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RESUMEN

Se analizd la actividad y la composicion de isoformas en
nédulos de la fosfoenolpiruvato carboxilasa y la glutamina

sintetasa, durante la simbiosis entre frijol (Phaseolus vulgaris)

y Rhizobium, con el fin de determinar los factores simbidticos
relacionados con su regulacién. Este andlisis se realizé a través

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

diferentes caracteristicas simbidticas y (2) la utilizacidén de
altas concentraciones de CO,, para aumentar la capacidad
fotosintética e incrementar la fijacidén de nitrégeno.

Se encontraron diferencias en actividad de 1la
fosfoenolpiruvato carboxilasa y la glutamina sintetasa que pueden
correlacionarse con la eficiencia en simblosis de las diferentes
cepas de Rhizobium. Los nddulos de las cepas mas eficientes
presentaron mayor actividad de estas enzimas y la induccidén de la
actividad ocurrio mas pronto durante el desarrollo,

Se encontro que la isoenzima especifica de ndédulo de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa, denominada PEPCl, es mas abundante
en ndédulos de algunas de estas cepas. Se encontrd también que la
isoforma PEPCl estd constituida de polipéptidos de mayor peso
molecular que los gque constituyen a las isoformas PEPCl1l y PEPC2.

El tratamiento con alto €O, incrementé la fijacidn de
nitrégeno, sugiriendo que la actividad del ndédulo esta limitada
por la disponibilidad de carbono. El CO, no tuvo efecto sobre la
actividad especifica de estas enzimas. Sin embargo se encontraron

diferencias en la proporcion de los polipéptidos de la



fosfoenolpiruvato carboxilasa. También se encontré que la
sintesis del polipéptido gama de la glutamina sintetasa
(especifico de nddulo) se redujo significativamente en alto CO,,
mientras la sintesis del polipéptido beta no se afectd, indicando
que la relaciodén carbono/nitrdgeno en el ndédulo es el principal
factor que regula las isoformas de GS.

Los principales capitulos de esta tesis son introduccioén,

material y metodos, resultados, discusidén 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 their
regulation. Two experimental strategies were used: (1)
inoculation with different Rhizobium strains, differing in the
symbiotic efficiency; and (2) the use of high CO, 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 PEPCl, 1is composed by polypeptides with higher molecular
weight, whereas the other isoenzymes, PEPC2 and PEPC3, are
composed by polypeptides of lower molecular weight.

High CO, increased nitrogen fixation, suggesting that nodule
activity is limited by the carbon availability. High CO,
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 €O,. Also the nodule-specific polypeptide (gamma) of
gutamine synthetase was significantly reduced in response to the
high CO,, 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 nitrégeno es muy abundante en la naturaleza, es el nutriente
mas limitante para el crecimiento de las plantas, especialmente en
sistemas agricolas, ya que rla forma mdas abundante de nitrégeno, No
atmosférico, se encuentra disponible solo para un nimero muy restringido
de organismos: los microorganismos fijadores de nitrdgeno, de vida libre 6
los que se asacian con plantas en forma simbidtica. La fijacion simbidtica
de nitrébgeno es un medio importante de proveer nitrégeno reducido a los
cultivos y al suelo. Aunque diversas asociaciones 'contribuyen a la fijacion
-simbiotica de nitrdgeno, la simbiésis en los noédulos de la raiz de las
leguminosas con Bhizobium y Bradyrhizobium tiene la mayor importancia
para la agricultura. A través de esta simbiosis la planta obtiene parte de
Sus requerimientos.de nitrégeno, mientras que suministra los fotosintatos
para el desarrollo y funcionamiento del nddulo, el drgano simbidtico que
contiene a las bacterias fijadoras de nitrdégeno (Pate y Layzeli, 1990;
Schubert, 1986; Vance, 1990).

A pesar de la ventaja adaptativa de las leguminosas para colonizar y
sobrevivir en ambientes deficientes en nitrdgeno, la fijacién simbidtica |

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




de utilizacion 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 fijacién bioldgica de
nitrdgeno. Los factores que contribuyen a incrementar el flujo de
fotosintato al noddulo, como la fertilizacién con COz, promueven una mayor
actividad de fijacion de nitrégeno (Vance y Heichel, 1991). En general se
ha encontrado que un incremento de la concentracién de CO, atmosiérico
resulta en un incremento de Nz fijado por hectdrea (Hardy y Havelka,
1975), es posible que este incremento en fijacidn de Ng se deba a un
incremento en la eficiencia de ia fotosintesis. Al aumentar la
concentracién de CO, atmosférico, éste puede competir efectivamente con
el Oz por el sitio activo de la Ribulosa bifosfato carboxilasa, resultando en
una disminucion en la fotorrespiracién (Ogren, 1984), lo que produce en
consecuencia una mayor fotosintesis neta y un mayor aporte de
fotosintato a los nddulos.

No todas las leguminosas responden a la fertilizacion con CO»
atmosferico, la especie vegetal, la bacteria, el estado fisioldgico de la

planta y las condiciones ambientales afectan la respuesta del sistema al

P



aporte de carbohidratos (Masterson y Sherwood, 1978; Murphy, 1986). Las
leguminosas herbédceas, por ejemplo, no aumentan significativamente la
actividad de fijacion de Ngo en respuesta al enriquecimiento en COj
atmosférico, en contraste con el efecto del CO2 en las leguminasas como
chfcharo y soya que producen semilla (Hardy y Havelka, 1975; Masterson y
Sherwood, 1978). Las diferencias en la respu.esta al COy entre ias
leguminosas herbaceas y las leguminosas de grano no es sorprendente en
vista de que estas Oltimas exhiben un periodo mas corto y mas intenso de

fijacion de N, y gastan mas energia en el crecimiento reproductivo que las

primeras (Murphy, 1986).

Formacién del nédulo.

 El nddulo de la raiz de las leguminosas es el resultado de la interaccion
de genes tanto de la bacteria como de la planta. Estos genes participan en
la iniciacién‘. el desarrollo y la diferenciacién de la estructura del nédulo,
asi como en el manten_imignto de la actividad metabdlica del nddulo
(Vance, 1990). En general, la secuencia de eventos que dirige a la
forhacién del ndédulo comienza con la interaccion de Ibs rhizobia con las
celulas de la rafz, en la regién de emergencia de los pelos radiculares

(Bhuvaneswari et al, 1980). La primera respuesta morfologica de la

P,



interaccion de la leguminosa con Rhizobium es la deformacién y el
enroscamiento de los pelos de la raiz debido a un crecimiento desigual de
los mismas (Nap y Bisseling, 1990a, 1990b). Recientemente se ha
purificado un compuesto extracelular producido por Bhizobium meliloti.
que causa deformacién de los pelos de la raiz. Este compuesto, denominado
NodRm-1, es un tetrasacarido sulfatado de D-glucosamina, en el que tres
grupos amino estan acetilados y uno esta acilado (Lerouge et al., 1990).
NodRm-1 solo se produce cuando los genes nod de Rhizobium melilot] 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 raiz a través de una hidrélisis localizada de la parfade
celular, posteriormente penetran al cortex de la raiz a través de una
estructura tubular, el hilo de infeccidn. Las lectinas de la planta estdn de
alguna manera involucradas en la especificidad del huésped para la
formacién de esta estructura (Diaz et al., 1989). Simultdineamente, las
células del cortex de la raiz comienzan a dividirse e inician un nuevo
programa de desarrollo. Los hilos de infeccién se ramifican y llevan a las
bactérias hacia 1os centros de actividad mitética en el cortex (Calvert 6!
al., 1984), mientras que las bacterias proliferan y se rodean de

mucopolisacaridos. Antes de que las bacterias penetren las células de los



primordios de nddulos, ocurren cambios morfoldgicos relacionados con la
actividad mitdtica, como rearreglo de microtibulos, migracion del nucleo
y formacién de una pared celular adicional (Nap y Bisseling, 1990a). Al

contacto de las bacterias con los centros de actividad meristematica, los §

Bhizobjum se liberan del hilo de infeccién 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
nitrdgeno, quedando incluidos en una membrana de origen vegetal,
denominada membrana peribacteroidal, inicialmente derivada del
plasmalema de la celula 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 nddulo permanecen sin infectar,
ocupando espacios entre las células infectadas. Las céluias no infectadas
difieren de las celulas infectadas en su estructura y en su metabolismo
(Newcomb y Tandom, 1981).

Dos tipos de categorias de nﬁdulos pueden reconocerse por su-
morfologia, determinados e indeterminados. Las leguminosas templadas
(Bisum, Yicia, Trifolium y Mendicago) desarrollan nddulos indeterminados,

mientras que los nddulos determinados ocurren en especies de

leguminosas tropicales (QGlicing, Phaseglus, Vigna, Arachis). Los nddulos



determinados no tienen un meristemo persistente, en consecuencia, las
fases de desarrollo estan separadas temparalmente, a diferencia de los
nddulos indeterminados, donde las fases de desarrollo se encuentran

separadas en espacio.

Nodulinas.

Las proteinas vegetales que se sintetizan durante la infeccion por
Bhizobium y la formacidén del ndédulo, se han denominado nodulinas (Legoki
y Verma, 1980; Van Kamen, 1984). Utilizando técnicas inmunclégicas, de
traduccidon in vitro y a partir de la clonacién de los cDNAs, se ha
demostrado que se inducen de 25 a 30 genes vegetales durante ia
formacién del nadulo (Govers et al,, 1987, Verma et al.,, 1986).
Aproximadamente 13 nodulinas se han identificado hasta la fecha, 7 de
ellas estan involucradas en la asimilacion del amonio y del carbono,
mientras que las otras estan involucradas en ia morfogénesis del nédulo y
en el control de la concentracién de oxigeno (Vance, 1990). Hasta ahora se
han identificado genes que codifican para la leghemoglobina (Lee y Vermaj,
1988), la uricasa (N-35, Nguyen et al, 1985; Sanchez et al,, 1987), la
sacarosa sintetasa (N-100, Thummler y Verma, 1987), la glutamina

sintetasa (Cullimore y Bennelt, 1988, Tingey et al., 1987), para ias



proteinas asociadas a la membrana peribacteroidal: 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 st al,,
1991; Sénchez et al, 1991), para Npv-30, que probablemente tenga una
funcién similar (Sanchez et al, 1991), y para las protefnas ricas en
hidroxiprolina: N-75 {pENOD;, Franssen et al, 1987; Nap y Bisseling,
1990b), PSENODS y PsENOD12 (Nap y Bisseling, 1990a). Se han clonado
algunos otros genes de nodulinas, pero su funcidn ain no se ha establecido
(Verma et al, 1991).

La transcripcion de los genes de la mayorfa de las nodulinas se induce
poco antes @ junto con la aparicion de la actividad de nitrogenasa. Aigunos
genes, sin embargo, se expresan en las etapas iniciales del desarrollo,
como los genes de las proteinas ricas en hidroxiprolina pPSENQODS,
pPsENOD12, cuya expresion se puede correlacionar con el proceso de
infeccidn (Nap y Bisseling, 1990a) y pENOD2 cuyo producto, N-75, parece
ser una nodulina estructural involucrada en el control de la difusion de
oxigeno en el nddulo (Franssen et al.,, 1987).

Muchas otras protefnas incrementan su expresion en nddulos y pueden
ser también nodulinas, entre estas estan la fosfoenolpiruvato carboxilasa

(PEPC), la aspartato amino transferasa (AAT), la glutamato sintasa



(GOGAT) y la malato deshidrogenasa (MDH). Estas enzimas son cruciales
para que se dé una fijacion y asimilacién de nitrégeno eficientes (Vance,
1990). Se han documentado isoformas de nédulo de PEPC (Deroche y
Carrayol, 1988), AAT (Farnham et al,, 1990) y GOGAT (Chen y Cullimore,

1988).

Asimilacién de Nitrégeno.

La adquisicién y la asimilacion del nitrégeno es el segundo proceso de
mayor importancia después de la fotosintesis, para el crecimiento y el
desarrollo vegetal (Vance, 1990). Las plantas supericres normalmente
obtienen el nitrdgeno del medio en forma de amonio, nitrato o nitrégeno
atmosférico, esta dltima fuente se restringe a a aquellas plantas capaces
de establecer simbiosis con microorganismos fijadores de nitrégeno, bac-
terias, cianobacterias 6 actinomicetos (Pate y Layzell, 1990). En las
plantas superiores la asimilacion del nitrégeno se lleva a cabo por la
accién coordinada de la glutamina sintetasa (GS) y la glutamato sintasa
(GOGAT). La GOGAT cataliza la transferencia del grupo amido de la
glutamina‘ a la posicion o-amino del cido w-cetoglutérico para formar dos

moléculas de acido glutamico. La GS es responsable de la asimilacion primaria del

amonio, sintetizando glutamina a partir del acido glutamico. Debido a que ambas



enzimas dependen una de ofra para la provision de sustratos, ambas actividades
conslituyen un ciclo que se ha denominado ciclo GS/GOGAT (Miflin y Lea, 1980).
Ademas de las fuentes primarias de nitrégeno, algunos procesos metabdlicos de la
planta como Ia fotorrespiracién, el catabolismo de aminodcidos y el metabolismo
fenilpropanoide producen amonio, que tiene que ser incarporado nuevamente en
compuestos organicos. El ciclo GS/GOGAT es esencial no solo para la asimilacion
primaria de nitrdgeno, sino también para mantener el metabolismo general del

nitrégeno en [a planta.

Caracterizacléon de la glutamina sintetasa.

Las plantas poseen multiples isoformas de GS, las isoformas difieren en su
localizacién en los diferentes érganos vegetales y en sus caracteristicas
inmunoldgicas. La actividad de las diferentes isoformas de GS puede resolverse por
cromatografia de intercambio idnico (McNally y Hirel, 1983). En hojas, estas
isoformas designadas GS; y GS; estan localizadas en el citoplasma y en el

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

asimilar ¢l amonio producido dutrante la fotorrespiracién y la reduccién de nitrato
(Edwards y Coruzzi, 1989; Wallsgrove et al., 1987). En la ralz, la actividad de GS se
encuentra principalmente en el citoplasma, pero parte de la actividad también esta
presente en los plastidos de algunas especies (Vezina et al., 1987). Los nédulos de
algunas leguminosas también presentan dos isoformas de GS . En frijo! las dos

isoformas de nddulo se han denominado GS,.1 y GSy.», la isolorma GS,., es

especifica de este érgano (Culiimore et al, 1983; Lara et al., 1983).



La glutamina sintetasa (GS) en las plantas superiores es una proteina octamérica

constituida por subunidades con movilidad relativa (M;) de 38 000 a 45 000 y una M,

en estado nativo de aproximadamente 350 000 (Lea et al,, 1990). La base molecular
de las diferentes isoformas de GS es la sintesis de diferentes subunidades
polipeptidicas codificadas por genes diferentes (Forde y Cullimore, 1989). Utilizando
electroforesis en dos dimensiones (O'Farrell, 1975), se examiné la composislén de
subunidades de la GS de diferentes érganos del {rijol (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 cloroplastica (a, b, ¢ y d), mientras los otros
dos polipéptidos de 40 kDa, denominados a y B, constituyen la isoforma citoplédsmica.
Estos ultimos (o y ) también estan presentes en la GS de la raiz. La GS de nddulos
contiene dos tipos de subunidades con M, de 40 000, uno de ellos esta prasente en
las hojas y en la raiz (polipéptido ), mientras que el otro, denominado ¥, es especlfico
del nédulo. La isoforma especifica del nddulo (GS,.1) esta constituida principalmente

de polipeptidos y, mientras que la isoforma GSy.2, similar a la GS de raiz (GS,), estd
constituida principalmente de polipéptidos B. En la raiz, la GS esta constituida de
polipeptidos oy B. El polipéptido B es el principal componente de la GS en raices

maduras (Orega et al., 1986). El polipéptido o es el polipéptido mas abundante en el

embridn y al inicio del desarrollo de la raiz (Ortega et al., 1986), de las hojas primarlas
(Bennett y Cullimore, 1989), de los cotiledones en germinacién (Swarup ef al,, 1990,

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

La designacién de isoformas basada en la separacién por cromatografia de
intercambio idnico se ve complicada por el hecho de que algunas de las isoformas
separadas por intercambio idnico son en realidad mezclas de octameros heterdlogos

(Cal y Wong, 1989). La isoforma GS,. de ndédulo corresponde a diferentes

combinaciones octaméricas de los polipéptidos py vy, mientras que la GSp.;
corresponde octameros constituidos unicamente de polipéptidos . En este trabajo, la
designacion GSy.1 y GSp2 se ha cambiado por GS-yy GS-f, respectivamente. En |a

ralz y en las hojas embrionarias los polipéptidos oy 3 también se puedsn asociar en

octameros heterdlogos, en ciertas etapas del desarrollo (Ortega, 1988; Bennett y
Cullimore, 1989).

‘La heterogeneidad de polipéptidos de la GS también se ha reporiado en otras
aspecies. En chicharo se han reportado cinco polipéptido cuyos nivelas de expresion
varian en los diferentas érganos (Tingey et al,, 1987). Los polipéptidos mas
abundantes en nddulo son tres polipdptidos denominados GS, que también se
expresan en raiz y hojas. El polipéptido GS, es la forma mas abundante en ralz, pero
también esta presente en hojas y nédulos. La GS cloropléstica se sintetiza como un
precursor de 49 kDa que se procesa para dar uh polipéptido de 44 kDa que
corresponde a la subunidad de la GS pldstidica (Tingey et al., 1988)

Las evidencias genéticas en diferentes especies vegetales han establecido la

existencla de pequefas familias multigénicas que codifican para las distintas
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subunidades de GS {Cullimore et al., 1984, Dunn et at., 1988; Gebhardt et al., 1986;
Hirel et al., 1987; Tingey et al., 1987). Un gen codifica para la GS cloroplastica, dos
genes codifican para las formas citoplésmicas de GS de hoja y raiz y en algunas

leguminosas hay un gen que codifica para un polipéptido especifico del nédulo.

En frijol, la GS del cloroplasto esta codificada por el gen gin & , esta isoforma se

sintetiza como un polipeptido precursor de 43 kDa que contiene un péptido sefal que
es removido durante el transporte hacia el cloroplasto {Lightfoot et al., 1988); las
diferentes subunidades de la GS cloroplastica (a, b, ¢ y d) probablemente sean
resultado de modificaciones postraduccionales y posiblemete representen distintos

grados de glicosidacion, de manera similar a la GS; de tabaco (Nato et al,, 1984).
Los otros genes de GS de frijol {gin«, gin By gin y) codifican para las subunidades

citoplasmicas 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 (Bennetlt et al., 1989, Cock et al,, 1990, Ortega et al,, 1986),

indicando que la regulacidn de la GS es a nivel transcripcional, La expresion del gen

g/n B en raices maduras es 5 a 10 veces mayor que la expresidn de g/n o (Forde y
Cullimore, 1989), coincidiendo con la mayor de expresién del polipéptido B en raices

maduras {Ontega et al, 1986). El gen g/n B tiene un nivel de expresién en raiz de 20 a

140 veces mas que su expresidn en hojas (Forde et al., 1989).

En nddulos, los genes g/n By g/ny son los genes de GS que se expresan en mayor

proporcidn, los genes g/n o y gln d también se expresan en nédulos pero en una
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menor proporclén. La expresién del gen glny se induce considerablemente en
nédulos, sin embargo, se ha detectado expresion de este gen en otros ¢rganos de la
planta, aunque a un nivel mucho menor, su expresién en raices es 150 a 750 veces
menor que en nédulos (Bennett et al.,, 1989).

Reclentemente la utilizacién de plantas transgénicas de Lotus gg_mjg_ulami y de
labacoA con fuslones de los genes de GS algende 8 gluéuron_idasa (gus) ha
demos.tlrado que la actividad de los promotores de GS es a nivel especiiico de tejidos.
Eslos esludios rindlcan que las isoformas de GS desempefian funciones espacificas
en el metabolismo del nitrégeno (Edwards et al., 1990, Forde et al., 1989). En tabaco,

la actividad del promotor de la GS; cloropléstica de chicharo predomina en los tejidos

fotosintéticos, en consistencia con su papel en la reasimilacién del amonio derivado
de la fotorrespiracién y la reducci6n de nitrito en los plastidos (Wallsgrove et al.,

1987). Estudios realizados en nodulos de plantas transgénicas de Lotys corniculatus
con fusiones de los genes de GS de frijol han demostrado que el gen giny se expresa
Unicamente en células infectadas, mlentras que g/n 8, que también se expresa en rafz

y hojas, se expresa principalmente en nédulos jévenes. En nédulos maduros la
expresién de g/n f} se encuentra restringida al tejido vascular del nédulo (Forde et al,,
1989). De manera similar, el gen GS3A, de la isoforma citoplasmica mas abundante
eri chicharb. se expresa exclusivamente en los elementos del floema de plantas

transgénicas (Edwards ef al,, 1990) y su funcién mas probable seria la generacién de

glutamina para el {ransporte intercelular, puesto que la expresién de este gen es
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particularmente intensa en cotiledones de plantas transgénicas.

Metabolismo del carbono en el nddulo.

Los nddulos de las leguminosas tienen un metabolismo muy activo y pueden utilizar
mas del 30 % del carbono derivado de la fotosintesis {Minchin y Pate, 1973}. E!
fotosintato transportado en forma de sacarosa es metabolizado en el nddulo para
generar los esqueletos de carbono, las moléculas reductoras y la energla nacesarla
para la fijacion simbidtica de Np (Pate y Layzell, 1990). Las condiciones anaerdbicas
en el nodulos causadas por la barrera de difusidn de oxigeno afectan su

metabolismo. Es interesante notar que las plantas en condiciones anaerobicas

acumulan serina, glicina, alanina, acido y-amino butirico, los mismos compuestos que

se acumulan en el nédulo (Blevin, 1989, Varice y Heichel, 1991). Los acidos
tricarboxilicos malato y succinato son también productos del metabolismo anaer6bico
en las plantas, estos &cidos tricarboxilicos desempefian un papel central en el
metabolismao del nddulo, puesto que son las fuentes de carbono que ‘la planta
sumunisira a los bacteroides para mantener la actividad de fijacion de nitrégeno. Hay
evidencias de que algunos aminoécidos como aspartato y prolina también pueden
ser utilizados por el bacteroide (Blavins, 1989; Kohi ef al., 1988). En los nddulos de
las leguminosas, las enzimas de la via de las pentosas son mds activas que las
enzimas de la glicolisis (Blevins, 1989). .ﬁ

La necesidad de acoplar la fotosintesis con la reduccién del nitrégena atmosférico

durante la coevolucion del simbionte y el huésped, ha genarado procesos de ahoro
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de energia como las actividades de reasimilacion de COy y Ha, que pueden mejorar la -
eficiencia de la fijacién simbidtica de Np (Gadal, 1983; Schubert, 1986). La eficiencia
con que se usan los carbohidratos en el proceso de reduccidn de Np y las

consecuenclas que esto tiene en la economfa global del carbono en la planta es aun

objetc de astudio {(Vance y Heichel, 1991; Warembourg y Roumet, 1989).

Asimllacién de CO; en el nédulo.
En los nédulos de las leguminosas existe una alta actividad de fijacién de CO,. Esta
actividad desempefia varias funciones para el mantenimiento de la fijacién simbiotica
de Na. Entre estas funciones esta el aporie de esquéletos de carbono para la

asimilacion de amonio. La asimilacién de amonio y la sintesis de los compuestos

transportadores de nitrégeno requieren de la provision de esqueletlos de carbono, los

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

cetodcidos utilizados para la asimilacién de amonio y la sintesis de compuestos
nitrégenados (Vanlerberghe et al,, 1990), él 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 reabastecimienlo se han
denominado reacciones anapleroticas. La fijacion anaplerética de CO; en los nddulos
se lleva a cabo por la enzima fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC), una enzima
clave en el metabolismo vegeta.I (Gadal, 1983). Ademas de reabastecer de
intermediarios al ciclo de Krebs, la PEPC es una parte integral del metabolismo

anaerdbico del nddulo {Blevins, 1989), puesto que es la responsable de la sintesis
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de &cidos dicarboxilicos {malato y succinato) para la respiracion del bacteroide (King
et al., 1986). Recientemente se ha demostrado claramente que I0s écldos organicos

producidos por ia fijacién de COz en el nddulo son utilizados directamente por los

bacteroides {Rosendahl et al., 1990). La sintesis de acidos organicos por la PEPC
sirve también para mantener el balance de cargas en el xilama y el pH intracelular
(Deroche y Carrayol, 1989). El desarollo de métodos para la determinacion

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

costo minimo de 4 mg de C por cada mg de nitrégeno fijado, una parte importante de

éste (1.5 mg C/mg N3) es aportado por la actividad de carboxilasa del nédulo

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

para la fijacién de nitrégeno.

Caracterizaciéon de la PEPC.

La fosfoenol piruvato catboxilasa fué originalmente descubierta en una planta Cj,

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

fotosintética de CO; en plantas con metabolismo C4 y CAM. La reaccién que fleva a

cabo la PEPC es la sintesis de oxaloacetato y la produccidn de fosfato inorgénico a

pattir de fosfoenolpiruvato y bicarbonato, mas que CO, como tal (Latzko y Kelly,
1983). La mayoria de los reportes estan de acuerdo en que la PEPC en plantas Cy4
esté localizada en el ciloplasma, sin embargo la localizacidn de PEPC en plantas Cj

no se conoce con carnteza. Algunos reportes indican que la PEPC esta 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 importanie pape! en la fisiologia del nddulo, poco se sabe acerca de
las caracteristicas bioquimicas y moleculares de la enzima del noédulo. La PEPC ha
sido parcialmente purificada de nddulos de alfalfa, soya, frijo! y Lupinus (Deroche et
al,, 1983; Marczewski, 1989; Miller ot al., 1987; Schuller et al., 1990; Vance y Stade,
1984). E! peso molecular de las subunidades de PEPC determinado por electroforesis
en SDS es aproximadamente 101 kD. La PEPC en estado nativo es un tetrdmero de
440 kD (Schuller et al., 1990). Esta enzima represenia el 1 al 2 % de la proteina total
en los nddulos activos en fijacién de nitrégeno (Miller et al, 1987). Se han reportado
isoformas de PEPC en nodulos de alfalfa, Lupinus, frijol y soya (Deroche y Carrayol,
1989; Marczewski, 1989, Miller et al, 1987), perc no se sabe si esté codificada por un
gen especifico de nodulo. Recientemente se ha clonado la PEPC de nodulos de

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

Uno de los aspectos mas importantes en el esfudio de !a simbiosis de las
leguminosas con Rhizopium es el analisis de las senales que determinan la
expresion de nodulinas ¢ proteinas especificas del nédulo.
Los principales objelivos de este trabajo son el determinar los factores simbidticos
relacionados con la expresidn de las isoformas especificas del nddulo de la glutamina
sintetasa {(GS) y la fosfoenol piruvalo carboxilasa (PEPC), enzimas imponiantes de!
metabolismo, involucradas en la asimilacién del amonio y del carbono en los nédulos,
y por otra parte, estudiar la expresion de la GS y la PEPC en relacién a la eficiencia !
en la fijacion de nitrégeno. ,
Este analisis se ha realizado a través de dos diferentes tipos de estrategias: ta
utilizacién de cepas de Rhizobium con diferentes caracteristicas simbidticas, y la

utilizacion de altas concentraciones CO, para aumentar la capacidad fotosintética de

la planta e incrementar ia eficiencia de la fijacion de nitrégeno.
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MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico.

Se utilizaron semillas de Phaseoius vuigaris variedad negro Jamapa. Las semillas
se desinfectaron con Cloralex al 10% durante § minutos y se lavaron con agua esleril.
Las semillas se pregerminaron durante 3 dias antes de inocularlas con diferentes
cepas de Rhizobium, la cepa silvestre de Bhizobium leguminosarum biovar phaseoli
CE3 (Noél et al,, 1984), la mutante TMPD++ CFN 037, derivada de ia CE3 (Soberén et
al,, 1990), la cepa de Bhizobium iropicii CIAT 899 (Martinez-Romero et al, 1991) y
cepas de Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli aisladas en Brasil, que fueron
proporcionadas por la Dra. Mariange'la Hungria. Algunas de las cepas brasilefias han
sido caracterizadas en simbiosis (Hungria 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 et al,, 1984), ¢ en una camara de ambiente controlado
(Conviron E15) a temperatura constante de 25 C y con un intervalo luz/oscuridad de

12 h. La concentracion de CO; dentro de la cdmara se mantuvo normal (0.02% } 6 se

incrementd a 0.1% a partir del dia 8 después de la infeccion, unicamente durante el
fotoperiodo. Las plantas se colectaron a diferentes intervalos, Se determiné el peso
fresco de la parte aerea inmediatamente después de colectar las plantas. El peso
seco se determind incubando el material vegetal a 70 C durante 48 h. Los nddulos se

colectaron y se congelaron a -70 C hasta su analisis.
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Determinaciéon de la actividad enzimatica.
Aproximadamente 0.5 g de nddulos se extrajeron en 2,5 ml de buffer Tris-Cl pH 8,
conteniendo 1mM PMSF, 1mM EDTA, 10% glicerol, 5% etilen glicol, 1 mM MgCla. La

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

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

minuto a 30 C. La actividad de PEPC se determind por el ensayo acoplado a malato

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

actividad de nitrogenasa se determind como reduccion de acetileno por el el sistema
_,radicular. en botaellas de 250 ml conteniendo una atmdsfera de 10 % de acstileno,

durante 1 h. La concentracion de etileno producido se determing en un cromatégralo
de gases con deiector de ionizacién de flama (Varian). La concentracion de proteina

se midié por el metodo de Bradford (1976).

Enriquecimiento de las actividades de PEPC y GS.

Los extractos para el andlisis de las isoformas de PEPC y los polipéptidos de GS se
hicieron en buffer fosfatos (20 mM fostatos pH 7.8, TmM PMSF, 1mM EDTA, 10%
glicarol, 5% etilen glicol, 1 mM MgCly). Se aplicaron de 0.5 a 1 ml de extracto de
nédulos sobre 0.5 mL de hidroxitapatita equilibrada en buffer de extraccién. La
hidroxilapatita se lavé con 80 ¢ 100 mM de fosfatos y la actividades de PEPC y GS se
eluyeron con 400 mM de fosfatos. Se determinaron las actividades de GS 6 PEPC, y
las fracciones de mayor actividad se dializaron contra buifer de extraccion y

posteriormente se utilizaron para el andlisis de las isofarmas de PEPC ¢ los
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polipéptidos de GS.

Analisis de isoformas de PEPC.

Las composicion de isoformas de PEPC se determing a partir de las fracciones de

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

de extractos enriquecidos en actividad de PEPC se separaron por electroforesis
nativa, se incubaran durante 1 h en medio de reaccion y se tifleron con colorante Fast
Violet para revelar las bandas de actividad (Deroche et al., 1983). La aclividad de
PEPC también se purificé parcialmente por intercambio iénico en cromatogratia
liquida de alta resolucion (HPLC}: 10 g de nddulos se extrajeron en butfer fosfatos, se
enriquecieron en una columna de 10 mi de hidroxilapatita; la fraccion enriquecida se
aplicé a una columna de 4.5 x 2560 mm de TSK DEAE-25W, previamente equilibrada
en bufter de extraccion. Se utilizé un flujo de 0.5 m! min-1, La actividad de PEPC se
eluyd con un gradiente de 0 a 500 miM de NaCl en butfer de extraccién. Se colec(aron
fracciones de 0.6 mL. Las fracciones de mayar actividad de PEPC se analizaron por

alectrofaresis en SDS (Laemli, 1970) y tincidn por azul de Coomassie.

Andlisis de los pollpéptidos de PEPC y GS.

Se analizaron las proteinas de PEPC y GS por medio de electroforesis en geles de
poliacrilamida en SDS (Laemli, 1970) e inmunotransferencia (Towbin et al., 1979) a
papel de nitrocelulosa ¢ Inmobilon P. Se utilizaron anticuerpos especificos contra la
GS de nddulos de frijol (Lara et al., 1984), contra la PEPC de nddulos de alfalia (Miller

et al, 1987) y ademas anticuerpos contra Uricasa de nddulos de frijol (Sanchez et al.,
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1987). Como sistemas de deteccion se utilizaron anticuerpos acoplados a peroxidasa
¢ fosfatasa alcalina.

Para el analisis de la composicidn 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 compaosicién de polipéptidos se revelé con |
anticuerpos anti-GS de nddulo (Lara et al., 1984), utilizando un segundo anticuerpo
acoplado a fosfatasa alcalina. La abundancia relaliva de los polipaptidos se
determind por densitometria laser, los datos generados por ei'densitdmetro (Biomed
Instruments) se analizaron con un programa Aulospover Videophoresis_(Biomed

Instruments).
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RESULTADOS

Efecto de la inoculacidon con diferentes cepas de Bhizoblum sobre el
crecimiento vegetal.

Se infectaron plantas con diferentes cepas de Bhizobium con el fin de analizar la
actividad de glutamina sintetasa (GS) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC),
enzimas importantes del metabolismo del nédulo que catalizan las reacciones de
asimilacién de amonio y de CO;, respectivamente, durante el desarrolio de los
nddulos. Las caracteristicas simbidticas de algunas de eslas cepas, como aclividad
de nitrogenasa, eficiencia relativa, actividad de hidrogenasa y ia proporcidon de nitré-
geno fijado transportado en forma de ureidos, han sido determinadas. La cepa
CNPAF 512 es una cepa precoz, que induce mas rapidamente Ia fijacion y la
asimilacion de nitrégeno en nddulos (Hungria et al., 1991). Las cepas SEMIA 487 y
FP2 son cepas que inducen un alto porcentaje de nitrégeno transportado en forma de
ureidos y producen nédulos con mayor eficiencia relativa (Hungria y Neves 1986 y
1987), los nodulos de la cepa SEMIA 487 tienen una senescencia mas tardia
(Hungria y Franco, 1988). Las olras cepas brasilefias utilizadas: CNPAF 233, CNPAF
119 y CPAC H41, producen una alta relacion Hup/ER/Ureidos (produccion de
hidrégeno/eficiencia relativa/porcentaje de nitrégeno en forma de ureidos) en
simbidsis, en comparacién a las cepas SEMIA 487 y FP2 (intermedia), y a la CNPAF
512 (baja).

l.a inoculacion con diferentes cepas de Bhizobium legumingsarum bv. phaseoli y de
Rhizobium tropici, liene 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 dislintos Rhizgbium mostraron diferencias, tanto en peso fresco de tallos, como en
peso seco de tallos y nddulos a los 25 dias después del establecimiento de la
simbidsis (Tabla 1). Las cepas que produjeron mayor crecimiento vegetal a los 25
dias después de la infeccion fueron la CNPAF512, SEMIA 487 y CIAT 899, Se
seleccionaron algunas de las cepas para analizar su crecimiente a lo largo del
desarrollo, en dos experimentos independientes. En el primer experimento se
comparo el desarrollo de plantas infectadas con la cepa de Rhizobiym
leguminosarum bv. phaseoli CE3 y con Bhizobium {ropici CIAT 899, las bacterias mas
utilizadas en nuestro laboratorio. Las plantas inoculadas con estas dos cepas
muestran dilerencias significativas en las tasas de crecimiento, a partir del dia 16
después de la infeccién (Figura 1). En un segundo experimento se comparo el efecto
sobre el desarrollo vegetal de la inoculacion con diferenies cepas de Bhizobium
legumingsarum 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 (ltima es claramente una cepa poco efectiva en simbiosis (Figura 2).
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Tabla 1. Peso de tallos y nédulos de frijo! cv. negro Jamapa nodulados con diferentes

cepas de Bhizobium, a los 25 dias después de la infeccion.

Cepa

CNPAF512
SEMIA 487
CIAT 899
FP2
CFNO037
CE3
CNPAF 233
CNPAF 119
CPAC H41

*no se determiné

Peso fresco
pane agrea

{g/planta)

3.38
3.39
3.28
2.42
2.27
1.60
1.60
1.90
1.44

Peso seco
pane aérea

(g/maceta)

2.11

2.34
nd.’
1.63
1.08
1.08
1.46
1.67
0.75

Peso seco
nodulos

(mg/planta)

52.6
62.4
53.6
49.6
63.5
414
254
30.8
27.0
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Figura 1. Incremento en peso fresco durante el desarrollo de plantas de frijol

inoculadas con Rhizobium legumingsarum bv. phaseoli CE3 y BRhizobium 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 Bhizobium legumingsarum 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 fostoenol piruvato carboxllasa y glutamina sintetasa
durante el desarrollo de nddulos de frijol.

Se analizo la actividad de la PEPC durante el desarrollo de nddulos infactados con
las cepas de Rhizobiym leguminosarum bv. phaseoli CE3, SEMIA487, CNPAF119,
CNPAF512 y con la cepa de Bhizobjum tropici CIAT 839. Como puade observarse, la
actividad de PEPC es mayor en nédulos de 1as cepas CIAT899 SEMIA487 y
CNPAF512 (Figuras 3 y 4). La actividad de PEPC se induce notablemente desde el
inicio del desarrollo de los nédulos de las cepas CIAT899 y CNPAF512, mientras que
la induccidn en los nddulos de la cepas CE3 y SEMIA487 es mas lenta, sin embargo,
los nodulos de la SEMIA487 alcanzan los niveles de actividad de las nédulos de la
CIAT899 y CNPAF512, mientras que los nddulos de la CE3 pfesentan una aclividad
manor durante todo el periodo de dasarrollo. Las diterencias en la actividad
especifica de GS (Figuras 5y 6) no son tan imporantes como las diferencias en la
actividad especilica de PEPC, pero en general se observa una mayor actividad de
GS en los nédulos de las cepas CIAT899 y CNPAF512, en comparacion con la
actividad de los nédulos de las cepas CE3 y SEMIA487. Los nddulos de la cepa
CNPAF119 son evidentemente poco eficientes en la induccion del crecimiento
vagetal, y esto se refleja en los niveles de actividad de GS y PEPC. Puede
astablecerse una correlacién entre las tasas de crecimiento vegetal (Figuras 1y 2) y
los niveles de actividad espacifica y la induccién mas temprana de GS y PEPC de los
nodulos infectados con los distintos Bhizobium. Las plantas noduladas con las cepas
SEMIA 487, CNPAF 512 y CIAT 899, que muestran mayar incremento en peso

(Figuras 1y 2), tienen también una mayor aclividad especifica y una induccién mas
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temprana de PEPC (Figuras 3 y 4), las diferencias en actividad de GS son menos
marcadas pero tambié_n existen (Figuras 5y 6).

Las actividades especificas de GS y PEPC reflejan cambios en la sintesis de estas
anzimas (Figura 7), los niveles de sintesis de PEPC determinados por
inmunodeteccién con anticuerpos especificos, a los 25 dias después de la infeccion ,
varian de acuerdo a los valores de actividad especifica. Los nddulos de las cepas
CE3 y CNPAF119 muestran una menor cantidad de antigeno de PEPC que las cepas
CNPAF512, SEMIA487 y CIAT899, cuyas actividades especiiicas son mas altas y
similares entre ellas (Figuras 3 y 4). La cantidad de anligeno de GS no varia
significativamente en los n6dulos de las diferentes cepas, excepto en la SEMIA119
donde es menor, en correspondencia con los niveles de actividad especifica (Figuras

5y 6).
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Figura 3. Actividad especifica de fostoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) durante el

desarrollo de nédulos de frijol infectados con Bhizobium tropici CIAT 899 y con

RBhizgbium legumingsarum bv. phaseoli CE3.
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Figura 4. A,Actividad especifica de fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) durante el
desarrollo de nodulos de frijol infectados con las cepas de Rhizobium |eguminosaryum

bv. phaseoli CNPAF512, SEMIA487 y CNPAF119.
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Figura 6. Actividad especifica de Glutamina Sintetasa (transferasa) durante el
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Figura 7. Inmunodeteccion con anticuerpos dirigidos contra fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC), glutamina sintetasa (GS) y Uricasa {(U) de nddulos, utilizando

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

contiene 60 pg de protefna de extractos crudos de nddulos infectados con las cepas

de Rhizobium lequmingsarum biovar phaseoli SEMIA 487 (carriles 2 y 7), CNPAF 512
(3), CE3 {4), CNPAF 119 (6) y Bhizobium tropici CIAT 899 {5). Como marcadores se

utilizaron 2 pg de GS pura de nédulos de frijol (1) y 3.5 g de PEPC pura de hojas de

maiz (8).
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Caracterizacion de la fosfoenol piruvato carboxilasa en nodulos de
frijol. ]

Se ha reportado que en nddulos de frijol se encuentra tres diferentes isoformas de
la PEPC, que corresponden a tres bandas de tincién por actividad en geles nativos.
Dos de éstas bandas, denominadas PEPC2 y PEPC3, se encuentran también en raiz
y la otra, de menor movilidad electroforética (PEPC1), se expresa especificamente en
el nédulo (Deroche et al, 1983; Deroche y Carrayol, 1989).

Con el fin de determinar si existen dilerancias en la aclividad de las diferentes
isoformés de PEPC relacionadas a una mayor eficiencia en crecimiento vegelal, se
analizé el patrén de isoformas de PEPC durante el desarrollo de nodulos infectados
con diferentes cepas de Bhizobium. Los extractos de nddulos de diferentes dias
infectados con distintas cepas se enriquecieron por hidroxilapatita y se analizaron en
geles nativos tefiidos por actividad de PEPC (zimogramas). Existen dos diterentes
tipos de cepas en cuanto a patrén de isoformas de PEPC. E! primer tipo estaria
ejemplificado por los nédulos infectados con la cepa CIAT899 (Figura 8), como puede
observarse, en los nédulos de Rhizaobium lfgp_igl_ la isoforma PEPC2 es mas
abundante que las isolormas PEPC1 y PEPC3, este patron de isoformas se observa
durante todo el desarrollo de los nddulos. El patrén de las isoformas de PEPC en los
nodulos de las cepas de Bhizobium leguminosarum bv. phaseoli CE3 y CFN037 es
similar al de los nddulos la CIAT 899, (datos no mostrados). Ei otro tipo de patron de
isoformas se puede observar en los nddulos de la cepa de Rhizobium legumingsarum
bv. phaseoli SEMIA 487 (Figura 9). El zimograma de !as fracciones enriquecidas en.

actividad de PEPC muestra que la isoforma especifica de nédulo (PEPC1) es igual ¢
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mas abundante que la isoforma PEPC2 en estos nddulos, el patrén de isoformas de

PEPC es similar en los nddulos de la cepa CNPAF512. El mismo patrén de isoformas
se observa durante todo el desarrollo de los nédulos infectados con estas dos cepas

(datos no mosirados).

Con el fin de determinar si las diferentes isoformas de PEPC correspdnden ala
sintesis de distintas subunidades polipeptidicas, se purificé parcialmente la actividad
de PEPC de extractos de nédulos de plantas infectadas con Bhizobium {ropici CIAT
899, por hidroxilapatita y fenil sefarosa (Figura10). La separacion de proteinas de los
axtractos crudos de nédulos 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 proteina de esta fraccién (Figura 10, carril 3).
La purificacién posterior en una columna de fenil sefarosa no permite una mayor
purificacién que la obtenida previamente por hidroxilapatita (Figura 10, carriles 4 y 5).
El patrén de isoformas de PEPC de las diferentes fracciones se mantiens durante la
purificacién parcial de la PEPC (Figura 8), sin embargo, la actividad de la PEPC es
muy inestable y se pierde durante la dialisis de la fraccién de fenil sefarosa (Figura 8,
carril 4 y Figura 10, carril 5).

La fraccidn enriquecida por hidroxilapatita se corrié por cromatogratia de
intercambio idnico en HPLC, con ¢l fin de obtener cada una de las isolormas por
separado. Sin embargo, el patrén de eluciéon de la actividad de PEPC en HPLC
(FigUra 11) no muestra una separacion de isoformas, sino que eluye como un solo
pico de actividad, a diferencia de lo que ocutre en los geles nativos, donde si se

pueden separar {res isoformas (Figura 8). Aun asi, el analisis de las diferentes
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fracciones de actividad de PEPC por elactroforésis en condiciones desnaluralizantes
muestra ligeras diferencias en ia migracidn de las subunidades que constituyen ia
PEPC de las diferentes fracciones (Figura 12). Aparecen dos diferentes tipos de
subunidades con pequefias variaciones en peso molecular. Las primeras fracciones
de actividad de PEPC que eluyen de la columna de intercambio idnico
corresponderian a la isoforma espécifica de nddulo PEPC1 (més bésica), estas
fracciénes se caracierizan 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 ultimas fraccio-
nes se observa un solo polipeptido de PEPC de menor pesc molecular (fracciones 33
a la 36), ademas de otras bandas contamintes (fracciones 33 y 34).

Por otro lado se purificd parcialmente la actividad de PEPC de nédulos infectados
con Bhizobium lequminesarum biovar phaseoli SEMIA 487 por hidroxilapatita. Se
analizé la composicidn de isoformas en geles nalivos tefidos por actividad (Figura9) y
se corrig por cromatogratia de intercambio iénico. En la cromatogratia de intercambio
ianico por Q Sefarosa se obtiene también un sdlo pico de actividad que eluye entre

10C y 150 mM de NaCi (datos no presentados),
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Figura 8. Patrdn de isoformas de 1a fosfoenolpiruvato carboxilasa de nddulos de 21
dias infectados con Rhizobium iropici CIAT 899, obtenido por electroforesis en geles
nativos tefidos por actividad. (1) extracto crudo. (2) fraccién enriquecida por
hidroxilapatita. (3) fraccién obtenida de fenilsefarosa después de enriquecer con
hidroxilapatita. (4) fraccién anterior después de dializar. PEPC1, PEPC2 y PEPC3 son

isoformas de fostoenol piruvato carboxilasa.
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Figura 9. Patrén de isoformas de la fosfoenclpiruvato carboxilasa de nédulos de 21

dias infectados con Bhizobium leguminosarym biovar phaseoli SEMIA 487, obtenido

por elactroforésis en geles nativos tefidos por actividad. Los carriles 1, 2 y 3 tienen la
misma muestra. PEPC1, PEPC2 y PEPC3 son isoformas de fosfoanolpiruvato

carboxilasa.
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Figura 10. Gel desnaturalizante tefiido por azul de Coomassie de la pﬁrificacién
parcial de la fosfoenolipiruvato carboxilasa (PEPC) de nodulos de 21 dias intectadqs
~con Rhizobium tropici CIAT 899. (1) marcadores de peso molecular. (2) extracto crudo
de nddulos. (3) ﬁaccién enriquecida por hidroxilapatita. (4) fraccidn obtenida de fenil
sefarosa despuéé de enriquecer con hidroxilapatita. {5) fraccidn de fenilsefarosa

después de dializar.
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Figura 11. Perfil de elucién de la actividad de la fraccion de hidroxilapalita de
{osfoenolpiruvato carboxilasa de nddulos de 21 dias infectados con Rhizobium tropici
CIAT 899 (e), por cromatografia de intercambio idnico en HPLC; en una columna de

TSK DEAE-25W, utilizando un gradiente de 0 a 500mM de NaCl {a)R
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Figura 12. Electroforesis en SDS de las fracciones con actividad de fosfoenolpiruvato
carboxilasa de nodulo (PEPC) obtenidas por cromatografia de intercambio idnico en
el experimento de la figura 7. Los numeros corresponden a las fracciones con mayor
aclividad de PEPC del experimento anterior. Se incluyen también los valores de

concentracion mM de NaCl de cada fraccion.

’
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Efecto de la fertilizaclén con CQ; sobre el crecimiento y la fijacion de
nitrégeno.

Se ha considerado que una de las principales limitaciones de la fijacidn de
nitrégeno es la cantidad de fotosintato disponible en el nédulo. Un incremento en ia
concentracidn de CO2 atmastérico resulta en una disminucidn del proceso de
fotoraspiracidn, haciendo mas eficiente la fotosintesis; en consecuencia, el aporte de
fotosintato al nddulo debe aumentar, broduciando un aumento en la cantidad de
nitrégeno fijado y finalmente en el rendimiento (Hardy y Havelka, 1975).

Can el fin de averiguar si un aumento en Ia eficiencia en fotosintesis tiene algun
efecto en el metabolismo del nadulo, se analizé el efecto de la concentracion alta de
CO; sobre la expresidn y la composicidn de isoformas de la glutamina sintetasa y la
fosfoenolpiruvato carboxifasa, en relacion a la actividad de fijacion de nitrégeno y al
crecimiento vegetal, utilizando dos diferentes cepas de Bhizobium legumingsarum bv.
phaseoli.

Se inocularon plantas de frijo! cv. negro Jamapa con dos diferentes cepas de
Rhizohium legumingsarym bv. phaseoll, la cepa silvestre CE3 y la mutante TMPD++
‘CFNO037, cuyas principales caracteristicas simbidticas son una diferenciacion mas
temprana de los bacteroides y una induccién mas temprana de la actividad de
nitrogenasa (Soberén et al., 1990). Las plantas infectadas se cultivaron en una
camara con ambiente controlado hasta el dia 17 después de la infeccion, en

concentraciones narmales de CO; (0.02%), 6 se cuitivaron en condiciones de alto

CO,, incrementando la concentracién de CO;, a 0.1% durante el fotoperiodo, a parlir
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del dia 8 despuds de la infeccidn.

La ferlilizacton con CO; tuvo un efeclo significativo sobre las tasas de crecimiento de
las plantés. 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 iniclo
del desarrollo de los ndédulos de la cepa CFNO37 en comparacidn a los de la cepa
silvestre (Figura 14), tal como se habia reportado anteriormente (Soberdn et al, 1990).
La actividad de nitrogenasa se ve incrementada con el tratamiento con alto COz en
los nédulos de ambas cepas durante el desarrollo (Figura 14). A diferencia de lo que
ocurre en CO, normal, en alto CO; la actividad de nitrogenasa en los nodulos es
similar en los nédulos de la CE3 y los de la CFN037, excepto al inicio del desarrollo,
cuando la aclividad de nitrogenasa es mayor en los nédulos de la cepa CFN037

(Figura 14, 10 dias).
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Figura 13. incremento an peso fresco de plantas inoculadas con Bhizobium

legumingsarum bv. phaseoli CE3 6 CFN037, cultivadas en COz normal (0.02%) ¢ en
alto CO, (0.1%). Los valores son el promedio de 20 determinaciones. Las barras

verticales son * el error estandard.

45




Etileno producido (umol/h/planta)

8000

6000

4000

2000

' T I L l T l’
Nitrogenasa
o ¢ alto CO2
vy COE normal
- e v CFNQO37 =
o v CE3 §
v
. ’/* N
P
/‘//%
l n i : ] ’ i{

10 12 14 16

dias después de la infeccion

dard (barras verlicales).

18

Figura 14. Actividad de nitrogenasa en nddulos de plantas infectadas con Bhizobium
leguminosarum bv. phaseoli CE3 6 CFN037 y cultivadas en CO» normal (0.02%) 6 en

alto CO3 (0.1%). Los valores son el promedio de 20 determinaciones  error estan-
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Efecto del alto CO; sobre la actlvidad fostoenolpliruvato carboxilasa y

giutamina sintetasa de nddulos de frijol.
Se determind el efecto de! incremento en fijacién de nitrégeno, como consecuencia

de la fertilizacion con CO,, sobre las actividades de la PEPC y GS durante el

desarrollo de nddulos infectados con la cepa silvestre de Bhizobium legumingsarum
bv. phaseoli CE3, La actividad especifica de PEPC en nédulos muestra una ligera

induccidn del dia 10 al dia 17 (Figura 15). Los nédulos de plantas en alto CO;
musestran una induccién mas rapida de la actividad de PEPC al dia 12, que los
nédulos de plantas cultivadas en CO2 normal. Sin embargo, al dia 17 la actividad

especifica de PEPC (248 vs. 216 nmol min-1 mg-1) es similar en altc CO, y en CO3

normal,
La actividad especifica inicial de GS, a los 10 dias de la infeccién, s 2 veces mayor

en nédulos de plantas cultivadas en alto CO, que en nddulos de plantas cullivadas en
CO» no'rmal.(Flgura 16). La actividad de GS se induce 5 veces del dia 10 a! dia 17 en
CO; normal, y 3.5 veces en alto CO2. Hay una induccién mas rapida de la actividad de
GS al dia 14 en los nddulos de plantas en alto CO; con respecto a los nddulos de
plantas cultivadas en CO» ndrmal. Al dia 17 la actividad especifica de GS (5.1 vs. 4.1
Ur mg-1) es similar en ambas condiciones de crecimiento.

Se compararon la actividades especificas de PEPC y GS en nddulos de |a cepa
silvestre CE3 con las actividades de PEPC y GS en nddulos de la mutante TMPD++
CFNO037, a los 11 y 17 dias después de la inoculacién. Las actividades especificas de

PEPC al dia 11 no muestran diferencias significalivas entre los nodulos de las dos
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cepas ni entre los tratamientos con CO; (Figura 17). Se puede observar una induc-
cién en la actividad de PEPC del dia 11 al dia 17, en nddulos de la cepa silvestre CE3
cultivados en CO2 normal y en alto CO,. No se observa una induccién de la actividad
de PEPC en nddulos de la cepa mutante CFNQ37 en ninguna de las dos condiciones
de crecimiento, mas aun, la actividad de PEPC disminuye de los 11 a los 17 dias en
alto COy, en consecuencia, la actividad espacifica de PEPC es menor en los nddulos
de la cepa CFNO37 que en los noduios de la cepa silvestre.

Si se compara la aclividades especificas de GS en nddulos de la cepa silvestre CE3
con las actividades en nddulos de la mutante TMPD++ CFN037 se puede observar
una actividad 2 veces mayor en nédulos de la cepa mutante en comparacién con
nodulos de la cepa silvestre a los 11 dias de la infaccion en condiciones de GO

normal (Figura 18). En aito COj, a los 11 dias, no hay diferencias en actividad
especifica de GS entre nddulos de la cepa silvestre y nodulos de la cepa mutante. A
los 11 dias, tampoco hay diferencias en actividad de GS entre nédulos de la cepa
mutante cultivados en allo CO» 6 en COp_ normal. De los 11 a los 17 dias s€ obsekva
una induccion de 7 veces en la actividad especifica de GS en los nédulos de la cepa

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

examinadas (2.5 a 3 veces). A los 17 dias después de la infeccidn no hay diferencias
significativas en las aclividades espacificas de GS entre las diferentes condiciones de

CO» ni entre ias dos cepas de Rhizgbium.
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Figura 15. Actividad espacifica de fosfoenolpiruvato carboxilasa (+ desviacion

eStandard) durante el desarrolio de nédulos de plantas infectadas con Rhjzobium

leguminosarum bv. phaseoli CE3, cultivadas en alto CO» (0.1 %) y en CO2 normal

(0.02%).
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Figura 16. Actividad especifica de glutamina sintetasa de nédulos (actividad de

transferasa * desviacion estandard), durante el desarrollo de plantas infectadas con

Rhizobium leguminosarym bv. phaseoli CE3, crecidas en alto CO, (0.1%) y en CO;

normat (0.02%).
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Figura 17. Actividad especitica de fosfoenol piruvato carboxilasa de nddulos, a los 11

y a los 17 dias después de la infeccion de plantas con las cepas de Bhizobjum
legumingsarum bv. phaseoli CE3 y CFN037, cuitivadas en alto CO2 (0.1%) 6 CO»

normai (0.02%). Las barras verticales representan la desviacion estandard.
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Figura 18. Actividad especifica de glutamina sintetasa de nddulos (acitvidad de
transferasa * desviacidn estandard), a los 11 y a los 17 dias después de la infeccién

con las cepas de Bhizoblum leguminosarum bv. phaseoli CE3 y CFN037. Las plantas

infectadas se cultivaron en alto CO; (0.1%) 6 en CO2 narmal (0.02%).
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Regulacién de las isoformas de la fosfoenol piruvato carboxilasa y la
glutamina sintetasa del nédulo por alto CO,.

De los resultados anteriores puede concluirse que la fertilizacion con CO; tiene
poco efecto sobre la actividad de la enzimas del metabolismo del nédulo. El siguiente
objetivo fué examinar si la mayor capacidad de fijacion de nitrdgeno, que resulta de la
tertilizacion por CO3 tenia algin efecto sobre la expresion de las distintas isoformas
de las enzimas del metabolismo del nddulo.

Se analizé la composicidn de isoformas de la PEPC de nddulos de plantas

cultivadas en altoc CO, y CO» normal, alos 11y 17 dias después de la infeccion con

las cepas de Bhizobium leguminosarum bv. phaseoli CE3 y CFNO37, por medio de

electroforesis en geles nativos y tincidn por actividad; sinv embargo esta metodologia
no permite una interpretacion 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, especifica de nédulo, y un polipéptido de menor
peso que corresponderia a las isoformas PEPC2 y PEPC3. El anilisis de la PEPC de
nodulos por electroforesis @ inmunodeteccion con anticuerpos (Figura 19) muestra
cambios en la abundancia relativa de las subunidades de PEPC. A los 11 dias
despues de la in!eccién, la subunidad de la PEPC1 es mas abundante en los nddulos

de la cepa silvestre CE3 en alto CO, con respecto a CO, normal. Los nodulos de la

cepa mutante CFNQ37 presentan también una mayor cantidad del polipéptido

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

dias, en ios nddulos de la CE3 cultivados en CO, normal. Por otro lado, la cantidad

relativa del polipéptido especifico del nddulo es menor en nédulos de la cepa

silvestre cultivados en alto COp , y es aiin mds baja en los nddulos de la cepa
CFNOQ37, tanto en CO2 normal como én alto CQj, a los 17 dias de infeccién.

Finalmente, se analizé la composicidn de polipéptidos de la GS de nddulos de

plantas infectadas con las cepas de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli CE3 y

CFNQ37, cullivadas en diterentes condiciones CO». Las subunidades de la GS de

néduloes de frijol pueden separarse como dos bandas polipeptidicas de
aproximadamente 39 000 de peso molecular, por electroforésis desnaturalizante, e

identiticarse por inmunodeteccidn (Bennett y Cullimore, 1989; Padilla et al., 1987). Sin

embargo, esta metodologia no parmitié la separacién de los polipéptidos iy yde la

GS de nddulos en el sistema de electroforésis utilizado en eslos experimentos. La
figura 19 es un ejemplo de los resultados obtenidos utilizando diferentes
concentraciones de proteina y/o anticuerpos. La composicion de subunidades de ia
GS se analiz6 entonces por electroforesis en dos dimensiones, separacion por punto
isoelectrico la primera dimension y por peso molecular en la segunda dimension

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

muestran que la expresién del polipéptido v, especifico de nddulo, disminuye
significativamente en allo CO2 a los 17 dias después de la infeccion con Bhizebium
legumingsarum bv. phaseoli, mientras que la expresién del polipéptido p no se ve -

afectada por el tratamiento con alto CO,. Los mismos resultados se obtienen en
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noédulos infectados con la cepa silvestre CE3 (Figura 20 A y B) y con la cepa mutante

CFNO037 (Figura 20 C y D). La relacién de polipéptidos }/y, determinada por

densitometria, es 2 veces mayor en allo COz que en CO2 normal para nédulos de
ambas cepas.

Los resultados también muestran que en CO; normal, ei polipéptido y se expresa

mas en los nddulos de la CFN 037 que en los nédulos de la CE3 (Figura 20, Ay C).

La relacién de polipéptidos p/y @s 1.2 en nédulos de la mutante CFN 037,y 2.1 para

los nédulos de la cepa silvestre CE3.
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Figura 19. Inmunodeteccién con anticuerpas dirigidos contra fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC), glutamina sintetasa (GS) y Uricasa (U), en extractos de nodulos

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

de la infeccion con las cepas de Rhizohium legumingsarum biovar phaseoli CE3 y

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

de deteccién. Cada carril contiene 40 ug de proteina de nddulos. Se ulilizaron 2 g

de GS pura de noédulos y 3.5 g de PEPC pura de maiz como marcadores.
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Figura 20. Composicidn de polipéptidos de la glutamina sintetasa de nédulos de frijo!

infectados con Rhizobium legumingsarum bv. phaseoli CE3 (Ay B) 6 CFN Q37 (Cy
D). Las plantas inlectadas se crecieron en 0.02% de CO, (Ay C) 6 0.1% de CO, (By

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

por Wastern utilizando anticuerpos contra la GS de nddulo y anticuerpos conjugados

a fosfatasa alcalina como sistema de deteccién. f§ y y son polipéptidos de GS.
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DISCUSION

Actividad de glutamina sintetasa y fosfoenol piruvato carboxilasa
durante la simbidsis frijol-Rhizoblum.

La simbidsis entre frijol cv. negfo Jamapa y las cepas de Rhizobiym CIAT 899 y
CNPAF512 se caracterizan por una mas rapida induccién y una mayor actividad de
PEPC (Figuras 3y 4) y de GS {Figuras 5 y 6), en contraste con la expresion de PEPC
y GS en la simbidsis entre frijol negro Jamapa y la cepas de Bhizobium CE3 y
CNPAF119, simbidsis menos eficientes en acumulacién de materia vegetal (Figuras
1y 2). Estos resultados permiten considerar a BRhizobium {ropici CIAT 899 como una
cepa "precoz" similar a la CNPAF512 (Hungria et al,, 1991), las plantas noduladas
con este tipo de cepas no muestran los sintomas de deficiencia de nitrégeno
caracteristico de otras cepas que nodulan frijol consideradas "tradicionales”, como
seria el caso de la CE3, debido a la falta de sincronizacion entre el agotamiento de
las reservas de los cotiledones y el comienzo en la actividad de fijacion y asimilacion
de nitrégeno en los nédulos. En general, los resultados de este trabajo muestran
diterencias en la rapidez de la induccidn y en los niveles de actividad especifica dg
PEPC y GS en nddulos infectados con diferentes cepas de Bhizobium. Estas \
diferencias puedsn correlacionarse con las tasas de crecimienio 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 induccion mas
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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Limitacion de Carbono en el nddulo.
~ El efecto de la fertilizacion con CO; sobre la actividad de fijacion de nitrégeno y el
crecimiento (Figuras 13 y 14) son evidencias de que en condiciones normales, la
actividad del nddulo esta limitada por el flujo de carbano {Murphy, 1986; Phillips et al.,
1976). Sin embargo, la verdadera limitacidn por el fotosintato deberla reflejarse en un
incremento en la actividad de especifica de nitrogenasa. Se requiere determinar la
actividad especitica de nitrégenasa en condiciones de alto CO; para descantar la
pasibilidad de que la nodulacién, mas que la actividad del nddulo esle atectada por el
tratamiento con alto CO,. Aunque en otros sistemas como en chicharo se ha
encontrado que el incremento en fijacidn de nitrégeno debido a un enriquecimiento
del CO, atmostérico se refleja en unincremento en la actividad especifica de
nitrogenasa sin afectar la masa total de los nédulos (Masterson y Sherwood, 1978).

Se ha sugeride que la sintesis de ureidos es una estrategia metabdlica de algunas
leguminosas para enfrentar las candiciones de limitacién de carbono en el nédulo
(Schubert y Baland, 1990), puesto que los resuitados de este trabajo indican un
mayar aporte de fotosintato hacia el nédulo en condiciones de alto CO5, existia |a
posibilidad de que el metabolismo de sintesis de ureidos cambiara a un metabolismo

de sintesis de amidas en los nédulos de plantas cultivadas en alto CO,. Sin embargo,

las plantas cultivadas en alto CO; transportan mas ureidos en el xilema (3.36 + 0.08

nmol planta-! min-! ml-1} y acumulan mas ureidos en los nédulos (3.62 + 0.26 nmoi mg

peso fresco-t), en comparacion con los nédulas (2.72 + 0.44 ymol mg peso frasco-!) y
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el xilema (2.06 + 0.04 nmol planta-' min-1 ml-1) de plantas cultivadas en CO, normal.

Esto indica que la sintesis de ureidos esta requlada por factores determinados
genélicamente y no por las condiciones metabdlicas. La mayor concentracién de
ureidos en las plantas cultivadas en alto CO refleja la mayor actividad de fijacién de
nitrégenc en los nédulos {Figura 14), pero también podria indicar una mayor actividad
de asimilacion de nitrégeno con respacto a los nddulcs de plantas en CO2 normal.

La mayor actividad de nitrdgenasa en los nédulos de la cepa CFNQ37, en
condiciones de CO, normal (Figura 14), sugiere un uso mas eficiente del carbono por
los bacteroides de la cepa CF037, probablemente como resultado de la expresidn
del citocromo a+aa (Soberén et al,, 1990). En este caso la actividad de los nédulos de
la cepa CFNOJ37 estaria menos limitada par el totosintato que los nddulos de fa cepa
CE3J. En alte CO,, las actividades da nitroganasa por planta son similares en los
nédulos de la cepa CE3 y los nddulos de la cepa CFNO37, sugiriendo que en astas
condiciones la nitrogenasa esta funcionando a su capacidad maxima y que el aporte
de fatasintato en alto CO; ya no es un factar limitante para la actividad del nédulo. Ei
mayar incremento en peso fresco en allo CO, de las plantas infectadas con la cepa
CFNO37 (Figura 13), se puede explicar asumiendo que los bactercides ds la cepa
CFNO37 utilizan con mas eficiencia el fotosintato del nédulo, dado gue en alto CO; la
aclividad de nitrogenasa es similar en los nédulos de ambas cepas, es evidente que

el exceso de fotesintato se utiliza unicamente para incrementar la biomasa vegetal.
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Caracterizacldn y regulacién de la fostoenol piruvato carboxilasa de
nédulos de frijol.

Se ha demostrado que la PEPC desempefia un papel fundamental en el
metabolismo del nodulo, ya que puede cantribuir con un alto porcentaje del carbono
que se requiere para la fijacién de nitrégeno (Warembourg y Roumet, 1989). Ademas
de su papei durante Ia fijacidn de nitrégeno, los resultados sugieren un papel muy
activo de la PEPC durante las etapas tempranas de desarrollo del nédulo, Ia
induccién mas rapida de PEPC en los nddulos de las cepas CIAT839 y CNPAF512
(Figuras 3 y 4) permitiria un mayor aporte de carbono al metabolismo del nédulo. En
las etapas iniciales del desarrollo, el aporte de carbone al nédulo podria ser mas
limitante debido a que las bacterias se estan dividiendo activamente y la fijacion de
nitrégeno ne ha comenzado aun. Esto se reflejaria posteriormente en una mayor
capacidad de fijacion de nitrégeno.

A pesar de su importancia en la fisiolagia del nédulo, poco se sabe acerca de las
caracteristicas bioqﬁimicas y moleculares de la PEPC en este ¢rgano. La PEPC de
nodulos de frijol puede resolverse en tres isoformas por electroforesis nativa, una de
estas iscenzimas (PEPC1) esta presente unicamente en el nddulo, mientras que las
otras dos (PEPC2 y PEPC3) también se encuentran en raiz (Deroche y Carrayal,
1989). En este trabajo se presentan resultados que indican que la PEPC de nddulos
de frijol esta constituida de diferentes polipéplidqs. uno de los cudles es el
componente de (a isoforma de nédulo PEPC1 y probablemente corresponda a un
polipéptido especitico de nédulo (Figuras 11 y 12), indicando que la PEPC puede ser

una ngdulina. Sin embargo se requiere de la caracterizacion molecular de la PEPC
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de noduios y de raiz por electroforesis en dos dimensiones y por inmunoprecipitacion
de los productos de traduccion in vitro. Se han realizado experimentos de
hibridizacién con RNA de diterentes tejidos de frijo!, utilizando una sonda de cDNA de
la forma {otosintética C4 de PEPC de malz (Hudspeth y Grula, 1989). Los resultados
de estos experimentos {no mostrados) indican un mayor grado de homolo_gia del gen
de maiz con los mensajeros de PEPC de hojas de !rijol, que con los mensajeros de la
PEPC de raiz 6 nddulos; esto sugiere que la PEPC de tejido fotosintético de frijol es
diferente a la PEPC de raiz y nddulo, lo que indica que la PEPC en frijol esta
cadificada por una familia de genes. Se ha demostrado que la PEPC esta codificada
por una familia de genes en maiz (Hudspeth y Grula, 1989), en Masanbryanthenum
crystallinum (Cushman et al., 1989) y también en especies de Flaveria Ca y Ca
(Hermans y Westhoft, 1990).

En este trabajo se encontraron diferencias en la composicidn de isoformas de
PEPC entre n‘édulos de diferentes cepas de Rhizohium. Estas diferencias estéﬁ
representadas por las cepas CIAT899 y la SEMIA487. La actividad de la isoforma
especifica de nodulo PEPC1 en nédulos de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
SEMIA 487 {Figura 9) es mayor que la actividad de esta isoforma en nddulos de
Rhizobium tropici CIAT 899 (Figura 8). Los nédulos de las cepas de Rhizobium
lequmingsarum bv. phaseoli CE3 y CFN037 muestran un patrén similar de isoformas
de PEPC que la CIAT899, mientras que los nédulos de la CNPAF512 tienen un patrén
de isoformas similar a los de la SEMIA487. Los resuitados de este trabajo no indican
una relacion enlre la actividad de la isoforma PEPC1 y una mayor eficiencia en

fijacion de nitrégeno, determinada como un mayor inccremento en materia vegetal,
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puesto que los nddulos de las cepas CIAT899 y CE3 presentan el mismo patron de
isolormas, mientras que se pueden observar diterencias significativas en las tasas de
crecimiento de las plantas infectadas con estas dos cepas (Figura 1). El andlisis de
algunos atributos que definen la eficiencia en fijacién de nitrégeno, ha demastrado
que la cepa SEMIA 487 acumula mas nitrégeno en tallos y frutos que otras cepas de
BRhizobium (Hungrfa y Franco, 1988; Hungria y Neves, 1987). Esto se debe a una
mayor eficiencia relativa (definida como la relacién H; liberado/C2Ha reducido) de los
nédulos, y un mayor porcentaje de nitrdgeno transportado en forma de ureidos, en
comparacion con plantas infectadas con otras cepas (Hungria y Neves, 1986), y
también se debe a una senecencia mas tardia de los nédulos infectados con esta
cepa. El papel de la isoforma especitica del nédulo podria gstar relacionado a
diferentes estrategias metabolicas entre los distintos Rhizobium, relacionadas con
una mayor eficiencia relativa ¢ una mayor ta‘sa de sintesis de ureidos, 6 con
diferencias en 8l suministro de esqueletos de carbono al bacteroide.

La actividad de la PEPC se ve poca afectada por la fentilizacién con COp. (Figuras
15y 17). Sin embargo, la actividad especifica de PEPC es menor en los nddulos de
la cepa CFNO37 (Figura 17, 17 dias), dado que la mayor actividad de nitrégenasa en
los nddulos de la cepa CFNOQ37 (Figura t4) sugiere un uso mas eliciente del carbono
por los bacteroides de la cepa CF037, la actividad de los nodulos de la cepa CFN037
estaria menos limitada por el fotosintato que los nédulos de la cepa CE3. Esto seria
cangruente con una menor actividad de asimilacién de CO, por PEPC en estos
nddulos.

Los experimentos del efecto del CO, sobre las isoformas de PEPC muestran
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resultados contrastantes (Figura 19). A los 11 dias se observa una induccidn de la |
sintesis de la subunidad de la isoforma PEPC1 en los nédulos de la cepa CFN037 en
ambas condiciones y en los nddulos de fa CE3 en alto CO,, mientras que |a |
subunidad de las isoformas PEPC2 y PEPC3 es mas abundante en los nédulos de la
CE3 en COz normal. Por otro lado, la proporcién de subunidades de las isoformas de
PEPC se mantiene en los nédulos de la CE3 en CO, normal de los 11 a los 17 dias,
mientras que en los nédulos de la CFN037 y los de la CE3 en alto CQO3, la el
polipéptido de menor peso molecular, que corresponderia al componente de las
isoformas PEPC2 y PEPC3, es la subunidad prevalente. El analisis de los factores
que regulan la actividad in vitro de la PEPC de nddulos de soya indican que la
actividad de PEPC debe estar acoplada a la utilizacién de sacarosa para proveer de
esqueletos de carbone al bactercide y a la asimilacion de amonio para reabastecer
de intermediafios al ciclo de Krebs (Schuller et al., 1990). Probablemente estas
funciones especificas se llaven a cabo por diferentes isoformas de PEPC, lo que
expligaria porqué se induce la sintesis del componente de la PEPC1 a los 11 dias en
los nédulos de la CFNO37 y en los de la CE3 en alto CQO,, mientras que su sintesis se
mantiene unicamente en los nédulos de la CE3 en CO2 normal a los 17 dias (Figura
19). El efecto del CO; sobre las isoformas de PEPC tal vez pueda ser determinado
mas claramente utilizando otras cepa de Bhizobium, ya que los nédulos de las cepas
CE3 y CFN037, con las cuales se realizaron estos experimentos, tienen poca
actividad de la isoforma PEPC1 en comparacién con la actividad de la PEPC2. La

purificacion y la determinacion de !as caracteristicas bioquimicas de cada una de las
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isoformas de PEPC de nddulo permitird entender el papel de las diterentes isoformas

de esta eanzima en el metabalismao general del nddulo.

Regulacldn de ia GS en los nddulos de frijol.

Durante las uitimos afos se ha relizado un progreso signiticativo en el conocimiento
de la regulacion de la expresion génetica de la GS. Parte del trabajo se ha centrado
en el analisis de la GS de néduios, debido a su aito nivel de expresién y a su gran
induccion duranta la nodulacidn (Lea et al, 1990). Las evidencias indican que en

frijol, Bhizobium esta involucrado en la estimulacién de la expresion especifica de

nédulo de la GS. La induccién inicial del polipéptido y es independiente de la fijacian
de nitrdgeno (Padilla et al,, 1987). Sin embargo, la exprasién de ginyes menor en
nddulos de plamas infectadas con mutantes de Bhizobium Nod+ Fix- y en nddulos Fix+
cultivadas en ausencia de nitrogeno atmostérico (Ar/O,), aun asi, la expresion de gin y

se induce bastante en nédulas de las mutantes Fix- y en los nddulas cultivados en

Ar/Q3, con respecto a la expresién de giny en raiz (Cock et af,, 1990), indicando que

la expresidn inicial de giny se encuentra bajo un control de desarrollo. También en

atfalta, la expresion de la isoforma aespecifica del nédulo puede ser detectada en
nédulos infectados por bacterias Fix- con morfologfa normal {Dunn et al., 1988). La
penetracion de la bacteria en las células infectadas y su diferenciacién a bacteroides

es la senal que inicia la expresion de la GS especifica de nddulos de alfalta (Norris et

al,, 1988). En frijol, la induccidn inicial de giny también parece requerir de la
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penetracién de la bactena a las células infectadas, mientras que la induccién
posterior de g/iny ha sido considerada como una respuesta secundaria que depende

de la actividad de fijacidn de nitrégeno (Chen et al., 1990; Cock et al,, 1390; Forde y

Cullimore, 1989). La presencia de amonio derivado de la fijacién de nitrégeno no
parece ser un factor necesario para la induccién secundaria de la expresidon de GS- y
en los nddulos de frijol, ya que el amonio exégeno no incrementa la actividad de la
GS-y en nddulos Fix- 6 en nddulas cultivados en ausencia de nitréganc atmostérico
(Chen et al., 1990). Los resuitados de este trabajo demuestrén ademas que la

induccién de la expresion del polipéptido y de la GS es independiente de la actividad

de fijacidon de nitrégeno y por lo tanto, independiente de la presencia del amonio

derivado de la fijacidn simbidtica. La fijacién de nitrégeno en condiciones normales se
requiere para incrementar y mantenar la induccién de la GS-y en el nddulo (Chen et
al., 1990), sin embargo en aito‘ CO2, la mayor actividad de fijacion de nitrégeno

parace reprimir la sintesis 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 fijacion de nitrégeno: en condiciones normales de

crecimiento, |la expresion de la GS-y es mayor en los nddulos de Bhizobium

legumingsarum bv. phaseoli CFN037 que en los nddulos de la cepa CE3, a los 17
dias después de la infeccion (Figura 20). Los nddulos de 17 dias de plantas

infectadas con Bhizobium tropici CIAT 899 cultivadas bajo las mismas condiciones
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que las anteriores, muestran una relacién f}/y aproximadamente 1:1 (datos no

presentados), similar a los nddulos de la cepa CFN 037. Se ha demosirado que la
actividad de las isoformas de GS ya no aumenta mas a partir del dia 17 después de la

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

de expresién que pueda alcanzar el polipéptide y en las dilerentes cepas de

Bhizghium analizadas.

Los resuitados en frij‘ol estan en marcado contraste con lo que ocurre en nddulos de
soya. En soya, la ausencia de fijacién de nitrégeno suprime la transcripcidn del
mensajero de GS de nddulos (Hirel et al., 1987). A diterencia de lo que ocurre en
trijol, en estas plantas el amonia exdgeno induce la expresion del mMANA de GS en
nodulos Fix-, y en nddulos cultivados en ausencia de nitrdgeno atmostérico (Hirel et

al., 1987). Por otro lado, la presencia de amonio en el medio induce la expresion de

B-glucuronidasa bajo el promotor de GS de soya en nddulos de plantas transgénicas

de Lotus corniculatys (Miao et al,, 1991). Eslo indica diferancias en los mecanismos
de regulacién de la expresion de GS en nddulos de plantas de diferentes especies.
Las diferencias en exprésién de la GS en nédulos da frijol y de soya no se deben al
tipo de morfologia del nddulo, ya que ambas plantas poseen nodulos determinados,
ni a diferencias en el metabolismo de los nddulos, ya que soya y frijol sintetizan
ureidos como productos de la fijacidn de nitrégeno. Es interesante resaltar que en
soya, lo mismo que én chicharo, un productor de amidas, no hay evidencias de un
gen de GS especifico de nédulb (Hirel et al., 1987; Miao el al., 1991; Tingey et al.,

1988), mientras que frijol y alfalfa, que transportan ureidos y amidas respectivamenta,
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poseen una GS expresada especificamente en el nddulo {Chen y Cullimore, 1989;
Dunn et al., 1988), tal vez las diferencias en regulacién de GS entre frijol y soya se
deban ente otros factores a la presencia ¢ no de un gen especifico de nddulo.
Numerosos estudios han evaluado el pape! funcional de la isoforma especifica de
nddulo en frijol. Etf analisis de la de fa expresion de isoformas de GS en nddulos
{Bennett y Cullimore, 1989; Chen et al., 1990; Lara et al., 1983; Lara et al., 1984), de
la expresidn de los polipéptidos y de los mensajeros de GS en el nddulo {(Bennet et

al., 1989; Padilla et al., 1987), asi como de la localizacion de las isoformas de GS en-
el nddulo (Chen y Cullimore, 1989) y de aclividad de los promotores de gin By giny

en nddulos de plantas transgénicas (Forde et al., 1989) han llevado a la conclusién

de que la GS- y es responsable de fa asimilacion del amonio derivado de la fijacidn

de nitrdgenc. Los resultados de este trabajo demuestran que la GS-y no se requiere
para la asimilacion del amonio derivado de la fijacion de nitrégeno (Figura 20). La
isoforma constitutiva de GS (GS-P) es capaz de asimilar el amonio que se producs,

aun en condicionaes de mayor fijacién de nitrégeno, como sucede en alto CO; (Figura

11), sin que haya una diferencia significativa en la actividad especilica de GS. La

simililud en las actividades especificas a los 17 dias de la infeccion (Figuras 16y 18),
sugiere que debe haber una mayor sintesis de GS-f} en nddulos en alto CO» con

respecto a nodulos en CO, normal. Aunque en general las evidencias indican que en

frijol la expresion de los mensajeros de los dilerentes genes de GS no se induce por

la presencia de amonia exdgeno (Cock et al., 1990), en nédulos infectados con la
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cepa de Rhizobium phasegli CE108 (una mutante Fix- Nod+ derivada de la CE3, que

produce nddulos con mortfologia normal), la adicién de amonio externo induce la

expresion de g/n § en un 100% (Cock et al., 1990). Si hay una induccién de GS-J3 en

nadulos crecidos en alto CO;, es posible que se deba al amonio derivado de la
fijacion de nitrageno.

Los resultados de este trabajo permiten afirmar que ademas de los factores

aspecificos de desarrollo, que controlan la expresién de GS-p y GS-y en el nédulo,

existen factores no relacionados directamente de la actividad de fijacion de ntrageno,
sino que dependen del estado metabdlico del nédulo. En chicharo, por ejemplo, se ha
encontrado que las condiciones de fotorrespiracion de las hojas inducen la expresion
del mensajero de la GS; cloropléstica, pero no afectan la expresion del mRNA de la
GS citoplasmica (Edwards y Coruzzi, 1989); indicando que las condiciones
metabadlicas pueden alectar la abundancia de las diterentes isoformas de GS.

La disponibilidad del fotasintato en los nédulos podria ser un factor determinante en
la regulacion de la expresién de GS. El efecto de la concentracion de CO; scobre el
cracimiento de las plantas y sobre la fijacion de nitrdgeno (Figuras 13 y 14) indica,
como se ha sugeride en otros estudios {(Murphy, 1986; Phillips et al., 1976), que en
frijol la actividad del nédulo esta limitada por el flujo de carbono. EI mayor aporte de
fotosintato hacia el nodulo en condiciones de alto CO; produciria una mayor

praporcion carbono/nitrégeno. Situaciones similares, relacionadas con la expresion

de GS-y, ocurririan en nédulos Fix-y en nédulos Fix+ cultivados en ausencia de

nitrégeno atmostérico (Cock et al., 1990; Chen et al, 1990). En estos n6dulos, al igual
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que en alto CO2, habria una mayar relacién C/N, debido a la ausencia de actividad de
nitrégenasa. El balance C/N an el nédulo probablemente sea el factor determinante

en la regulacidn de la expresidn de las isoformas de GS. La mayor proporcién C/N
gstaria relacionada con una considerable disminucién en la expresion de GS-y. Esto
podria explicar porque la expresién de gin P se induce por amonio en nédulos Fix- de

la cepa CE108 y no en otras condiciones (Cock et al,, 1990).

La determinacion de las caracleristicas cinéticas de las isoformas de GS de nddulos

ha mostrado que la GS-y (GSy.y) tiene una menar afinidad por el amonio y el
glutamico, y una mayor afinidad por el ATP, en comparacién a la GS-p (GS,.2)

(Cullimore et al.,, 1983). Estas caracteristicas de la GS-y serian mds apropiadas para

la asimilacion de un exceso de amonio en condiciones de limitacion de carbono, la

condicién normal del nddulo. En cambio, la aclividad de la GS-[3, con una mayor

afinidad por el amonio y el glutamico, y menor afinidad por ¢! ATP, seria mas

apropiada para la asimilacion de amonio en alto CO», donde habria una mayor carga

energetica (relacion ATRP/ADP) debido al exceso de carbono, y las concentraciones

de amonio podrian ser limitantes para la actividad de GS.

Se ha demostrado que el promotor de g/nf} se expresa en el tejido vascular del
nodulo (Forde et al., 1989); es probable que la expresion de GS-J} en alto CO, deba

compensar la ausencia de GS-y en las células infectadas de los nédulos cultivados

en alto CQO», para asimilar el amonio derivado de ia fijacion de nitrogeno. Las
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diferencias en actividad especilica de la GS de nédulos en alto CO, y en CO; normal
(Figuras 16 y 18) no indican una mayor asimilacion de amenio en nédulos de plantas

cultivadas en alto CO;. Sin embargo, los nédules de plantas cultivadas en CO;

normal acumulan mas «-cetoglutarato (4.73 + 0.38 nmol mg peso de nodulos-1) que
los nddulos de plantas cultivadas en aito CO; (2.62 + 0.47 nmol mg peso de

nédulos-1). La menor concentracién de a-cetoglutarato encontrada en los nédulos de

plantas cultivadas en allo CO» sugiere un consumo mas rapido debido auna mayor
actividad de asimilacion de nitrégeno por la via GS/GOGAT, que en los nodulos de
plantas cultivadas en CQO» normal. Algunos estudios han sugerido que la actividad de
GS puede ser un factor limitante de la fijacion de nitrdgeno (Pacovsky y Fuller, 1991,
Pacovsky y Hungria, 1991). Esta sugerencia presupane que la baja relacion

transterasa/sintetasa de la GS en los nddulos de frijol indica que la GS del nddulo

esta funcionando a su nivel maximo. En este sentido, la actividad de la GS- seria

mas eliciente para la asimilacion del amonia de la fijacién de nitrégeno puesto que la

relacion transferasa/sintetasa de la GS-;ﬂ (GSp-z) es mayor que la GS-y (GS;.)

{Cullimore et al., 1983). Sin embargo, el significado fisioldgico de la relacién
transferasa/sintetasa no es claro, a pasar de que los cambios en esta relacién
parecen afectar los niveles de asimilacion de amonio (Sims et al, 1974). Los
resuitados de este {rabajo no parecen apoyar la idea de que la actividad de la GS sea
un factor limitante de fa fijacion de nitrogeno. Es probable que la actividad de Ia

GOGAT desempefie un papel clave en la regulacién de asimilacion de amaonia en los
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nédulos en condiciones de alto CO».

Durante el andlis de la expresion 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 expresion de los diferentes mensajeros de GS. A partir de eslos estudios se puede
concluir que la regulacién de la GS es principalmente a nivel transcripcional. Las
diferencias encontradas en la expresion de las isoformas de GS an nédulos de

plantas cultivadas en alto CO2 probablemente también sean resultado de su
regulacidon a nivel transcripcional. Sin embargo, no se puede descartar un control

postranscripcional como diferencias en la estabilidad del mensajero de g/ny ¢ un
tasa mas rapida de recambio del poiipéptido v; se requiere del analisis a nivel de
exprasion génetica y de mRNA utilizando sondas especificas para ginf3 y gin y. El

analisis de la region del promotor de gin y por experimentos de retardacidn en geles,

usando extractos crudos de nucleos de raiz y ndédulos, ha demostrado la presencia de
dos regiones que contienen sitios de unién a proteinas, una region proximal que
interactua con multipies factores tanto de raiz como nédulos, y una regidn distal que

une a un {actor presente en nucleos de raiz pero no de nodulos (Forde et al., 1990), lo

que podria sugerir mecanismos tanto de activacion como de reprgsién de giny en el

nodulo. El andlisis de factores que interaccionan con el promotor de g/ny a padir de

extractos de nucleos provenientes de nddulos cultivados en diferentes condiciones de

CO, podria ser util para establecer los mecanismos moleculares de regulacién de la
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expresion de GS. Probablements, los factores que inhiben o afectan la aclividad de
la GS in vitro, como aminoacidos, nucledtidos y la carga energética (Stewarnt et al.,
1980), también contribuyan a la regulacién de la expresion de tas isoformas de GS en
el nddulo. Un analisis més detallado de las concentraciones de otros metabolitos en
el nddulo, como glutdmico, glutamina, ATP, ADP; asi como de las aclividades de otras
anzimas como GOGAT, utilizando las astrategias seguidas en este trabajo, contribuya
posiblemente a establecer un esquema metabdlico que permita explicar los

mecanismos de ragulacién de las isoformas de GS en el nodulo.
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CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias en actividad de PEPC y GS del nédulo que pueden
relacionarse con un mayor incremento en maleria vegetal. Las cepas mas eficientes
en simbiosis presentan mayor actividad de PERPC y GS en los nddulos, las diferencias
son mas marcadas en actividad de PEPC.

La PEPC en nédulos de frijol estd constituida de diferentes subunidades
polipeptidicas con ligeras diferencias movilidad electroforética. Las subunidades de
la isoforma PEPC1 tienen un mayor peso molectlar que las subunidades de las
isoformas PEPC2 y PEPCS3.

Se encontraron diferencias en el patron de isoformas de PEPC en nédulos defrijol
infectados con diferentes cepas de Rhizobium. En las cepas CIAT899, CE3 y CFN037
la isoforma PEPC2 es la mdas abundante; mientras que en las cepas CNPAF512 y
SEMIA487, la isoforma especifica de nédulo PEPC1 y la isoforma PEPC2 se
encuentran en la misma proporcién. Estoe probablemente se relacione con diferencias
importantes en el metabolismo de los nddulos infectados con distintas cepas.

La fertilizacion con CO; incrementa la actividad de fijacion de nitrdgeno y las tasas

de crecimiento vegetal, indicando que en frijol la actividad del nodulo esta limitada
por el flujo de carbono.

La actividad especifica de la GS no se afecta por la fertilizacidon con COjy, sin

embargo la sintesis del polipéplido y de la GS se ve significativamente reducida en
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alto CO».
La actividad de fijacién de nitrégeno y el amonio derivado de ésta no son por si

mismos factores determinantes en la regulacién de GS-y, La proporcidén

carbonqﬁilrdgeno en el nédulo parece ser el factor importante que regula la

expresion 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 CO:
Levels in Bean (Phaseolus vulgaris L..)"

José-Luls Ortega, Federico Sanchez, Mario Soberén, and Miguel Lara Flores*

Centro de Investigacidn sobre Ingenleria Genélica y Biotecnologfa, Universidad Naclonal Autdnoma de México,
Apdo, Postal 2-246, Cuernavaca, Mor. México

ABSTRACT

Nodulated besn (Pheseolus vilgaris) plants were grown for 17
days atier intecilon in narmat (0.02%) GO, and from day 8 lo 17
n high {0.1%) CO,; in order t¢ increase nitrogen fixatton and
define how noduls glulamine ayntheinae (GS) isotorms are reg-
wiated by the ammonia derived from the bacteroid. Nilrogenase

- activity was detected by day 10, and by day 17 activily was over
twofold higher In 0.1% of CO; compared with plants grown in
0.02% CO; and inoculaled with Rhiroblum wild-type sirain CEJ.
Likewlise, piant fresh weight increased in response to increased
CO,, particularly in plants inoculated with 1he Rhizobium phaseali
mutan? strain CFNDJ7, Glutamine synthetase specilic aclivity
increased 2.5- to 8.5-Icld from day 11 to 17, However, Increased
CO; did not appear to have an elfect on GS specific activity.
Anslysis of the nodule GS polypeplide composition revealed that
the v polypeptide was significantly reduced in reaponse to high
CQy, whereas the 4 polypeptice was nol alleclad. The signiti-
cance of this result in relation to the regulation of GS isaforms
and their role in the assimilation of ammonta in the nodule is
tecuased In this paper.

GS’ in bean {Phaseolus vulgaris) rooi-nodules is expressed
as two different isoforms designated GS,.1 and GSa; (3). GSny
is expressed during nodule development cancomitantly with
nitrogenase activity (8). The nodule GS.., is composed of a
polypeptide called v, and the GS,; isoform is composed of
the 8 polypeptide, which is also expressed in roots and leaves
(9). Initial expression of GS-y polypepiide, as ather nodulins
{(5), is independent of nitrogenase activity (12), but its optinsal
induction requires normal gitrogen fixation. Studies on the
expression of the ¥ (Gln.y) and 8 (GIn-#) GS genes in Lotus
commiculatus transgenic plants demonstrated that Gin-y is
expressed in the infected zone of malure nodules where
ammania assimilation takes places, and Gln-g is expressed in
the nodule cortex (7). These results indicate that the GS,.. (v)
is respensible for the ammonia assimilation in bean nodulces,
Furthermore, in bean plants grown in argon (At} in which

' Supported in part by grant BNF-MX-6-87-77 from 1he National
Research Council through 1he U.S. Agency for International Devel.
opment and from Conscio Nacional de Ciencia y Tecnologia, Mévico
(P22HCCO-XK80343). J.-L.O. was supported by a fellowship from
Consejo Nucional de Ciencia y Tecnologia, México.

! Abbreviations: GS, ghrtamine synthetase; # and y, glulabiine
synthetase polypeptides; TMPD, N NN N tetramsethyt-p-phenyte-
nediamine.

nitrogen fixation is inhibited, the y polypeptide is reduced,
suggesting that ununonia regulates ils expression (2). Re-
cently, it has been reported thal ammonia induces soybean
GS gene expression in transgenic L. corniculatus roots (10).
Here, we report differences in the synthesis of GS isofarms
when higher nitrogenase activity is induced by increasing CO;
concentration.

MATERIALS AND METHODS
Plant Material

Bean (Phascolus vulearis L. cv Negro Jamapa) inceulated
with Rhizobium lequninosarum by phaseoli wild-type strain
CE3 or a TMPD?* mutant CFNO37 (13) was grown in a
controlled-environment growth chamber programed for 12-h
photoperiod at 25°C day/night temperature; the PPFD during
the photoperiod was 906 xE m™s~'. Atday 8 after inocula.
tion, CO, was raised to 0.1% during the photoperiod and held
al that level until day 17, Chamber CQ, concentration was
maintained with a Canviton CMP3246 CO; controller (Coa-
trolled Environments inc.). CO; concentration was manitored
by the nondispersive infrared absorptiometry method. Planis
were harvested daily for lresh weight and nitrogenase deter-
mination, The data presented per day are jhe average of ai
least 20 plants.

Enzyme Aclivity

GS activity was measured by the transferase assay (6}, One
unit of activily represents | gmol of y-glulamyl-hydroxamate
formed per min at 30°C. Nitrogenase aclivity was meusured
by acetylene reduciion as described by Dart ¢t al. (4), Protein
was determined by the Bradford procedure with BSA as a
standurd (1).

Anslysis of GS Polypepilides

Nodule extracts were loaded on a 0.5 mL hydroxylapatite
column equilibrated in 20 mum phosphate buffer, pH 7.8,
washed with 4 mL of 80 mm phosphate, and GS aclivily was
cluted with 400 mm phosphate bulfer, Fractions of 200 ul.
were colliected. Fractions containing GS activity were used for
the polypeptide analysis, GS polypeptide composition was
examined by two-dimensional PAGE (11), followed by west-
ern immunaorlelection (14) with an anti-GS antiserum raised
apuinst the purificd enzyme from noduie (9} and an alkaline
phasphatase-conjugated second antibody. The intensity of the
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developed spots was quantified with a laser scanning densi-
tometer (Biomed Instruments SLR-212/11)), The GS-3/GS-y
polypeptide ratio was determined with an Autospover Video-
phoresis program (Biomed Insiruments, Inc.).

RESULTS AND DISCUSSION

Plart Grawth and Nitrogenase Activity

Plants were inoculated with two different Rhizobinum phas-
roli strains: the wild-type strain CEJ and the mutant strain
CFNO037 isolated by its increased ability to oxidase TMPD?*,
which confers earlier bacteroid development and nitrogenase
induction (13). Plant fresh weight increased from day 10 to
17 alter infection. High CO; (0.1%) stimulated plant growth,
panticularly in those plants inoculated with Rhizobium strain
CFNO037 (Fig. 1). Plants grown in 0.1% CO; also display
higher nitrogenase activity than those grown in 0.02% CO;.
In normal CQ; {0.02%), nitrogenase activity in plants inocu-
lated with the CFNO37 Rhizobim mutamt was higher and
remained higher from day 11 to 17 than in plants inoculated
with the wild-type strain CE3, as previously reported (13)
{Fig. 2). in high CO; {6.1%), no difference in nitrogenase
activity was observed in plants inoculated with cither the
CFNO0J7 or the CEJ Rhizobium sirains. This result suggests
that the Rhizobium strain CFNO37 not only promotes carly
bacteroid development and nitrogenase induction (13), but
also provides more fixed N to incorporate into plant fresh
weight when CO;, is increased.

Characterization of Glutaming Synthetase

Glutamine synthetase activity increased almost sevenfold
from day 11 to day 17 in nodules from plants infected with
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Figurs 4. Glutamine synthetase polypeplide composition at day 17 after infection. Plants inoculated with R. phaseoli atralns CEQ (A, B) and
CFNQ37 (C, D) were grown in 0.02% (A, C) and 0.1% (8, D) CO,. Forty micrograms of protein were appiied to each gal,

the wild-\ype Rhizobium CE3 strain and grown in 0.02% CO.
{Fig. 3). In the other conditions tested, GS activity increased
2.5.to 3-fold. No eflect on GS octivity by high CO, was found
at day 17 under any of the conditions tested (Fig. 3). However,
analysis of the GS polypeptide composition at day 17 after
infection revealed that, in high CO;, where nitrogenase activ-
ity is two- to threefold higher, the GS-y polypeptide was
significantly reduced, whereas the GS-3 polypeptide was not
affected {Fig. 4). In nodules infected with the wild type CEJ
strain, the GS-8/GS-y polypeptide ratio detennined by scan.
ning densitometry was 2.6 in normal CO; and 5.9 in high
CO;. Int the nodules infected with the mutant CFNO37 strain,
the GS-8/GS-y ratio was 1.2 and 2.1 in normal CO; and high
CO,, respectively, The GS8-#/GS-y ralio was twofold higher
in 0.1% CO; compared with 0.02% CQ; in both strains. The
fact that the reduction in the GS-y polypeptide does not
reduce GS total activity requires further evaluation. In con-
trast with this result, recent studies (2) showed that, in nodu-
Jated rool sysiems of beans grown in an Ar:Q; atmosphere,
the activity of the nodule GS-y isoenzyme was reduced (85%)
afong with that of nitrogenase, whereas the GS-g isoenzyine
was unalfected (2). Together these results suggest that both
high and low nitrogenase activity can be correlated with a
reduction of GS-y. Because in both experimental proceduges
{excess of CO; or abscence of Ny) one could expect a higher
cathan/nitrogen (C/N) ratio, these data suggest that the C/N
balance within the nodule and not the ammonia derived from
the bacteroid per se may be a primary modulating factor of
nodule GS-v isoenzyme. Whether the reduction in the GS-y
is duc to a reduced synthesis or to a posttranslational modi-

fication mechanism needs to be defined, I carbon availability
plays an important role in GS regulation, this result could
also explain why a gene encoding a cytosolic GS from soybean
increased its expression with ammonia in L. corniculatus but
not in transformed tobacco plants (10).
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