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RESUMEN

En el presente trabajo se presenta el estudio sistemético de la enzima
glutamino sintetasa en hojas de Cathiaranthus roseus, que incluye su purificacién,
caracterizacion y el estudio de su regulacién durante diferentes condiciones medio
ambientales,

Se determiné que la glutamino sintetasa se encuentra como dos isoenzimas en
la hoja. Estas isoenzimas se denominaron GS1 y GS2. La GS1 est4 localizada en el
citoplasma, mientras que la GS2 se encuentra dentro del cloroplasto. La masa
molecular de las isoenzimas es de 46 y 48 kDa, respectivamente. Las Kin para los
. sustratos glutamato, hidroxilamina y ATP son diferentes. La actividad de la GS2
muestra una dependencia total de la presencia de agentes reductores. La GS1
presenta mayor resistencia a la incubacién a altas temperaturas que la GS2, la cual
pierde totalmente su actividad después de 15 minutos a 50°C. Se demostré que la
isoenzima cloropldstica estd glucosilada usando tres técnicas diferentes. La presencia
de nitrato en el medio provoca un aumento en la actividad de la GS solamente
observado en rafces.

Durante los perfodos de estrés, la actividad enzimdtica disminuye. No hay
sintesis de novo de esta enzima y hay una pérdida preferencial de la isoenzima
cloropldstica. Esta pérdida se atribuye a los cambios que sufre su nivel de
glucosilacién.




SUMMARY

A systematic study, which includes the purification, characterization and
regulation of glutamine synthetase of leaves of Catharanthus roseus was made,

Glutamine synthetase exists as two isoenzymes in the leaves. These were
named GS1 and GS2, according to their elution order from an anionic exchange
column and to the current literature on this enzyme. GS1 is located in the cytosol,
while GS2 is in the chloroplast. Their respective molecular weights are 46,000 and
48,000. There is an absolute requirement of reducing agents in the case of GS2. Their
affinities for the substrates glutamate, hydroxylamine and ATP differ greatly. GS1
resists heat treatments better than GS2, which at 50°C loses its activity completely. It
was demonstrated by three different approaches that the chloroplastlc isoenzyme is
glycosylaued The presence of nitrate induces an increment in GS activity in the roots
but not in the leaves.

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



INTRODUCCION

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

Existe un nimero cada vez mayor de reportes sobre los patrones protéicos de
diferentes 6rganos durante los perfodos en que las plantas se enfrentan a condiciones
de estrés. Sin embargo, en muy contados casos el estudio de estos patrones ahonda en
la identificacién de las proteinas a las que corresponden las manchas en las
autorradiografias.

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

En el presente trabajo se presenta el estudio sistemético de la enzima
glutamino sintetasa en hojas de Catharanthus roseus, que incluye su purificacién,
caracterizacién y el estudio de su regulacién durante diferentes condiciones medio
ambientales.



ANTECEDENTES

1. ASIMILACION DEL AMONIO

Tanto el nitrato como el nitrégeno atmosférico, dos de las principales fuentes
de nitrégeno inorgdnico disponibles para las plantas, deben reducirse hasta amonio
antes de que este elemento se incorpore a la materia orgfinica. Puesto que los
aminodcidos, ya sea libres o formando parte de las proteinas, son la forma
predominante de N orgénico, se considera que el producto primordial de la
asimilacién del N es el grupo a-amino.

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

Hay varias enzimas que, en potencia, son capaces de incorporar al amonio a
formas orgdinicas como son los aminodcidos o las amidas, como la alanina
deshidrogenasa, la aspartato deshidrogenasa, la asparagino sintetasa, la glutamato
deshidrogenasa y la glutamino sintetasa (Cuadro 1); de las cuales, solamente las tres
iltimas han sido descritas en plantas superiores. Si bien la mayoria de las plantas
absorben cantidades minimas del i6én amonio a través de sus sistemas radiculares,
estdn equipadas y utilizan lag enzimas disefiadas para su asimilacién.

Histéricamente, se consideraba que la ruta principal de entrada del nitrégeno
era la via de la glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.4). Esta enzima se encuentra
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ampliamente distribuida y es un mecanismo muy activo para la asimilacién del
amonio.

Cuadro 1. Reacciones de las enzimas que incorporan amonio a aminoécidos o amidas en plantas

superiores'
D Piruvato + NH, + NADH -owwmrrr ‘Alanina + H,O + NAD® [ Alanina deshidrogenasa
2) L-Aspartato + NH, + ATP -ee----- L-Asparagina + H,O + AMP + PPj |Asparagina deshidrogenasa
8) Oxalacetato + NH, + NADH -.---.--- L-Aspartato + H,0 + NAD* Aspartato deshidrogenasa
4) a-cetoglutarato + NH: + NAD(P)H --------- L-glu + H,0 +NAD(P)* | Glutamato deshidrogenasa
(5) L-Glutamato + ATP + NH - L-Glutamina + ADP + Pi Glutamino alntetasa

! Tomado de Blevins (1989)

La otra candidata para llevar a cabo esta asimilacién era la enzima glutamino
sintetasa (EC 6.3.1.2). Sin embargo, el producto de la accién de esta enzima es la
glutamina y se desconocia el mecanismo por el cual se realizaba la transferencia del
N amido a la posicién a-amino de los aminodcidos. En 1970, el grupo de Tempest
describié por primera vez una enzima que catalizaba dicha reaccién, la glutamato
sintasa. Méds tarde, esta misma enzima fue encontrada en tejidos vegetales (Dougall,
1974; Fowler et al., 1974; Lea y Miflin, 1974). Una caracteristica clave de la via de Ia
glutamato sintasa es su naturaleza ciclica, en la que el glutamate actiia como aceptor
y como producto de la asimilacién del amonio.

2. GLUTAMINO SINTETASA

Se considera, con base en los estudios utilizando N, '*N, inhibidores y més
recientemente mutantes (Lea et al., 1989), que méds del 95% de la asimilacién del
amonio en las plantas se realiza a través del ciclo de la glutamato sintasa, descrito en
la figura 1. Después de la incorporacién del amonio en la glutamina por la enzima
glutamino sintetasa, el nitrégeno puede ser transferido a una amplia gama de
compuestos (Figura 2).

2.1 Purificacién

La GS ha sido purificada y caracterizada de un gran ndmero de tejidos
vegetales, incluyendo hojas de chicharo (O’Neal y Joy, 1973), Lemna (Stewart y
Rhodes, 1977), rafces y hojas de arroz (Hirel y Gadal, 1980, 1981), hojas de espinaca
(Hirel et al., 1982), hojas de tabaco (Hirel et al., 1984), raices, nédulos y hojas de
Phaseolus (Cullimore et al., 1983; Lara et al., 1984), por citar s6lo algunos ejemplos.

Es oportuno mencionar que en general se han seguido los esquemas de
purificacién clésicos, que involucran la precipitacién con sulfato de amonio,

3



Figura 1. Ciclo de la glutamato sintasa. Enzimas: 1, glutamino sintetasa; 2,

glutamato sintasa.

POLIAMINAS

ASPARAGINA

’%L“ THIPTOPANO GLUTAMINA

oS

COENZIMA ESPECIFICAS
GMF, AMP
UREIDOS
NUCLROTIDOS
TRANSPORTE

DE 108 AA

Figura 2, El papel de la glutamina en la transferencia de nitrégeno en las plantas
superiores. (Modificado de Miflin et al., 1981)
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cromatografia de intercambio iénico y cromatografia de permeaci6én; sin embargo, el
uso de columnas de afinidad como la utilizada por Lara y colaboradores (1984), en la
que se tiene dcido antranflico unido a Sepharosa y se eluye con un gradiente de AMP,
ha venido a revolucionar la manera de purificar GS de tejidos no fotosintéticos; no
siendo asf en el caso de la enzima aislada de hojas verdes.

2.2 Ensayo
La glutamino sintetasa cataliza la siguiente reaccién:

M.ﬂ"
L-glutamato + NH; + ATP <> L-glutamina + ADP + Pi

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

L-glutamato + NH,OH + ATP c§> v-glutamilhidroxamato + ADP + Pi + H,0

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

2.3 Distribucién en la planta

La glutamino sintetasa parece estar distribuida a lo largo de toda la planta,
atn cuando sus niveles difieran de manera importante entre un tejido y otro (Lee y
Stewart, 1978; Stewart y Rhodes, 1978). En la mayoria de los casos, la actividad
encontrada en hojas es mucho mayor que en la raiz; empero si existe la necesidad de
asimilar una gran cantidad de amonio en este iltimo, la situaci6én puede revertirse
(Lee y Stewart, 1978).

2.4 Estructura cuaternaria de la GS

La GS de las plantas superiores tiene una masa molecular calculada en el
rango de 300 a 370 kDa y estd compuesta de ocho subunidades idénticas (o casi
idénticas) (Stewart et al., 1980). Tanto su tamafio como su estructura cuaternaria la
hacen muy semejante a la enzima aislada de mamiferos pero es bastante diferente de
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la bacteriana, que tiene 12 subunidades de cerca de 50 kDa (Meister, 1974; Stadtman
and Ginsburg, 1974). Las micrografias de la GS de nédulos de soya (McParland et al.,
1976) y de lupino (Tsuprun et al., 1987) muestran que las subunidades se encuentran
formando dos tetrdmeros planos, paralelos entre s{ y a una distancia de 1 nm, que a
su vez conforman un cubo, cuyos lados miden aproximadamente 10 nm. Sin embargo,
se ha descrito una conformacién ligeramente diferente para las enzimas citos6licas de
la hoja y la semilla de chfcharo (Pushkin et al., 1985), de la rafz (Golova et al., 1984) y
de la hoja de calabaza (Pushkin et al., 1981) y para. la enzima cloropléastica de la hoja
de chicharo (Tsuprun et al., 1980): el tetrimero de una capa estd girado 40° del eje de
simetria con respecto a la otra capa.

Existe otro modelo, sugerido por el grupo de Eisenberg (1987) con base en las
similitudes que existen entre las propiedades cataliticas y regulatorias de la GS en
procariotes y eucariotes. Este modelo propone que los dos tetrdmeros planos de la
enzima octamérica estdn compuestos de dos pares de subunidades cada uno, y que
cada par de subunidades forma un sitio activo: los otros cuatro sitios de cada capa no
podran interactuar; por lo tanto, solamente habrd cuatro sitios activos por unidad de
enzima. Este modelo se ve apoyado por la evidencia obtenida de la estequiometria de
la unién de L-metionina-S-sulfoximina (Tate y Meister, 1971) y de Mn?** (Wedler et
al., 1982). En oposicién, estudios més recientes de unién de Mg®>* (Maurizi et al.,
1986), de la titulacién de grupos sulfhidrilos (Ericson y Brunn, 1985) y de marcaje del
sitio activo con 'C-fosfinotricina y [«-PJATP (Hopfner et al., 1988) indican que
existen ocho centros reactivos por octdmero de GS.

2.5 Isoenzimas

Una caracteristica distintiva de la GS en las plantas superiores es la existencia,
dentro de las mismas, de diferentes isoenzimas localizadas en diferentes
compartimentos subcelulares. Las hojas verdes contienen generalmente dos
isoenzimas, designadas GS1 y GS2, que se encuentran en el citosol y en el cloroplasto,
respectivamente (Stewart et al., 1980; Miflin y Lea, 1980; McNally y Hirel, 1983).

La GS2 puede ser separada de la GS1 por medio de cromatografia de
intercambio i6nico y el analisis comparativo de las dos isoenzimas en diferentes
especies muesira que poseen diferentes estabilidades térmicas, pH 6ptimos y Km para
el glutamato, el amonio y el ATP (Mann et al., 1979; Acaster y Weitzman, 1985). Las
masas moleculares de las subunidades de GS1 y GS2, calculadas de los datos de la
electroforesis con SDS, indican que la subunidad cloroplastica es ligeramente més
grande (43-45 kDa) que la citos6lica (37-43 kDa) (Ericson, 1985; Hirel et al., 1984,
1987; Lara et al., 1984; Nato et al., 1984; Tingey y Coruzzi, 1987; Tingey et al., 1987).

Una separacién sistemdtica de estas formas llevaron al grupo de Gadal
(McNally et al.,, 1983) a proponer cuatro patrones diferentes de isoenzimas. Estos
grupos se caracterizan por tener: (a) s6lo GS en el citosol; (b) solamente GS
cloropléstica; (c) a la GS citosdlica como un componente menor de la actividad total
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de GS y (d) cantidades aproximadamente iguales de la enzima citosblica y de la
enzima cloropléstica.

2.5.1 La isoenzima cloropléstica

Las subunidades de GS2 en Phaseolus vulgaris (Lara et al., 1984) y en tabaco
(Hirel et al., 1984; Nato et al., 1984) pueden resolverse en cuatro variantes al realizar
un enfoque isoeléctrico. Nato y colaboradores (1984) demostraron que la GS2 de hoja
de tabaco estd glucosilada, hecho que podria explicar la existencia de las variantes;
empero, el andlisis de la GS2 de espinaca, chicharo y Nicotiana plumbaginifolia no
han podido confirmar la presencia de residuos de aziicares (Ericson, 1985; Tingey y
Coruzzi, 1987; Tingey et al., 1987). Otras modificaciones post-traduccionales (tales
como fosforilacién o protedlisis limitada), o incluso artificios durante la extraccién de
la enzima podrian también explicar la heterogeneidad de las subunidades.

2.5.2. Las isoenzimas citosélicas

NODULOS. Los nddulos contienen niveles altos de GS, que pueden llegar a
constituir el 2% de la proteina soluble total (McParland et al., 1976). Durante el
desarrollo de los n6dulos, hay un incremento notable en la actividad de GS que
coincide con la aparicién de la nitrogenasa y la leghemoglobina (Cullimore y Bennett,
1988). Lara y colaboradores (1983) separaron dos isoenzimas de GS a partir de
nédulos por medio de cromatografia de intercambio i6nico, a las que designaron GS,,
¥y GS,,. Una de las dos isoenzimas de nédulos (GS,,) es indistinguible de la isoenzima
de la rafz (GS) (Cullimore y Miflin, 1984), por sus caracteristicas fisicas e
inmunolégicas, asf como por sus propiedades cinéticas (Cullimore et al., 1983).

En el andlisis de las subunidades de GS en raices, hojas y n6dulos de Phaseolus
vulgaris se han identificado varios polipéptidos, denominados «, B y ¥, que tienen
masas moleculares similares pero difieren en sus puntos isoeléctricos (Lara et al.,
1984). La GS,; estd compuesta principalmente por subunidades B, mientras que la
GS,, posee ambas B y vy, siendo esta tltima el constituyente mayoritario. Cuando se
separaron las isoenzimas de nodulos de P. vulgaris en un gel nativo, aparecieron de 6
a 9 bandas, sugiriendo la posibilidad de diferentes asociaciones de § y v, para dar
lugar a formas hetero-octaméricas (Robert y Wong, 1986). La existencia de dichas
formas ha sido confirmada mediante cromatografia de alta resolucién (FPLC)
(Cullimore y Bennett, 1988).

RAICES. Toda la evidencia obtenida hasta ahora parece indicar muy pocas
diferencias entre las enzimas citos6licas de rafz y hoja. Las propiedades cinéticas y
regulatorias de dichas isoenzimas son idénticas en cebada (Mann et al., 1980) y en
arroz (Hirel y Gadal, 1980). En P. vulgaris ambas isoenzimas estin compuestas por
los mismos polipéptidos ( a y B) (Lara et al., 1984).



En las raices, la GS se encuentra predominantemente en el citosol (Suzuki et
al., 1984), con una pequefia proporcion en los pldstidos (Emes y Fowler, 1979).

2.6 Propiedades catalfticas

2.6.1 Pardmetros cinéticos

Los valores de las Km aparentes por los sustratos de diferentes especies son
muy similares (Cuadro 2). La caracterfstica mds importante es su gran afinidad por el
amonio (Km 1-2 x 10 M). Los valores de Km para el glutamato (1-13 mM) y el ATP
(0.1-1.5 mM) varian y son proporcionales a la concentracién del otro (O’Neal y Joy,
1974). Stewart y Rhodes (1977) encontraron que la Km_, para el glutamato variaba
con las concentraciones de ATP y Mg**. En contraste, la} Km_, para el ATP present6
una variacién menor con respecto a la concentracién de glutamato, amonio 6 Mg?*,

Cuadro 2. Distribucién de isoformas y pardmetros cinéticos de la glutamino sintetasa en

algunas especies vegetales!.
ESPECIE % ACTIVIDAD K, GLUTAMATO (mM) Ky ATP (mM) K DL-PPT (uM)
GS, GS, GS, s, GS, GS, GS, Gs,
{Cebada 9 91 49 8.2 0.3 0.6 3.5 €
Cassia - 100 - 7.3 - 0.9 - 8.5
Maiz 42 88 52 9.8 0.4 0.9 2 4
y» - 100 - 41 - 0.3 - 8
molacha - 100 - 84 - 13 - 6.5
4 26 ND* 7.7 ND 09 ND
vena — 100 — 6.5 0.6 — 5
Tomado de Acaster y Weitzman (1985)
*No determinado

La Km,, para el glutamato es relativamente alta y puede ser significativa con
respecto a las relaclones sustrato-producto del ciclo de la glutamato sintasa (Stewart y
Rhodes, 1977). Como €l glutamato es tanto el sustrato de la glutamino sintetasa como
el producto de la reaccién catalizada por la glutamato sintasa, existe la posibilidad de
un necnclBJe excesivo del glutamato a expensas de ATP cuando la concentracién de
amonio es muy elevada. Esta elevada Km,, de la glutamino sintetasa para el
glutamato podria reducir la competencia por el glutamato entre ella y las otras
reacciones que lo requieren como sustrato.

2.6.2 Requerimientos de iones divalentes

La GS de plantas superiores presentan una dependencia absoluta por cationes
divalentes, que puede satisfacerse con Mg?* y en menor grado, con Mn** y Co**
(O’Neal y Joy, 1974).



La curva de respuesta para Mg?* es de tipo sigmoide para algunas GS (O’Neal
y Joy, 1974; Stewart y Rhodes, 1977a). Si la concentraci6n de ATP se aumenta, la
respuesta se vuelve cada vez més sigmoide, y se requieren concentraciones mas altas
de Mg?* para obtener actividad méxima. Esto indica que o el ATP libre inhibe la
reacci6n o que se necesitan cationes divalentes libres para mantener la actividad
total. Esta tltima aseveracién parece ser la correcta, puesto que al aumentar la
concentracién de Mg®* sobre la proporcién unitaria de Mg?*/ATP, se estimula la
actividad.

Kanamori y Matsumoto (1972) demostraron que Cu?*, Hg?*, Cd?*, Zn?, Ni**,
Fe?* y Fe®* inhiben completamente a la enzima de rafces de arroz, tal vez debido a
que reaccionan con los grupos tiol, dado que la enzima inactivada durante la
preincubacién con cloruro de mercurio se reactivé con la adicién de cisteina.

2.6.3 Estabilidad

Cuando se tiene una preparacién pura de glutamino sintetasa, se deben afadir
una serie de compuestos para preservar su actividad como son glicerol, glutamato,
magnesio, etilenglicol, etc.; aun cuando, a veces, la combinacién de uno o més de
estos preservadores puede producir efectos negativos.

2.6.4 Mecanismo de reaccién

El glutamato se une al sitio activo en una conformacién extendida, con el
hidr6geno dirigido hacia el exterior de la enzima. Los andlogos que pueden ser
reconocidos por la enzima son D-glutamatos o-sustituidos treo-8-sustituidos y los

L-glutamatos treo-a-sustituidos.

La GS puede ser inhibida por numerosos compuestos como la metionina
sulfoximina (MSO) (Ronzio et al.,, 1969a, 1969b; Wedler ¥y Horn, 1976) , la
fosfinotricina (Bayer et al., 1972), la 8§-hidroxilisina (Ladha et al.,, 1978), la
3-(fosfonoacetilamido)-L-alanina (PA,LA) (Wedler y Horn, 1976) y la
4-(fosfonoacetil)-L-2-aminobutirato (PALAB) (Wedler et al., 1980). Las enzimas de
todas las fuentes se inhiben con estos compuestos, pero hay diferencias en la
sensibilidad de las enzimas de origen procariote y eucariote. La capacidad de estos
compuestos para actuar como inhibidores se debe a su gran similaridad con el
intermediario propuesto de la reaccién de la GS, y-glutamilfosfato. Sin embargo, la
MSO inhibe de manera més efectiva a la enzima de E. coli que PA,LA 6 PALAB,; en
tanto que lo opuesto es aplicable a la enzima aislada de cerebro de ovinos o de
semillas de chicharo (Wedler y Horn, 1976; Wedler et al, 1980). De los datos
obtenidos con los tres inhibidores, Wedler ha propuesto diferencias entre los
mecanismos de las enzimas de fuentes procariote y eucariote. La enzima de E. coli
forma el y-glutamilfosfato s6lo de manera transitoria y probablemente estabiliza un
intermediario tetrahedral. La enzima de semilla de chicharo, en cambio, estabiliza al
intermediavio trigonal c-glutamilfosfato. La diferencia clave entre las dos enzimas es

9



la interaccién de un catién divalente con el C5 del glutamato dentro del sitio activo en
E. coli, que no se da en la enzima de chicharo.

2.7 Regulacién

2.7.1 Nucleétidos

Varios autores han descrito la inhibicibn de la glutamino sintetasa de
angiospermas por una variedad de nucleé6tidos. Varner y Webster (1955) demostraron
que la enzima de semilla de chicharo es inhibida por ADP y fosfato. O’Neal y Joy
(1975) encontraron que de una gama de nucleé6tidos, sélo en el caso del ADP y del
5’-AMP se presentaba una inhibicién significativa de la actividad que dependfa de
Mg?* en la GS de hojas de chicharo y que ésta era de tipo competitivo con respecto al
ATP. El mismo esquema se presenta en Lemna minor (Stewart y Rhodes, 1977a) y
para la enzima de la rafz de arroz (Kanamori y Matsumoto, 1972). E1 GTP provoca
una disminucién sustancial de la actividad que es de tipo acompetitivo con respecto al
ATP (Kanamori y Matsumoto, 1972).

En general, cuando se prueba el efecto inhibitorio que pueden tener los
nucleétidos sobre la actividad de la GS, es necesario incluir una concentracién
suficiente de cationes divalentes para asegurar que el efecto no se debe simplemente a
la falta de estos iones debido a su quelacién por los nucleétidos.

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

2.7.2 Aminodcidos y otros ligandos

La reacci6én catalizada por la glutamino sintetasa se ha considerado como el
primer paso en una via miiltiple y compleja que lleva a la sintesis de varios
metabolitos que son precursores de proteinas y de dcidos nucléicos. La presencia de la
glutamato sintasa implica que en los organismos que asimilan amonio por la via
glutamino sintetasa/glutamato sintasa, cualquier compuesto nitrogenado podria
considerarse como un producto final potencial.

Algunos de los resultados obtenidos en los estudios de inhibicién por
retroalimentaciéon de diversos aminodcidos se muestran en el cuadro 3. En la mayoria
de los casos se han determinado algunos efectos; sin embargo, la inhibicién ha sido
punto menos que completa y las concentraciones requeridas de los aminoédcidos son
muy altas. Estos resultados contrastan con aquéllos de otras enzimas vegetales
responsables de la sintesis de los esqueletos carbonados para los aminoédcidos, donde
se obtiene el 50% de la inhibicién a concentraciones del orden de 10-100 uM (Miflin
and Lea, 1977). La efectividad de los aminodcidos como inhibidores es aditiva, en
comparacién con los efectos de los nucleétidos, empero atin la méxima inhibicién es
de s6lamente el 62% (Miflin and Lea, 1977).
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Cuadro 3. Efecto de los aminoédcidos en la actividad de la glutamino sintetasa

Fuente de Ia enzima Aminodeido Concentracién (mM) § Concentracién medida { Inhibicién de GS (%)
en cloroplasto (mM)
Lemna  (Stewart  y|Aspartato 25 342 42
odes, 1977) | Alanina 25 9.04** 60
Glicina 25 0.76%* 60
Serina 25 1.32%? 54
JAlaning, glicina y serina 5 - 53
[Chlorella (Akimowa et|Aspartato 50 49,524 50
1976) Alanina 50 1.08,9.9%¢ 32
Glicina 50 0.2,4.8% 32
Serina 30 2.76, 10.7%* 32
] sativum  hoja]L-Alanina 12 — 31
(O'Neal yJoy, 1976) | D-Alanina 12 1
Glicina 12 - 7
Serina 12 - 14
jGiycine max nbédulos[Glicina 5 — 13
cParland et al, 1976) [Alanina 5 - 9
|Glutamina 5 - ki
Triptofano 5 - 4
1Claroplastos de hoja de chicharo (Mills y Joy, 1980)
tUtilizands técnicas de aislami de protoplast
Técnicas de alslamiento mecdnico

“Cloroplastos de mafz (Chapman y Leech, 1979)

Aunque el carbamoil fosfato es inhibitorio para algunas GS (Meister, 1974;
Stadtman and Ginsburg, 1974), incluyendo a la de hojas de chicharo (O’Neal and Joy,
1975), la inhibicién es méds marcada con magnesio que con manganeso, y en Lemna
no hay ningiin efecto hasta una concentracién de 5 mM. El 2-oxoglutarato y el citrato
activan a la enzima de mamiferos; no obstante, esta activacién es minima en el caso
de la GS de semilla de chicharo (Tate y Meister, 1971) y llega sélamente al 50% en
rajces de arroz. Kanamori y Matsumoto (1972) sugieren que esto podria ser
significativo en el control de la actividad de la GS en raiz, en cuanto a que la
estimulacién ocurre con 2-oxoglutarato (un sustrato de la glutamato sintasa) y con
aquellos intermediarios que estdn antes que él en el ciclo de Krebs, més no con los
metabolitos que estdn después del 2-oxoglutarato.

El papel de los diferentes efectores mencionados en la regulacién de la
glutamino sintetasa in vivo, no est4 ahn claro. Como se ilustra en el trabajo de Sims y
Ferguson (1974) la demostraci6n de una regulacién "in vitro" no implica directamente
una regulacién in vivo. La observacién de que varios productos finales de la via de la
glutamina la pueden inhibir en diferentes grados, mientras que el 2-oxoglutarato,
aceptor carbonado del nitrégeno de la amida de la glutamina, la activa, podria sehalar
la existencia de un control fino de la actividad enzimdtica en el cloroplasto, donde las
concentraciones de estos compuestos, debida a la compartamentalizacién, pueden ser
relativamente altas.
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2.7.3 Nitrégeno

En las enterobacterias, tanto la expresién como la actividad de la GS se ven
afectadas por la fuente de nitrégeno. Este efecto dual estd mediado por la relacién
glutamina:2-oxoglutarato en la célula y esta sefial metabélica se transduce en una
cascada de protefnas regulatorias que afectan la trascripcién de los genes para la GS,
la adenilacién reversible de la enzima y el aumento consecuente en la sensibilidad a la
inhibicién por retroalimentacién (Magasanik, 1988). A través de estos controles la
actividad de la GS puede aumentar sustancialmente en condiciones extremas de falta
de nitrégeno y se reprime severamente cuando hay amonio en exceso.

En las plantas superiores, la GS no se adenila y aunque una gama de
compuestos nitrogenados pueden actuar como inhibidores por retroalimentacién in
vitro, su significancia en la modulacién de la actividad irn vivo ain no se ha
establecido (Stewart et al., 1980). El grupo de Hirel (1987) ha sugerido que la fuente
de nitrégeno afecta, sin embargo, la expresién de algunos de los genes para GS,
cuando menos en soya. Sus resultados sugieren que este control metabdlico de la
expresién génica es muy diferente al que opera en bacterias y que los genes que
codifican para la GS citos6lica se inducen, més que se reprimen, por amonio. Esta
induccién por sustrato se ha demostrado en otros genes involucrados en la
asimilacién de nitrégeno en plantas, pues la nitrato reductasa de plantas superiores
(Calza et al., 1987; Cheng et al., 1986; Crawford et al., 1986) y la glutamato
deshidrogenasa de Chlorella (Schmidt, 1989) estdn reguladas de manera similar.

El trabajo de Hirel y colaboradores (1987) ha demostrado que la adicién de
sales de amonio a las raices de soya lleva a un incremento de los niveles de ARNm de
GS citos6lica. La adicién de nitrato no tiene el mismo efecto. Los resultados obtenidos
con P. vulgaris no han podido confirmar el aumento en ARNm en las raices después
de la adicién de amonio.

2.7.4. Luz

En las hojas de muchas plantas, particularmente de las C,, se ha demostrado
que la luz incrementa el nivel de la isoenzima cloropléstica (GS,) en relacién con la
GS, (McNally and Hirel, 1983). Un efecto similar se ha observado en los hipocotilos y
los cotiledones de pldntulas en germinacién. Estudios con marcaje por densidad, con
inhibidores de la sintesis de proteinas y con anticuerpos han sido utilizados para
demostrar que el aumento en GS2 durante la iluminacién, se debe en su mayor parte
a una sintesis de novo (McNally y Hirel, 1983).

El ARNm de la GS2 aumenta casi 20 veces dentro de las primeras 72 horas de
ilaminacién de brotes etiolados (Edwards and Coruzzi, 1989; Tingey et al., 1988);
mientras que sélo hay un aumento de cuatro veces en la oscuridad seguida de un
flash saturante de luz roja, que puede revertirse con luz del espectro rojo lejano. Estos
experimentos parecen indicar que la induccién por luz de la expresién del gene de
GS2 estd mediada, al menos en parte, por fitocromo. Esta lenta acumulacién del
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ARNm es similar a la observada en los casos del ARNm de los genes rbeS y Cab
(Kaufman et al., 1986).

La expresién del ARNm de la GS cloroplastica mediada por la luz es mucho
més complicada de lo que a primera vista podria deducirse; puesto que la respuesta
del efecto a la luz roja es tan s6lo del 20-50% de la observada con luz blanca. Una
posibilidad es que se encuentre involucrado un fotorreceptor de luz azul, como el
implicado en la expresién de rbeS (Fluhr y Chua, 1986). Ademés, se ha demostrado
que la induccién por luz blanca ocurre més rdpidamente en plantas con cloroplastos
maduros fotosintéticamente competentes que en plantas etioladas. Este hecho podria
interpretarse como una indicacién de que la induccién méxima requiere de factores
asociados a la presencia de cloroplastos maduros (Edwards y Coruzzi, 1989).

2.7.5 Estrés

Existe una gran variabilidad en cuanto al comportamiento de la GS bajo
condiciones de estrés. La actividad de la GS se estimula en plantas resistentes a
salinidad de Pisum sativum y Zea mays y en la hal6fita Suceda maritima; mientras
que se observa una disminucién importante en Vigna radieta (Boucaud y Billard,
1981; Rakova et al., 1978).

En el trabajo realizado por Rios-Chévez (1987) en plantas de Catharanthus
roseus se pudieron observar diferencias en la actividad de GS con respecto a la edad
de la planta, al tejido y al tipo de estrés al que se ve sometida. La actividad de GS en
extractos de rafces y hojas de plantas de 6 meses se mantuvo al mismo nivel, tanto en
los controles como en aquellas que recibieron un tratamiento de estrés de sequia o
salinidad. En tanto que, por el contrario, en aquellos extractos provenientes de raices
u hojas de plantas de 2.5 afos, esta actividad disminuye de manera notable durante el
desarrollo de los tratamientos, siendo més marcado en el caso del estrés por sequia.

Este comportamiento diferencial (la GS de plantas adultas es sensible al estrés,
mientras que la de plantas j6venes no lo es) podria explicarse de dos maneras. Dado
que los niveles de prolina medidos en plantas jévenes son mucho més elevados que en
las plantas adultas, es probable que este metabolito esté actuando como un
estabilizador de la actividad enzimatica de la GS como ya ha sido demostrado en soya
(Paleg et al., 1984) y en maiz (Miranda-Ham y Loyola-Vargas, 1987).

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

En Catharanthus roseus, se han determinado cambios en la actividad
enzimdtica y en los patrones electroforéticos de la glutamino sintetasa, asf como la
acumulacién de metabolitos nitrogenados, tanto a nivel de planta como a nivel de
cultivos de células en suspensién, bajo diferentes condiciones medio ambientales
como son estrés osmoético, salinidad, sequia y diferentes fuentes nitrogenadas. Es
posible, por lo tanto, que la (o las) isoenzima (8) de la GS presenten diferencias en su
regulacién que les permitan adecuarse a su entorno.

En el presente trabajo, se hizé un estudio sistemético de esta enzima, que
comprendié su purificacién, caracterizacién y regulacién bajo dos de las condiciones
antes mencionadas: sequia y riego con diferentes fuentes nitrogenadas.
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METAS

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

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

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

Determinar si los cambios en los patrones isoenzim#ticos corresponden a
proteinas sintetizadas de novo como respuesta al estrés.

’

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

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

Aun cuando se han estudiado de manera amplia las enzimas de las vias de
asimilacién del amonio en plantas superiores, existen todavia huecos importantes; tal
es el caso de las plantas que producen metabolitos secundarios, como por ejemplo
Catharanthus roseus y Datura stramonium, para citar s6lo dos casos. Se ha
demostrado que en este tipo de plantas, la GS es la via preferencial de incorporacién
del amonio a moléculas orgénicas (Platt y Rand, 1982; Probyn y Lewis, 1979). Sin
embargo, el conocimiento que de ella se tiene se circunscribe a algin ensayo
inmunolégico para detectar su presencia en dichas plantas (Botella et al., 1986) o a la
medicién de su actividad en cultivos in vitro de células (Stafford y Fowler, 1983).

Se aislaron dos isoenzimas de la GS, a las que se denominaron GS1 y GS2,
siguiendo el orden en que eluyeron de una columna de intercambio i6nico
(DEAE-Sephadex). De acuerdo a su participacién en la actividad total (GS1, 15%; GS2
85%), se podrfa incluir a C. roseus en el grupo C propuesto por McNally et al. (1983),
en el cual se encuentran plantas con metabolismo C, como arroz, frijol, chicharo y
trigo. Debe hacerse notar que otras plantas productoras de metabolitos secundarios,
tales como Nicotiana tabacum, Senecio vulgaris y Lycopersicum esculentum, poseen
s6lamente GS2 y por tanto, pertenecen al grupo B.

No se detectaron ritmos circadianos en el comportamiento de la GS a lo largo
del dia como se ha descrito para raices de girasol (Knight y Wesissman, 1982) y en
hojas de jitomate (Cénovas et al., 1986). Al parecer, los cambios de luz que ocurren
durante un dia no son de la suficiente magnitud para que den lugar a picos de
actividad. Sin embargo, si las plantas se ponen bajo un régimen de oscuridad total
durante 5 dfas, la actividad total de GS disminuye hasta la mitad de la original e
incluso la contribucién de las isoenzimas cambia radicalmente, i.e. 1a GS1 contribuye
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en mayor proporcién que la GS2. Si esta planta se pone ahora bajo luz contfnua, la
recuperacién de la actividad y del patrén isoenzimdtico ocurre dentro de las
siguientes 8 horas. La regulacién por luz de la actividad de la GS ha sido ampliamente
documentada (Edwards y Coruzzi, 1989; Hirel et al., 1982; Gélvez et al., 1990;
Schmidt y Mohr, 1989).

Se siguieron esquemas de purificacién distintos para cada una de las
isoenzimas. En el caso de la GS1, el material del cual se parti6 fueron hojas maduras;
mientras que el caso de la GS2, se aislaron primero los cloroplastos. Después de
varios pasos de purificacin se obtuvo una preparacién de GS1 con un
enriquecimiento de 30 veces; sin embargo, al realizar una electroforesis con SDS, se
presentaron varias bandas al teiiir con azul de Coomassie. La preparacién de GS2
present$ un enriquecimiento de casi 100 veces y demostré estar pura a homogenidad
al presentarse s6lo una banda después de teiir con nitrato de plata. Las masas
moleculares de las isoenzimas son de 46 y 48 kDa, respectivamente; encontrdandose
entre los rangos determinados para otras especies (McNally y Hirel, 1983).

Durante el proceso de purificacién de la GS2, se encontré que la actividad se
perdia rdpidamente si no habia una combinacién de agentes reductores de grupos
-SH. Es posible que al faltar estos reductores haya formacién de grupos disulfuro
entre los grupos tiol expuestos en las subunidades de GS (autooxidacién), inactivando
asf a la enzima como ocurre en betabel (Mick y Tischner, 1990) y en Lemna minor
(Rhodes et al., 1979).

Se determiné, mediante un sistema complejo de gradientes
continuos-discontfnuos de sacarosa, la localizacién intracelular de las isoenzimas de
GS. La GS1 se encuentra en el citoplasma, mientras que la GS2 se haya localizada
dentro de los cloroplastos. La identidad de la GS2 se determiné por medio de
inmunoréplicas Western, utilizando anticuerpos especificos contra GS.

Las Km por el glutamato y el ATP muestran grandes diferencias entre las
isoenzimas. En el caso del glutamato, la Km aparente de la GS1 es el doble de la
presentada por la GS2; para el ATP, la situacién es la opuesta, i.e. la GS2 muestra
una Km del doble de la determinada para la GS1. Esto tltimo coincide con los
estudios cinéticos hechos por Acaster y Weitzmann (1985) en varias plantas. La Km
determinada para el ATP de las isoenzimas de GS en C. roseus estd muy por encima
de las encontradas en otras familias; el rango varfa de 1 a 15 mM (Acaster y
Weitzmann, 1985; Stewart et al.,, 1980). Sin embargo, el hecho de que la Km para
glutamato sea menor en la GS2 aunado a su localizacién en el cloroplasto, parecerfan
indicar que esta isoenzima no s6lo estd involucrada en la asimilacién primaria del
amonio, sino también en la reasimilacién que se lleva a cabo durante la
fotorrespiracién como se ha determinado en Lycopersicum esculentum (Botella et al.,
1988).

En lo que se refiere a la inhibicion de la actividad de la GS por
retroalimentacién por aminodcidos, se puede mencionar que, después de probar
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aquéllos que han provocado modificaciones de la actividad de esta enzima en otros
organismos, no se encontraron diferencias significativas ain a una concentracién de 5
mM. Cabe mencionarse que en enzimas relacionadas con la sintesis de esqueletos
carbonados, el rango empleado de concentraciones de estos compuestos para obtener
un 50% de inhibicién es de 10 a 100 uM (Miflin et al., 1981).

Cuando se determiné la estabilidad térmica de la GS, se encontré que la GS1
resulta ser més resistente a los tratamientos de calor que la GS2. La actividad de la
GS2 disminuye rdpidamente al aumentar la temperatura: después de 15 minutos a
50°C, solamente queda en solucién el 20% de la actividad de esta isoenzima,
comparada con el 50% de GS1.

Por otra parte, los estudios hechos con respecto a la necesidad de iones
divalentes de las isoenzimas de GS muestran una clara preferencia por el magnesio.
Cuando este i6n se sustituyé por manganeso, calcio, cobre o cobalto, no fue posible
detectar la actividad de las isoenzimas. La concentraci6én determinada para la
actividad méxima tanto de GS1 como de GS2 es de 33 mM.

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

En plantas superiores, la determinacién de que la GS2 estd localizada en el
cloroplasto (McNally et al., 1983) y de que la GS esté codificada por una familia de
genes nucleares en chicharo y en frijol (Cullimore et al., 1984; Tingey et al., 1987),
sugieren que esta isoenzima debe ser transportada del citosol hacia el cloroplasto. Se
ha descrito que varias enzimas de plantas que deben ser traslocadas al cloroplasto
estdn glucosiladas (Sengupta et al., 1981). Sin embargo, en lo que se refiere a la
glucosilacién de la GS hay datos contradictorios: por una parte, Nato et al. (1984)
demostraron que aproximadamente ¢l 5% de la masa molecular de la GS2 de tabaco
lo constitufan residuos de carbohidratos; sin embargo, Tingey et al. (1987) utilizando
un ensayo de reconocimiento con lectinas no pudieron encontrar residuos
glucosilados en la GS.

Puesto que la determinacién de una modificacién de este tipo podria resuliar
1atil al estudiar la regulacién de la GS bajo diferentes condiciones medio ambientales,
se decidi6 utilizar tres estrategias distintas: tincién especifica de glucoproteinas,
unién a lectinas y desglucosilacién enzimética. En el caso de la tincién especifica, se
utiliz6 el colorante PAS (4cido peryédico Schiff) después de correr las preparaciones
puras de las isoenzimas de GS en geles de SDS-poliacrilamida. Se detecté una banda
roja en el caso de GS2, que indica un resultado positivo en la deteccién de
glucoproteinas. Para el ensayo de unién con lectinas, se utiliz6 Concanavalina A
conjugada con peroxidasa. El resultado fue positivo, mostrindose una banda azul en
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el filtro de nitrocelulosa que indica una uni6én exitosa a los residuos glucosidicos de la
GS. Los resultados obtenidos para GS1 fueron negativos en ambos casos. Por lo
tanto, se determiné que la GS2 de C. roseus estd glucosilada y contiene una cantidad
significativa de residuos de glucosa y manosa.

Para obtener més informacién sobre la estructura de la cadena glucosfdica
unida a la GS, se utilizé la endoglucosidasa F de Streptomyces griseus (Alting-Mes y
Barber, 1986). Después de 18 horas de tratamiento con esta enzima, se presenté un
cambio en la masa molecular determinada para GS2, pasando de 48 a 46 kDa. La
disminucién en la masa molecular y los datos de unién a Concanavalina A nos
muestran que la GS2 contiene una cadena lateral rica en manosa por una unién
N-glucosidica (el carbohidrato estd unido al nitrégeno amido de la asparagina).

En el segundo articulo, se estudi6 el efecto de diferentes fuentes nitrogenadas
en las enzimas involucradas en la asimilacién de amonio. Sin embargo, esta discusién
se centrard en la GS tinicamente. En las raices, se encontré un aumento de la
actividad de esta enzima con los tres tratamientos, siendo més notoria en el caso de la
mezcla de amonio y nitrato, donde aumenta diez veces su valor inicial. Sin embargo,
esto no ocurre en las hojas, donde en todos los casos hay una disminucién de la
actividad, El aumento detectado en la actividad de la GS en raices en presencia de
nitrato coincide con los resultados de Vézina y Langlois (1989) en chicharo,
sugiriendo que en C. roseus existe también ura estrecha realcién entre el sistema de
reduccién del nitrato y la asimilacién primaria del amonio en este tejido.

Dado que las enzimas del metabolismo nitrogenado responden rdpidamente a
las fuentes ex6genas de nitrégeno, se estudié la respuesta de la GS en un periodo de
ocho horas en explantes de hoja. Un factor que debe tomarse en cuenta al analizar los
resultados obtenidos en los explantes es el estrés sufrido al cortar en trozos las hojas;
sin embargo, las diferencias en la actividad de la GS parecen deberse principalmente
a los tratamientos con las fuentes nitrogenadas. Se encontré un incremento en las
primeras cuatro horas con todas las fuentes; sin embargo con nitrato y con la mezcla
nitratc-amonio, el aumento en la actividad fue més acusado. Después de las ocho
horas, se detecté una notable disminucién en las actividades, debida probablemente a
una respuesta de senesencia en los explantes.

Basdndose en los datos de los aminogramas, se podria sugerir, que ya que en
las rafces hay una mayor acumulacién de glutamina y glutamato, estos aminoécidos
se exportaran a las hojas donde serian reciclados por la accién de las transaminasas y
de la glutamato sintasa. Los datos sugieren de nuevo que en las hojas el papel de la
GS es llevar a cabo la reasimilacién del amonio, producto de la fotorrespiracién.

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

Cuando las condiciones medio ambientales cambian, las plantas han de
adaptarse a estos cambios de la mejor manera para poder sobrevivir. Se ha estudiado
ampliamente la aparicién de nuevas proteinas como resultado de los diferentes tipos
de estrés; sin embargo, en muy contadas ocasiones se ha llegado a determinar a que
enzima o proteina estructural corresponden las manchas que aparecen en las
autorradiografias (para citar s6lo un ejemplo: Bray, 1990).

Existe solamente un reporte de la aparicién de una nueva especie molecular de
1a fosfoenolpiruvato carboxilasa cuando se aplica un estrés hidrico a Sedum telephium
(Groenhof et al., 1990).

En el tercer articulo, se describen las meodificaciones que sufre la GS cuando
las plantas adultas de C. roseus estén sometidas a dos niveles de estrés hidrico.
Ambos niveles fueron caracterizados desde el punto de vista fisiolégico y ain en el
caso extremo (-3.5 MPa), las plantas podian recobrar completamente su turgidez
después de ser regadas.

Como ya se habfa descrito con anterioridad (Rios-Chdvez, 1987), la actividad de
la GS disminuye durante el periodo de tratamiento de falta de riego. La disminucién
més marcada se encuentra en las primeras etapas de éste y la actividad se mantiene
aproximadamente al 50% de la inicial en etapas posteriores. La contribucién de la
actividad de las isoenzimas al total cambia de manera sustancial, ya que de ser GS2 la
especie preponderante en las plantas control, pasa a estar al mismo nivel que la GS1
en las plantas mas estresadas. Esta baja en la actividad se refleja en la cantidad de
polipéptido de GS que puede ser detectado mediante un Western Blot: la disminucién
de la actividad de la GS2 va paralela a una disminuci6n en el péptido de 48 kDa.

La siguiente pregunta a formularse fue si la GS2 sufria algn cambio durante
el tratamiento que explicara tanto su disminucién de actividad como su desaparicién
como protefna. Dado que sabemos que la GS2 de las plantas normales esté glucosilada
¥y que uno de los papeles biol6gicos de la glucosilacién de proteinas es la proteccién de
péptidos contra ataques proteoliticos, nos avocamos a determinar los cambios en este
sentido de dicha isoenzima en las plantas bajo tratamientos de estrés hidrico.

Se detectaron estos cambios utilizando dos estrategias diferentes. La primera
fue una tincién especifica para glucoproteinas (PAS) y la segunda implica la unién a
Concanavalina A. Los resultados de ambas técnicas coinciden en sefialar que a
medida que aumenta el estrés, la glucosilacién detectada para la GS2 disminuye
progresivamente. Esto podria sugerir, junto con los datos anteriores de nivel de
proteina y de actividad, una explicacién sobre lo que le ocurre a la GS durante el
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estrés hidrico; i.e. al disminuir su grado de glucosilacién, la enzima no puede
mantener su conformacién biolégicamente activa y es mds susceptible de ser
degradada. Una explicacién alternativa podria ser que la pérdida de los residuos de
carbohidratos redundara en una disminucién de la actividad especifica de la GS; asf
mismo, al cambiar su nivel de glucosilacién la protefna podria perder su conformacién
espacial original, y por consiguiente, el reconocimiento de los epitopes por los
anticuerpos serfa incompleto.

En resumen, en este trabajo se muestra por primera vez cambios, no sélo a
nivel de actividad enzimética sino a nivel de la molécula de proteina, de la enzima
fundamental para la incorporacién del amonio a moléculas orgénicas: la glutamino
sintetasa en condiciones medio ambientales adversas.
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As a first step in the molecular characterization of glutamine synthetase (GS)
from Catharanthus raseus plants under different environmental conditions,
two isoenzymes were {solated and purified. They differ markedly in their
affinities 1o glutamate and ATP and in their subcellular locations. It was
demonstrated that GS2, the chloroplastic isoenzyme, is glycosylated by three
different approaches: glycoprotein staining, binding to lectins and deglyco-
sylation with endoglycosidase F.
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Nevertheless, although il has been demonstrated
that GS is fundamenta! for ammonia assimilation
to organic compounds in plants which produce
secondary metaboliles (Probyn and Lewis, 1979

INTRODUCTION

Glutamine synthetase (GS. EC 6.3.1.2) is onc of

the most important enzymes involved in ammo-
nium assimilation to organic compounds in higher
plants. Ammonium could be derived either from
inorganic nitrogen sources or from a number of
metabolic processes, such as photorespiration and
proteolysis (Miflin and Lea, 1980).

GS isoenzymes have been described in a wide
variely of plant species (McNally and Hirel, 1983).
Some of them are associated with specific tissues
such as leaves, roots, cotyledons and nodules and
with different intracellular compartments: cyto-
pl;sn)\. plastids or chloroplasts (McNally and Hirel,
1983).

Platt and Rand, 1982), our knowlcdge about the
characteristics and regulation of this enzyme in
such plants is scarce. Botella ¢r al. (1986). using
immunological techniques,” found that only the
chloroplastic isoenzyme could be detected in the
leaves of Datura stramonium, Hyosciamus niger
and Nicotiana glauca.

Onc of the plants most studicd for its capacity of
synthesizing secondary metabolites is Catharan-
thus roseus, which produces the alkaloids vinblas-
tine and vincristine, that are currently the best
option for the treatment of some types of cancer.
These indole alkaloids contain nitrogen atoms

Plant Physiol. Biochem., 09R1-942R/92/03 231 B3/$ 2.30/% Gauthier-Villars
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which have their origin in the amino acids tryp-
tophan and serine, whose o-amino groups origi-
nate, in turn, from glutamate and glutamine,

In earlier studies, the activity levels of seve-
ral enzymes of nitrogen metabolism have been
estimated: nitrate and nitrite reductases (Loyola-
Vargas er al., 1986), glutamine synthetase, gluta-
mate synthase and glutamate dehydrogenase (Rfos
Chévez et al., 1987), as well as the ammonium,
nitrate, nitrite and soluble amino acid pools in
different tissues of C. roseus.

The above mentioned studies estimated the
enzymes and pools in plants not only under ideat
growing conditions but aiso under different nitro-
gen sources and stress (salinity and drought). The
data obtained pointed out to the fact that, as has
been shown for other secondary metabolite pro-
ducing plants, the GS/GOGAT cycle is fundamen-
tal for nitrogen assimilation in C. roseus.

In the present report, the two GS isoenzymes
from the leaves of C. roseus plants were isolated
and characterized as a first step in the study of the
changes (if any) that this enzyme might present as
responses to different environmental conditions.

MATERIALS AND METHODS

Blological materia). Catharanthus rosews L. Don plants
were kept in experimental fields, with a natural pho-
toperiod of 14 h of daylight (800 W m~?) and 10 h of
darkness. They were watered daily. Leaves from adult
plants were harvested at the peak of the light perind and
were frozen immediately in lquid nitrogen. Samples
were kept at -70°C until processed.

of GS | es and purification of GSI.
Frozen leaves (35 g) were pulverized in a cnld mortar
and then homogenized in a Waring blender witht 140 ml
of 0.05 M Tris-HCl (pH 7.6), containing 10 mM gluta-
mate, 1 mM MgCl,, 10 mM EDTA, 10 mM @-mercap-
toethapol, 1 mM DTT, 0.2 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride and % % (w/w) polyvinylpolypyrrolidone for
2 min, The bret was filtered through four layers of
cheesecloth and centrifuged at 18,000 x g for 35 min. All
procedures were carried out at 4°C. The supernatant was
added (NH,),SO, to 70 % saturation, left to precipitate
for 15 min and centrifuged at 16.000 x g for 20 min. The
precipitate was dissolved in running buffer [0.05 M
Tris-HCI (pH 7.6), containing I mM MgCl,, 10 mM
B.mercaptoethano! and 1 mM DTT) and desalted by
ulnnﬂllrmion in an Amicon cell (XM 300 membrane).
The desal was lied to a DEAE-
Sephadex column (2.6 x 20 ¢m). The column wax then
washed with four total. bed volumes, followed by a
400 mi, linear 0-0.4 M KCl gradient in buffer. Fractions
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(4 ml) wete collected at 50 ml h~! and the two peaks of
Q4S activity were pooled separately. The following steps
were performed with pecak 1. This peak was desalted and
concentrated by ultrafiltration. It was then applied to a
Sephadex G-200 column (2.6 x 60 cm) and fractions
were collected at 25 m! h~', Finally, the single peak of
activity that eluted from lhe G-200 colum was concen-
trated and applied to her DEAE-Sephad

{1 x 20 cm). The column wns washed wllh four total bed
volumes, followed by a 200 ml, linear 0-0.4 M KCI
gradient in buffer. Fractions (3 ml) with GS activity were
bulked together and desalted. The purified enzyme was
added 20 % glycerol and kept at 0°C.

Purification of GS2. Fresh leaves (60 g) were cut into
small pieces and homogenized in 240 ml in ice-cold
medium (330 mM sorbitol, 50 mM Tricine-KOH,
pH 7.9, 2 mM EDTA, 1| mM MgCl, and 0.1 % BSA) for
5 s in a waring blender at full speed. The brei was filtered
through four Jayera of cheesecloth and 120 ml were
underlayered with 60 ml of Percoll medium (40 % v/v
Percoll, 330 mM sorbitol, 50 mM Tricine-KOH, pH 7.9
and 0.1 % BSA). Chloroplasts were pelleted by centrifu-
gation at 2,500 x g for 3 min in a JS-7.5 rotor (Beck-
man). The supernatant was discarded and the pellet
resuspended In 30 ml of 25 mM Tris-HCl (pH 7.6)
containing 1 mM MgCl,, 10 mM B-mercaptoethanol and
1 mM DTT. The suspension was finally homogenized
for 5 s in a Polytron and centrifuged 20 min at
16,000 x g. The supernatant was concentrated in an
Amicon cell and then applied on top of a Sephadex
column (2.6 x 20 cm). The column was then washed
with two tatal bed volumes, followed by a 400 ml, linear
0-0.4 M KCI gradient in buffer, Fractions (4 ml) were
collected at 50 mI h-! and those exhibiting GS activity
were pooled together and concentrated in an Amicon
cell, The single peak that eluted from the column was
then applied to a preparatlve polyacrylamide slab gel.
After the run was completed, the well containing the
malecular maxs markers and a small part of the sample
well were silver stnined (Wray er al.. 1981). The single
band of 48 kDa was cut and eluted from the gel in a
Mini Protean 11 electro-eluter, The purified enzyme was
aliquoted and kept at 0°C,

Fnzyme assny. GS activity (EC 6.3.1.2) was measured an
reported by Loyola-Vargas and Sénchezr de Jiméner
(1986).

Electroplioresis and Western blotting. Proteins were
separated by polyacrylamide gel electrophoresis in the
presence of SDS (Laemmlf, 1970) and blotted into
nitrocellulose (Towbin et al., 1981). GS proteins were
located using an antiserom rnised to the nodule specific
GS isoenzyme of P. vulgaris coupling to an alkaline
phosphatase conjugnted antibody (Sigmn).

Perlodic acid-Schiff staining. After electrophorenis, the
gel was fixed with 12 % (w/v) trichlotoacetic acid for
30 min. It wax then stained as described by Zachariua ef



al. (1969), using the periodic acid-Schiff kit from Sigma
(kit No. 395B),

Concanavalin A blots. The d ion of the pl
f d by the i ion of glycop ins and
valin A was performed according to Evans et al. (1986),
with the following modifications. After electrophoresis,
the polypeptides were dtoani 1lulose filter
(Millipore, 0.45 pm). The filter was blocked with Con
A buffer [500 mM NaCi, 50 mM Tris-HC1 (pH 7.5),
2.5 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 0.5 % (v/v) Tween 20]. It
was then transferred to a 1 :1000 dilution of peroxidase
jugated lin A. To vi ize the pl
color was developed by incubating the filter in the
developing solution {to 40 ml 10 mM Tris-HCI (pH 7.5),
add 30 mg 4-chloro-1-naphtol previously dissolved in
10 ml methanol and 60 pl H,0;). The reaction was
stopped by soaking the filter in distilled water.

Deglycosylation of GS2. The deglycosylation reaction
was performed as described in Alting-Mees and Barber
(1986).

Sucrose gradients. For the determination of the subcel-
lulac location of GS activity, the sucrose gradient system
described by Leegood and Walker (1988) was employed,
but using the following isolation buffer (50 mM Hepes-
KOH, pH 8.4, 300 mM sorbitol, 1 mM MgCl,, 2 mM
EDTA and 0.1 % BSA). Sucrose was dissolved in the
same buffer minus sorbitol. Gradients were centrifuged
at 10,000 x g for 25 min and 2 ml fractions were
collected. Glutamate dehydrogenase (NADH-GDH,
EC 1.4.1.2), as a marker of mitochondria; Loyola-Vargas
and Sdnchez de Jiménez, 1984), peroxidase (as a mar-
ker of peroxisomes; Van den Berg and van Huystee,
1984), glutamine synthetase, chlorophyll (by measuring
j1s absorbance at 652 nm: Arnon, 1949) and pro-
teins were determined in each fraction.

Protein determination. Protein was measuring accor-
ding to Peterson (1977).

Table L. Purification of GS1 and GS2 from C. toseus leaves.
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RESULTS

Isulation of GS isocnzymes |

The successive steps followed for the purifi-
cation of giutamine synthetase from C. roscus
leaves are specified in table 1. Tow peaks of GS
activity could’ be isolated after elution from the
first DEAE-Sephadex column and were named
GS1 and GS2, accordingly (fig. 1). GS2 was
predominant and represented about 85 % of the
total activity in the extract. During the purification
process, there was an absolute requirement for
reductants of -SH groups, such as DTT and
B-mercaptocthanol, to preserve GS activity. Only
in the case of GS1, some other bands could be
visualized in the gel when stained with Coomassie
blue. GS2 was purified to homogeneity as can be
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Figure 1. Elution profile of leaf GS activity from a DEAE-
Sephadex column afier precipitation with ammonium sulfate.

Totul G5 Protein Specific Purification
activity (mg} activily {fald)
{pkat) {Rkat mg~! protein)
Gs1
Crude cxtract 13.01 676.6 0.019 1
{NH,(),SO, 11.18 2428 0.046 2.4
DEAE eluate 0.76 10.8 0.07 3.7
G-200 cluate 0.16 0.5 0.313 16.5
DEAE eluate 0.05 0.086 0.58 305
G52
Isolated chioroplasis 30.42 95.6 0.0053 1
DEAE Scphadex 0.13 2.5 0.052 9.7
Preparative gel 0.022 0.043 0.512 96.5
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1

2

Figure 2. SDS-PAGE of purified G52, stained with silver nitrate.
Lanc 1, molecular mass markers and lane 2, GS2 preparation
after being eluted from the preparative gel (S jig protein).

scen from the silver stained gel shown in figure 2.
The molecular mass for GSI subunit was esti-
mated to be 46 kDa and for GS2, 48 kDa, through
comparison with molecular mass markers (fig. 2).
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allowed to separate intact from broken chloro-
plasts. Three peaks of GS activity could be obser-
ved: one on fraction 5, which cotresponds to intact
chloroplasts, another on fraction 13, broken chlo-
roplasts and a plateau from fraction 15 to 18,
corresponding to the cytoplasm (fig. 3A), Western
blots of fractions 5 and 16 are shown in figure 3B,
There were several bands that cross-reacted with
the GS antibody: the low molecular mass ones
could correspond to degradation products, due to
the isolation procedure or to soluble components
derived from broken organelles.

No cyrcadian rhythm in GS actlivity of C. roscus

In order to determine if there were {luctuations
of GS activity during the different hours of tne
day, leaves from mature plants were collected at
different intervals. There was no difference in total
GS$ activity (23.3 £ 0.6 umo! min~! mg~! protein) .
or in the relative percentages of GS1 and GS2
(16.1 and 83.9 %, respectively) in leaves harvested
ar midday or in the darkest period (3 a.m.).
Nevcrtheless, a treatment of complete darkness for
5 days did reduce GS activity by half
(9.21 pmol min~' mg™' protein) and the relative
percentage changed (pcak 1, 23.6 %; peak 2,

76.3 %).

Subcellular location of GS iscenzymes

The subcellular location of the isoenzymes was B
detcrmined by means of a rather complex kDa
continuous-discontinuous system gradient, which 66~
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Figure 3, Subcellular location of GS isoenzymes fraom C. roscus leaves. A, Separation of organelles and dl:lnhuﬂon o( GS on a sucrose

density gradient. The enzyme markers for mitochondria (M) (NADH-GDI) and P (p
of the figure, B, Western blot analysis of fractions 5 and 16, using Phaseolns vul,ml.r as 1nnbod|eu (20 g pmlcln)
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Substrate affinities

The affinities for glutamate and ATP showed to
be quite different for GS1 and GS2, There was
a two-fold decrease in affinity in the case of
GS1; whereas for ATP. it was almost a two-
fold increase.

Nevertheless, the Km values determined for
hydroxylamine are similar in both isoenzymes
(tab. 2).

Table 2. Subsirate affinities of C. roseus leaf glutamine synthe-
tase.

Substrate Km (mM)

GS-1 GS-2
Glutamate 36.32 15.38
Hydroxylaminc 0.63 0.55
ATP 0.52 0.96

Thermal stability

The effect of the temperature on enzyme activity
is shown in figure 4. GS1 was stable up to 40°C;
beyond this temperature, a continuous decrease in
activity was observed. Under identical experimen-
tal conditions, GS2 activity diminished markedly
between 30°C and 40°C. At 50°C, GS1 still pre-
sented 50 % of its original activity, whereas GS2
activity was less than 20 %.

T T T T

AcCTvITY ()

[
30 40 50 60 70
TEWPERATURE (*C)

Figure 4. Therma! stabllity of G51 and GS2 from C. roseus
leaves. Samples containing 1.667 nkat mg~! protein of glutamine
synthetase were incubated for 15 min at the stated temperatures.
Afier incubation, the samples were kept in ice and activity was

d as 1 in and Mcthods, (C), GS1:

(O), @82,

Divaldnt cation requirements Jdgaitel

GS activity in the presence of different divalent
cations was assayed. When the Mg?* concentration
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was varied, a sigmoidal response was observed for
GS2. Mg?* concentration for maximal activity was
33 mM. If this ion was substituted for Mn?*, Ca®*
or Co?*, no GS activity could be detected.

Effect of amino acids on GS activity

Various amino acids reported to inhibit gluta-
mine synthétase activity were assayed at a S mM
concentration. No response could be detected
when using Ala, Asn, Asp, Arg, Gly, Leu, Lys, Ser
or Trp. Note that the concentration employed
(5 mM) contrast with those obtained for other
enzymes responsible for the synthesis of the car-
bon skecletons where 50 % inhibition may be
achieved in the 10-100 pm (Miflin er al., 1981).

Glycosylation of GS2

In order to determine whether the GS iso-
enzymes isolated from C. rosecus leaves were giyco-
sylaled, three different approaches were used. The
first one involved a direct stain after electro-
phoresis for glycoproteins, using PAS stain (perio-
dic acid - Schiff dye), that renders a red staining
to bands containing carbohydrale residues; the
second one, binding of a lectin to bands trans-
ferred to nitrocellulose and the third one, a degly-
cocylation reaction followed by Western blot. The
chosen lectin was Concanavalin A, since in the
report of Nato er al. (1984), the carbohydrate
residues in higher concentrations were glucose,
glucosamine and galactosamine. As can be seen in
figure 5, only G52 showed a positive response to a

B

Figure 5. Determination of the presence of carbohydrate residues
in the GS2 prep . A, pedodic acid-Schifl of the
SDS gel: lane 1, positive controls, BSA (66 kDa) and ovalbu-
minc (45 kDa); lanc 2, GS1 (10 pg protein), and lane 3, GS2
cluted from the preparative ge! (10 pg prolein). B, binding of
as2p fon to peroxid. j d alin A,
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Flnn/‘. Deglycosylation of GS2
using endoglycosidase F for 18 h.
A, wastern blot analysis. B, perio-
dic acid-Schiff staining of the gel.
Lane 1, GS2 prior to the hydro-
lysis reaction (10 pg protein) and
lane 2, deglycosylatcd OS2 (10 pg
protein).

spemﬁc glycoproteln stain (PAS stain) and to
valin di The GS1 preparation,
was run side by side to that of GS2, did not
present any red stained band, nor did develop the
colour reaction that implied a binding of the lectin.
GS2 was deglycosylated using endoglycosidase F
for 18 h. After this treatment, both the QOS2
preparation and the deglycosylated one were run in
an SDS-gel and transferred to a nitrocellulose
membrane. To identify the band corresponding to
the GS subunit, an specific GS antiserum was
used. There was shift in the molecular mass of the
band from 48 kDa to 46 kDa (fig. 6 A). A portion
of this gel was tained with PAS, showing a red
colored band in the lane of the GS2 preparation
and none in that corresponding to the deglyco-
sylated protein (fig. 6B).

DISCUSSION

Two isoenzymes of glutamine synthetase have
been isolated from C. roseus leaves. GS1 cor-

ponds to the cy ic isoenzyme and GS2
has a chloroplastic location. GS2 has been further
purified, showing it to be a probable octamer with
subunits of 48 kDa and a total dependence on
reductants of - SH groups for activity. This depen-

Plant Physiol. Biochem.

dence on reductants suggests a possible regulation
by the chloroplastic redox states (Buchanan, 1980).

Though it has been shown that GS activity
seems to change in a circadian fashion during the
day in sunflower and tomato (Knight and Weiss-
man, 1982; Canovas et al., 1986), the data obtai-
ned in C. roseus leaves suggest that light changes
that occur through the day are not sufficient to
induce a change either in total GS activity or in
the isoenzyme pattern. It was clear that Jonger
periods of darkness do have a deleterious effect on
GS2 activity, since it has been demonstrated in
several species that glutamine synthetase is under
regulation by light (Hirel e al., 1982; Edwards and
Coruzzi, 1989; Schimdt and Mohr, 1989; Gilvez et
al., 1990, 10 cite a few).

The relative percentages of activity of the two
isoenzymes place C. roseus among those plants
with less than 30 % of total activity as GS1 activity
(group C; McNally er al., 1983). In this group of
plants, the reassimilation of ammonia released
during photorespiration cannot be completely ful-
filled by GS1. Consequently, it seems likely that,
based on the Km values displayed for glutamate.
ATP and hydroxylamine, GS2 could function in
the primary ammonia assimilation in the chlo-
roplast and also in the reassimilation of the ammo-
nia released during the decarboxylation of glycine
to serine.



Feedback inhibition by amino acids has been
known to occur in some plants (McNally and
Hirel, 1983) but in most cases, the amount of
inhibition has gencrally been les than complete
and the concentrations of amine acids required
have been large. No such effect upon the addition
of several amino acids could be detected in the
isolated GS isoenzymes.

The determination that GS2 has a chloroplastic
localization (McNally er al., 1983) and that GS is
encoded by a family of nuclear genes in pea and
French bean (Cullimore et al., 1984; Tingey ef al.,
1987) suggest that this isoenzyme may be trans-
ported from the cytosol into the chloroplast. It has
been reported that many plant proteins that are
transported from one compartment to another are
glycosylated (Sengupta er al., 1981). Since in the
case of GS there had been contradictory reports —
GS2 from tobacco leaves was shown to contain
carbohydrates up to 5 % of their total molecular
mass (Nato er al., 1984), whereas Tingey et al.
(1987) reported after using lectin binding tech-
niques that the pea GS§2 polypeptide did not
contain glycosyl residues ~ it was decided to
determine if GS isoenzyme of C. roseus is thus
modified, using three different approaches: a direct
glycoprotein stain, binding assay to concanava-
lin A and deglycosylation of the protein using
endoglycosidase F. The results for the first two
approaches were positive: a red band, correspon-
ding to the molecular mass of GS2 subunit, was
found after using the PAS dye and a blue band,
that indicates the successful binding of concana-
valin A to glycosidic residues in the GS2 subunit.
Thus, C. roseus GS2 is glycosylated and there are
clear evidences, based on the lectin binding assay,
that it contains significant amounts of mannosyl
and glucosyl restdues.

Information on the type of the glycosidic chain
attached to GS could be obtained from the third
approach (Alting-Mees and Barber, 1986). The
shift in molecular mass which results from the
deglycosylation of GS2 using endoglycosidase F
and the positive results of the binding of Concana-
valin A point out to the fact that GS2 contains an
N-linked high mannose type side chain.
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Summary

The activities of the enzymes glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.2), glutamine
synthetase (EC 6.3.1.2) and glutamate synthase (EC 1.4.1.14) were measured in leaves, roots
and leaf explants of Catharanthus roseus grown in different nitrogen sources: water (control),
20 mM KNO3, 2 mM NH4Cl and a mixture of the two latter ones.

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

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

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

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

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



Introduction

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

Although the enzymes involved in this process have been thoroughly
characterized in plants of agricultural importance (Berkum and Sloger, 1981; Loyola-Vargas
and Sédnchez de Jiménez, 1984, 1986a, 1986b) or in particular models, such as glycophytes
(Rhodes et al., 1980), halophytes (Stewart and Rhodes, 1978), cultured cells (Dougall, 1977;
Mohanty and Fletcher, 1980; Murillo and S4nchez de Jiménez, 1984), or detached plant organs
(Lewis and Probyn, 1978; Probyn and Lewis, 1979), very little attention has been given to the
nitrogen assimilation pathways of plants that synthesize secondary metabolites. In our
particular case, the only report that has been published in Catharanthus roseus is that of
Stafford and Fowler (1983). Furthermore, as Stewart and Rhodes (1977a) have emphasized,
it may probe difficult to extrapolate the results obtained with cultured cells or with lower plants
to plants showing a higher degree of tissue differentiation.

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

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

Materials and Methods

Plant growth conditions. Catharathus roseus L.G. Don were grown in separate
pots with soil in a growth room at 32°C with a photoperiod of 16 h light/8 h darkness. The
plants were divided into four groups of 50. Each plant was watered every other day with one
of the following solutions: group 1, water (control; the ammnoium concentration in the soil
was Iymol/gdry soil and the nitrate concentration was 1Qamol/g dry soil); group2, 20mM KNO3;
group 3, 2 mM NH4CI; and group 4, 20 mM KNO3 plus 2 mM NH4CL

For the experiments using explants, 10 leaves of the same physiological age were
cut 3 h after the beginning of the light period and placed in Erlenmeyer flasks containing 50

ey



ml of the above mentioned solutions. The leaves were incubated for 2, 4 and 8 h in continuous

light.

Enzyme extracts. The tissues were frozen at -70°C, ground with a pestle and
mortar and then homogenized with a Waring blender in 2.5 volumes (w/v) of extraction buffer
containing 5% polyvynilpolypyrrolidone (w/w). The extraction buffer for GDH, GS and
NADH-GOGAT contained 50 mM Tris-HCl pH 8.2, 1 mM CaClz, 5 mM 2-mercaptoethanol;
for ferredoxin-GOGAT, it contained 50 mM phosphate pH 7.5, 1 mM EDTA, 5 mM
2-mercaptoethanol. The homogenates were filtered through four layers of cheesecloth and the
filtrates centrifuged at 14,000 x g for 30 minutes. The supernatants were used to determine
enzyme activities.

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

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

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

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

Results and Discussion

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

isoenzymes.

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



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

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

The very low activity of GDH, compared to those of GS and GOGAT, in the
leaves of plants grown without nitrogen supplement suggests a minor role for GDH in the
assimilatory process of NH4 in photosynthetic tissues. However, in the roots of the same plants,
GDH activity is higher than those of GS and GOGAT, and also higher than the one found in
the leaves, which suggests a special role for GDH in these tissues. The importance of GDH in
the roots is further stressed by the ratios of the activities of the three enzymes under the
different nitrogen sources. The GDH/GS ratio has a value of 16 in roots; while in the leaves,
this ratio is only 0.24. A similar behaviour has been observed in maize (Loyola-Vargas and
Sénchez de Jiménez, 1986a) and Bouvardia ternifolia (Sénchez de Jiménez and Fernindez,
1983). The difference between the GDH/GS ratios suggests different functions for the
GS/GOGAT cycle in different tissues. The high GOGAT activity in leaves could be
attributable to the fact that this enzyme plays an important role in the recycling of ammonia
(Platt and Tand, 1982), or that it helps in the export of reducing equivalents from the
chloroplast. It is possible that the energy charge of the cell is responsible for this status, since
it is known that ATP inhibits glutamate dehydrogenase and stimulates glutamine synthetase
(Stewart and Rhodes, 1977b; Loyola-Vargas and Sénchez de Jiménez, unpublished data).

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

We have found that C.roseus plants grown in the presence of nitrate or
ammonium have a higher amino acid content compared to those watered only with water.
Moreover, amino acid levels are particularly high in the roots (Loyola-Vargas et al., 1986).
Therefore, the composition of amino acid pool in extracts of root and leaf tissues was analyzed
(Table 2).

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



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

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

Since some of the nitrogen metabolism enzymes respond very quickly to
external nitrogen sources, we also studied the nitrogen metabolism in leaf explants over a
period of 8 hours. When the explants were incubated in water, the activities of both
NADH-GDH and NAD-GDH slowly decreased over the 8 hour period, with the aminative
activity disappearing more rapidly (Figure 1A). This further supports the fact that these two
activities could be differentially regulated as it occurrs in the whole plant, The extracts from
explants that were given a source of nitrogen showed an increased activity over the first four
hours followed by a rapid decrease (Figure 1B-D).

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

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

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

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



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

Figure 3 shows that nitrate produced an increase of 50% in the alkaloid content
while the mixture of nitrate and ammonium reduced the alkaloid content by 45%. These data,
along with the determined enzymatic activities might suggest a link between nitrogen
assimilation and the pathways for the synthesis of secondary metabolites if we consider that
both of the nitrogen molecules in these alkaloids come from tryptophan and serine, which in
turn come from glutamine and glutamate.
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TABLE 1.

TREATHMENT

NONE

NITRATE 29
AMMONIUN 2
NITRATE 28

PLUS
AMMONIUN 2

NONE

NITRRTE 28
AMMONIUM 2
NITRATE 28

PLUS
AMMONTIUN 2

Enzyme activities in C. roseus
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TABLE 2. Amino acid content in roots and leaves of plants grown in different nitrogen sources.

TREATMENT AMINO ACIDS (umoles/g FH)

BABA  His Lys fAsx Glx Lew Ty Pha Arg Ala TOTAL

ROOTS

NONE 8.2 i7.8 17.2 - - - - - - - 43.2

NITRATE 28 aM  17.2  44.9 5.6 36.7 5.4 3.8 4.7 6.7 1.7 - 126.7

AMMONIUM 2 aM  13.1 - 3.7 - 8.7 - - - 8.7 - 18.2

NITRATE 28 aM

PLUS

AMMONIUM 2 aM  12.5  43.2 3.9 22.3 4.7 8.6 2.4 - 2.7 8.2 972.5
: LEAVES

NONE 4.9 - - - 5.4 - - - - - 18.3

NITRATE 28 oM 6.2 1.7 - - 3.2 - 1.3 - - - 12.2

AMMONIUN 2 M 4.3 - - - 2.4 - 1.4 - - 8.2 8.3

NITRATE 28 aM

PLUS

AMNONIUM 2 oM 6.1 - - - 4.4 - 1.7 - - a.4 12.6

(&) Not detected. The method’s sensi.tivitg is 1 neol.
fAisx = Asp + Asn; Glx = Glu + Bln
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Figure 1. NADH-GDH ( 4 ) and NAD*-GDH ( O ) activities in leaf
explants incubated in 50 ml of water (A), 20 mM KNO3 (B), 2 mM NHCI (C) and 20
mM KNO3 + 2 mM NH4CI (D). NADH-GDH activity at time zero were 437 (A), 405
(B), 460 (C) and 426 (D) nmoles NADH min’! mg protein™! and for NAD -GDH were
76 (A), 85 (B), 98 (C) and 105 (D) nmoles NADH min™ mg protein . Time zero was
taken as 100%. Each value is the mean +SE of three independent experiments.
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Figure 2. GS ( 0) and Fd-GOGAT ( & ) activities in leaf explants incubated in

50 ml of water (A), 20 mM KNO3 (B), 2 mM NH«CI (C) and 20 mM KNO3 + 2 mM NH«Cl

(D). GS activity at llme zero were 802 (A), 764 (B), 900 (C) and 917 (D) nmoles P-glutamyl

- hydroxamate min " mg protein ! and for Fd-GOGAT were 420 (A), 390 (B), 435 (C) and 403

(D) nmoles glutamate min -1 mg protein "L, Time zero was taken as 100%. Each value is the
mean £SE of three independent experiments.
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content the control plants was taken as 100%. Each value is the mean ¢ SE of three independent
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Abstract

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



Introduction

Glutamine synthetase (GS; EC 6.3.1.2), the enzyme responsible for ammonia
assimilation to organic compounds in higher plants, exists as distinct isoforms in different
organs, tissues and subcellular locations (8). In the leaves, two isoenzymes have been
described: one, in the cytosol and the other, inthe chloroplasts. A systematicstudy of numerous
plants (9) has led to their classification into four groups according to their relative leaf GS1
and GS2 activities. The groups ITI and I'V contain mainly, or solely, GS2 activity and comprise
the majority of C3 plants.

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

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

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

Material and Methods.

Plant Material. One year old C. roseus plants, kept in a greenhouse under natural
photoperiod, at 25 C, were employed as sources of leaves for the isolation of the isoenzymes.
The plants were transferred to a semicontrolled growth chamber (25°C, 16/8 h photoperiod),
where water stress was imposed by withholding water. Control plants were watered daily. The
response of the plants to the water stress was characterized by monitoring water relations and
stomatal diffusive resistance. The hydric potential was determined using a dew point
hygrometer (Wescor HR33T) with C-52sample chambers and the stomatal diffusive resistance
with a steady state porometer Li-cor 1600. Samples of the leaves were harvested when plants



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

Isoenzymes isolation. Leaves (2.5 g) were homogenized in a mortar and pestle
with 7.5 ml 50 mM Tris-HCI, pH 7.6 containing 1 mM MgCl2, 10 mM mercaptoethanol, 1 mM
DTT, 10 mM EDTA, 10 mM glutamate, 0.2 mM PMSF and 5% PVP. The homogenate was
centrifuged at 18,000 x g for 45 min. The supernatant was desalted and concentrated by
ultrafiltration through an Amicon membrane XM300. One ml was then applied to a column
(20 cm x 10 mm diameter) of DEAE-Sephadex equilibrated in 50 mM Tris-HC], pH 7.6, 10
mM mercaptoethanol, 1 mM DTT, 1 mM MgCl2. The proteins were eluted at a flow rate of
10 ml h'! with 30 ml buffer followed by 50 ml of a linear 0-400 mM KCl gradient in buffer.
Fractions (1.5 mi) were collected and GS activity was determined spectrophotometrically (6).

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

Periodic acid-Schiff staining. After electrophoresis, the gel was fixed with 12%
(w/v) trichloroacetic acid for 30 min. It was then stained as described by Zacharius et al. (16),
using an histochemical periodic acid-Schiff kit (Sigma kit No. 395B).

Concanavalin A Blots. The detection of the complexes formed by the interaction
of glycoproteins and concanavalin A was performed according to Evans et al. (3), with the
following modifications. After electrophoresis, the polypeptides were transferred to a
nitrocellulose filter (Millipore, 0.45 m). The filter was blocked with Con A buffer [S00 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 2.5 mM MgCl2, 1 mM CaClz, 0.5% (v/v) Tween 20}. It was
then transferred to a 1:1000 dilution of peroxidase conjugated- concanavalin A. To visualize
the complexes, color was developed by incubating the filter in the developing solution [To 40
ml 10 mM Tris-HC1 (pH 7.5), add 30 mg 4-chloro-1-naphtol previously dissolved in 10 ml
methanol and 601 of 30% H202]. The reaction was stopped by soaking the filter in distilled
water.

Results and Discussion.

In a previous study, the isolation of two isoenzymes from the leaves of C. roseus
plants was reported (Miranda-Ham and Loyola-Vargas, submitted). They were named GS1
and GS2, according to their elution order from a DEAE-Sephadex column. Their contribution
to total GS activity is 15 and 85%, respectively. GS1 is located in the cytosol, while GS2 is
inside the chloroplasts. Given the distribution in the different cellular compartments and the
contribution of the isoenzymes to the total activity, C. roseus belongs to group III, along with
other C3 plants (9).



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

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

In order to evaluate the contribution of each isoenzyme to the total GS activity,
the two forms were separated on a DEAE- Sephadex column. A change in their contribution
could be observed as the water stress treatment progressed. In the medium strength stress,
there seemed to be no change in their relative contributions (Fig. 2B). Nevertheless at -3.5
MPa, there was a marked increment in GS1 activity, while GS2 declined, reaching an activity
ratio of almost 1:1 (Fig. 2C).

This loss of activity could be accounted for a loss in GS as a protein, i.e. that no
GS is being synthesized during this period or that it might be selectively inactivated to preserve
the cellular energy reserves. Changes in the cellular metabolism have been well documented
regarding a significant lowered levels of protein synthesis (1), by disrupting polyribosomes (1)
or by enhancing the activity of nucleases, and also the complete shutdown of metabolic
pathways of synthesis, leaving turned on only those functions which are aimed to allowing the
cell to survive. When proteins from total crude extracts were separated in an SDS-PAGE gel,
blotted into nitrocellulose and probed with anti-GS antibodies, there were only very faint
residues in lanes 1 and 2, which correspond to the medium and high stressed samples (Figure
3). In lane 3 (control), two bands could be observed: GS2, with a molecular weight of 48,000
and GS1, of 46,000. However, if the isoenzymes were probed separately, GS2 dissapeared from
the filter, whereas GS1 remained at the same level of the control (data not shown). These data
suggest that there is no de novo synthesis of GS and that there is actually a loss of GS2.

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

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



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

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

This is the first report on the nature of the changes in a fundamental enzyme of
nitrogen metabolism when a plant is under deleterious environmental conditions.
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Figure 1. Glutamine synthetase activity ( u moles
glutamythydroxamate/min/g protein)in the leaves of plants under a water stress treatment
by withholding water, All values are the average of three independent experiments.
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Figure 2. Elution profiles of GS activity from a DEAE-Sephadex column from

Ieaf extracts of plants unider different levels of water stress. A, control; B, -1.6 MPa; C, -3.5
MPa..



Figure 3. Western blot of the crude extracts from control and water stressed
plants, stained with anti-GS antisera. Lane 1, -1.6 MPa; lane 2, -3.5 MPa; lane 3, control.
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Figure 4. Determination of the presence of carbohydrate residues in the GS2
preparations from control and stressed plants. A, Periodic acid-Schiff staining of the SDS gel; lane
1, -1.6 MPa sample, lane 2, control, lane 3, -3.5 MPa sample. B. The same gel transferred to
nitrocellulose and bound to peroxidase conjugated-concanavalin A. lane 1, -1.6 MPa sample, lane
2, control, lane 3, -3.5 MPa sample. .
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