
El proceso de desarrollo del nddulo involucra la participacidn
especifica de algunos genes del huesped. Los productos de estos
genes (nodulinas) son responsables del apropiado desarrollo del
nédulo y de mantener las condiciones metabdlicas adecuadas para
la reduccion y asimilacidn del nitrdgeno (Verma et al., 1986).
Las nodulinas incluyen a la leghemoglobina y algunas enzimas
importantes sn el metaboli&mo del nitrdégeno y el carbono del
ndédulo, como la forma ndédulo especlifica de uricasa (Sanchez et
al., 1987; Bergmann et al., 1983), el polipéptido nddulo
especlfico de la glutamino sintetasa (gama)(lLara et al., 1984;
Cullimore et al., 1984) y sacarosa sintetasa (Thummler y Verma,
1987). Ademas de las anteriores, varios estudios han demostrado
cambios en los niveles de actividad de algunas enzimas, asociados
con la aparicidn de actividad de nitrogenasa. Entre estas se
ancuentran actividades enzimdticas importantes como GOGAT, PER
caboxilasa, glutamato deshidrogenasa y asparagino sintetasa
(Robertson y Farnden, 1980). La induccidn de algunas de estas
actividades posiblemente se deba a la sintesis de isoformas
nédulo especificas.

Algunas otras nodulinas se han identificado por patrones de
traduccion in vitro en soya (Legocki y Verma, 1980), chicharo
(Govers et al., 1985), alfalfa (Lang Unnash vy Ausubel, 1985) vy
frijol (Campos et al., 1987), en la mayorla de losg casos su papel



an el desarrollo v metabolismo del nddulo se desconoce. Algunas
de ellas estin asocladas a la membrana peribactercidal del nddulo
y probablemente participen en su formacidn (Fortin et al., 1985,
1987; Sandal et al., 1987; Jacobs et al., 1987)

Unz de las caracteristicas importantes de algunas ledgumninosas que

@

vertenscen a la familia Phaseolidae, como el frijol, es qu
cuande estan noduladas por Rhizobium sintetizan ureidos a partir

del amonio derivado de la fijacidn simbidtica de Mz, Estos

compuestos resultan de la sintesis de n de purinas y su

posterior degradacidn oxidativa (Schubert, 1986). En frijol
(Phaseolus), sova (Glycine) vy cowpea (Vigna) se han caracterizado
algunas de las enzimas de la via de degradacidn de purinas como
Uricasa, Xantina deshidrogenasa, 5’ ~-nucleotidasa, Purina
nuclecsidasa, Alantoinasa, Inosina monofosfato oxido-reductasa
(Larsen y Jochimsen, 1987). De estas enzimas, €010 uricasa puede
sar considerada como una nodulina. El estudio de algunzse de estzs
enzimas revela una compartamentalizacidn celular vy subcelular en
la via de sintesis de ureidos. La mavoria de las reacciones
ocurren en las células infectadas, perc los pasos finales de la
sintesis se realizan en las células no infectadas (Webb vy
Newcomb, L987).

Asimilacidn de amonio.
Durante la germinacidn es esencial gue las areas en crecimiento
tengan un aporte de aminoacidos. En la mayoria de las semillas el
nitrégeno se almacena como proteina insoluble, aungue e&n varias
leguminosas s almacenan cantidades considerables de amincacidos
no protéicos (homoserina, canavanina, ama-metilglutamina) vy '
ureidos. Después de agotar €l nitrdgeno almacenado en las
semillas, las plantas dependen de la ralz para obtener nitrdgeno.
Este es suministrado como MOz~ © NHs+ del suelo o como MHg+
derivado de la fijacidn de MNz. (Lea y Miflin, 1980).
Después que el nitrdégeno ha sido asimilado en la raiz o nddulos,
debe ser conducido hacia las hojas y semillas en formacidn. E£1



MOz~ puede transportarse por el xilema sin ser metabolizado. su
reduccion a NHg+ puede llevarse a cabo tanto en la ralz como en
las hojas (Qaks y Hirel, 1985). E1l NHs* no s un constituyente
normal del xilema, debe ser incorporado a un compuesto organico
para prevenir su accidn tdxica.

Se ha demostrado cue la asparagina y la glutamina son importantes
compuestos de transporte de nitrdgeno en las plantas. Estos
compuestos son facilmente transferidos del xilema hacia el floema
v al contrario, y puadsn ser utilizados para transportar
nitréogeno hacia los meristemos de l1la ralz v el tallo en
crecimiento. La asparagina puede actuar como Gnica fuente de
nitrégeno para scstener el crecimiento de embriones jdvenes vy
cotiledones aislades. Los datog sugleren gue la asparagina es

metabolizada rapidamente por la enzima asparaginasa. En plantas

f

£
se ha encontrado que la mayoria de la actividad de asparaginasa

{

a
estd distribulida en las raices y en semillas en etapa de
maduraciodn. La actividad de asparaginasa es suficiente para
suministrar €l nitrdgeno requerido para €l incremento en @l
contenido de protelna de la semilla. Se ha podido demostrar aue
due el amonio liberado por la asparaginasa s reasimilado por la
via G8/GOGAT para su incorporacidn a las protelnas de la semilla
(Lea vy Miflin, 1980).

Algunas leguminosas tropicales, como &1l frijol, gintetiza

Jureidos cuando estan noduladas por Rhizobium. Estos compuestos se
usan para transporte vy zlmacenamiento de nitrdgeno. Log ureidos
ma&s importantes en los sistemas biocldgicos son alantoina v acido
alantoico (Atkins, 1982). Estos compuestos presentan convenientes
rara el transporte de nitrdgeno reducido a un minimo costo de
carbono. La produccidn de ureidos no ¢ resultado directo de la
tormacidn del nddulo, €ino un mecanismo de rsspuesta a la
presencia de altas concentraciones de nitrdégeno reducido. La
expresidn de algunas enzimas de la via de sintesis de ureidos
puede ser inducida por una baja concentracidn de oxigeno (Larsen

v Jochimsen, 1987). Los ureidos se metabolizan en la cubilerta de



la semilla o en las vainas, sin llegar nunca al embridn; la
glutamina y asparagina son los compuestos de los que e nutre el
embridn en desarrollo (Rainbird et al., 1984). Las enzimas
involucradas en la degradacidn de ureidos son la alantoinasa vy la
alantoicasa. La alantoinasa, que cataliza la hidrdlisis de
alantoina a &cido alantdico, se ha encontrado en nddulos, tallos,
hojas y vainas. Laractividad de alantoicasa, que cataliza la
degradacidén de a&cido alantdico, corresponde.a la alantoato
amidinohidrolasa (Winkler et al., 1985). Esta enzima se encuentra
en extractos de semillas en desarrolle y cataliza la conversidn
de acido alantdico a NHag+*, COz y ureidoglicolato. El1 amonio
liberado en la degradacidén de ureidos debe ser asimilado por la
via GS8/GOGAT para ser incorporado a las protelnas de la semilla.
El desprendimiento de COz que ocurre durante el proceso de
fotorrespiracidn en las plantas Cz involucra indirectamente la
produccidn de NHa+ durante una reaccidn de oxidacidn de glicina
en la mitocondria. La cantidad de NHag* que se libera es tal que
excede en un orden de magnitud lo calculado para la asimilacidn
primaria de NHag+ (Keys et al., 1978). 8Se han aislado mutantes
deficientes en GS, demostrando que la asimilacidn del NHg+
producido durante la fotorrespiracidn se lleva a cabo por la via
GS/GOGAT (Wallsgrove et al., 1987). Estas mutantes también )
demuestran la importancia de la GS cloroplastica (GS5z2) en el

ciclo del nitrdégeno durante la fotorrespiracidén.

Heterogeneidad de la glutamino sintetasa.

Una vez que el amonio es asimilado en la ralz o nddulos, debe ser
liberado y reasimilado varias veces en los diferentes tejidos
durante el ciclo de vida de la planta, antes de entrar a formar
parte de la semilla. Coincidente con sstas diferentes situaciones
en la asimilacidn de amonio, el andlisis de la G5 en los tejidos
vegetales que se han estudiado, ha evidenciado la existencia de
digtintas isoformas de G5 con distintos perfiles de slucidn en
cromatografia de intercambio idnico. Algunas de estas isoformas



sstan asocliadas a compartimientos celulares o tejidos a@pa cificos
(MeMally et al., 1983; Hirel y Gadal, 1980; lLara et al., 1983,
1984 : Cullimore et al., 1983; Tingey et al., 1987).

En Phaseolus vulgaris se han caracterizado varias ilsoformas de

G8. 88 ha reportado gue en el nddulo se presentan des isoformas
(G8N1 ¥ G8nz), una de las cudles es especlfica de este tejido
(G8ny ), mientras que la otra (G8nz) comigra con la Unica isoforma
que se ha encontrado en la ralz (G8r). (Cullimore et al., 1983%;
Lara et al., 1983). De la misma manera se han detectade en hola
dosg izoformas, una en el citoplasma (GH1 ), identica a la GSr vy
otra especifica del cloroplasto (GSz) (Lara et al., l984). La
presencia de sstas isoformas s el resultado de difersesncias en su
composicidn polipeptidica. Se han identificado siete diferentes
polipéptidos que constituyen las diferentes lsoenzimas de GS an
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Phageolus vulgaris. Log polipéptidos alfa y beta son

=

e
1o

{0

subunidades de la GSr v la G8; de hoja. Mientras que
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polipéptidos a, b, ¢ v d forman parte de la isoforma

’\:

cloroplasto. La GBS an nddulos estad constituida por polipdptidos
beta v gama, beta es el mondmero predominante de la GSnz vy gama
'detla G8ny (L.ara st al., 1984). El polipéptido gama de GE es
especifico del tejido del nddulo. Este polipdptido comienza a
expresarse antes de que se detecte actividad de nitrogenasa
(Padilla 8t al., 1987). 8u expresidn se incrementa durante sl
desarrollo del nddulo, coincidente con el aumento en actividad de
la G8ny (Lara et al., 1983).

En frijol, lo mismce gue en chilicharo y sova, se ha demostrado que
log diferentes polipdptidos de G se codifican por una familia de
genes relacionadoeos, gue se expresan diferencialmente sn los
distintos tejidos de la planta (Cullimore et al., 1984; Gebhardt
gt al., 1986; Tingey et al., 1987; Sengupta~Gopalan et al.,

1986 ).

La hetercgensidad de G8 en los tejidos vegetales plantees

v

interrogantes respecto a la importancia bioldgica de los
diferentes genss de G8 vy sus productos. Esta tesis se realizd con

\0



gl objetivo de analizar el significado fisioldgico de los
diferentes polipéptidos de G5, una enzima fundamental en el
metabolismo del nitrdgeno y tratar de comprender el papel que
desempenan en la asimilacidn primaria del amonio proveniente de
distintas fuentes de nitrdégeno, tanto en la ralz como en los

nédulos de la ralz de Phaseolus vulgaris.

Vi
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METODOLOGIA.

Material bioldgico. El material utilizado provieneg de semillas de
frijol (Phaseolus vulgaris) cultivar negro jamapa, proporcionada

por PRONASE. Las raices embrionarias fueron obtenidas por
diseccion de semillas, removiendo log cotiledongs y las hojas
anbrionarias. Las raices no infectadas se obtuvieron de plantis
de 8 a 14 dias crecidas en macetas con vermiculita estéril o el
invernadero, regande cada tercer dia corn wvlucidon nutritiva y
agua alternativamente. Las ralces Jovenes se obtuviercn de
clantas germinadas en obscuridad a 30°C. Los tejidos se
congelaron & ~709C hasta ser usados.

Los nddulos se obtuvieron & log 24 dias de infeccidn con
Rhizobium. Las semillas se esterilizaron con una solucidn de
hipoclorito de sodio, e germinaron en charolas esteriles, se
trasladaron a macetas, se infectaron con un cultivo de Rhizobium
phaseoli CIAT 899 (Graham, 1980) y se crecieron en el
invernadero, regando con solucidn nutritiva sin nitrdgenc vy agua
alternativamente.

Preraracidn de extractos. Log extractos de railz sge prepararon por
maceracidn del tejido en hielo seco, en presencia de 5%
(peso/volumen) de polivinil polipirrolidona. El maceradoe ¢
resuspendid en buffer de extraccidn (100mM de Tris-Cl pH 8.4,
10mM de acetato de magnesic vy 10mM de 2-mercaptoetanol), se
filtrd por gasa vy se centrifugd a 18 000x 9. El sobrenadante
(extracto crudo) se enriquecid en actividad de G5 por
precipitacidn con sulfato de amonio entre el 35 vy /0% de
saturacidn. El precipitado se resuspendid en buffer de lavado
(10mM Tris pH 8.4, LlOmM acetato de magnesio, 10mM 2-
mercaptoetancl) v se dializd en una columna de Sephadex G-25.
Todos los procedimientos se realizaron a 40C.

Los extractos de nodulo ss prepararon por homogsnizacidon del
tejido en buffer TED (50mM Tris-Cl pH 8.8, SmM EDTA, 1mM DTT) con
5% p/v PVYPP. El1 homogenado se sonicd y se centrifugd a 18 000x g.
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Fraccionamiento celular de nddulos.

l.a fraccidn peribacteroidal de nddulos se purificd por el
procedimiento descrito en Fortin et al. (1985) con algunas
modificaciones. Aproximadamente 40 gramos de nddulos frescos se
homogenizaron suavemente en un mortero con 50 ml de buffer TED
con 0.5M de sacarosa, en presencia de 5% p/v de PVPP. E1
homogenado se filtrd por gasa y se centrifugd a 400x g por 10
min. El sobrenadante se centrifugd 90 min a 100 000x g sobre un
gradiente discontinuo de 54 y 60% de sacarosa. La interfase 54/60
que consiste de bacteroides envueltos en membranas
peribacteroidales (fraccidn peribacteroidal) se diluyd con buffer
al 17% de sacarosa ¥y se centrifugd 45 min a 100 000x g. El pellet
se resuspendid en buffer TED sin sacarosa para romper las
membranas por shock osmdtico. La suspensidn de bacteroides vy
membranas se centrifugd sobre un gradiente de 35, 45 y 60% de
sacarosa a 100,000x g por 90 min. El sobrenadante (fluido
peribacteroidal) se concentrd y se dializd. ELl pellet
(bacteroides) se resuspendid en buffer con 1% de SDS, se sonicd vy
se centrifugd a 10 000x g para obtener la protelina soluble. Las
membranas peribacteroidales se recuperaron de la interfase 35/45
y se centrifugaron a 100 000x g por 45 min. El pellet de
membranas se resuspendid en buffer con 60mM NazC0x, 60mM DTT, 1%
8DS y se centrifugd a 80 000x g para remover el material
insoluble. ‘

Determinacidn de protelnas y actividad enzimdtica. La actividad
de G8 se midid por el ensayo de transferasa (Ferguson vy 8Sims,
1974). 1 unidad de transferasa equivale a lumol de gama-
glutamilhidroxamato formado por minuto. La actividad de GS en
geles nativos se detectd por el ensayo de transferasa (Barrat,
1980), incubando 90 min. a 30eC.

La concentracidn de proteina se determind por el metodo de Lowry
(Lowry et al., 1951) vy en el caso de proteinas de membrana por el
metodo de Bradford (1976).



Cromatografla de intercambio idnico. Para la separacidn de
isoformas de G8 se utilizaron volumenss de extracto enriquecido
en GS equivalentes a 25 unidades de transferasa que se aplicaron
a2 una columna de DEAE Sephacel de 1 X 8 cm, equilibradas en
buffer de lavado. La columna se lavd con 40 ml de buffer antes de
eluir con un gradiente lineal de KCl de O a 275mM en buffer de
lavado. Se colectaron fracciones de 1 ml en las que se midid la
actividad de GE8. 100ug de proteina de los picos de mayor
actividad de las fracciones predominantes de GS se precipitaron
con 4 voiumenes de acetona por incubacidn durante 20 min. a
~200C, se centrifugaron 10 min & 10 000 %X g. y se corrieron por
electroforesis.

Electroforesis de protelnas. La slectroforesis de protelnas
nativas se realizd a 4°C en geles sin DS al 7.5% de
concentracidn de acrilamida conforme al procedimiento descrito
por Laemli (1970), excepto que el pH final del gel resolvedor fué
8.15 (Robert y Wong, 1986).

Las diferentes muestras de proteina se analizaron en geles
desnaturalizantes de 8DS (Laemli, 1970) o en geles de doble
dimensidn (Q’Farrell, 1975). Los geles se tifieron por comassie o©
g8 transfirieron a nitrocelulosa por el metodo de Western (Towbin
et al., 1979). En los casos de productos de traducciodn, se
utilizd fluorografla para detectar la marca radioactiva.

AnZlisis de la composicidn de GS. La composicidn de polipéptidos
de GS se determind por electroforesis en geles de doble dimensidn
a partir de inmunoprecipitados de GS de extractos crudos o de
productos de traduccidén, usando anticuerpos dirigidos contra GS
de nédulo. La composicidn de GS también se determind por Western,
con anticuerpos antiGs.

Aislamiento de RNA polisomal y traduccidn in vitro.

Para la obtencidn de RNA polisomal se aislaron polirribosomas por
centrifugacidn diferencial y el RNA se extrajo por el
procedimiento descrito por Christoferson y Laties (1982) con
algunas modificaciones (Maniatis et al., 1982). Aproximadamente
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10ug de RNA polisomal fueron traducidos in vitro en un lisado ds
reticulocito de conejo preparado de acuerdo a lo descrito por
Pelham y Jackson (1976).

Microscopla electrdnica y tincidn con oro coloidal.

Los nddulos se fijaron con 2% de glutaraldehido en fosfato de
potasio 50mM y posteriormente con tetraoxido de osmio en el mismo
buffer. E1 tejido fijado se deshidratd con concentraciones
crecientes de etanol y se incluyd en resina epoxica (Spurr,
1969). De las inclusiones se obtuvieron cortes semifinos para
microscoeopla electréonica. Los cortes se trataron con metaperiodato
de sodio para exponer los sitios antigénicos. Posteriorments se
saturaron los sitos no antigénicos con albimina a2l 2% en PBS,
antes de incubar con el anticuerpo antiGs diluido 1 & 1000 en
PBS, se saturaron con suero normal de cabra y se anadid un
segundo anticuerpo (cabra anticonejo) conjugado a particulas de
oro coloidal. Los cortes va tratados se tifieron con acetato de
uranilo y citratc de plomo y se observaron al microscopio.

electrénico.
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RESULTADOS.

Expresidn de los polipéptidos alfa y beta de GS en la ralz de
£raijold.«

Se ha reportado que la GS en ralz de frijol estd constituida de
dos polipéptidos denominados alfa y beta (Lara et al., 1984). Con
@l fin de tener unsconocimiento del significado funcional de los
polipéptidos alfa y beta de GS, se examind su patrdén de expresidn
durante el desarrollo de 1la ralz por electroforésis en geles de
dos dimensiones, & partir de inmunoprecipitados de extractos de
ralces de diferentes edades.

£l andlisis electroforético (fig. 1) muestra que en etapas -
tempranas de desarrollo sl componente mas abundante de la G8 es
el polipéptido alfa. A partir de los 2 dias, la presencia del
componente beta se incrementa, de tal manera que la GS en ralces
maduras estd constituida casi exclusivamente de polipéptidos
beta.

Para determinar si la expresidn diferencial de estos polipéptidos
se debla a la sxpresidn de dos especies moleculares distintas o
ara resultado de modificaciones postraduccionales, se analizd la
expresidn de la GS por inmunopreéipitaoién de productos de
traduccidn de RNA polisomal obtenido de raices de diferentes
edades. Como puede observarse (fig. 2), la expresidn de los
pollpéptidos alfa y beta corresponde a la expresidén de dos
distintos mensajeros. Esto se ha demostrado por la identificacidn
de dos diferentes clonas de cDNA de GS en la ralz de frijol
(Gebhardt et al., 1986). La proporcidn entre los mondmeros alfa y
beta de los productos de traduccidn es similar a la proporcidn
que se observa en los extractos de ralz de la misma edad,
demostrando cue no existen modificaciones postraduccionales de
estos polipéptidos y sugiriendo que la expresidn de GS en el
desarrollo es regulada a nivel transcripcional.

Dado el patrdén de desarrocollo de la ralz, es posible encontrar
diferencias en la relacidn alfa/beta en diferentes zonas de la
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raiz que probablemente corresponden a distintos estadios ds
diferenciacidn o diferentes tipos celulares. En la figura 3 puede
observarse que a los 14 dias de desarrollo la sxpresidn del
polipéptido alfa se mantiene en la zonas de crecimiento de la
ralz (fig. 32); mientras que en la regidn madura, la GS se
sncuentra constituida casi exclusivamente de polipéptidos beta.
Un estudio similar sobre la expresidn de la GS se ha realizado en
nddulos de frijol (Padilla et al., 1987). Este andlisis ha
demostrado también una expresidn diferencial de los polipéptidos
alfa, beta y gama durante el desarrollo del nddulo (Padilla et
al., 1987).

La expresidn diferencial de los polipéptidos alfa y beta sugeria
la existencia de al menos dos isoformas en la ralz de frijol. Los
resultados muestran gque la G8 de ralz estd constituida por

diferentes isoformas, en distintas etapas del desarrollo.

Isoformas de glutamino sintetasa en la ralz de frijol.

Para establecer la relacidn entre la expresidn de los
polipéptidos alfa y beta y la presencia de diferentes isoformas
de GS en ralz, se analizd el perfil de actividad de la enzima en
tejidos de diferentes edades, por cromatografia de intercambio
idnico, utilizando un gradiente lineal de KCl. Los resultados
muestran que la ralz embrionaria presenta dos isoformas (fig. 4)
que se denominaron GS8ri vy GSrz. La G8ri estd compuesta de
polipépticdos beta vy es idéntica a la GSr de raices maduras. La
GSrz estd constutuida de polipéptideos alfa (fig. 5). Esta es una
isoforma distinta a las que han sido reportadas en otros tejidos
y parece ser especlifica del tejido meristemdtico de frijol.

Como puede verse en la figura 4, la expresidn diferencial de los
polipéptidos alfa y beta en la ralz durante el desarrollo, se
refleja en la composicidn de isoformas de GS.

A los 4 dias de desarrollo de la ralz los polipéptidos 2lfa vy
beta se encuentran casi en la misma proporcidn. El perfil de
elucidn en DEAE en esta etapa de desarrollo puede explicarse por
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la presencia de varias isoenzimas, resultado de diferentes
proporciones en las asociaciones alfa/beta. Esto mismo puede
observarse cuando se analiza la GS por electroforesis nativa en
gel de acrilamida y se tife el gel por actividad de transferasa
(fig. 6). Con este procedimiento, a los 4 dias de edad, se
detecta una regidn de actividad gue corresponde a miUltiples
isoformas de GS8 con diferente movilidad electroforética, mientras
gue solo se detecta una banda de actividad en raices maduras vy
dos bandas de actividad de transferasa en raices embrionarias.
Las mdltiples isoformas de GS a los 4 dias podrian ser resultado
de reasociaciones al azar de mondmeros durante la homogenizacidn
del tejido, no obstante, en la ralz embrionaria aparecen dos
isoformas claramente definidas, descartando posibles artificios
en el andlisis. Estos resultados sugieren que a los 4 dias de
adad, la GS de ralz puede estar constituida por heterooligdmeros
formados por diferentes proporciones de ambos mondmeros. De
manera semejante, se ha encontrado diferentes asociaciones entre
los polipéptidos bsta vy gama en la GS de ndédulos de frijol.
Puesto que la GS es un octdmero, existen nueve tipos distintos de
posibilidades de asociacidn entre dos clases de polipéptidos
(Robert y Wong, 1986). _

Localizacidn de los polipéptidos de GS en nddulos de frijol.

En 81 an&lisis del papel fisioldgico de los polipéptidos de GS,
surgid la idea de gue el polipéptido nddulo especifico (gama)
podla estar involucrado directamente en la asimilacidn del amonio
producido en el bacteroide durante la fijacidn simbidtica de Nz.
Existlan antecedentes de que cierta actividad de GS estaba
asocliada a alguna sstructura membranal del nddulo, por su
solubilidad a Tritdn X100. Esta estructura podlia ser la membrana
peribacteroidal que envuelve a los bacteroides.

Para estudiar esta posibilidad se analizd 1la localizacidn de la
GS en nddulos por medio de fraccionamiento de organelos e
inmunodeteccidn con anticuerpos contra la G5 de ndédulo.
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Los resultados (fig. 7) muestran que la mayor proporcidn de GS8 se
encuentra en la fraccidn soluble del nddulo, pero gque cierta
proporcidn de G8 puede observarse en las membranas
paribacteroidales (fig. 7b). La ausencia de leghemoglobina en las
membranas, una proteina abundante en la fraccidn soluble (fig.
7a), descarta la posipilidad de contaminacidn por proteinas
citoplasmicas. /

La GB gue se encuentra en las membranas peribacteroidales esta
constituida de polipéptidos beta y gama, ¢on una mayor proporcidén
del polipéptido especifico del ndédulo (gamza, Fig. 8).

lLLa cantidad de G8 en las membranas peribacteroidales es pequefia,
sl se compara la cantidad de proteina de las diferentes
fracciones tefiidas por coomassie (fig. 7a). Por esta razdn no era
posible asignarle un papel significativo en la asimilacioh de
amonic a la GS de esta fraccidn. Existia la posibilidad de que la
G5 estuviera presente, ademds de en las membranas
peribacteroidales, en el espacio comprendido entre el bacteroide
y las membranas peribacteroidales (fluido peribacteroidal).

En la figura 9 puede observarse que la G8 se sncuentra en la
fraccidn soluble del nddulo (fig. 9b, carril 2) y que cierta
oroporcidn de G5 se encuentra en las membranas peribacteroidales
vy en el fluido peribacteroidal (fig. 9b carriles 3 y 5).

En la fraccidn de fluido peribacterocidal se pusde observar la
presencia de leghemoglobina (fig 9a, carril 5). Algunos autores
congideran esto como indicio de contaminacidn por proteinas de la
fraccidn soluble (Fortin et al., 1985). Sin embargo, otros
autores han reportado que cierta proporcidn de leghemoglobina se
encuentra en la fraccidn peribacteroidal del ndédulo (Appleby,
1984). Para demostrar que la GS en el fluido peribacteroidal no
era un artificio debido a contaminacidn por protelnas de otras
fracciones celulares, se analizd la presencia de GS y uricasza en
las diferentes fracciones. La uricasa es una protelina abundante
en el ndédulo, que se ha localizado en los peroxisomas de las
celulas no infectadas (Nguyen et al., 1985).

18



La inmunodeteccidn con anticuerpos especlficos contra G8 vy
uricasa (fig. 10) muestra que la GS se sncuentra en el extracto
crudo, en la fraccidn soluble y en la fraccion peribacteroidal
del ndédulo (fluido peribacteroidal y membranas
veribacteroidales), mientras que la uricasa s0lo se observa en el
extracto crudo y en la fraccidn soluble, descartando una posible
contaminacidn. Este andlisis también demuestra gue durante la
homogenizacidn del tejidoe hay ruptura de organelos, sugiriendo
gque la proporcidn de GS que corresponde a la fraccidn
peribacteroidal puede ser significativa.

Para confirmar la presencia de G5 en la fraccidn peribacteroidal
del nddulo, se llevd a cabo el anidlisis de localizacidn por
tincidn con oro coloidal en cortes de ndédulo, utilizando
anticuerpos antiG% y anticuerpos acoplados a particulas de oro.
La microscopla electrdénica de las secciones de nddulo tratadas
con anticuerpo antiGs8 confirma la presencia de la GS en el
espacico gque rodea a los bacteroides (fig. 1lb). Un control
tratado con suero preinmune en ;ugar del anticuerpo antiGs
demuestra gue nce hay tincidén inespecifica (fig. 11la).

Para demostrar el papel de los polipéptidos de GS en la
asimilacidén del amonio derivado de la fijacidn de nitrdgeno, se
analizd la composicidn de la GS en las diferentes fracciones. La
inmunodeteccidn con anticuerpos antiGs revela que la GS del
extracto total de nddulo esta constituida de una proporcién -
similar de polipéptidos beta vy gama (fig 122), la G5 de la
fraccién soluble se compone principalmente de polipéptidos beta
(fig. 12b), mientras que la G8S del fluido peribacteroidal esta
constituida de una mayor proporcidn del polipéptido nddulc
especifico (gama).

Estos resultados sugieren dque la asimilacidn de amonio derivado
de la fijacidn de nitrdgeno en el bacteroide puede llevarse a
cabo en la fraccidn peribacteroidal del nddulo y que el
polipéptido gama estd involucrado en la asimilacidén de amonic en

zste compartimiento celular.
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Figura 1. Anilisis electroforético en dos dimensiones de
inmunoprecipitados de GS de extractos de raiz
embrionaria (A) v de ralces de 2 (B), 4 (C), 8 (D), 10
(E) v 14 dias.
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Figura 3. Composicidn de GS de distintas zonas de la ralz a los
14 dias de crecimiento. Inmunoprecipitados de GS de lag
osuntas de la raliz (A) vy de la porcidn madura (B) se
corrieron por electroforesis en dos dimensiones vy se
tifieron con coomasie.
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Figura 4.Perfiles de actividad de G8 en columnas de DEAE-
Sephacel. 25 unidades de transferasa fueron aplicados 2
la columna vy eluidas con un gradiente lineal de KCl.
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Figura 5. Andlisis en de la composicidn de isoformas de la GS de
raiz embrionaria por electroforesis en dos dimensiones
saguida de inmunodeteccidn en papel de nitrocelulosa
utilizando anticuerpo anti~G8 de nddulo.
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Figura 6. Electroforesis en gel nativo de acrilamida al 7.5%. La
GS se detectd por actividad de transferasa. 1, Ralz de
l4 dias; 2, Ralz de 4 dias; 3, Ralz embrionaria. Cada
carril tiene 0.3 unidades de tranferasa.
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Figura 7.

Figura 8.

Electroforesis en poliacrilamida de diferentes
fracciones celulares de ndédulo, las protelinas se
tifneron por coomassie (A) y se analizaron por western
(B) con anticuerpos antiGs. 1, membranas
peribacteroidales. 2, bacteroides. 3, fraccidn soluble.
La migracidn de la G5 se marca con una flecha. La
leghemoglobina se indica con lb. El carril GS
corresponde a 3ug de GS pura.

Composicidn de GS de membranas peribacteroidales. La GS
se detectd por Western con anticuerpos antiG8, después
de electroforesis en dos dimensionss.
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Figura 9.

Figura 10.

mw 1 2 3 4 5 1 2 3 4 s

Deteccidn de GS en diferentes fracciones ceglulares de
nodulo. (A) Protelnas tenidas por coomassie. (B)

Western con anticuerpos antiG8. 1, extracto crude. 2,
fraccidn soluble. 3, membranas peribacterocidales (mpb).
4, bacteroides. 5, fluido peribacteroidal (feb).

I 2 3 4

Inmunodeteccidn de G8 y uricasa en diferentes
fracciones de nédule. 1, extracto crudo. 2, fraccidn
soluble. 3 v 4, fraccidén peribacteroidal (mpb + fpb).
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Tincidn con oro coloidal de la G5 en nddulos. Cortes
de nddulo de 24 dias se incubaron con suero preinmune
(A) o anticuerpo antiGs (B) vy se tiferon con particulas
de oro acopladas a un segundo anticuerpo. Se pueden
obsarvar bacteroides (b) snvusltos en membranas
reribacteroidales (pbm).
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Composicidn de G5 en fracciones celularses de nddulo.
120ug de proteina se corrieron por electroforesis en
cdoe dimensiones y se analizaron por western con
anticuerpos antiG8. A, extracto crudo. B, fraccidn
soluble. C, fluido peribacteroidal. beta y gama son los

polipéptidos de GS.

'Figura 2.



DISCUSION Y CONCLUSIONES.

La glutamino sintetasa e una enzima fundamental en el
metabolismo de las plantas, pues constituye sl primer paso en la
via de asimilacidn de amonio (Miflin, 1980).

1 amonio en los diferentes tejidos vegetales puede derivarse de
diversas fuentes de nitrdgeno (Lea y Miflin, 1980). Este hecho
pueda estar reglacionado con la heterogeneidad de la GB. Las
distintas isoformas de GS probablemente deban funcionar en
situaciones que suponen diversas condiciones metabdlicas. Las
distintas condiciones de asimilacidn de amonic pudieran requerir
enzimag con diferente estabilidad, pH dptimo o diferentes
caracteristicas en la regulacidn de su actividad. La considerable
heterogenseidad en iscoformas de G8 que resulta de la diferente
relacidn 8n las asociacidnes de polipéptidos alfa y beta & beta vy
gama (Robert y Wong, 1986) apoya la idea de una regulacidn a
nivel de actividad enzimitica. El comportamiento enzimatico de
algunag lsoformas de GS en frijol, no revela diferencias
significativas en cuanto a la afinidad por sus sustratos
ICullimore et al., 1983), sin embargo la actividad de GE pusde
sar regulada por algunos metabolitos como nucledtidos, algunos
aminodcidos ¥y metales divalentes (Stewart et al., 1980). Un
andlisis de los factores que regulan la actividad de las
diferentes isoformas de GS serd de utilidad en la comprensidn del
papel que desempenan en el ssquema general del metabolismo del
nitrdégeno en los diferentes tejidos.

Log polipéptidos de G8 se expresan diferencizlmente durante el
desarrollo. Dado gl patrdén de desarrolleo de la ralz, s posible
que exista una distribucidn espacial de isoenzimas de GS, en
donde las isoformas constituidas de una mayor proporcidn de
rolipéptidos alfa predominen en el tejido meristemitico, en los
extremos de la ralz; mientras que las isoformas compuestas de
mayor proporcidén de mondmeros beta predominen hacia las zonas

maduras, en la base de la ralz. Sin embargo, el significado
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fisioldgico de la existencia de distintas isoformas de GE en la
ralz de frijol, gueda aldn por resolverse.

L.a presencia del polipéptido alfa en la ralz embrionaria sugiere
gque la sintesis de GSrz es activada durante la embriogénssis. Es
posible que La GBrz desempens alguna funcidn en la asimilacidn
del amonio durante la formacidn de la semilla v seguramente tiene
un papel fundamental durante las primeras etapas de desarrollo,
en las que el aporte de nitrdgenc proviensg de la degradacidn de
proteinas de reserva. La permanencia de la G8rz en el tejido
ambrionario y €1 hecho de gue en nddulces, la expresidn del
polipéptido alfa se mantiene adn despuéds de que el RMNA mensajero
ha dejado de transcribirse (Padilla et al., 1987), sugieran qgue
gsta isoforma es muy estable. Esta debe ser una caracteristica
muy adecuada para una enzima gue debe almacenarse en la semilla
por largo tiempo vy conservar su actividad para ser utilizada
durante la germinacidn. Queda la posibilidad de que la GSry este
zsocliada a alguna estructura subcelular donde pueda almacenarse
durante la embriocgénesis, implidiendo la accidn de proteasas
eresentes en el tejido embrionario (Higgins, 1984) vy la
‘vosibilidad de gue an el tejido meristemdtico, donde la expresidn
de la GSryz se mantiens, cierta proporcidn de la enzima se
gncuentre compartamentalizada. Se ha demostrado la presencia de
GS an plastidos alslados a partir de meristencs de ralz de
chichare v alfalfa (Vézina et al., 1987). La G8 gue se encuentra
an estog organglos es diferente de las isoformas cloroplastica o
citoplasmica.

L.a mayoria de los reportes estan de acuerde en gue en noédulos, la
GE se encuentra en el citoplasma y que el amonio producido por 1la
fijacidén de nitrdégenc es excretado por el bactercide hacia el

citoplasma de la célula vegetal, donde es asimilado (Boland et

@

al., 1980; Robertson vy Farnden, 1980). En sste trabajo, en el
andlisis del papel funcional de las diferentes isoformas de GBS en
tfrijol, se ha encontrado gue cierta proporcidn de G estd

asociada a la fraccidn peribacteroidal del ndduleo (membranas



peribacteroidales v fluido peribacteroidal); sugiriendo que la
asimilacidn de amonio puede llevarse a cabo en este
compartimiente cglular. La presencia de GS en la fraccidn
peribacteroidal esti& en acuerdo con un reporte sobre la
localizacidn de enzimas de asimilacidn de amonio an néﬁulos de
frijol (Awonaike et al., 1981), que ha mostrado que aungue 1la
mayor parte de la actividad de G8 se encuentra en la fraccidn
citoplasmica, puede detectarse actividad de G8 en alguna fraccidn
particulada del nddulo.

l.a proporcidn de G8 que se sencuentra en el fluido peribacteroidal
no ha podido ser cuantificada, debido a la falta de marcadores
apropiados que permitan evaluar el porcentaje de recuperacidn de
esta fraccidn del nddulo. La abundancia de uricasa en la fraccidn
soluble del nddulo (fig. 10) sugiere gue una gran proporcidn de
peroxisomas se rompen durante la homogenizacidn del tejido; la
proporcidn de membranas peribacteroidales que se rompen también
podria ser considerable, en tal caso, la GH que corresponde a la
fraceion peribacteroidal podriad representar una cantidad
importante de la GS total del nddulo. Para comprendsr la
importancia de la G8 peribacteroidal en la asimilacidn de amonio
en el nddulo, serd necesario obtener un estimado del porcentaje
de GB que corresponde a esta fraccidn con respecto a la G8 total
del ndédulo.

l.a presencia de G5 en la fraccion peribacteroidal no parece
deberee a una contaminacin, por el hecho de gue uricasa, una
protelna muy abundante en el nddulo, no se detecta en esta
fracclon (fig. 10); ademds de que existen diferencias an
composicidn polipeptidica entre la G8 citoplismica y la GS
peribacteroidal (fig. 12). AN cuando haya diferencias en
composicidn, la GS gue se encusntra en el fluide peribacteroidal
podrila ser resultade de una asociacidn especlfica o inespeclifica
de GS citopliasmica a las membranaé paribacteroidales. 8in
enbargo, se sigue detectando GS en la fraccidn peribacteroidal de

una preparacidn que ha sido digerida con tripsina antes de 1z
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lisis osmdtica, con el fin de eliminar todas las protelnas
expuestas por el lado citoplasmico de las membranas
peribacteroidales, indicando gue la G8 se gncusentra dentro de la
fraccidn peribacteroidal. Por otro lado, la tincidn con oro
coloidal revela la presencia de GS en el espacio que rodea a log
bacteroides (fig. 11), hay cue destacar gue con esta metodologla,
wero utilizando anticuerpos contra uricasa, ssta enzima puede
detsctarse exclusivamente en los peroxisomas de las celulas no
infectadas, come ha sido reportado en otras leguminosas (MNMguyen
et al., 1985; Webb vy Mewcomb, 1987).

La presencia de una GS peribacteroidal plantez algunas preguntas
gn cuanto al significado de su localizacidn con respecto a
metabolismo del nddulo. El compartimiento peribactercidal es el
sitio donde £l amonio es excretado desde el bacteroide hacia el
citoplasma. El amonic debs ser incorporado rapidamente 2 un
compuaesto organico v la presencia de G8 en este compartimiento
podria regular el flujo de amonio hacia &l citoplésma, evitando
una accidn téxica. La presencia de GBS en 8l compartimiento
seribacteroidal también plantea interrogantes respecto a las
sefiales que determinan su localizacidn. Es probable gue la
presencia del polipéptido gama sea importante para la
translocacidn de la G8. Sin embargo, aparentemente no existen
modificaciones postraduccionales del polipéptido gama que pusadan
explicar la compartamentalizacidn (Padilla et al., 1987). Es
importante investigar log factores involucrados en gl proceso de
compartamentalizacidn, que probablemente sstén estrechamente
relacionados con la bilogénesis de la membrana peribacteroidal.
Se ha demostrado gue la hetercogeneidad de la G esta relacionada
con la expresidn de una familia de genes. La expresidn de estos
genes gepende de factores tejido especlficos (Cullimore et al.,
1984 ; Gebhardt et al., 1985). La regulacidn en la expresidn de GS
ofrece aspectos interesantes para su estudico. Las condiciones
metabdlicas o los factores de desarrolle podrian involucrar

diferentes circuitos de regulacidn gue reduieran de la actividad
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de distintos promotores para su exprespn tejido-especlfica o
temporal durante el desarrollo. Los distinteos genes de GE podrian
formar parte de conjuntos de genes regulados rpor distintos
programas de difaerenciacidn.

Fe muy probable gue los factores que inducen la expresion del
polipdptido gama de G5 durante la simbiocsis, dependan de seriales
simbidticas, pussto gque su expresidn comienza antes de que se
detecte actividad de nitrogenasa (Padilla et al., 1987). En soya
@ ha demostrado que la expresidn de GE depende de la
disponibilidad de amonio tanto en ralz como n nddulos (Hirel et
al., 1987). Seria importante averiguar si la concentracidn de
amonio influye sobre la expresidn de los polipéptidos alfa, beta
Y gama, 0 €0lo de beta, que es constitutive, a diferencia de alfa
Yy gama que son tejido-aspecificos.

Durante la embriogénesis debe haber una induccidn en la expresidn
del gen del polipéprtido alfa, la presencia de este polipéptido en
las zonas de crecimiento de la ralz sugiere que la axpresidn de
asle gen debe mantenerse en los meristemos de la ralz vy en losg
maristemos del tallo gue finalmente van & dar origen a las
semillas.

l.os productos alfa vy beta de GS en la ralz de frijol se expresan
de manera diferencial tanto en las distintas etapas de
desarrollo, como en las distintas zonas de la ralz. Esto debe ser
resultado de la expresidn diferencial de estos genes. E1 patroén
de expresidn sugliere la existencia de factores tanto espaciales
come temporales involucrados en la regulacidn de los genes de

alfa y beta, que posiblemente respondan a sehales hormonales.

e

Las sefales involucradas en la expresion de G8 pueden ser d
naturaleza diversa. El entendimiento de los mecanismos
moleculares que determinan la expresidn de los polipéptidos de GS
probablemente serd importante para comprender alounes procesos de
diferenciacidn de la planta, como el desarrollo del ndédulo v la

embriogénesis.
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ABSTRACT

Immunoprecipitation and two-dimensional gel electrophoresis analysis
of the glutamine synthetase (GS) polypeptides (a and 8) during Phaseolus
vulgaris root development shows that the a polypeptide is the main
component of the enzyme in the embryo and in up to 5 day old roots.
From 5 days on, the 8 polypeptide becomes the root predominant GS
monomer. The a/B ratio of the in vitro translated GS polypeptides from
the total polysomal RNA isolated at different root ages correlates with
the a/B ratio observed in the root extracts. These results suggest that the
two root GS polypeptides are encoded by different mRNA species in
Phaseolus vulgaris.

Glutamine synthetase (GS?) (EC 6.3.1.2) is a key enzyme for
the assimilation of ammonium in higher plants (15). In root
tissue the ammonium derives mainly from the uptake and re-
duction of inorganic nitrogen as nitrate (16). Multiple forms of
this enzyme have been described. Some of them are tissue specific
as the nodule form, GSn-1, (10) and the leaf form, GS,, which
is found in the chloroplast (7). Only one form has been described
in the roots of different plants (4, 7, 14), this root form co-
migrates with the GS, leaf form when both are analyzed by ion
exchange chromatography (7, 10, 14). However, the root form
in barley and rice are different from the two forms of GS in
leaves (7, 8). Recently it has been established that the multiple
forms of GS in Phaseolus vulgaris are the result of their different
polypeptide composition (11). In bean, the root form as well as
the GS, leaf form are composed by the same two « and B
polypeptides of 43,000 D (11).

In this paper, the GS polypeptide composition during the root
development was analyzed by immunoprecipitation and two-
dimensional gel electrophoresis of the enzyme from crude ex-
tracts and from the in vitro translation products using total
polysomal RNA.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material. Phaseolus vulgaris L. cv negro jamapa was
germinated in Petri dishes for 2 d and then transferred to 30 cm

! Supported in part by grants from Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACyT) and from Fondo de Estudios e Investigaciones
Ricardo J. Zevada.

2 Abbreviations: GS, glutamine synthetase; GS,, cytosolic glutamine
synthetase; GS,, chloroplastic glutamine synthetase; GSn-1, nodule glu-
tamine synthetase. ‘
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diameter plots and grown in a glasshouse under natural daylight
(14 h) (mean day temperature 25 to 30°C; RH 45%). The plants
were watered every other day with nutrient solution (1) and with
water alternately. Roots were harvested at different times during
plant development. The root embryos were obtained from the
dry seed by removal of the cotyledons and the embryo leaves.
The root tissue was stored at —70°C prior to utilization.

Polypeptide Analysis of the GS in Root Extracts. Root extracts
were prepared by grinding the frozen root tissue in a mortar with
2% (w/w) polyclar AT and two volumes of extraction buffer (10
mM Tris-HCl [pH 8.4], 10 mM Mg-acetate, 10 mM-mercaptoeth-
anol). The brei was filtered through cheesecloth, and the extract
was obtained after centrifugation at 20,000¢ for 20 min. For root
tissue older than 2 d the extract was brought to 70% (NH,),SO.,
centrifuged at 15,000g for 15 min, the pellet resuspended on the
same buffer, and desalted on a Sephadex G25 column. All
procedures were carried out at 4°C. GS activity was determined
by the transferase assay of Ferguson and Sims (6).

A volume equivalent to 0.5 transferase unit was immunopre-
cipitated as previously described (5) using anti-GS serum raised
against purified GS from root nodules. The immune complexes
were analyzed by two-dimensional gel electrophoresis according
to O’Farrell (17) with the modifications described (11).

Polypeptide Analysis of the Root GS Translated in Vitro from
Total Polysomal RNA. Polyribosomes were isolated from 5 to 8
d old roots as reported by Christoffersen and Laties (2). Total
ribosomal RNA was extracted following the hot phenol proce-
dure described by Maniatis et al. (13). The rabbit reticulocyte
lysate system of Pelham and Jackson (18) was used for in vitro
translation of total polysomal RNA. The reticulocyte lysate
reaction mixture was immunoprecipitated using anti-GS serum
and fixed Staphylococcus aureus cells basically as described by
Kraus et al. (9). The immune complex obtained was processed
for two-dimensional gel electrophoresis (17) followed by fluorog-
raphy.

RESULTS AND DISCUSSION

The polypeptide composition of the Phaseolus vulgaris root
GS during plant development was obtained by analysis on two-
dimensional gel electrophoresis of the immunoprecipitated GS
from crude extracts of embryonic and 2, 5, 8, 10, and 14 d old
roots.

We previously reported (11) that the GS in roots of P. vulgaris
is composed by two different polypeptides, denominated « and
a. Figure 1 shows the « and 8 GS polypeptides during root
development. The a polypeptide in the embryo and in 2 d old
roots is the main GS component (Fig. 1, A and B). By the 5th d
of development both polypeptides are present in almost the same
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FiG. 1. Two-dimensional gel electrophoresis analysis of GS durin;
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g root development. Two-dimensional gel electrophoresis of the immunoprecip-

B,C,D,E,and F: 2, 5, 8, 10, and 14 d old roots, respectively; « and 8 are GS polypeptides.
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FI1G. 2. Fluorographs of GS synthesized in vitro using polysomal-RNA extracted from different root developmental stages. A, 5 d old roots; B, 8

d old roots; a and g are GS polypeptides.

proportion (Fig. 1C). The concentration of the 8 polypeptide
increases gradually from embryo to 8 d old roots, becoming the
main component from the 5th d of development on. The pres-
ence of two GS polypeptides in roots of P. vulgaris could indicate
the occurrence of two forms of this enzyme, as reported for
soybean hypocotyls (20); however, the polypeptide composition
of soybean GS is not known. The fact that just one form of GS
has been described in bean roots, could be explained considering
that from the 5th d on, the « polypeptide tends to disappear. A
minor component is observed between the « and § monomers
in the extracts of 10 and 14 d old roots. The relation of this
component with GS is still unclear.

To elucidate whether the change observed in the «/8 ratio is
the result of a posttranslational modification or a differential
expression of two proteins, « and 8 GS polypeptides were syn-
thesized in vitro from total polysomal RNA isolated from 5 to 8
d old roots (Fig. 2). In polysomal RNA isolated from 5 d old
roots the « and B polypeptides are translated in almost the same
proportion (Fig. 2A), and in the 8 d polysomal RNA the 8
polypeptide is translated at higher extent (Fig. 2B).

The data presented in this paper show that the a polypeptide
is the main component of the root GS in early stages of devel-
opment and that the 8 polypeptide is the predominant GS
monomer in mature roots. The in vitro translation of the poly-
somal RNAs isolated at different root developmental stages
suggest that these two GS components are encoded by two
different mRNA molecules and indicates that the changes in the
a/B ratio observed in the crude extracts are the result of a
differential concentration of these two messengers. The higher
proportion of the a polypeptide in the embryo tissue could
indicate that the mRNA specific for this polypeptide is tran-
scribed and translated during seed formation. Previous reports
show that in Neurospora crassa there are two GS polypeptides
with different oligomeric forms (5, 19). Two nonidentical
mRNA s are responsible for the synthesis of these two monomers,
and their expression depends on the nitrogen condition (12). By
analogy, the changes in the /g ratio during root development
in bean, could indicate that the expression of these GS polypep-
tides also responds to the different nitrogen conditions. However,
the functional significance of the root GS polypeptides remains
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unknown. Finally, the presence of two mRNA molecules for the
root GS polypeptides supports the existence of a multigene family
for the glutamine synthetase in P. vulgaris (3).
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LOCALIZATION OF THE GLUTAMINE SYNTHETASE POLYPEPTIDES IN
Phaseolus ROOT NODULES

M. LARA, J.L. ORTEGA AND B. VALDERRAMA. CENTRO DE INVESTIGACION
SOBRE FIJACION DE NITROGENO. UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO., APDO. POSTAL 565-A. CUERNAVACA, MOR. MEXICO.

INTRODUCTION
Recently it has been established that Phaseolus vulgaris no-

dules produce a specific, physically separable glutamine syn-
thetase (GS) during nodule development (called GSn-1) (1,2).
This enzyme is probably the major route of ammonia assimila-
tion during nitrogen fixation. The mature nodule contains two
separable forms termed GSn-1 and GSn-2. In a previous work we
describe that the GS form is composed mainly by one polypeptide
denominated which is specific of the nodule tissue, and that
the GSn-2 form is composed by one polypeptide called , also
present in the root tissue (3).

The GSn-1 form which appears simultaneously with the nitroge
nase activity during nodule development, and is not present in
Fix nodules, has been proposed as the GS form responsible for
the ammonia assimilation in the nodule tissue (1). In order
to elucidate if one or both of the nodule GS forms participate
“in the ammonia assimilation during nitrogen fixation, we ana-
lyzed the intracellular localization of these isoenzymes.

PROCEDURE

Materials and methods

PTant material. Phaseolus vulgaris L. cv. negro jamapa was
inoculated with the wild type Rhizobium phaseoli strain CIAT-899
and grown as previously described (3). Nodules were harvested
after 3 weeks and used immediately for fractionation.

Nodule fractionation. Peribacteroidal membranes (PBM), nodu
le soluble proteins and bacteroids were isolated as described™
by Fortin et al (4).

Electrophoresis. SDS-PAGE and two dimensional gel electro-
phoresis were done as described by Laemli (5) and O0'Farrell (6)
respectively.

The GS polypeptides were identified from the gels by immuno-
blot analysis using rabbit antiserum raised against nodule GS.
Proteins were stained with Coomasie blue R.

RESULTS AND DISCUSSION

The localization of the GS was done by polyacrylamide elec-
trophoresis of the total protein and immunoblot detection of
the GS from the PBM, bacteroids and nodule soluble protein. In
figure 1 is presented the protein profile of these fractions
(A) and the immunoblot detection of GS (B). As is shown in
figure 1-B lane 1 GS is present in the PBM and secems to be one
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of the principal proteins of the PBM fractions. (Fig. 1-A lane
1). In the soluble fraction which includes the cytoplasmic GS
from the uninfected and the infected cells, the enzyme is pre-
sent also in high amount. We are trying to determine the per-
centage of PBM recovery in the purification procedure and de-
fine the real proportion of the GS which is located in these
membranes. We discard the possibility that the presence of GS
in the PBM is an artefact or an unspecific association since
leghemoglobin is not found in this fraction. The immunoblot
analysis did not reveal any cross react material in the bacte-
roid fraction (Fig. 1-B lane 2). Cullimore et all report that
the anti-GS serum raised agalnst nodule GS did not cross react
with the Rhizobium GS (7).

FIGURE 1. A) SDS-Polyacrilamide gel electrophoresis of nodule
fractions: (1) PBM, (2) bacteroidal fraction, (3) nodule solu-
ble proteins. Gel was stained with Coomasie blue after elec-
trophoresis. 1b; leghemoglobin arrow indicates GS position.
B) Immunoblot of the different nodule fractions using anti-GS
serum raised against nodule GS: lanes (1), (2) and (3) as in
panel A. (GS) 3ug of purified nodule GS.

In order to know the polypeptide composition of the GS pre-
sent in the PBM, two-dimensional gel electrophoresis of this
fraction wereperformed and the GS monomers revealed by the immu
noblot analysis. The result shows that the GS from PBM is com
posed by the p and the y polypeptides (Fig. 2), with a higher™
proportion of the last one resembling the composition of the
GSn-1 form (3). The presence of both polypeptides arise the
question if Lhe two nodule GS forms (GSn-1 and GSn-2) or if
only one form of GS composed by the two type of monomers is
associated to this fraction. At present is not possible to
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establish the significance of a specific nodule GS polypeptide.

FIGURE 2. Immunoblot of the PBM after two-dimentional gel
electrophoresis. GS polypeptides were immunodetected using
rabbit antiserum against nodule GS.

The results presented here indicate that some proportion of
the GS is associated to the PBM. The abundance and the strate
gic localization of this enzyme in the PBM makes this result
significative suggesting that the ammonia assimilation could
take place in this compartment of the infected cells.
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Noduling Expression and Nitrogen Metabolism in Phaseolus
vulgaris Root Nodules.

M.Lara, J.L.Ortega, B.E.Qlguin and F.Sdnchez.

Plant Molecular Biology Department, Centro de Investigacidn
sobre Fijacidn de Nitrdégeno, U.N.A.M. Apartado Postal 565-A
Cuernavaca, Mor. México.

INTRODUCTION

The Rhizobium - legume symbiosis resultse in the formation of
nitrogen fixing nodules. The ontogeny and the maintenance of
ncdules involve the specific expression of a number of host

encoded proteins (ncdulins). Some functions have been
assigned to several nodulins, among which are leghemoglobin
(1), uricase (2,3), glutamine synthetase (4-6) and sucrose

synthetase (7,8). Other nocdulins have also been described in
a number of legumes (9-12). Some of these nodulins have been-
shown to be located into the peribacteroid compartment
enclosing the microsymbiont (13-16).

The primary assimilation of fixed nitrogen is catalyzed by
the glutamine synthetase (GS) in the so called GS-GOGAT
pathway (17). GS is composed of distinct polypeptides in the
nodules of the legumes where this enzyme has been studied
(6,18,19). In beans and peas, it has been demonstrated that
the heterogeneity of the GS polypeptides is related to the
expression of a multigene family (4,5,18). In Phaseolus
vulgaris the GS activity increases during nodule development
(20). This increase is correlated with the expression of a
novel GS isoform (GSn-1), which is mainly composed of a
nodule specific polypeptide called gamma (6). This
polypeptide has been shown to be expressed before the onset
of nitrogenase activity (21). The differential expression of
the GS monomers in bean nodules sets up the question of their
functional significance in the assimilation of the ammonia
derived from the bacteroids.

Here we present experiments on the subcellular localization
of GS searching for the role that the different GS
polypeptides play in the ammonia assimilation during
symbiosis.

MATERIAL AND METHODS

Plant material. Nodules were obtained from bean (Phaseclus
vulgarig) plants cv. negro jamapa (PRONASE, México) grown
under the conditione previously described (6), 24 days after
infection with Rhizobium phaseoli CIAT 899,

Cell fractionation. Nodule subcellular components were
isolated by differential centrifugation in discontinuous
sucrose gradients following the procedure described by Fortin
et al, (13). Crude extract was obtained by grinding nodules
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in a buffer containing 50mM Tris-Cl pH 8, 5mM EDTA, 1mM DTT,
and 5% w/v PVPP, the homogenate was sonicated and
centrifugated at 15 000x g.

Electrophoresis and western blotting. Proteins from different
nodule fractions were separated in SDS polyacrylamide gels
(22) and in two dimensional polyacrylamide gels (23). Gels
were stained with coomassie blue or electroblotted to
nitrocellulose papers (24) and reacted with GS and uricase
antibodies followed by immunoperoxidase staining.

Electron microscopy and immunogold staining. Nodules were
fixed in 2% glutaraldehyde, post-fixed with osmium tetroxide
and embedded in Spurr’s epoxy resin (25). Thin sections were -
processed by immunogold staining after treatment with sodium
metaperiodate., Preimmune serum or anti-GS was added as the
first antibody. Goat anti-rabbit-gold complex was used in the
gecond reaction step.

RESULTS

To localize GS at different nodule compartments, total nodule
proteins and proteins from purified bacteroids,
peribacteroidal membranes (PBM) peribacteroidal fluid (PBF)
and soluble fraction were run on an SDS polyacrylamide gel,
blotted onto a nitrocellulose paper and the presence of GS

mw 1 2 3 4 5 1 2 3 4 s

Fig. 1: Immunodetection of GS in different nodule
compartments., A) Coomassie blue stained proteins.
B) Immunoblot of nodule fractions reacted with GS
specific antiserum. 100ug of protein from crude
extract (1), soluble fraction (2), peribacteroidal
membranes (3), bacteroids (4) and peribacteroidal
fluid (5) were run in 12% SDS polyacrylamide gels.
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was detected with specific antiserum against nodule GS. As
figure 1B shows, the highest proportion of GS was observed in
the crude extract and in the soluble fraction of the nodules.
GS is also present in the PBM and the PBF. As expected, the
bacteroids fraction does not contain any antigen reacting
with the anti-serum raised against the plant GS.

The presence of leghemoglobin in the PBF (fig. 1A) suggested
that this fraction could have been contaminated with
cytoplasmic proteins during the purification procedure and
that the presence of GS in the peribacteroidal fraction was
due to a contamination. To assess this possibility we
analyzed these frattions for the presence of uricase, which
is an abundant ncdule protein (3) and has been described to
be located in the. peroxisomes of the uninfected cells (26,27;
F. Sanchez, unpublished results).

gs [ L T )

I 2 3 4

Fig., 2: Immunodetection of GS and uricase in different
fractions of nodules: crude extract (1), soluble
fraction (2) and peribacteroidal fraction (pbm plus
pbf) (3 and 4).

Western blot analysis of the nodule crude extract, soluble
proteins and peribacteroidal fraction (PBM plus PBF) using
both GS and uricase antibodies (fig. 2) shows that only GS is
found in the peribactercidal fraction and that uricase is
detected in the crude extract and in the soluble protein
fraction. This result suggests that the presence of GS in the
PBM and the PBF is not an artifact. To confirm this result,
we carried out immunogold localization of this enzyme. As is
shown in figure 3B, GS can be detected in the PBF
surrounding the bacteroids, indicating that the ammonia
assimilation could take place in this compartment. If a
preimmune serum is used instead of the GS antibody,
immunostaining with gold is not observed (fig. 34).

To identify the composition of the GS found in the
peribacteroidal compartment, two dimensional gels from
different nodule fractions were electroblotted and the
relative proportion of GS monomers was detected with GS
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Fig. 3: Immunogold staining of GS. Thin nodule sections were
reacted with preimmune serum (A) or GS antibody (B)
and stained with gold particles complexed to a goat-

anti-rabbit antiserum. Sections show bactercids (b)
enclosed by peribacteroidal membranes (pbm).
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antibody. The composition of the GS found in the PBM has been
reported elsewhere (28). As observed in figure 44, the crude
extract presents almost the same proportion of both
polypeptides (beta and gamma). The soluble fraction is
characterized by a higher proportion of the beta monomer (fig
1B) and on the other hand, the PBF presents a higher amount
of the nodule specific polypeptide (fig. 4C). According to
these results, we propose that the cytoplasmic GS is mainly
composed of beta polypeptides and that the gamma monomer
could be responsible for the assimilation of ammonia derived
from the bacteroids.

DISCUSSION

The results presented here indicate that GS is distributed in
different subcellular compartments of the nodule. The amount
of GS in the peribacteroidal fluid can not be defined by the
immunoblot or immunogold localization; however, the presence
of high amounts of uricase in the soluble fraction (fig. 2)
indicate that the compartmentalized enzymes can be liberated
even with gentle conditions of extraction. For this reason,
it is possible that the amount of GS in the PBF could be
higher.

On the other hand, the predominance of the nodule specific GS
polypeptide in the PBF (fig. 4C) suggests that this
polypeptide is essential for the ammonia assimilation during

symbiosis and opens the question of the role of this

49



component in the transport of GS across the peribacteroidal

membrane.

In fig 1A some amount of
obgserved. This result is
(29). Experiments are in progress in order
presence of this protein in the PBF and to
are different isoforms of leghemoglobin in
versus the cytoplasm.

The presence of GS in the PBF supports the

in agreement with

leghemoglobin in the PBF can be

other reports

to define the
elucidate if there
this compartment

idea that ammonia

assimilation takes place in this compartment in Phaseolus
vulgaris. In addition, this result highlights the metabolic
significance of the peribacteroidal compartment in the
symbiosis.
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Fig. 4: Western blot of two dimensional gel electrophoresis

from different nodule fractions,
Crude extract (A),
peribacteroidal fluid (C).
polypeptides.
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