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RESUMEN 

Se analizó la actividad y la composición de isoformas en 

nódulos de la fosfoenolpiruvato carboxilasa y la glutamina 

sintetasa, durante la simbiosis entre frijol (Phaseolus vulgaris) 

y Rhizobium, con el fin de determinar los factores simbióticos 

relacionados con su regulación. Este análisis se realizó a través 

de dos estrategias: (1) La utilización de cepas de Rhizobium con 

diferentes características simbióticas y (2) la utilización de 

altas concentraciones de CO2, para aumentar la capacidad 

fotosintética e incrementar la fijación de nitrógeno. 

Se encontraron diferencias en actividad de la 

fosfoenolpiruvato carboxilasa y la glutamina sintetasa que pueden 

correlacionarse con la eficiencia en simbiosis de las diferentes 

cepas de Rhizobium. Los nódulos de las cepas más eficientes 

presentaron mayor actividad de estas enzimas y la inducción de la 

actividad ocurrió más pronto durante el desarrollo. 

Se encontró que la isoenzima específica de nódulo de la 

fosfoenolpiruvato carboxilasa, denominada PEPC1, es más abundante 

en nódulos de algunas de estas cepas. Se encontró también que la 

isoforma PEPC1 está constituida de polipéptidos de mayor peso 

molecular que los que constituyen a las isoformas PEPC1 y PEPC2. 

El tratamiento con alto CO2  incrementó la fijación de 

nitrógeno, sugiriendo que la actividad del nódulo está limitada 

por la disponibilidad de carbono. El CO2  no tuvo efecto sobre la 

actividad específica de estas enzimas. Sin embargo se encontraron 

diferencias en la proporción de los polipéptidos de la 



fosfoenolpiruvato carboxilasa. También se encontró que la 

síntesis del polipéptido gama de la glutamina sintetasa 

(especifico de nódulo) se redujo significativamente en alto CO2, 

mientras la síntesis del polipéptido beta no se afectó, indicando 

que la relación carbono/nitrógeno en el nódulo es el principal 

factor que regula las isoformas de GS. 

Los principales capítulos de esta tesis son introducción, 

material y metodos, resultados, discusión y conclusiones. 
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ABSTRACT 

Nodule phoshoenolpyruvate carboxylase and glutamine synthetase 

activity and isoforms were analyzed during the symbiotic 

interaction between bean (Phaseolus vulgaris) and Rhizobium, in 

order to define the symbiotic factors involved in the ir 

regulation. Two experimental strategies were used: (1) 

inoculation with different Rhizobium strains, differing in the 

symbiotic efficiency; and (2) the use of high CO2  ambiental 

concentrations in order to increase photosynthesis and nitrogen 

fixation. 

Differences in both the phosphoenolpyruvate carboxylase and 

glutamine synthetase activities were found that can be related to 

the symbiotic efficiency of the Rhizobium strains, the activities 

of these enzymes were high and fast induced in nodules infected 

with the better strains. 

It was found that the nodule-specific isoenzyme of 

phosphoenolpyruvate carboxylase is more abundant in nodules 

infected by some strains. It was also found that this isoenzyme, 

called PEPC1, is composed by polypeptides with higher molecular 

weight, whereas the other isoenzymes, PEPC2 and PEPC3, are 

composed by polypeptides of lower molecular weight. 

High CO2  increased nitrogen fixation, suggesting that nodule 

activity is limited by the carbon availability. High CO2  

concentration did not appear to have an effect on glutamine 

synthetase and phosphoenolpyruvate carboxylase specific 

activities. However, the proportion of the two 



phosphoenolpyruvate carboxylase polypeptides was affected by the 

high CO2. Also the nodule-specific polypeptide (gamma) of 

gutamine synthetase was significantly reduced in response to the 

high CO2, whereas the constitutive polypeptide (beta) was not 

affected, indicating that the carbon/nitrogen balance within the 

nodule may be the primary factor that regulates the glutamine 

synthetase isoforms. 

Main chapters of this thesis are introduction, material and 

methods, results, discussion and conclusions. 
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INTRODUCCION 

Aunque el nitrógeno es muy abundante en la naturaleza, es el nutriente 

más limitante para el crecimiento de las plantas, especialmente en 

sistemas agrícolas, ya que la forma más abundante de nitrógeno, N2 

atmosférico, se encuentra disponible solo para un número muy restringido 

de organismos: los microorganismos fijadores de nitrógeno, de vida libre ó 

los que se asocian con plantas en forma simbiótica. La fijación simbiótica 

de nitrógeno es un medio importante de proveer nitrógeno reducido a los 

cultivos y al suelo. Aunque diversas asociaciones contribuyen a la fijación 

simbiotica de nitrógeno, la simbiósis en los nódulos de la raíz de las 

leguminosas con Rhizobium y Bradyrhizobium tiene la mayor importancia 

para la agricultura. A través de esta simbiosis la planta obtiene parte de 

sus requerimientos de nitrógeno, mientras que suministra los fotosintatos 

para el desarrollo y funcionamiento del nódulo, el órgano simbiótico que 

contiene a las bacterias fijadoras de nitrógeno Tate y Layzell, 1990; 

Schubert, 1986; Vance, 1990). 

A pesar de la ventaja adaptativa de las leguminosas para colonizar y 

sobrevivir en ambientes deficientes en nitrógeno, la fijación simbiótica 

de nitrógeno representa un alto costo para la planta huésped, en términos 



de utilización de fotosintato para el mantenimiento de la simbiosis 

(Warembourg y Roumet, 1989). 

Se ha considerado que el aporte de fotosintato por parte de la planta es 

el principal factor limitante de la capacidad de fijación biológica de 

nitrógeno. Los factores que contribuyen a incrementar el flujo de 

fotosintato al nódulo, como la fertilización con CO2, promueven una mayor 

actividad de fijación de nitrógeno (Vance y Heichel, 1991). En general se 

ha encontrado que un incremento de la concentración de CO2 atmosférico 

resulta en un incremento de N2 fijado por hectárea (Hardy y Havelka, 

1975), es posible que este incremento en fijación de N2 se deba a un 

incremento en la eficiencia de la fotosíntesis. Al aumentar la 

concentración de CO2 atmosférico, éste puede competir efectivamente con 

el 02 por el sitio activo de la Ribulosa bifosfato carboxilasa, resultando en 

una disminución en la fotorrespiración (Ogren, 1984), lo que produce en 

consecuencia una mayor fotosíntesis neta y un mayor aporte de 

fotosintato a los nódulos. 

No todas las leguminosas responden a la fertilización con CO2 

atmosférico, la especie vegetal, la bacteria, el estado fisiológico de la 

planta y las condiciones ambientales afectan la respuesta del sistema al 
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aporte de carbohidratos (Masterson y Sherwood, 1978; Murphy, 1986). Las 

leguminosas herbáceas, por ejemplo, no aumentan significativamente la 

actividad de fijación de N2 en respuesta al enriquecimiento en CO2  

atmosférico, en contraste con el efecto del CO2 en las leguminosas como 

chícharo y soya que producen semilla (Hardy y Havelka, 1975; Masterson y 

Sherwood, 1978). Las diferencias en la respuesta al CO2 entre las 

leguminosas herbáceas y las leguminosas de grano no es sorprendente en 

vista de que estas últimas exhiben un periodo más corto y más intenso de 

fijación de N2 y gastan más energía en el crecimiento reproductivo que las 

primeras (Murphy, 1986). 

Formación del nódulo. 

El nódulo de la raíz de las leguminosas es el resultado de la interacción 

de genes tanto de la bacteria como de la planta. Estos genes participan en 

la iniciación, el desarrollo y la diferenciación de la estructura del nódulo, 

asi como en el mantenimiento de la actividad metabólica del nódulo 

(Vance, 1990). En general, la secuencia de eventos que dirige a la 

formación del nódulo comienza con la interacción de los rhizobia con las 

células de la raíz, en la región de emergencia de los pelos radiculares 

(Bhuvaneswari et al., 1980). La primera respuesta morfológica de la 
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interacción de la leguminosa con Rhizobium es la deformación y el 

enroscamiento de los pelos de la raíz debido a un crecimiento desigual de 

los mismos (Nap y Bisseling, 1990a, 1990b). Recientemente se ha 

purificado un compuesto extracelular producido por Fi hizobium melilotj 

que causa deformación de los pelos de la raíz. Este compuesto, denominado 

NodRm-1, es un tetrasacárido sulfatado de D-glucosamina, en el que tres 

grupos amino estan acetilados y uno está acilado (Lerouge et al., 1990). 

NodRrn-1 solo se produce cuando los genes nod de Rhizobium meliloti. son 

funcionales y cuando la bacteria „crece en presencia del flavonoide 

inductor de los genes nod, luteolina. Las bacterias penetran las células de 

los pelos de la raíz a través de una hidrólisis localizada de la pared 

celular, posteriormente penetran al cortex de la raíz a través de una 

estructura tubular, el hilo de infección. Las lectinas de la planta están de 

alguna manera involucradas en la especificidad del huésped para la 

formación de esta estructura (Diaz el al., 1989). Simultáneamente, las 

células del cortex de la raíz comienzan a dividirse e inician un nuevo 

programa de desarrollo. Los hilos de infección se ramifican y llevan a las 

bacterias hacia los centros de actividad mitótica en el cortex (Calvert el 

al., 1984), mientras que las bacterias proliferan y se rodean de 

mucopolisacáridos. Antes de que las bacterias penetren las células de los 
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primordios de nódulos, ocurren cambios morfológicos relacionados con la 

actividad mitótica, como rearreglo de microtúbulos, migración del núcleo 

y formación de una pared celular adicional (Nap y Bisseling, 1990a). Al 

contacto de las bacterias con los centros de actividad meristemática, los 

fihizobiurn se liberan del hilo de infección al citoplasma de las células 

vegetales por un proceso similar a endocitosis (Morrison y Verma, 1987). 

Las bacterias se diferencian entonces en bacteroides capaces de fijar 

nitrógeno, quedando incluidos en una membrana de origen vegetal, 

denominada membrana peribacteroidal, inicialmente derivada del 

plasmalema de la célula huésped (Mellor y Werner, 1987)., los bacteroides 

y las membranas se dividen para llenar el citoplasma de las células 

infectadas. La mitad de las células del nódulo permanecen sin infectar, 

ocupando espacios entre las células infectadas. Las células no infectadas 

difieren de las células infectadas en su estructura y en su metabolismo 

(Newcomb y Tandom, 1981). 

Dos tipos de categorias de nódulos pueden reconocerse por su 

morfología, determinados e indeterminados. Las leguminosas templadas 

(Pisum, Vicia, Trifollum y Mendicago) desarrollan nódulos indeterminados, 

mientras que los nódulos determinados ocurren en especies de 

leguminosas tropicales (Glicine,  phaseolus,  Vigna, Arachis). Los nódulos 
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determinados no tienen un meristemo persistente, en consecuencia, las 

fases de desarrollo están separadas temporalmente, a diferencia de los 

nódulos indeterminados, donde las fases de desarrollo se encuentran 

separadas en espacio. 

Nodulinas. 

Las proteínas vegetales que se sintetizan durante la infección por 

Rhizobium y la formación del nódulo, se han denominado nodulinas (Legoki 

y Verma, 1980; Van Kamen, 1984). Utilizando técnicas inmunológicas, de 

traducción in vitro y a partir de la donación de los cDNAs, se ha 

demostrado que se inducen de 25 a 30 genes vegetales durante la 

formación del nódulo (Govers el al., 1987; Verma et al., 1986). 

Aproximadamente 13 nodulinas se han identificado hasta la fecha, 7 de 

ellas estan involucradas en la asimilación del amonio y del carbono, 

mientras que las otras estan involucradas en la morfogénesis del nódulo y 

en el control de la concentración de oxigeno (Vance, 1990). Hasta ahora se 

han identificado genes que codifican para la leghemoglobina (Lee y Verma, 

1988), la uricasa (N-35, Nguyen el al., 1985; Sánchez et al., 1987), la 

sacarosa sintetasa (N-100, Thummler y Verma, 1987), la glutamina 

sintetasa (Cullimore y Bennett, 1988; Tingey et al., 1987), para las 

6 



proteínas asociadas a la membrana peribacteroldal: Ngm-23, Ngm-24 

(Jacobs et al., 1987) y Ngm-26, que probablemente funcione en el 

transporte de nutrientes entre la bacteria y el huésped (Verma et al., 

1991; Sánchez et al., 1991), para Npv-30, que probablemente tenga una 

función similar (Sánchez el al,, 1991), y para las proteínas ricas en 

hidroxiprolina: N-75 (pENOD2, Franssen el al., 1987; Nap y Bisseling, 

1990b), PsENOD5 y PsENOD12 (Nap y Bisseling, 1990a). Se han donado 

algunos otros genes de nodulinas, pero su función aún no se ha establecido 

(Verma el al., 1991). 

La transcripción de los genes de la mayoría de las nodulinas se induce 

poco antes ó junto con la aparición de fa actividad de nitrogenasa. Algunos 

genes, sin embargo, se expresan en las etapas iniciales del desarrollo, 

como los genes de las proteinas ricas en hidroxiprolina pPsENOD5, 

pPsENOD12, cuya expresión se puede correlacionar con el proceso de 

infección (Nap y Bisseling, 1990a) y pENOD2 cuyo producto, N-75, parece 

ser una nodulina estructural involucrada en el control de la difusión de 

oxígeno en el nódulo (Franssen et al., 1987). 

Muchas otras proteínas incrementan su expresión en nódulos y pueden 

ser también nodulinas, entre estas están la fosfoenoipiruvato carboxilasa 

(PEPC), la aspartato amino transferasa (AAT), la giutamato sintasa 
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(GOGAT) y la malato deshidrogenasa (MDH). Estas enzimas son cruciales 

para que se dé una fijación y asimilación de nitrógeno eficientes (Vance, 

1990). Se han documentado isoformas de nódulo de PEPC (Deroche y 

Carrayol, 1988), AAT (Farnham et al., 1990) y GOGAT (Chen y Cullimore, 

1988). 

Asimilación de Nitrógeno. 

La adquisición y la asimilación del nitrógeno es el segundo proceso de 

mayor importancia después de la fotosíntesis, para el crecimiento y el 

desarrollo vegetal (Vance, 1990). Las plantas superiores normalmente 

obtienen el nitrógeno del medio en forma de amonio, nitrato o nitrógeno 

atmosférico, esta última fuente se restringe a a aquellas plantas capaces 

de establecer simbiosis con microorganismos fijadores de nitrógeno, bac-

terias, cianobacterias á actinomicetos (Pata y Layzell, 1990). En las 

plantas superiores la asimilación del nitrógeno se lleva a cabo por la 

acción coordinada de la glutamina sintetasa (GS) y la glutamato sintasa 

(GOGAT). La GOGAT cataliza la transferencia del grupo amido de la 

glutamina a la posición wamino del ácido a-cetoglutárico para formar dos 

moléculas de ácido glutámico. La OS es responsable de la asimilación primaria del 

amonio, sintetizando glutamina a partir del ácido glutámico. Debido a que ambas 
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enzimas dependen una de otra para la provisión de sustratos, ambas actividades 

constituyen un ciclo que se ha denominado ciclo GS/GOGAT (Mith y Lea, 1980). 

Además de las fuentes primarias de nitrógeno, algunos procesos metabólicos de la 

planta como la fotorrespiración, el catabolismo de aminoácidos y el metabolismo 

fenilpropanoide producen amonio, que tiene que ser incorporado nuevamente en 

compuestos orgánicos. El ciclo GS/GOGAT es esencial no solo para la asimilación 

primaria de nitrógeno, sino también para mantener el metabolismo general del 

nitrógeno en la planta. 

Caracterización de la glutamina sintetasa. 

Las plantas poseen multiples isoformas de GS, las isoformas difieren en su 

localización en los diferentes órganos vegetales y en sus características 

inmunológicas. La actividad de las diferentes isoformas de GS puede resolverse por 

cromatografía de intercambio iónico (McNally y Hirel, 1983). En hojas, estas 

isoformas designadas GS1  y GS2 están localizadas en el citoplasma y en el 

cloroplasto, respectivamente (Hirel et al., 1984). La GS2 es indispensable para 

asimilar el amonio producido dutrante la fotorrespiración y la reducción de nitrato 

(Edwards y Coruzzi, 1989; Wallsgrove et al., 1987). En la raíz, la actividad de GS se 

encuentra principalmente en el citoplasma, pero parte de la actividad también esta 

presente en los plástidos de algunas especies (Vezina et al., 1987). Los nódulos de 

algunas leguminosas también presentan dos isoformas de GS . En frijol las dos 

isoformas de nódulo se han denominado GSn_i y GSn.2, la isoforma GSn.i es 

especifica de este órgano (Cullimore et al., 1983; Lara et al., 1983). 
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La glutamina sintetasa (GS) en las plantas superiores es una proteína octamérica 

constituida por subunidades con movilidad relativa (Mr) de 38 000 a 45 000 y una Mr  

en estado nativo de aproximadamente 350 000 (Lea et al., 1990). La base molecular 

de las diferentes isoformas de GS es la síntesis de diferentes subunidades 

polipeptídicas codificadas por genes diferentes (Farde y Cullimore, 1989). Utilizando 

electroforesis en dos dimensiones (O'Farrell, 1975), se examinó la composisión de 

subunidades de la GS de diferentes órganos del frijol (Lara et al., 1984). La enzima 

en la hoja esta constituida de seis diferentes polipéptidos, cuatro polipéptidos de 45 

kDa son las subunidades de la isoforma cloroplástica (a, b, c y d), mientras los otros 

dos polipéptidos de 40 kDa, denominados a y fi, constituyen la isoforma citoplásmica. 

Estos últimos (a y fl) también están presentes en la GS de la raíz. La GS de nódulos 

contiene dos tipos de subunidades con Mr  de 40 000, uno de ellos esta presente en 

las hojas y en la raíz (polipéptido p), mientras que el otro, denominado y, es específico 

del nódulo. La isoforma específica del nódulo (GSn.i) esta constituida principalmente 

de polipéptidos y, mientras que la isoforma GSn.2, similar a la GS de raíz (GS,), está 

constituida principalmente de polipéptidos p. En la raíz, la GS esta constituida de 

polipéptidos a y p. El polipéptido p es el principal componente de la GS en raices 

maduras (Ortega et al., 1986). El polipéptido a es el polipéptido mas abundante en el 

embrión y al inicio del desarrollo de la raíz (Ortega el aL, 1986), de las hojas primarias 

(Bennett y Cullimore, 1989), de los cotiledones en germinación (Swarup el al., 1990), 

y también esta presente en las etapas iniciales del desarrollo del nódulo (Padilla et 
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al., 1987). 

La designación de isoformas basada en la separación por cromatografía de 

intercambio iónico se ve complicada por el hecho de que algunas de las isoformas 

separadas por intercambio Jónico son en realidad mezclas de octameros heterólogos 

(Cal y Wong, 1989). La isoforma GSn.i de nódulo corresponde a diferentes 

combinaciones octaméricas de los polipéptidos P y 'y, mientras que la GSn-i 

corresponde octámeros constituidos unicamente de polipéptidos p. En este trabajo, la 

designación GSn-i y GSn.2 se ha cambiado por GS-7 y GS-f3, respectivamente. En la 

raíz y en las hojas embrionarias los polipéptidos a y f3 también se pueden asociar en 

octámeros heterólogos, en ciertas etapas del desarrollo (Ortega, 1988; Bennett y 

Cullimore, 1989). 

La heterogeneidad de polipéptidos de la GS también se ha reportado en otras 

especies. En chícharo se han reportado cinco polipéptido cuyos niveles de expresión 

varian en los diferentes órganos (Tingey et al., 1987). Los polipéptidos mas 

abundantes en nódulo son tres polipéptidos denominados GSn  que también se 

expresan en raíz y hojas. El polipéptido GS1  es la forma mas abundante en raíz, pero 

también esta presente en hojas y nódulos. La GS cloroplástica se sintetiza como un 

precursor de 49 kDa que se procesa para dar un polipéptido de 44 kDa que 

corresponde a la subunidad de la GS plástídica (Tingey et al., 1988) 

Las evidencias genéticas en diferentes especies vegetales han establecido la 

existencia de pequeñas familias multigénicas que codifican para las distintas 
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subunidades de GS (Cullimore el al., 1984; Dunn et at., 1988; Gebhardt et al., 1986; 

Hirel et al., 1987; Tingey et al., 1987). Un gen codifica para la GS cloroplástica, dos 

genes codifican para las formas citoplásmicas de GS de hoja y raíz y en algunas 

leguminosas hay un gen que codifica para un polipéptido específico del nódulo. 

En frijol, la GS del cloroplasto esta codificada por el gen gln 8 , esta isoforma se 

sintetiza corno un polipéptido precursor de 49 kDa que contiene un péptido señal que 

es removido durante el transporte hacia el cloroplasto (Lightfoot et al., 1988); las 

diferentes subunidades de la GS cloroplástica (a, b, c y d) probablemente sean 

resultado de modificaciones postraduccionales y posiblemete representen distintos 

grados de glicosidación, de manera similar a la GS2 de tabaco (Nato et al,, 1984). 

Los otros genes de GS de frijol (gin a, gin p y gin y) codifican para las subunidades 

citoplásmicas de la GS (Cullimore y Bennett, 1989). Los cambios en la abundancia 

relativa de las subunidades GS reflejan cambios en los niveles relativos de los 

mensajeros de GS (Bennett et al., 1989; Cock et al., 1990; Ortega et al., 1986), 

indicando que la regulación de la GS es a nivel transcripcional. La expresión del gen 

gin p en raíces maduras es 5 a 10 veces mayor que la expresión de gin a (Forde y 

Cuiiimore, 1989), coincidiendo con la mayor de expresión del polipéptido p en raíces 

maduras (Ortega el al., 1986). El gen gin 13 tiene un nivel de expresión en raíz de 20 a 

140 veces más que su expresión en hojas (Forde el al., 1989). 

En nódulos, los genes gin p y gin y son los genes de GS que se expresan en mayor 

proporción, los genes gln a y gin 5 también se expresan en nódulos pero en una 
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menor proporción. La expresión del gen gin y se induce considerablemente en 

nódulos, sin embargo, se ha detectado expresión de este gen en otros órganos de la 

planta, aunque a un nivel mucho menor; su expresión en raices es 150 a 750 veces 

menor que en nódulos (Bennett et al., 1989). 

Recientemente la utilización de plantas transgénicas de Lotus comicuialus y de 

tabaco con fusiones de los genes de GS al gen de ís glucurorlidasa (gus) ha 

demostrado que la actividad de los promotores de GS es a nivel especifico de tejidos. 

Estos estudios indican que las isoformas de GS desempeñan funciones especificas 

en el metabolismo del nitrógeno (Edwards et al., 1990; Farde et al., 1989). En tabaco, 

la actividad del promotor de la GS2 cloroptástica de chícharo predomina en los tejidos 

fotosintéticos, en consistencia con su papel en la reasimilación del amonio derivado 

de la fotorrespiración y la redugci6n de nitrito en los plástidos (Wallsgrove et al., 

1987). Estudios realizados en nódulos de plantas transgénicas de Lotus corniculatus  

con fusiones de los genes de GS de frijol han demostrado que el gen gin y se expresa 

únicamente en células infectadas, mientras que gin f3, que también se expresa en raíz 

y hojas, se expresa principalmente en nódulos jóvenes. En nódulos maduros la 

expresión de gin ji se encuentra restringida al tejido vascular del nódulo (Forde et al., 

1989). De manera similar, el gen GS3A, de la isoforma citoplásmica más abundante 

en chícharo, se expresa exclusivamente en los elementos del floema de plantas 

transgénicas (Edwards et al., 1990) y su función más probable sería la generación de 

glutamina para el transporte intercelular, puesto que la expresión de este gen es 
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particularmente intensa en cotiledones de plantas transgénicas. 

Metabolismo del carbono en el nódulo. 

Los nódulos de las leguminosas tienen un metabolismo muy activo y pueden utilizar 

más del 30 % del carbono derivado de la fotosíntesis (Minchin y Pata, 1973). El 

fotosintato transportado en forma de sacarosa es metabolizado en el nódulo para 

generar los esqueletos de carbono, las moléculas reductoras y la energía necesaria 

para la fijación simbiótica de N2 (Pate y Layzell, 1990). Las condiciones anaeróbicas 

en el nódulos causadas por la barrera de difusión de oxígeno afectan su 

metabolismo. Es interesante notar que las plantas en condiciones anaeróbicas 

acumulan serina, glicina, alanina, ácido 7-amino butírico, los mismos compuestos que 

se acumulan en el nódulo (Slavin, 1989; Varice y Heichel, 1991). Los ácidos 

tricarboxílicos malato y succinato son también productos del metabolismo anaeróbico 

en las plantas, estos ácidos tricarboxílicos desempeñan un papel central en el 

metabolismo del nódulo, puesto que son las fuentes de carbono que la planta 

sumunistra a los bacteroides para mantener la actividad de fijación de nitrógeno. Hay 

evidencias de que algunos aminoácidos como aspartato y prolina también pueden 

ser utilizados por el bacteroide (Blevins, 1989; Kohl et al., 1988). En los nódulos de 

las leguminosas, las enzimas de la via de las pentosas son más activas que las 

enzimas de la glicólisis (Blevins, 1989). 

La necesidad de acoplar la fotosíntesis con la reducción del nitrógeno atmosférico 

durante la coevolución del simbionte y el huésped, ha generado procesos de ahorro 
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de energía como las actividades de reasimilación de CO2 y H2, que pueden mejorar la 

eficiencia de la fijación simbiótica de N2 (Gadal, 1983; Schubert, 1986). La eficiencia 

con que se usan los carbohidratos en el proceso de reducción de N2 y las 

consecuencias que esto tiene en la economía global del carbono en la planta es aún 

objeto de estudio (Vance y Heichel, 1991; Warembourg y Roumet, 1989). 

Asimilación de CO2 en el nódulo. 

En los nódulos de las leguminosas existe una alta actividad de fijación de CO2. Esta 

actividad desempeña varias funciones para el mantenimiento de la fijación simbiotica 

de N2. Entre estas funciones está el aporte de esqueletos de carbono para la 

asimilación de amonio. La asimilación de amonio y la síntesis de los compuestos 

transportadores de nitrógeno requieren de la provisión de esqueletos de carbono, los 

intermediarios del ciclo de Krebs oxaloacetato y a-cetoglutarato son los principales 

cetoácidos utilizados para la asimilación de amonio y la síntesis de compuestos 

nitrógenados (Vanlerberghe et al., 1990), el uso de estos compuestos requiere de su 

reabastecimiento, de tal manera que se mantenga la integridad del ciclo de Krebs. 

Las reacciones que llevan a cabo esta actividad de reabastecimiento se han 

denominado reacciones anapleroticas. La fijación anaplerótica de CO2  en los nódulos 

se lleva a cabo por la enzima fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC), una enzima 

clave en el metabolismo vegetal (Gadal, 1983). Además de reabastecer de 

intermediarios al ciclo de Krebs, la PEPC es una parte integral del metabolismo 

anaeróbico del nódulo (Blevins, 1989), puesto que es la responsable de la síntesis 
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de ácidos dicarboxílicos (malato y succinato) para la respiración del bacteroide (King 

et al., 1986). Recientemehte se ha demostrado claramente que los ácidos orgánicos 

producidos por la fijación de CO2 en el nódulo son utilizados directamente por los 

bacteroides (Rosendahl et al., 1990). La síntesis de ácidos orgánicos por la PEPO 

sirve también para mantener el balance de cargas en el xilema y el pH intracelular 

(Deroche y Carrayol, 1989). El desarollo de métodos para la determinación 

simultanea de la fijación de N2 y el consumo de carbono, ha permitido estimar un 

costo mínimo de 4 mg de C por cada mg de nitrógeno fijado, una parte importante de 

éste (1.5 mg C/mg N 2 ) es aportado por la actividad de carboxilasa del nódulo 

(Warembourg y Roumet, 1989). Esto representa casi el 40 % del carbono requerido 

para la fijación de nitrógeno. 

Caracterización de la PEPC. 

La fosfoenol piruvato carboxilasa fué originalmente descubierta en una planta Ca, 

sin embargo, la PEPC es mejor conocida por ser la responsable de la asimilación 

fotosintética de CO2 en plantas con metabolismo C4 y CAM. La reacción que lleva a 

cabo la PEPC es la síntesis de oxaloacetato y la producción de fosfato inorgánico a 

partir de fosfoenolpiruvato y bicarbonato, más que CO2 como tal (Latzko y Kelly, 

1983). La mayoría de los reportes están de acuerdo en que la PEPC en plantas C4 

está localizada en el citoplásma, sin embargo la localización de PEPC en plantas C3 

no se conoce con certeza. Algunos reportes indican que la PEPC está localizada 

tanto en el citoplasma como en los cloroplastos de plantas C3 (Perrot-Rechenmann et 
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al., 1982; Vidal y Cavalié, 1974). 

A pesar de su importante papel en la fisiología del nódulo, poco se sabe acerca de 

las características bioquímicas y moleculares de la enzima del nódulo. La PEPC ha 

sido parcialmente purificada de nódulos de alfalfa, soya, frijol y Lupinus (Deroche et 

al., 1983; Marczewski, 1989; Miller et al., 1987; Schuller et al., 1990; Vance y Stade, 

1984). El peso molecular de las subunidades de PEPC determinado por electroforesis 

en SDS es aproximadamente 101 kD. La PEPC en estado nativo es un tetrámero de 

440 kD (Schuller et al., 1990). Esta enzima representa el 1 al 2 % de la proteína total 

en los nódulos activos en fijación de nitrógeno (Miller et al., 1987). Se han reportado 

isoformas de PEPC en nódulos de alfalfa, Lupinus, frijol y soya (Deroche y Carrayol, 

1989; Marczewski, 1989; Miller et al., 1987), pero no se sabe si está codificada por un 

gen específico de nódulo. Recientemente se ha donado la PEPC de nódulos de 

alfalfa, pero este gen aún no ha sido caracterizado (Vance y Heichel, 1991). 
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OBJETIVOS 

Uno de los aspectos mas importantes en el estudio de la simbiosis de las 

leguminosas con Eibizajára es el análisis de las señales que determinan la 

expresión de noduiinas ó proteínas específicas del nódulo. 

Los principales objetivos de este trabajo son el determinar los factores simbióticos 

relacionados con la expresión de las isoformas especificas del nódulo de la glutamina 

sintetasa (GS) y la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC), enzimas importantes del 

metabolismo, involucradas en la asimilación del amonio y del carbono en los nódulos, 

y por otra parte, estudiar la expresión de la GS y la PEPC en relación a la eficiencia 

en la fijación de nitrógeno. 

Este análisis se ha realizado a través de dos diferentes tipos de estrategias: la 

utilización de cepas de Rhizobium con diferentes características simbióticas, y la 

utilización de altas concentraciones CO2  para aumentar la capacidad fotosintética de 

la planta e incrementar la eficiencia de la fijación de nitrógeno. 
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MATERIAL Y METODOS 

Material biológico. 

Se utilizaron semillas de Phaseolus vulgaris variedad negro Jamapa. Las semillas 

se desinfectaron con Cloralex al 10% durante 5 minutos y se lavaron con agua esteril. 

Las semillas se pregerminaron durante 3 dias antes de inocularlas con diferentes 

cepas de Rhizobium, la cepa silvestre de flhizobium legurninosarum biovar phaseoli 

CE3 (Noel et al., 1984), la mutante TMPD++ CFN 037, derivada de la CE3 (Soberón et 

al., 1990), la cepa de 11111221m tropicii CIAT 899 (Martinez-Romero et al, 1991) y 

cepas de n_nizobium logumInosarurn biovar phaseoli aisladas en Brasil, que fueron 

proporcionadas por la Dra. Mariangela Hungría. Algunas de las cepas brasileñas han 

sido caracterizadas en simbiosis (Hungría et al., 1991; Hungria y Franco, 1988; 

Hungria y Neves, 1986). 

Las plantas inoculadas se crecieron en el invernadero en las condiciones 

previamente descritas (Lara e! aL, 1984), ó en una cámara de ambiente controlado 

(Conviron El 5) a temperatura constante de 25 C y con un intervalo luz/oscuridad de 

12 h. La concentración de CO2 dentro de la cámara se mantuvo normal (0.02%) ó se 

incrementó a 0.1% a partir del día 8 después de la infección, unicamente durante el 

fotoperiodo. Las plantas se colectaron a diferentes intervalos. Se determinó el peso 

fresco de la parte aerea inmediatamente después de colectar las plantas. El peso 

seco se determinó incubando el material vegetal a 70 C durante 48 h. Los nódulos se 

colectaron y se congelaron a -70 C hasta su análisis. 
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Determinación de la actividad enzimática. 

Aproximadamente 0.5 g de nódulos se extrajeron en 2.5 ml de buffer Tris-CI pH 8, 

conteniendo 1mM PMSF, 1mM EDTA, 10% glicerol, 5% etilen glicol, 1 mM MgCl2. La 

actividad de GS se determinó por el ensayo de transferasa (Ferguson y Sims, 1974). 

Una unidad de actividad equivale a 1 µmol de y -glutamil hidroxamato formado por 

minuto a 30 C. La actividad de PEPC se determinó por el ensayo acopiado a malato 

deshidrogenasa, midiendo la oxidación de NADH a 340 rim (Schuller et al., 1990). La 

actividad de nitrogenasa se determinó como reducción de acetileno por el el sistema 

radicular, en botellas de 250 ml conteniendo una atmósfera de 10 % de acetileno, 

durante 1 h. La concentración de etileno producido se determinó en un cromatógrafo 

do gases con detector de ionización de flama (Varían). La concentración de proteína 

se midió por el metodo de Bradford (1976). 

Enriquecimiento de las actividades de PEPC y GS. 

Los extractos para el análisis de las isoformas de PEPC y los polipéptidos de GS se 

hicieron en buffer fosfatos (20 mM fosfatos pH 7.8, 1mM PMSF, 1mM EDTA, 10% 

glicerol, 5% etilen glicol, 1 mM MgCl2). Se aplicaron de 0.5 a 1 ml de extracto de 

nódulos sobre 0.5 mL de hidroxilapatita equilibrada en buffer de extracción. La 

hidroxilapatita se lavó con 80 ó 100 mM de fosfatos y la actividades de PEPC y GS se 

eluyeron con 400 mM de fosfatos. Se determinaron las actividades de GS ó PEPC, y 

las fracciones de mayor actividad se dializaron contra buffer de extracción y 

posteriormente se utilizaron para el análisis de las isoformas de PEPC ó los 
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polipéptidos de GS. 

Análisis de isoformas de PEPC. 

Las composición de isoformas de PEPC se determinó a partir de las fracciones de 

hidroxilapatita, por medio de electroforesis en geles nativos. Volumenes de 30 a 40 pl 

de extractos enriquecidos en actividad de PEPC se separaron por electroforesis 

nativa, se incubaron durante 1 h en medio de reacción y se tiñeron con colorante Fast 

Violet para revelar las bandas de actividad (Deroche el al., 1983). La actividad de 

PEPC también se purificó parcialmente por intercambio iónico en cromatografía 

liquida de alta resolución (HPLC): 10 g de nódulos se extrajeron en buffer fosfatos, se 

enriquecieron en una columna de 10 ml de hidroxilapatita; la fracción enriquecida se 

aplicó a una columna de 4.5 x 250 mm de TSK DEAE-2SW, previamente equilibrada 

en buffer de extracción. Se utilizó un flujo de 0.5 mi min•l. La actividad de PEPC se 

eluyó con un gradiente de O a 500 mM de NaCl en buffer de extracción. Se colectaron 

fracciones de 0.6 mL. Las fracciones de mayor actividad de PEPC se analizaron por 

electroforesis en SDS (Laemli, 1970) y tinción por azul de Coomassie. 

Análisis de los polipéptidos de PEPC y GS. 

Se analizaron las proteínas de PEPC y GS por medio de electroforesis en geles de 

poliacrilamida en SDS (Laemli, 1970) e inmunotransferencia (Towbin etal., 1979) a 

papel de nitrocelulosa ó Inmobilon P. Se utilizaron anticuerpos específicos contra la 

GS de nódulos de frijol (Lara et al., 1984), contra la PEPC de nódulos de alfalfa (Miller 

el al., 1987) y además anticuerpos contra Uricasa de nódulos de frijol (Sánchez el al., 
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1987). Como sistemas de detección se utilizaron anticuerpos acoplados a peroxidasa 

ó fosfatasa alcalina. 

Para el análisis de la composición de polipéptidos de GS se corrieron volumenes 

equivalentes a 0.1 unidades de transferasa de las fracciones enriquecidas por 

hidroxilapatita por electroforésis en dos dimensiones (O'Farrell, 1975). Los geles se 

transfirieron a nitrocelulosa y la composición de polipéptidos se reveló con 

anticuerpos anti-GS de nódulo (Lara et al., 1984), utilizando un segundo anticuerpo 

acoplado a fosfatasa alcalina. La abundancia relativa de los polipéptidos se 

determinó por densitometria tasen los datos generados por el densitómetro (Biomed 

Instruments) se analizaron con un programa Autospover Videophoresis (Biomed 

Instruments). 
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RESULTADOS 

Efecto de la inoculación con diferentes cepas de Rhizoblum sobre el 

crecimiento vegetal. 

Se infectaron plantas con diferentes cepas de Rhizobium con el fin de analizar la 

actividad de glutamina sintetasa (GS) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), 

enzimas importantes del metabolismo del nódulo que catalizan las reacciones de 

asimilación de amonio y de CO2, respectivamente, durante el desarrollo de los 

nódulos. Las características simbióticas de algunas de estas cepas, como actividad 

de nitrogenasa, eficiencia relativa, actividad de hidrogenasa y la proporción de nitró-

geno fijado transportado en forma de ureidos, han sido determinadas. La cepa 

CNPAF 512 es una cepa precoz, que induce más rapidamente la fijación y la 

asimilación de nitrógeno en nódulos (Hungría etal., 1991). Las cepas SEMIA 487 y 

FP2 son cepas que inducen un alto porcentaje de nitrógeno transportado en forma de 

ureidos y producen nódulos con mayor eficiencia relativa (Hungría y Neves 1986 y 

1987), los nódulos de la cepa SEMIA 487 tienen una senescencia más tardía 

(Hungría y Franco, 1988). Las otras cepas brasileñas utilizadas: CNPAF 233, CNPAF 

119 y CPAC H41, producen una alta relación Hup/ER/Ureidos (producción de 

hidrógeno/eficiencia relativa/porcentaje de nitrógeno en forma de ureidos) en 

simbiósis, en comparación a las cepas SEMIA 487 y FP2 (intermedia), y a la CNPAF 

512 (baja). 

La inoculación con diferentes cepas de Rhizobium legllminosarum bv. phaseoli y de 

Rhizobium Iropici, tiene efectos sobre las tasas de crecimiento de plantas de frijol cv. 
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negro Jamapa cultivadas en condiciones de invernadero. Las plantas noduladas'Con 

los distintos Rhizobium mostraron diferencias, tanto en peso fresco de tallos, como en 

peso seco de tallos y nódulos a los 25 dias después del establecimiento de la 

simbiósis (Tabla 1). Las cepas que produjeron mayor crecimiento vegetal a los 25 

dias después de la infección fueron la CNPAF512, SEMIA 487 y CIAT 899. Se 

seleccionaron algunas de las cepas para analizar su crecimiento a lo largo del 

desarrollo, en dos experimentos independientes. En el primer experimento se 

comparó el desarrollo de plantas infectadas con la cepa de R21111101 

Jeguminosarum, bv. phaseoli CE3 y con Elhizablurn tropici CIAT 899, las bacterias más 

utilizadas en nuestro laboratorio. Las plantas inoculadas con estas dos cepas 

muestran diferencias significativas en las tasas de crecimiento, a partir del día 16 

después de la infección (Figura 1). En un segundo experimento se comparó el efecto 

sobre el desarrollo vegetal de la inoculación con diferentes cepas de Ehizobiuni 

leguminosarum bv. phaseoli aisladas en Brasil. Los resultados muestran que la cepa 

CNPAF512 induce un mayor crecimiento que las cepas SEMIA487 y que la 

CNPAF119, esta última es claramente una cepa poco efectiva en simbiosis (Figura 2). 
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Tabla 1. Peso de tallos y nódulos de frijol cv. negro Jamapa nodulados con diferentes 

cepas de Riiobium, a los 25 dial después de la infección. 

Cepa Peso fresco 	Peso seco 	Peso seco 

parte aérea 

(g/planta) 

parte aérea 

(g/maceta) 

nódulos 

(mg/planta) 

CNPAF512 3.38 2.11 52.6 

SEMIA 487 3.39 2.34 62.4 

C1AT 899 3.38 n.d.' 53.6 

FP2 2.42 1.63 49.6 

CFN037 2.27 1.09 53.5 

CE3 1.60 1.08 41.4 

CNPAF 233 1.60 1.46 25.4 

CNPAF 119 1.90 1.67 30.8 

CPAC H41 1.44 0.75 27.0 

*no so determinó 
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Figura 1. Incremento en peso fresco durante el desarrollo de plantas de frijol 

inoculadas con Rhizobiurn legurninosarum bv. phaseoli CE3 y abizobium tropici CIAT 

899. Cada valor representa el promedio de al menos 15 plantas ± error estandard 

(barras verticales). 
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Figura 2. Incremento en peso fresco durante el desarrollo de plantas de frijol 

inoculadas con RhizobiuDi leguminosarum  bv. phaseoli cepas CNPAF119, SEMIA487 

y CNPAF512. Cada valor representa el promedio de al menos 15 plantas ± error 

estandard (barras verticales). 
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Actividad de fosfoenol plruvato carboxilasa y glutamine sintetasa 

durante el desarrollo de nódulos de frijol. 

Se analizó la actividad de la PEPC durante el desarrollo de nódulos infectados con 

las cepas de Rnizobium Jeguminosam bv. phaseoli CE3, SEMIA487, CNPAF119, 

CNPAF512 y con la cepa de Bhiloblum tropici CIAT 899. Como puede observarse, la 

actividad de PEPC es mayor en nódulos de las cepas CIAT899 SEMIA487 y 

CNPAF512 (Figuras 3 y 4). La actividad de PEPC se induce notablemente desde el 

inicio del desarrollo de los nódulos de las cepas CIAT899 y CNPAF512, mientras que 

la inducción en los nódulos de la cepas CE3 y SEMIA487 es más lenta, sin embargo, 

los nodulos de la SEMIA487 alcanzan los niveles de actividad de las nódulos de la 

CIAT899 y CNPAF512, mientras que los nódulos de la CE3 presentan una actividad 

menor durante todo el periodo de desarrollo. Las diferencias en la actividad 

específica de GS (Figuras 5 y 6) no son tan importantes como las diferencias en la 

actividad específica de PEPC, pero en general se observa una mayor actividad de 

GS en los nódulos de las cepas CIAT899 y CNPAF512, en comparación con la 

actividad de los nódulos de las cepas CE3 y SEMIA487. Los nódulos de la cepa 

CNPAF119 son evidentemente poco eficientes en la inducción del crecimiento 

vegetal, y esto se refleja en los niveles de actividad de GS y PEPC. Puede 

establecerse una correlación entre las tasas de crecimiento vegetal (Figuras 1 y 2) y 

los niveles de actividad específica y la inducción más temprana de GS y PEPC de los 

nódulos infectados con los distintos abizatum. Las plantas noduladas con las cepas 

SEMIA 487, CNPAF 512 y CIAT 899, que muestran mayor incremento en peso 

(Figuras 1 y 2), tienen también una mayor actividad especifica y una inducción más 
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temprana de PEPC (Figuras 3 y 4), las diferencias en actividad de GS son menos 

marcadas pero también existen (Figuras 5 y 6). 

Las actividades especificas de GS y PEPO reflejan cambios en la síntesis de estas 

enzimas (Figura 7), los niveles de síntesis de f-)EPC determinados por 

inmunodetección con anticuerpos específicos, a los 25 dias después do la infección , 

varian de acuerdo a los valores de actividad específica. Los nódulos de las cepas 

CE3 y CNPAF119 muestran una menor cantidad de antígeno de PEPC que las cepas 

CNPAF512, SEMIA487 y CIAT899, cuyas actividades específicas son más altas y 

similares entre ellas (Figuras 3 y 4). La cantidad de antígeno de GS no varía 

significativamente en los nódulos de las diferentes cepas, excepto en la SEMIA119 

donde es menor, en correspondencia con los niveles de actividad específica (Figuras 

5 y 6). 
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Figura 3. Actividad específica de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) durante el 

desarrollo de nódulos de frijol infectados con fihinhjunairopicl CIAT 899 y con 

Fihizobiurn leguminosarum bv. phaseoli CE3. 
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Figura 4. Actividad específica de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) durante el 

desarrollo de nódulos de frijol infectados con las cepas de Fthizobiurn leguminwrwl 

bv. phaseoli CNPAF512, SEMIA487 y CNPAF119. 

31 



CIAT899 • 

32 

o 

°CE3 

a 
5 
	

10 	15 	20 	25 	30 

dios después de lo infección 

Figura 5. Actividad específica de Glutamina Sintetasa (transferasa) durante el 

desarrollo de nódulos de frijol infectados con allá= tropic( CIAT 899 y con 

Rhizoblum leguminosarum bv. phaseoli CE3. 
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Figura 6. Actividad específica de Glutamine Sintetasa (transferasa) durante el 

desarrollo de nódulos de frijol infectados con las cepas de adz5212lio jeguniinosarum 

bv. phaseoli CNPAF512, SEMIA487 y CNPAF119. 
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Figura 7. Inmunodetección con anticuerpos dirigidos contra fosfoenolpiruvato 

carboxilasa (PEPC), glutamina sintetasa (GS) y Uricasa (U) de nódulos, utilizando 

peroxidasa acoplada al segundo anticuerpo como sistema de detección. Cada carril 

contiene 60 pg de proteína de extractos crudos de nódulos infectados con las cepas 

de Rhizoblum leguminosarum biovar phaseoli SEMIA 487 (carriles 2 y 7), CNPAF 512 

(3), CE3 (4), CNPAF 119 (6) y Rhizoblum tropici CIAT 899 (5). Como marcadores se 

utilizaron 2 lig de GS pura de nódulos de frijol (1) y 3.5 lig de PEPC pura de hojas de 

maíz (8). 
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Caracterización de la fosfoenol piruvato carboxilasa en nódulos de 

Se ha reportado que en nódulos de frijol se encuentra tres diferentes isoformas de 

la PEPC, que corresponden a tres bandas de tinción por actividad en geles nativos. 

Dos de éstas bandas, denominadas PEPC2 y PEPC3, se encuentran también en raíz 

y la otra, de menor movilidad electroforética (PEPC1), se expresa especificamente en 

el nódulo (Deroche el al, 1983; Deroche y Carrayol, 1989). 

Con el fin de determinar si existen diferencias en la actividad de las diferentes 

isoformas de PEPC relacionadas a una mayor eficiencia en crecimiento vegetal, se 

analizó el patrón de isoformas de PEPO durante el desarrollo de nódulos infectados 

con diferentes cepas de Rhizobium. Los extractos de nódulos de diferentes días 

infectados con distintas cepas se enriquecieron por hidroxilapatita y se analizaron en 

geles nativos teñidos por actividad de PEPC (zimogramas). Existen dos diferentes 

tipos de cepas en cuanto a patrón de isoformas de PEPC. El primer tipo estaria 

ejemplificado por los nódulos infectados con la cepa CIAT899 (Figura 8), como puede 

observarse, en los nódulos de Rhizobium tropici la isoforma PEPC2 es más 

abundante que las isoformas PEPC1 y PEPC3, este patrón de isoformas se observa 

durante todo el desarrollo de los nódulos. El patrón de las isoformas de PEPC en los 

nódulos de las cepas de ItizoblumJeguminosarum bv. phaseoli CE3 y CFN037 es 

similar al de los nódulos la CIAT 899. (datos no mostrados). El otro tipo de patrón de 

isoformas se puede observar en los nódulos de la cepa de Rhizobium Lectufflinzwum 

bv. phaseoli SEMIA 487 (Figura 9). El zimograma de las fracciones enriquecidas en 

actividad de PEPC muestra que la isoforma especifica de nódulo (PEPC1) es igual ó 
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más abundante que la isoforma PEPC2 en estos nódulos, el patrón de isoformas de 

PEPC es similar en los nódulos de la cepa CNPAF512. El mismo patrón de isoformas 

se observa durante todo el desarrollo de los nódulos infectados con estas dos cepas 

(datos no mostrados). 

Con el fin de determinar si las diferentes isoformas de PEPC corresponden a la 

síntesis de distintas subunidades polipeptídicas, se purificó parcialmente la actividad 

de PEPO de extractos de nódulos de plantas infectadas con Ibinillum1ropicj  CIAT 

899, por hidroxilapatita y fenil sefarosa (Figural0). La separación de proteínas de los 

extractos crudos de nódulos en columnas de hidroxilapatita, permite un 

enriquecimiento muy importante de las actividades de PEPC y de la GS; estas dos 

enzimas constituyen la mayor parte de la proteína de esta fracción (Figura 10, carril 3). 

La purificación posterior en una columna de fenil sefarosa no permite una mayor 

purificación que la obtenida previamente por hidroxilapatita (Figura 10, carriles 4 y 5). 

El patrón de isotermas de PEPC de las diferentes fracciones se mantiene durante la 

purificación parcial de la PEPC (Figura 8), sin embargo, la actividad de la PEPC es 

muy inestable y se pierde durante la diálisis de la fracción de fenil sefarosa (Figura 8, 

carril 4 y Figura 10, carril 5). 

La fracción enriquecida por hidroxilapatita se corrió por cromatografla de 

intercambio jónico en HPLC, con el fin de obtener cada una de las isoformas por 

separado. Sin embargo, el patrón de elución de la actividad de PEPC en HPLC 

(Figura 11) no muestra una separación de isoformas, sino que eluye como un solo 

pico de actividad, a diferencia de lo que ocurre en los geles nativos, donde si se 

pueden separar tres isoformas (Figura 8). Aún así, el análisis de las diferentes 
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fracciones de actividad de PEPC por electroforésis en condiciones desnaturalizantes 

muestra ligeras diferencias en la migración de las subunidades que constituyen la 

PEPO de las diferentes fracciones (Figura 12). Aparecen dos diferentes tipos de 

subunidades con pequeñas variaciones en peso molecular. Las primeras fracciones 

de actividad de PEPC que eluyen de la columna de intercambio iónico 

corresponderían a la isoforma espécifica de nódulo PEPC1 (más básica), estas 

fracciónes se caracterizan por la presencia de un polipéptido de menor movilidad 

relativa (Figura 12, fracciones 27, 28 y 32). En las fracciones siguientes aparecen los 

dos tipos de polipéptidos (fracciones 29, 30 y 31), mientras que en las últimas fraccio-

nes se observa un solo polipéptido de PEPC de menor peso molecular (fracciones 33 

a la 36), además de otras bandas contamintes (fracciones 33 y 34). 

Por otro lado se purificó parcialmente la actividad de PEPC de nódulos infectados 

con Rhizobium Jeguminosarum biovar phaseoli SEMIA 487 por hidroxilapatita. Se 

analizó la composición de isoformas en geles nativos teñidos por actividad (Figura9) y 

se corrió por cromatografia de intercambio jónico. En la cromatografía de intercambio 

jónico por O Sefarosa se obtiene también un sólo pico de actividad que eluye entre 

100 y 150 mM de NaCI (datos no presentados). 
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Figura 8. Patrón de isoformas de la fosfoenolpiruvato carboxilasa de nódulos de 21 

dias infectados con Flhizoblum tropici CIAT 899, obtenido por electroforesis en geles 

nativos teñidos por actividad. (1) extracto crudo. (2) fracción enriquecida por 

hidroxilapatita. (3) fracción obtenida de fenilsefarosa después de enriquecer con 

hidroxilapatita. (4) fracción anterior después de dializar. PEPC1, PEPC2 y PEPC3 son 

isoformas de fosfoenol plruvato carboxilasa. 
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Figura 9. Patrón de isoformas de la fosfoenolpiruvato carboxilasa de nódulos de 21 

dias infectados con Bbjzstium leguminosas=  biovar phaseoli SEMIA 487, obtenido 

por electroforósis en geles nativos teñidos por actividad. Los carriles 1, 2 y 3 tienen la 

misma muestra. PEPC1, PEPC2 y PEPC3 son isoformas de fosfoenolpiruvato 

carboxilasa. 
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Figura 10. Gel desnaturalizante teñido por azul de Coomassie de la purificación 

parcial de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) de nódulos de 21 dias infectados 

con Rhizobium tropici CIAT 899. (1) marcadores de peso molecular. (2) extracto crudo 

de nódulos. (3) fracción enriquecida por hidroxilapatita. (4) fracción obtenida de fenil 

sefarosa después de enriquecer con hidroxilapatita. (5) fracción de fenilsefarosa 

después de dializar. 
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Figura 11. Perfil de elución de la actividad de la fracción de hidroxilapatita de 

fosfoenolpiruvato carboxilasa de nódulos de 21 días infectados con Rhizobium Iropici 

C1AT 899 (.), por cromatografía de intercambio ¡único en HPLC; en una columna de 

TSK DEAE-2SW, utilizando un gradiente de O a 500mM de NaCI (ni. 
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Figura 12. Electroforesis en SDS de las fracciones con actividad de fosfoenolpiruvato 

carboxilasa de nódulo (PEPO) obtenidas por cromatografia de intercambio jónico en 

el experimento de la figura 7. Los números corresponden a las fracciones con mayor 

actividad de PEPC del experimento anterior. Se incluyen también los valores de 

concentración mM de NaCI de cada fracción. 
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Efecto de la fertilización con CO2  sobre el crecimiento y la fijación de 

nitrógeno. 

Se ha considerado que una de las principales limitaciones de la fijación de 

nitrógeno es la cantidad de fotosintato disponible en el nódulo. Un incremento en la 

concentración de CO2 atmosférico resulta en una disminución del proceso de 

fotorespiración, haciendo mas eficiente la fotosíntesis; en consecuencia, el aporte de 

fotosintato al nódulo debe aumentar, produciendo un aumento en la cantidad de 

nitrógeno fijado y finalmente en el rendimiento (Hardy y Havelka, 1975). 

Con el fin de averiguar si un aumento en la eficiencia en fotosíntesis tiene algún 

efecto en el metabolismo del nódulo, se analizó el efecto de la concentración alta de 

CO2 sobre la expresión y la composición de isoformas de la glutamina sintetasa y la 

fosfoenolpiruvato carboxilasa, en relación a la actividad de fijación de nitrógeno y al 

crecimiento vegetal, utilizando dos diferentes cepas de Rhizobiurrkjegumiliosuurn bv. 

phaseoli. 

Se inocularon plantas de frijol cv. negro Jamapa con dos diferentes cepas de 

Rhizobium legurninosarum bv. phaseoli, la cepa silvestre CE3 y la mutante TMPD++ 

CFN037, cuyas principales características simbióticas son una diferenciación más 

temprana de los bacteroides y una inducción más temprana de la actividad de 

nitrogenasa (Soberón et al., 1990). Las plantas infectadas se cultivaron en una 

cámara con ambiente controlado hasta el dia 17 después de la infección, en 

concentraciónes normales de CO2 (0.02%), ó se cultivaron en condiciones de alto 

CO2, incrementando la concentración de CO2 a 0.1% durante el fotoperiodo, a partir 
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del dia 8 después de la infección. 

La fertilización con CO2  tuvo un efecto significativo sobre las tasas de crecimiento de 

las plantas, pero principalmente sobre el crecimiento de las plantas infectadas con la 

cepa CFN037 (Figura 13). 

En condiciones de CO2 normal, la actividad de nitrogenasa es mayor desde el inicio 

del desarrollo de los nódulos de la cepa CFN037 en comparación a los de la cepa 

silvestre (Figura 14), tal como se había reportado anteriormente (Sobarán el al, 1990). 

La actividad de nitrogenasa se ve incrementada con el tratamiento con alto CO2  en 

los nódulos de ambas cepas durante el desarrollo (Figura 14). A diferencia de lo que 

ocurre en CO2  normal, en alto CO2 la actividad de nitrogenasa en los nódulos es 

similar en los nódulos de la CE3 y los de la CFN037, excepto al inicio del desarrollo, 

cuando la actividad de nitrogenasa es mayor en los nódulos de la cepa CFN037 

(Figura 14, 10 días). 
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Figura 13. Incremento (In peso fresco de plantas inoculadas con Rhizobium  

Jegurriinosarum bv. phaseoli CE3 ó CFN037, cultivadas en CO2 normal (0.02%) ó en 

alto CO2 (0.1%). Los valores son el promedio de 20 determinaciones. Las barras 

verticales son ± el error estandard. 
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Figura 14. Actividad de nitrogenasa en nódulos de plantas infectadas con ahizobium 

leguminosarum bv. phaseoli CE3 ó CFN037 y cultivadas en CO2  normal (0.02%) c5 en 

alto CO2  (0.1%). Los valores son el promedio de 20 determinaciones ± error estan-

dard (barras verticales). 
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Efecto del alto CO2 sobre la actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa y 

glutarnina sintetasa de nódulos de frijol. 

Se determinó el efecto del incremento en fijación de nitrógeno, como consecuencia 

de la fertilización con CO2, sobre las actividades de la PEPC y GS durante el 

desarrollo de nódulos infectados con la cepa silvestre de flhizobium jegpminosarqm 

bv. phaseoli CE3, La actividad especifica de PEPC en nódulos muestra una ligera 

inducción del día 10 al día 17 (Figura 15). Los nódulos de plantas en alto CO2 

muestran una inducción más rápida de la actividad de PEPC al día 12, que los 

nódulos de plantas cultivadas en CO2 normal. Sin embargo, al día 17 la actividad 

específica de PEPC (248 vs. 216 Timol min•i mg•1) es similar en alto CO2  yen 002 

normal, 

La actividad específica inicial de GS, a los 10 dias de la infección, es 2 veces mayor 

en nódulos de plantas cultivadas en alto CO2 que en nódulos de plantas cultivadas en 

CO2 normal.(Figura 16). La actividad de GS se induce 5 veces del día 10 al día 17 en 

CO2 normal, y 3.5 veces en alto CO2. Hay una inducción más rápida de la actividad de 

GS al día 14 en los nódulos de plantas en alto CO2 con respecto a los nódulos de 

plantas cultivadas en CO2 normal. Al día 17 la actividad específica de GS (5.1 vs. 4.1 

U-r mg 1) es similar en ambas condiciones de crecimiento. 

Se compararon la actividades específicas de PEPC y GS en nódulos de la cepa 

silvestre CE3 con las actividades de PEPO y GS en nódulos de la mutante TMPD++ 

CFN037, a los 11 y 17 dias después de la inoculación. Las actividades especificas de 

PEPC al día 11 no muestran diferencias significativas entre los nódulos de las dos 
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cepas ni entre los tratamientos con CO2  (Figura 17). Se puede observar una induc-

ción en la actividad de PEPC del dia 11 al día 17, en nódulos de la cepa silvestre CE3 

cultivados en CO2 normal y en alto CO2. No se observa una inducción de la actividad 

de PEPC en nódulos de la cepa mutante CFN037 en ninguna de las dos condiciones 

de crecimiento, más aún, la actividad de PEPC disminuye de los 11 a los 17 dias en 

alto CO2, en consecuencia, la actividad específica de PEPC es menor en los nódulos 

de la cepa CFN037 que en los nódulos de la cepa silvestre. 

Si se compara la actividades específicas de GS en nódulos de la cepa silvestre CE3 

con las actividades en nódulos de la mutante TMPD++ CFN037 se puede observar 

una actividad 2 veces mayor en nódulos de la cepa mutante en comparación con 

nódulos de la cepa silvestre a los 11 dias de la infección en condiciones de CO2 

normal (Figura 18). En alto CO2, a los 11 dias, no hay diferencias en actividad 

específica de GS entre nódulos de la cepa silvestre y nódulos de la cepa mutante. A 

los 11 dias, tampoco hay diferencias en actividad de GS entre nódulos de la cepa 

mutante cultivados en alto CO2  ó en CO2  normal. De los 11 a los 17 dias sq observa 

una inducción de 7 veces en la actividad específica de GS en los nódulos de la cepa 

silvestre cultivados en CO2 normal. La inducción es menor en las otras condiciones 

examinadas (2.5 a 3 veces). A los 17 dias después de la infección no hay diferencias 

significativas en las actividades específicas de GS entre las diferentes condiciones de 

CO2  ni entre las dos cepas de Rhizobium. 
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Figura 15. Actividad específica de fosfoenolpiruvato carboxilasa (± desviación 

estandard) durante el desarrollo de nódulos de plantas infectadas con Rhizobium  

ieguminosarum bv. phaseoli CE3, cultivadas en alto CO2 (0.1%) y en CO2  normal 

(0.02%). 
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Figura 16. Actividad específica de glutamina sintetasa de nódulos (actividad de 

transferasa ± desviación estandard), durante el desarrollo de plantas infectadas con 

Phizobium Jeguminosarum bv. phaseoli CE3, crecidas en alto CO2 (0.1%) y en CO2 

normal (0.02%). 
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Figura 17. Actividad especifica de fosfoenol piruvato carboxilasa de nódulos, a los 11 

y a los 17 días después de la infección de plantas con las cepas de Rflizoblign 

)egumjnosaruna bv. phaseoli CE3 y CFN037, cultivadas en alto CO2 (0.1%) ó CO2 

normal (0.02%). Las barras verticales representan la desviación estandard. 
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Figura 18. Actividad especifica de glutamina sintetasa de nódulos (acitvidad de 

transferasa ± desviación estandard), a los 11 y a los 17 dias después de la infección 

con las cepas de abizsljuni Jeguminosajurn  bv. phaseoli CE3 y CFN037. Las plantas 

infectadas se cultivaron en alto CO2 (0.1%) ó en CO2 normal (0.02%). 
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Regulación de las isoformas de la fosfoenol piruvato carboxilase y la 

glutamine sintetasa del nódulo por alto CO2. 

De los resultados anteriores puede concluirse que la fertilización con CO2 tiene 

poco efecto sobre la actividad de la enzimas del metabolismo del nódulo. El siguiente 

objetivo fué examinar si la mayor capacidad de fijación de nitrógeno, que resulta de la 

fertilización por CO2 tenia algún efecto sobre la expresión de las distintas isoformas 

de las enzimas del metabolismo del nódulo. 

Se analizó la composición de isotermas de la PEPO de nódulos de plantas 

cultivadas en alto CO2 y CO2 normal, a los 11 y 17 dias después de la infección con 

las cepas delg jagiárm. jegurninosarum bv. phaseoli CE3 y CFN037, por medio de 

electroforesis en geles nativos y tinción por actividad; sin embargo esta metodología 

no permite una interpretación clara de los resultados (datos no mostrados). Como se 

ha indicado anteriormente, dos distintos polipéptidos de PEPC pueden separarse por 

electroforésis en SDS (Figura 12), un polipéptido de mayor peso molecular que 

corresponde a la isoforma PEPC1, específica de nódulo, y un polipéptido de menor 

peso que correspondería a las isoformas PEPC2 y PEPC3. El análisis de la PEPC de 

nódulos por electroforesis e inmunodetección con anticuerpos (Figura 19) muestra 

cambios en la abundancia relativa de las subunidades de PEPO. A los 11 dias 

después de la infección, la subunidad de la PEPC1 es más abundante en los nódulos 

de la cepa silvestre CE3 en alto CO2 con respecto a CO2  normal. Los nódulos de la 

cepa mutante CFN037 presentan también una mayor cantidad del polipéptido 

especifico de nódulo, a los 11 dias, en ambas condiciones de crecimiento. La 
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proporción relativa de los dos diferentes polipéptidos se mantiene, de los 11 a los 17 

dias, en los nódulos de la CE3 cultivados en CO2 normal. Por otro lado, la cantidad 

relativa del polipéptido específico del nódulo es menor en nódulos de la cepa 

silvestre cultivados en alto CO2 , y es aún más baja en los nódulos de la cepa 

CFN037, tanto en CO2  normal como en alto CO2, a los 17 dias de infección. 

Finalmente, se analizó la composición de polipéptidos de la GS de nódulos de 

plantas infectadas con las cepas de abizsljurajegurnieosarum bv, phaseoli CE3 y 

CFN037, cultivadas en diferentes condiciones CO2. Las subunidades de la GS de 

nódulos de frijol pueden separarse como dos bandas polipeptídicas de 

aproximadamente 39 000 de peso molecular, por electroforésis desnaturalizante, e 

Identificarse por inmunodetección (Bennett y Cullimore, 1989; Padilla et al., 1987): Sin 

embargo, esta metodología no permitió la separación de los polipéptidos ís y y de la 

GS de nódulos en el sistema de electroforésis utilizado en estos experimentos. La 

figura 19 es un ejemplo de los resultados obtenidos utilizando diferentes 

concentraciones de proteína y/o anticuerpos. La composición de subunidades de la 

GS se análizó entonces por electroforesis en das dimensiones, separación por punto 

isoelectrico la primera dimensión y por peso molecular en la segunda dimensión 

(O'Farrell, 1975). Los resultados del análisis de las subunidades de la GS (Figura 20) 

muestran que la expresión del polipéptido y, específico de nódulo, disminuye 

significativamente en alto CO2 a los 17 dias después de la infección con Rhizobium 

Jegumjnosarurn bv. phaseoli, mientras que la expresión del polipéptido p no se ve 

afectada por el tratamiento con alto CO2. Los mismos resultados se obtienen en 
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nódulos infectados con la cepa silvestre CE3 (Figura 20 A y El) y con la cepa mutante 

CFN037 (Figura 20 C y D). La relación de polipéptidos 3/y, determinada por 

densitometrta, es 2 veces mayor en alto CO2 que en CO2 normal para nódulos de 

ambas cepas. 

Los resultados también muestran que en CO2 normal, el polipéptido y se expresa 

más en los nódulos de la CFN 037 que en los nódulos de la CE3 (Figura 20, A y C). 

La relación de polipéptidos I3/y es 1.2 en nódulos de la mutante CFN 037, y 2.1 para 

los nódulos de la cepa silvestre CE3. 
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Figura 19. Inmunodetección con anticuerpos dirigidos contra fosfoenolpiruvato 

carboxilasa (PEPC), glutamina sintetasa (GS) y Uricasa (U), en extractos de nódulos 

de plantas crecidas en condiciones de alto CO2 (+) y CO2 normal (-), a los 11 y 17 dias 

de la infección con las cepas de Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli CE3 y 

CFN037. Se utilizó fosfatasa alcalina acoplada al segundo anticuerpo como sistema 

de detección. Cada carril contiene 40 gg de proteína de nódulos. Se utilizaron 2 lig 

de GS pura de nódulos y 3.5 1.1g de PEPC pura de maíz como marcadores. 
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Figura 20. Composición de polipéptidos de la glutamina sintetasa de nódulos de frijol 

infectados con Rhizobium jegurninosarum bv. phaseoli CE3 (A y B) ó CFN 037 (C y 

O). Las plantas infectadas se crecieron en 0.02% de CO2 (A y C) ó 0.1% de CO2 (B y 

O). Los extractos se analizaron por electroforésis en dos dimensiones y se revelaron 

por Western utilizando anticuerpos contra la GS de nódulo y anticuerpos conjugados 

a fosfatasa alcalina como sistema de detección. y 'y son polipéptidos de GS. 
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DISCUSION 

Actividad de glutamine sintetasa y fosfoenol piruvato carboxilasa 

durante la simbiósis frijol-ffflizoblum. 

La simbiósis entre frijol cv, negro Jamapa y las cepas de Phizobiurn CIAT 899 y 

CNPAF512 se caracterizan por una más rápida inducción y una mayor actividad de 

PEPC (Figuras 3 y 4) y de GS (Figuras 5 y 6), en contraste con la expresión de PEPO 

y GS en la simbiósis entre frijol negro Jamapa y la cepas de Rhizobium CE3 y 

CNPAF119, simbiósis menos eficientes en acumulación de materia vegetal (Figuras 

1 y 2). Estos resultados permiten considerar a Rhizobiurn tropici CIAT 899 como una 

cepa "precoz" similar ala CNPAF512 (Hungría etal., 1991), las plantas noduladas 

con este tipo de cepas no muestran los síntomas de deficiencia de nitrógeno 

característico de otras cepas que nodulan frijol consideradas "tradicionales", como 

sería el caso de la CE3, debido a la falta de sincronización entre el agotamiento de 

las reservas de los cotiledones y el comienzo en la actividad de fijación y asimilación 

de nitrógeno en los nódulos. En general, los resultados de este trabajo muestran 

diferencias en la rapidez de la Inducción y en los niveles de actividad específica de 

PEPC y GS en nódulos infectados con diferentes cepas de Miza • ium. Estas 

diferencias pueden correlacionarse con las tasas de crecimiento de las plantas 

(Figuras 1 a la 6). La cepa SEMIA487, por ejemplo, es una cepa intermedia entre la 

CNPAF512 y la CNPAF119 en cuanto a crecimiento, y presenta una inducción más 

lenta de la actividades de PEPC y GS, aunque los niveles de actividad de PEPC y GS 

son similares a los de la CNPAF512 al final del periodo de desarrollo. 
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Limitación de Carbono en el nódulo. 

Cl efecto de la fertilización con CO2  sobre la actividad de fijación de nitrógeno y el 

crecimiento (Figuras 13 y 14) son evidencias de que en condiciones normales, la 

actividad del nódulo está limitada por el flujo de carbono (Murphy, 1986; Phillips et al., 

1976). Sin embargo, la verdadera limitación por el fotosintato debería reflejarse en un 

incremento en la actividad de específica de nitrogenasa. Se requiere determinar la 

actividad específica de nitrágenasa en condiciones de alto CO2  para descartar la 

posibilidad de que la nodulación, más que la actividad del nódulo este afectada por el 

tratamiento con alto CO2. Aunque en otros sistemas como en chícharo se ha 

encontrado que el incremento en fijación de nitrógeno debido a un enriquecimiento 

del CO2  atmosférico se refleja en un incremento en la actividad específica de 

nitrogenasa sin afectar la masa total de los nódulos (Masterson y Sherwood, 1978). 

Se ha sugerido que la síntesis de ureidos es una estrategia metabólica de algunas 

leguminosas para enfrentar las condiciones de limitación de carbono en el nódulo 

(Schubert y Boland, 1990), puesto que los resultados de este trabajo indican un 

mayor aporte de fotosintato hacia el nódulo en condiciones de alto CO2, existía la 

posibilidad de que el metabolismo de síntesis de ureidos cambiara a un metabolismo 

de síntesis de amidas en los nódulos de plantas cultivadas en alto CO2. Sin embargo, 

las plantas cultivadas en alto CO2  transportan más ureidos en el xilema (3.36 ± 0.08 

imol planta" min-1  mi-') y acumulan más ureidos en los nódulos (3.62 ± 0.26 rimo' mg 

peso fresco"), en comparación con los nódulos (2.72 ± 0.44 limo) mg peso fresco") y 
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el xilema (2.06 ± 0.04 mol planta•1  min-1 m1-1) de plantas cultivadas en CO2 normal 

Esto indica que la síntesis de ureidos esta regulada por factores determinados 

genéticamente y no por las condiciones metabólicas. La mayor concentración de 

ureidos en las plantas cultivadas en alto CO2 refleja la mayor actividad de fijación de 

nitrógeno en los nódulos (Figura 14), pero también podría indicar una mayor actividad 

de asimilación de nitrógeno con respecto a los nódulos de plantas en CO2 normal. 

La mayor actividad de nitrógenasa en los nódulos de la cepa CFN037, en 

condiciones de CO2  normal (Figura 14), sugiere un uso más eficiente del carbono por 

los bacteroides de la cepa CF037, probablemente como resultado de la expresión 

del citocromo a+a3 (Sobarán et a1, 1990). En este caso la actividad de los nódulos de 

la cepa CFN037 estaría menos limitada por el totasintato que los nódulos de la cepa 

CE3. En alto CO2, las actividades de nitrogenasa por planta son similares en los 

nódulos de la cepa CE3 y los nódulos de la cepa CFN037, sugiriendo que en estas 

condiciones la nitrogenasa está funcionando a su capacidad máxima y que el aporte 

de fotosintato en alto CO2 ya no es un factor limitante para la actividad del nódulo. El 

mayor incremento en peso fresco en alto CO2 de las plantas intectadas con la cepa 

CFN037 (Figura 13), se puede explicar asumiendo que los bacteraides de la cepa 

CFN037 utilizan con más eficiencia el fotosintato del nódulo, dado que en alto CO2 la 

actividad de nitrogenasa es similar en los nódulos de ambas cepas, es evidente que 

el exceso de fotosintato se utiliza unicamente para incrementar la biomasa vegetal. 
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Caracterización y regulación de la fosfoenol piruvato carboxilasa de 

nódulos de frijol. 

Se ha demostrado que la PEPC desempeña un papel fundamental en el 

metabolismo del nódulo, ya que puede contribuir con un alto porcentaje del carbono 

que se requiere para la fijación de nitrógeno (Warembourg y Roumet, 1989). Además 

de su papel durante la fijación de nitrógeno, los resultados sugieren un papel muy 

activo de la PEPC durante las etapas tempranas de desarrollo del nódulo, la 

inducción más rápida de PEPC en los nódulos de las cepas CIAT899 y CNPAF512 

(Figuras 3 y 4) permitiría un mayor aporte de carbono al metabolismo del nódulo. En 

las etapas iniciales del desarrollo, el aporte de carbono al nódulo podría ser más 

limitante debido a que las bacterias se están dividiendo activamente y la fijación de 

nitrógeno no ha comenzado aún. Esto se reflejaría posteriormente en una mayor 

capacidad de fijación de nitrógeno. 

A pesar de su importancia en la fisiología del nódulo, poco se sabe acerca de las 

características bioquímicas y moleculares de la PEPC en este árgano. La PEPC de 

nódulos de frijol puede resolverse en tres isoformas por electroforesis nativa, una de 

estas isoenzimas (PEPC1) está presente unicamente en el nódulo, mientras que las 

otras dos (PEPC2 y PEPC3) también se encuentran en raíz (Deroche y Carrayol, 

1989). En este trabajo SR presentan resultados que indican que la PEPC de nódulos 

de frijol está constituida de diferentes polipéptidos, uno de los cuáles es el 

componente de la isoforma de nódulo PEPC1 y probablemente corresponda a un 

polipéptido específico de nódulo (Figuras 11 y 12), indicando que la PEPC puede ser 

una nádulina. Sin embargo se requiere de la caracterización molecular de la PEPC 
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de nódulos y de raíz por electroforesis en dos dimensiones y por inmunopreclpitación 

de los productos de traducción in vitro. Se han realizado experimentos de 

hibridización con RNA de diferentes tejidos de frijol, utilizando una sonda de cDNA de 

la forma fotosintética C4 de PEPC de maíz (Hudspeth y Gruta, 1989). Los resultados 

de estos experimentos (no mostrados) indican un mayor grado de homología del gen 

de maíz con los mensajeros de PEPC de hojas de frijol, que con los mensajeros de la 

PEPC de raíz ó nódulos; esto sugiere que la PEPC de tejido fotosintético de frijol es 

diferente a la PEPC de raíz y nódulo, lo que indica que la PEPC en frijol esta 

codificada por una familia de genes. Se ha demostrado que la PEPC está codificada 

por una familia de genes en maíz (Hudspeth y Gruia, 1989), en Mesenbryanthenurn 

crystallinum (Cushman et al., 1989) y también en especies de Flaveria C3 y C4 

(Hermans y Westhoff, 1990). 

En este trabajo se encontraron diferencias en la composición de isoformas de 

PEPC entre nódulos de diferentes cepas de fltüzlám. Estas diferencias están 

representadas por las cepas CIAT899 y la SEMIA487. La actividad de la isoforma 

específica de nódulo PEPC1 en nódulos de Flhizobiuni legurninosarurrt bv. phaseoli 

SEMIA 487 (Figura 9) es mayor que la actividad de esta isoforma en nódulos de 

Rhizobium lrQpici CIAT 899 (Figura 8). Los nódulos de las cepas de Rhizobium 

leguminosarurn bv. phaseoli CE3 y CFN037 muestran un patrón similar de isoformas 

de PEPC que la CIAT899, mientras que los nódulos de la CNPAF512 tienen un patrón 

de isoformas similar a los de la SEMIA487. Los resultados de este trabajo no indican 

una relación entre la actividad de la isoforma PEPC1 y una mayor eficiencia en 

fijación de nitrógeno, determinada como un mayor inccremento en materia vegetal, 
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puesto que los nódulos de las cepas CIAT899 y CE3 presentan el mismo patrón de 

isolomias, mientras que se pueden observar diferencias significativas en las tasas de 

crecimiento de las plantas infectadas con estas dos cepas (Figura 1). El análisis de 

algunos atributos que definen la eficiencia en fijación de nitrógeno, ha demostrado 

que la cepa SEMIA 487 acumula más nitrógeno en tallos y frutos que otras cepas de 

Rhizobiurn (Hungría y Franco, 1988; Hungría y Neves, 1987). Esto se debe a una 

mayor eficiencia relativa (definida como la relación I-12 liberado/C2H2 reducido) de los 

nódulos, y un mayor porcentaje de nitrógeno transportado en forma de ureidos, en 

comparación con plantas infectadas con otras cepas (Hungría y Neves, 1986), y 

también se debe a una senecencia más tardía de los nódulos infectados con esta 

cepa. El papel de la isoforma específica del nódulo podría estar relacionado a 

diferentes estrategias metabolicas entre los distintos Ettlizsálim, relacionadas con 

una mayor eficiencia relativa ó una mayor tasa de síntesis de ureidos, á con 

diferencias en el suministro de esqueletos de carbono al bacteroide. 

La actividad de la PEPC se ve poca afectada por la fertilización con CO2. (Figuras 

15 y 17). Sin embargo, la actividad específica de PEPC es menor en los nódulos de 

la cepa CFN037 (Figura 17, 17 dias), dado que la mayor actividad de nitrógenasa en 

los nódulos de la cepa CFN037 (Figura 14) sugiere un uso más eficiente del carbono 

por los bacteroides de la cepa CF037, la actividad de los nódulos de la cepa CFN037 

estaría menos limitada por el fotosintato que los nódulos de la cepa CE3. Esto seria 

congruente con una menor actividad de asimilación de CO2 por PEPC en estos 

nódulos. 

Los experimentos del efecto del CO2 sobre las isoformas de PEPC muestran 
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resultados contrastantes (Figura 19). A los 11 días se observa una inducción de la 

síntesis de la subunidad de la isoforma PEPCI en los nódulos de la cepa CFN037 en 

ambas condiciones y en los nódulos de la CE3 en alto CO2, mientras que la 

subunidad de las isoformas PEPC2 y PEPC3 es más abundante en los nódulos de la 

CE3 en CO2 normal. Por otro lado, la proporción de subunidades de las isoformas de 

PEPC se mantiene en los nódulos de la CE3 en CO2 normal de los 11 a las 17 días, 

mientras que en los nódulos de la CFN037 y los de la CE3 en alto CO2, la el 

polipéptido de menor peso molecular, que correspondería al componente de las 

isoformas PEPC2 y PEPC3, es la subunidad prevalente. El análisis de los factores 

que regulan la actividad in vitro de la PEPC de nódulos de soya indican que la 

actividad de PEPC debe estar acoplada a la utilización de sacarosa para proveer de 

esqueletos de carbono al bacteroide y a la asimilación de amonio para reabastecer 

de intermediarios al ciclo de Krebs (Schuller et al., 1990). Probablemente estas 

funciones específicas se lleven a cabo por diferentes isoformas de PEPC, lo que 

explicaría porqué se induce la síntesis del componente de la PEPCI a los 11 dias en 

los nódulos de la CFN037 y en los de la CE3 en alto CO2, mientras que su síntesis se 

mantiene unicamente en los nódulos de la CE3 en CO2  normal a los 17 dias (Figura 

19). El efecto del CO2 sobre las isoformas de PEPC tal vez pueda ser determinado 

más claramente utilizando otras cepa de Rhizobium, ya que los nódulos de las cepas 

CE3 y CFN037, con las cuáles se realizaron estos experimentos, tienen poca 

actividad de la isoforma PEPCI en comparación con la actividad de la PEPC2. La 

purificación y la determinación de las características bioquímicas de cada una de las 
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Isotermas de PEPC de nódulo permitirá entender el papel de las diferentes isoformas 

de esta enzima en el metabolismo general del nódulo. 

Regulación de la GS en los nódulos de frijol. 

Durante los últimos años se ha relizado un progreso significativo en el conocimiento 

de la regulación de la expresión génetica de la GS. Parte del trabajo se ha centrado 

en el análisis de la GS de nódulos, debido a su alto nivel de expresión y a su gran 

inducción durante la nodulación (Lea et al., 1990). Las evidencias indican que en 

frijol, ibzjItuin esta involucrado en la estimulación de la expresión específica de 

nódulo de la GS. La inducción inicial del polipéptido y es independiente de la fijación 

de nitrógeno (Padilla et al., 1987). Sin embargo, la expresión de gin y es menor en 

nódulos de plantas infectadas con mutantes de Bhjzotium Nod+ Fix• y en nódulos Fix+ 

cultivados en ausencia de nitrógeno atmosférico (Ar/02), aún asi, la expresión de gin y 

se induce bastante en nódulos de las mutantes Fix• y en los nódulos cultivados en 

Ar/O2, con respecto a la expresión de gin y en raíz (Cock et al., 1990), indicando que 

la expresión inicial de gin y se encuentra bajo un control de desarrollo, También en 

alfalfa, la expresión de la isoforma específica del nódulo puede ser detectada en 

nódulos infectados por bacterias Fix- con morfología normal (Dunn et al., 1988). La 

penetración de la bacteria en las células infectadas y su diferenciación a bacteroides 

es la señal que inicia la expresión de la GS específica de nódulos de alfalfa (Norris et 

al,, 1988). En frijol, la inducción inicial de gin y también parece requerir de la 
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penetración de la bacteria a las células infectadas, mientras que la inducción 

posterior de gin y ha sido considerada como una respuesta secundaria que depende 

de la actividad de fijación de nitrógeno (Chen et al.. 1990; Cock etal., 1990; Farde y 

Cullimore, 1989). La presencia de amonio derivado de la fijación de nitrógeno no 

parece ser un factor necesario para la inducción secundaria de la expresión de GS- y 

en los nódulos de frijol, ya que el amonio exógeno no incrementa la actividad de la 

GS-y en nódulos Fix- ó en nódulos cultivados en ausencia de nitrógeno atmosférico 

(Chen et al., 1990). Los resultados de este trabajo demuestran además que la 

inducción de la expresión del polipéptido y de la GS es independiente de la actividad 

de fijación de nitrógeno y por lo tanto, independiente de la presencia del amonio 

derivado de la fijación simbiótica. La fijación de nitrógeno en condiciones normales se 

requiere para incrementar y mantener la inducción de la GS-y en el nódulo (Chen el 

al., 1990), sin embargo en alto CO2, la mayor actividad de fijación de nitrógeno 

parece reprimir la síntesis de GS-y (Figura 20). Por otro lado, también existen 

diferencias en la abundancia de la GS-y que probablemente esten relacionadas con 

una mayor eficiencia en fijación de nitrógeno: en condiciones normales de 

crecimiento, la expresión de la GS-y es mayor en los nódulos de Eihadákra 

aguminosarum bv. phaseoli CFN037 que en los nódulos de la cepa CE3, a los 17 

dias después de la infección (Figura 20). Los nódulos de 17 dios de plantas 

infectadas con fibizolumiropid CIAT 899 cultivadas bajo las mismas condiciones 
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que las anteriores, muestran una relación 3/y aproximadamente 1:1 (datos no 

presentados), similar a los nódulos de la cepa CFN 037. Se ha demostrado que la 

actividad de las isoformas de GS ya no aumenta más a partir del día 17 después de la 

infección (Chen et al., 1990), por lo que estos resultados reflejan los niveles máximos 

de expresión que puede alcanzar el polipéptido y en las diferentes cepas de 

algtaban analizadas. 

Los resultados en frijol están en marcado contraste con lo que ocurre en nódulos de 

soya. En soya, la ausencia de fijación de nitrógeno suprime la transcripción del 

mensajero de GS de nódulos (Hirel et aL, 1987). A diferencia de lo que ocurre en 

frijol, en estas plantas el amonio exógeno induce la expresión del mFINA de GS en 

nódulos Fix-, y en nódulos cultivados en ausencia de nitrógeno atmosférico (Hirel el 

al., 1987). Por otro lado, la presenciáde amonio en el medio induce la expresión de 

ti-glucuronidasa bajo el promotor de GS de soya en nódulos de plantas transgénicas 

de Lotus corniculatus (Miao et al., 1991). Esto indica diferencias en los mecanismos 

de regulación de la expresión de GS en nódulos de plantas de diferentes especies. 

Las diferencias en expresión de la GS en nódulos de frijol y de saya no se deben al 

tipo de morfología del nódulo, ya que ambas plantas poseen nódulos determinados, 

ni a diferencias en el metabolismo de los nódulos, ya que soya y frijol sintetizan 

ureidos como productos de la fijación de nitrógeno. Es interesante resaltar que en 

soya, lo mismo que en chícharo, un productor de amidas, no hay evidencias de un 

gen de GS específico de nódulo (Hirel et al., 1987; Miao el al., 1991; Tingey el al., 

1988), mientras que frijol y alfalfa, que transportan ureidos y amidas respectivamente, 
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poseen una GS expresada específicamente en el nódulo (Chen y Cullimore, 1989; 

Dunn et al., 1988), tal vez las diferencias en regulación de GS entre frijol y soya se 

deban ente otros factores a la presencia ó no de un gen específico de nódulo. 

Numerosos estudios han evaluado el papel funcional de la isoforma específica de 

nódulo en frijol. El análisis de la de la expresión de isoformas de GS en nódulos 

(Bennett y Cullimore, 1989; Chen et al., 1990; Lara et al., 1983; Lara el al., 1984), de 

la expresión de los polipóptidos y de los mensajeros de GS en el nódulo (Bennet et 

al., 1989; Padilla et al., 1987), asi como de la localización de las isoformas de GS en 

el nódulo (Chen y Cullimore, 1989) y de actividad de los promotores de gin 13 y gin y 

en nódulos de plantas transgénicas (Forde et al., 1989) han llevado a la conclusión 

de que la GS- y es responsable de la asimilación del amonio derivado de la fijación 

de nitrógeno. Los resultados de este trabajo demuestran que la GS-y no se requiere 

para la asimilación del amonio derivado de la fijación de nitrógeno (Figura 20). La 

isoforma constitutiva de GS (GS-13) es capaz de asimilar el amonio que se produce, 

aún en condiciones de mayor fijación de nitrógeno, como sucede en alto CO2 (Figura 

11), sin que haya una diferencia significativa en la actividad específica de GS. La 

similitud en las actividades específicas a los 17 dias de la infección (Figuras 16 y 18), 

sugiere que debe haber una mayor síntesis de GS-I3 en nódulos en alto CO2 con 

respecto a nódulos en CO2 normal. Aunque en general las evidencias indican que en 

frijol la expresión de los mensajeros de los diferentes genes de GS no se induce por 

la presencia de amonio exógeno (Cock el al., 1990), en nódulos infectados con la 
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cepa de ahlzáljumphaseoli  CE108 (una mutante Fix. Nod+ derivada de la CE3, que 

produce nódulos con morfología normal), la adición de amonio externo Induce la 

expresión de gin 13 en un 100% (Cock et al., 1990). Si hay una inducción de GS-13 en 

nódulos crecidos en alto CO2, es posible que se deba al amonio derivado de la 

fijación de nitrógeno. 

Los resultados de este trabajo permiten afirmar que además de los factores 

específicos de desarrollo, que controlan la expresión de GS-I3 y GS-y en el nódulo, 

existen factores no relacionados directamente de la actividad de fijación de ntrógeno, 

sino que dependen del estado metabólico del nódulo. En chícharo, por ejemplo, se ha 

encontrado que las condiciones de fotorrespiración de las hojas inducen la expresión 

del mensajero de la GS2 cloroplástica, pero no afectan la expresión del mRNA de la 

GS citoplásmica (Edwards y Coruzzi, 1989); indicando que las condiciones 

metabólicas pueden afectar la abundancia de las diferentes isoformas de GS. 

La disponibilidad del fotosintato en los nódulos podría ser un factor determinante en 

la regulación de la expresión de GS. El efecto de la concentración de CO2 sobre el 

crecimiento de las plantas y sobre la fijación de nitrógeno (Figuras 13 y 14) indica, 

como se ha sugerido en otros estudios (Murphy, 1986; Phillips et al., 1976), que en 

frijol la actividad del nódulo esta limitada por el flujo de carbono. El mayor aporte de 

fotosintato hacia el nódulo en condiciones de alto CO2 produciría una mayor 

proporción carbono/nitrógeno. Situaciones similares, relacionadas con la expresión 

de GS-y , ocurrirían en nódulos Fix. y en nódulos Fix+ cultivados en ausencia de 

nitrógeno atmosférico (Cock etal., 1990; Chen el aL, 1990). En estos nódulos, al igual 
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que en alto CO2, habría una mayor relación C/N, debido a la ausencia de actividad de 

nitrágenasa. El balance C/N en el nódulo probablemente sea el factor determinante 

en la regulación de la expresión de las isoformas de GS. La mayor proporción C/N 

estaría relacionada con una considerable disminución en la expresión de GS-y. Esto 

podría explicar porque la expresión de gin p se induce por amonio en nódulos Fix-  de 

la cepa CE108 y no en otras condiciones (Cock et al., 1990). 

La determinación de las características cinéticas de las isoformas de GS de nódulos 

ha mostrado que la GS-y (GSn.1 ) tiene una menor afinidad por el amonio y el 

glutámico, y una mayor afinidad por el ATP, en comparación a la GS-P (GSn.2) 

(Cullimore et al., 1983). Estas características de la GS-y serían más apropiadas para 

la asimilación de un exceso de amonio en condiciones de limitación de carbono, la 

condición normal del nódulo. En cambio, la actividad de la GS-p, con una mayor 

afinidad por el amonio y el glutámico, y menor afinidad por el ATP, seria más 

apropiada para la asimilación de amonio en alto CO2, donde habría una mayor carga 

energética (relación ATP/ADP) debido al exceso de carbono, y las concentraciones 

de amonio podrían ser limitantes para la actividad de GS. 

Se ha demostrado que el promotor de glrip se expresa en el tejido vascular del 

nódulo (Forde et al, 1989); es probable que la expresión de GS-0 en alto CO2  deba 

compensar la ausencia de GS-y en las células infectadas de los nódulos cultivados 

en alto CO2, para asimilar el amonio derivado de la fijación de nitrógeno. Las 
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diferencias en actividad específica de la GS de nódulos en alto CO2 y en CO2 normal 

(Figuras 16 y 18) no indican una mayor asimilación de amonio en nódulos de plantas 

cultivadas en alto CO2. Sin embargo, los nódulos de plantas cultivadas en CO2 

normal acumulan más a-celoglutarato (4.73 ± 0.38 mol mg peso de nódulos-1) que 

los nódulos de plantas cultivadas en alto CO2 (2.62 ± 0.47 nmol mg peso de 

nódulos-'). La menor concentración de cc-cetoglutarato encontrada en los nódulos de 

plantas cultivadas en alto CO2 sugiere un consumo más rápido debido auna mayor 

actividad de asimilación de nitrógeno por la via GS/GOGAT, que en los nódulos de 

plantas cultivadas en CO2 normal. Algunos estudios han sugerido que la actividad de 

GS puede ser un factor limitante de la fijación de nitrógeno (Pacovsky y Fuller, 1991; 

Pacovsky y Hungría, 1991). Esta sugerencia presupone que la baja relación 

transferasa/sintetasa de la GS en los nódulos de frijol indica que la GS del nódulo 

esta funcionando a su nivel máximo. En este sentido, la actividad de la os-r3 sería 

mas eficiente para la asimilación dei amonio de la fijación de nitrógeno puesto que la 

relación transferasa/sintetasa de la GS-[3 (Gsn.2) es mayor que la GS-y (GS,,.i) 

(Cullimore et al., 1983). Sin embargo, el significado fisiológico de la relación 

transferasa/sintetasa no es claro, a pesar de que los cambios en esta relación 

parecen afectar los niveles de asimilación de amonio (Sims et aL, 1974). Los 

resultados de este trabajo no parecen apoyar la idea de que la actividad de la GS sea 

un factor limitante de la fijación de nitrógeno. Es probable que la actividad de la 

GOGAT desempeñe un papel clave en la regulación de asimilación de amonio en los 
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nódulos en condiciones de alto CO2. 

Durante el anális de la expresión de la GS en los diferentes tejidos de frijol (Bennett 

et al., 1989; Chen et al., 1990; Ortega et al., 1986; Padilla et al., 1987), se ha 

encontrado que los cambios en las diferentes isoformas de GS siguen a cambios en 

la expresión de los diferentes mensajeros de GS. A partir de estos estudios se puede 

concluir que la regulación de la GS es principalmente a nivel transcripcional. Las 

diferencias encontradas en la expresión de las isoformas de GS en nódulos de 

plantas cultivadas en alto CO2 probablemente también sean resultado de su 

regulación a nivel transcripcional. Sin embargo, no se puede descartar un control 

postranscripcional como diferencias en la estabilidad del mensajero de gin y ó un 

tasa más rápida de recambio del polipéptido y; se requiere del análisis a nivel de 

expresión génetica y de mRNA utilizando sondas especificas para gin fl y gin y. El 

análisis de la región del promotor de gin y por experimentos de retardación en geles, 

usando extractos crudos de nucleos de raíz y nódulos, ha demostrado la presencia de 

dos regiones que contienen sitios de unión a proteinas, una región proximal que 

interactúa con múltiples factores tanto de raíz como nódulos, y una región distal que 

une a un factor presente en nucleos de raíz pero no de nódulos (Forde et al., 1990), lo 

que podría sugerir mecanismos tanto de activación como de represión de gin y en el 

nódulo. El análisis de factores que interaccionan con el promotor de gin y a partir de 

extractos de nucleos provenientes de nódulos cultivados en diferentes condiciones de 

CO2 podría ser util para establecer los mecanismos moleculares de regulación de la 
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expresión de GS. Probablemente, los factores que inhiben o afectan la actividad de 

la GS in varo, como aminoácidos, nucleótidos y la carga energética (Stewart et al., 

1980), también contribuyan a la regulación de la expresión de las isotormas de GS en 

el nódulo. Un análisis más detallado de las concentraciones de otros metabolitos en 

el nódulo, como glutámico, glutamina, ATP, ADP; asi como de las actividades de otras 

enzimas como GOGAT, utilizando las estrategias seguidas en este trabajo, contribuya 

posiblemente a establecer un esquema metabólico que permita explicar los 

mecanismos de regulación de las isoformas de GS en el nódulo. 
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CONCLUSIONES 

Se encontraron diferencias en actividad de PEPC y GS del nódulo que pueden 

relacionarse con un mayor incremento en materia vegetal. Las cepas más eficientes 

en simbiosis presentan mayor actividad de PEPC y GS en los nódulos, las diferencias 

son más marcadas en actividad de PEPC. 

La PEPC en nódulos de frijol está constituida de diferentes subunidades 

polipeptidicas con ligeras diferencias movilidad electroforética. Las subunidades de 

la isoforma PEPC1 tienen un mayor peso molecular que las subunidades de las 

isoformas PEPC2 y PEPC3. 

Se encontraron diferencias en el patrón de isoformas de PEPC en nódulos defrijol 

infectados con diferentes cepas de Etbizollium. En las cepas C1AT899, CE3 y CFN037 

la isoforma PEPC2 es la más abundante; mientras que en las cepas CNPAF512 y 

SEM1A487. la isoforma específica de nódulo PEPC1 y la isoforma PEPC2 se 

encuentran en la misma proporción. Esto probablemente se relacione con diferencias 

importantes en el metabolismo de los nódulos infectados con distintas cepas. 

La fertilización con CO2 incrementa la actividad de fijación de nitrógeno y las tasas 

de crecimiento vegetal, indicando que en frijol la actividad del nódulo está limitada 

por el flujo de carbono. 

La actividad específica de la GS no se afecta por la fertilización con CO2, sin 

embargo la síntesis del polipéptido y de la GS se ve significativamente reducida en 

74 



alto CO2. 

La actividad de fijación de nitrógeno y el amonio derivado de ésta no son por si 

mismos factores determinantes en la regulación de GS-y, La proporción 

carbon9(itrdgeno en el nódulo parece ser el factor importante que regula la 

expresión de GS-y. 

• Parte de los resultados de este trabajo fueron publicados en la revista Plant 

Physiology del mes de Febrero de 1992. 
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Regulation of Nodule Glutamine Synthetase by CO2 
Levels in Sean (Phaseolus vulgaris L.)1  
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ABSTRACT 

Noduiated bean (Phasiolua rufgaris) plante were grown for 17 
dere atter InfectIon In normal (0.02%) CO, and from day 8 lo 17 
In high (0,1%) COI  In arder lo increase nitrogen fixation and 
debo* how nodule glutamine eynthelase (GS) 1150i017115 are reg-
ufeted by the ammonia derived from the bacterold. Nilrogenase 
«dril was debected by day 10, and by day 17 activity was over 
tvrofokt higher in 0,1% of CO, comparad with plante grown in 
0.02% CO:  and inoculated with Ahlroblum wild-type attain CE3. 
Uhirrodae, plant fresh weight increased in response to increased 
CO,, particularty in plante inoculated with Ihe Rhfroblum phaacali 
11~1111 atrain CFN037. Glutamine aynthetase *pocillo aclivity 
Increased 2.5- lo B.S•fold from day 11 to 17. However, increased 
CO: did not appear lo have en elfect on OS *pocillo activity. 
Anelysla of the nodule GS polypeplide compoaltion revealed that 
th• 7 potypeptIde tres eignIficontly reclutad In response to hlgh 
CO:, wherese the d polypeptide was not affacted. The aignifi. 
canee of /hit result in reladon lo the regulatlon of GS Isolonne 
and [heir role In the easimilation of ammonia In the Mula la 
diecuased In thia pop«. 

GS' in bean (Phaseohu vulgaris) rool-nodufes is expressed 
as Iwo different isoforms designated CS.., and OS.., (3). GS.., 
is expressed during nodule devclopment concomitantly with 
nitrogenase activity (8). The nodule GSn., is composed of a 
polypeptide called y, and the OS..2 isoform is composed of 
the fi polypeptide, which is also expressed in roots and !caves 
(9). Initial expression of GS-y polypeptide, as other nndulins 
(5), is independent of nitrogenase activit y (12), bu t its optimal 
induction requires normal nitrogen fiialiun. Majes on the 
expression of the y (Gln-y) and P (Gln-P) GS genes ín Lona 
eornieulatus transgenic plants demonstrated that Gln.y is 
expressed in the infecled zone of mature nodules where 
ammonia assimilation takcs places, and Gin-13 is expressed in 
Ihe nodule «inca (7). Thesc results indicate that the CS..' (y) 
is responsible for the ammonia assimilation in bcan nodules. 
Furthcrmore, in bean plants grown in argon (Ar) in which 

Suppnrted in parí by gmnt BNF-M X.6-87-77 from the National 
Research Council through the U.S. Agency for International Devel• 
opment and from Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, México 
(1928CCO-X8110343).1.4..0. was suponed by a fellossIbip from 
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, México. 

Abbreviations: OS, glutamine synthetase; if and y, glutamine 
synilietase pulypeptides; TMPD, N,N,W,N'-tetrantettlylp-phenyle-
nedia mi n e  

nitrogen fixation is inhibited, the y polypeptide is reduced, 
suggcsting that ammonia regulates its expression (2). Re-
eently, it has been reponed that ammonia induces soybean 
OS gene expression in transgenie L. curtí/cubris rocas (10). 
Here, we repon differences in the synthcsis of OS isoforms 
when higher nitrogenase activity is induced by increasing CO2  
concent ration. 

MATERIALS AND METHODS 

Piant Material 

Sean (Phaseolus vulgaris L. ev Negro Jamapa) inoculated 
with Rhizobhun leguminosanun bv phaseoli wild-type strain 
CE3 or a ThIPD" mutant CFN037 (13) was grown in a 
controlled-environment growth chamba programad for 12.h 
photoperiod at 25'C day/n ighi temperature; the PPFD during 
the photoperiod was 906 uE 	At day 8 alter inocula. 
tion, CO2  was raised to 0.191 during the photoperiod and held 
at that level until day 17. Chamber CO2  concentration was 
maintained with a Conviron CMP3246 COI  controller (Con. 
trolied Environments Inc.). CO2 concentration was monitored 
by the nondispersive infrared absorptiometry method. Plants 
were harvested daily for fresh weight and nitrogcnase deter. 
mínation, The data presented per day are Ihe average of at 
least 20 plants. 

Enzyme Activity 

GS activity was measured by the transferase assay (6). One 
uní( of activity represents 1 amo' of y-glutamyl-hydroxamate 
formed per min at 30'C. Nitrogenase activity was measured 
by acetylene reduction as described by Dan el al. (4), Protein 
was deterrnined by the Bradford procedurc with 11SA as a 
standard (1). 

Analyals 01 GS Polypeptides 

Nodule cxiracts were loaded cm a 0.5 mL hydroxylapatite 
cotana rt equilibratcd in 20 mm phosphate buffer, p11 7.8. 
washed with 4 rol, of 80 mi phosphate, and GS acti4ily was 
eluted with 400 mxt phosphate buffer. Fractions of 200 pl. 
wcrc collected. Fractions conlaining GS activity were usad for 
the polypeptide analysis. GS polypeptide contposition was 
exarnined by two-dimensional PAGE (11), followed by west-
ern immunodeteetion (14) with an and-OS anliserum raised 
against the purifictl enzynie from nodule (9) and an jlkaline 
phosphatase-conjugated second antibody. The intcnsity oí the 
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developed spots was quantilled with a lasa scanning densi-
tometer (Iliomed I nst ruments SI.R-2D/11 )). The GS -,d/GS-1 
polypeptide ratio was delermined with an Autospover Video-
phoresis program (I3iomed Instruments, Inc.). 

RESULTII ANO DISCUSSION 

Man, Cirawth and hlitro0ensse Activity 

Plants were inoculated with twodifferent Rhizobium phus-
rvli strains: the wild-type strain CE3 and the mutant strain 
CFN037 isolated by its increased abitity to oxidase TMPLV*, 
whích conrers earlier bacteroid development and nitrogenase 
induction (13). Plant fresh weight increased from day 10 tu 
17 alter infeetion. II igh CO2 (0.1%) stimulated plant growth, 
particuIarly in those plants inoculated with Rluzobium strain 
CFN037 (Fig. 1). Plants grown in 0.1% CO2 also display 
higher nitrogenase activity than those grown in 0.02° CO2. 
In normal CO2  (0.02%), nitrogenase activity in plana inocu-
lated with the CFN037 Rhizobium mutant was higher and 
rernained higher from day I I to 17 than in plants inoculated 
with the wild-type strain CE3, as previously reponed (13) 
(Fig. 2). In high CO2  (0.1%), no difference in nitrogenase 
activity was observes! in plants inoculated with either the 
CFN037 or the CE3 Rhizobium strains. This result suggests 
that the Rhi:obium strain CFN037 nos only prometes carly 
bacteroid developrnent and nitrogenase induction (13), but 
aleo provides more lixed N to incorporate luto plant fresh 
weight when CO2  is increased. 

ChusalerlaatIon uf Giulaidne 5M191.121» 

Glutamine synthetasc activity increased almas( sevenfold 
from day 11 to day 17 in nodules fmm plants infected with 

DAYS AFTER INFECTION 

Figure 1. Effect of COI on the increase in plan! fresh weight of plants 
inoculated with R. phaseoli CE3 (O, V) and CFN037 (e, Y). Plants 
'viere grown In 0,1% (circles) snd 0.02% (Iriengles) C08. Vertical bate 

ir. 

1 	.  

10 	12 	14 
	

16 	18 

DAYS AFTER INFECTION 

Figure 2. Effect of CO: on nitrogenase activity dunng nodute devel-
opment. Plants inoculated with A. phaseoli (CE3 (O, V) and CFN037 
(e, V) were grown in 0.1% (circles) and 0.02% (triangles) COZ. Vertical 
bate are ± se. 

Figure 3. Nodukt glutamine synthetase activity at day 11 and 17 
alter infection of plants inoculated with R. phaseoli strains CE3 and 
CFN037. Plants were grown In 0.1% and 0.02% CO2. Ono unit of 
activity .• 1 kM01011-glutamyl-hydroxamate formed per min al 30°C. 
Vertical bars are ± so. 
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Figure 4. Glutamine synthelase polypeptide cornpositIon at day 17 alter infection. Plants inoculatecl with Fi. phasechil ataba CE3 (A, O) end 
CFN037 (C, 0) wefe grown in 0.02% (A, C) and 01% (8, O) CO3. Forty micrograms oí protein were applied to each gel. 

the wild•type Rhizobium CE3 strain and grown in 0.02% CO!  
(Fig. 3). in the other condilions tested, GS activity increased 
2.5- to 3-fold, No d'Id on GS activity by high CO2  was found 
at day 17 under any orille conditions tested (Fig. 31.11owever, 
analysis of the GS polypeptide cotnposition al day 17 aRer 
infection revealed that, in high CO2, where nitrogenase activ-
ity is two- to threefold higher, the GS-7 polypeptide was 
significantly reduced, whereas the GS-11 polypeptide was not 
affected (Fig. 4). In nodules infected with the wild type CE) 
strain, the GS-11/GS-y polypeptide ratio delermined hy scan-
ning dcnsitomeiry was 2.6 in normal CO2  and 5,9 in high 
CO2.1:1 the nodules infected with the mutant CFNO37 strain, 
the GS-a/GS-y ratio was 1.2 and 2.1 in normal CO2 and high 
CO2, respectiveiy. The GS-11/GS-7 ratio was twofold higher 
in 0.1% CO2  compared with 0.02% CO:  in both strains. The 
fact that tlw reduction in the GS-y polypeptide does not 
reduce GS total activity requires further evatuation. In con-
trast with Chis result. recent studies (2) showcd that, in nodu-
lated root systems of beuns grown in en Ar.02 atmosphere, 
the activity of the nodule OS-y isoenzyme was reduced (85%) 
along with that of nitrogenase, whereas the OS-I1 isoenzyme 
was unalrected (2). Together thesc resulis suggcst that both 
high and low nítrogenase activity can be correlated with a 
reduction of GS-y. &Canse in both experimental procedures 
(excess of CO2 or abscnce of N 2 ) une couid expect a higher 
carbon/nitrogen (C/N) ratio, these data suggest that the C/N 
balance within the nodulc and not the ammonia derived from 
thc bacleroid per se may be a ptimary modulating factor of 
nodule GS-y isoenzyme. Wheiher thc reduction in the GS-y 
is due to a reduced synthesis or to a posttransiational mcxii- 

fication rnechanism nccds lo be defined. Ifcarbon availability 
pla)'s an important role in OS regulation, ibis result couid 
also explain why a gene encoding a cytosolic GS from soybean 
increased its expression with ammonia in 1.. cornieuialus but 
not in transformed tobacco plants (10). 
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