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RESUMEN

En la simbiosis establecida por Rhizobium y las leguminosas se desarrolla una
estructura organizada llamada ndédulo que se considera como un nuevo érgano en la raiz
de la planta. La formacion del nodulo involucra varias etapas de desarrollo. Una de ellas
es la encapsulacion de las bacterias por una membrana de origen vegetal, llamada
membrana peribacteroidal (MPB). La MPB desempefia funciones muy importantes en la
simbiosis, ya que protege al bacteroide de una posible respuesta de defensa de la planta
y media el transporte de solutos entre los dos simbiontes. Estos solutos se mueven a través
de la membrana acoplados a la generacion de un gradiente electroquimico de H' (ApH")
producido por los transportadores activos primarios.

En este estudio, en la MPB de nodulos de frijol, el analisis de la actividad
hidrolitica de ATP y la actividad de bombeo de H™ dependiente de ATP, a diferentes pH
y en presencia de inhibidores, indico la presencia de una V-ATPasa. Por otra parte, la
presencia de una V-ATPasa en la MPB se demostré mediante ensayos de inmunodeteccion
en los cuales anticuerpos especificos contra las subunidades A y B de la V-ATPasa.
reconocieron éstas subunidades

Dado que, en el interior del nédulo existen condiciones de baja tensién de oxigeno
es muy probable que la V-ATPasa no sea la unica responsable de la energizacién de la
membrana. Debido a que los niveles de PPi se mantienen constantes y existe baja tensién
de oxigeno, la H'-PPasa también podria estar involucrada en la energizacién de la MPB
de nddulos de frijol. Se encontré actividad hidrolitica y de bombeo de H' dependiente de
PPi, mostrando actividades optimas a pH 9.0 y 8.0 respectivamente y por analisis de
inmunodeteccion con un anticuerpo anti H'-PPasa de 4. thaliana se confirmé su presencia.

Durante la fijacién de nitrdgeno es necesario el transporte de compuestos de
carbono del citoplasma de la célula infectada al bacteroide para la generacion de energia
y poder reductor requeridos para la fijacion del nitrégeno atmosférico. En éste trabajo se
analizé la permeabilidad de la MPB a acidos dicarboxilicos a través de la estimulacion de

la actividad de bombeo de H* de la V-ATPasa en simbiosomas de nédulos de frijol. La
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MPB presentd una permeabilidad a los 4cidos dicarboxilicos en orden decreciente al
maleato, succinato, malato y fumarato, indicando que el transporte de estos sustratos
depende en gran parte de la energizacion de la MPB por la H'-ATPasa y que estos se
utilizan como fuente de carbono por los bacteroides.

En suma, los datos de este estudio indican la presencia de una V-ATPasa y una H'-
PPasa, las cuales pudieran estar involucradas en la energizacion de la MPB para regular
el transporte del nitrogeno fijado por el endosimbionte hacia el citoplasma de la célula
infectada, asi como el transporte de acidos dicarboxilicos del citoplasma de la célula

infectada al bacteroide, entre otros.



INTRODUCCION

L Caracteristicas de los transportadores activos primarios.

Las células estan rodeadas por una membrana, la cual define sus bordes y mantiene
las diferencias esenciales entre el citosol y el ambiente extracelular. Las membranas del
aparato de Golgi, del reticulo endoplasmico, la mitocondria y otros organelos, mantienen
las diferencias entre el contenido de cada organelo y el citosol. Estas membranas son
barreras permeables altamente selectivas, ya que ¢l flujo de iones y solutos no cargados
es finamente regulado por sistemas de transporte especificos. Estos sistemas tienen como
funcién regular el volumen celular, mantener el pH intracelular y la composicién iénica,
que en conjunto establecen las condiciones necesarias para el mantenimiento de las
funciones metaboélicas. También participan en la generacion de gradientes idnicos
necesarios para otros procesos, como concentrar algunos metabolitos en el interior, como
aquellos que se utilizan como combustible, asi como también para el desecho de sustancias
toxicas para la célula ( Lodish, et d/., 1995).

Las propiedades especificas de las membranas permite a pequefias moléculas
hidrofébicas como O, y CO, , y a moléculas pequefias como H,0O y urea pasar
rapidamente a través de éstas. Sin embargo las bicapas son altamente impermeables a
moléculas cargadas. El paso de moléculas como iones o aziicares y aminoacidos, entre
otras, lo hacen a través de proteinas acarreadoras o de canales selectivos. Los acarreadores
unen al soluto especifico sufriendo cambios conformacionales causando que éste atraviese

la membrana. Los canales son proteinas que forman un poro que se extiende a través de
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la bicapa. Cuando un canal esta abierto, iones especificos pueden penetrar por difusién y
la velocidad a la que se transportan, es de tres a cuatro 6rdencs de magnitud mayor que
la de un 16n que es transportado por un acarreador (Leshem, 1992). Los canales y los
acarreadores catalizan pasivamente el paso de solutos a través de la membrana. Si la
molécula no tiene carga, atravesard dependiendo de la diferencia de concentracion en los
dos lados de la membrana; si el soluto tiene carga neta, la influencia del gradiente de
concentracion y de la diferencia de potencial (gradiente electroquimico) definiran la
direccion de su movimiento (Lodish, er al.,1995).

La célula también requiere de sistemas que permitan el paso de algunos solutos a
través de la membrana en contra de su gradiente electrogquimico, estos solutos son
bombeados por procesos directamente relacionados al consumo de energia. Generalmente
esto involucra la hidrdlisis del ATP, o bien, la luz o ¢l transporte de electrones en una
reaccion de oxido-reduccion. Estos sistemas se conocen como transportadores activos
primarios o bombas, que de acuerdo a la teoria quimiosmotica propuesta por Mitchell
(Saier, 1997; Cooper, 1997), acoplan la hidrélisis o sintesis de ATP a la generacion de un
gradiente electroquimico de H" (AuH"), a través de la membrana, conocido como fuerza
motora de protones (Nicholls y Ferguson,1992).

Este AuH", generado a través de la membrana, se utiliza por los transportadores
activos secundarios para mover solutos en contra de su gradiente electroquimico, acoplado
al flujo de H' a favor de su gradiente electroquimico. Asi, un simporte cataliza el

cotransporte de H' y otro soluto en la misma direccién y un antiporte cataliza el
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intercambio de H' y otro soluto en direcciones opuestas (Nicholls y Ferguson, 1992;
Lodish, et al.,1995; Cooper, 1997).

En las células vegetales el tipo de enzimas involucradas en la generacion de este
ApH™ a través de la membrana plasmatica y la membrana vacuolar son ATPasas
translocadoras de H" o H-ATPasas. De acuerdo a su ubicacién, estructura y funcion, las
H*-ATPasas se han dividido en tres tipos: las ATPasas tipo P, las tipo V y las tipo F
(Pedersen y Carafoli, 1987)(fig 1).

La caracteristica principal de las F-ATPasas o también llamadas ATP sintasas, es
la de catalizar la sintesis de ATP acoplada al gradiente electroquimico de H' generado por
reacciones de oxido-reduccion en las membranas internas de la mitocondria y el
cloroplasto. En contraste, las ATPasas tipo P y tipo V principalmente hidrolizan el ATP.
Por lo tanto, se puede considerar que las ATPasas tipo F son consumidoras del AuH",
mientras que las ATPasas tipo P y tipo V generan el AuH" a expensas de la hidrélisis del

ATP, que es utilizado para el transporte secundario de solutos (MacCarty, 1992).
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Las ATPasas tipo F o F-ATPasas, se localizan en las membranas internas de las
mitocondrias y cloroplastos, son multiméricas y su masa relativa es de aproximadamente -
550 a 650 kDa; tienen un pH 6ptimo de actividad entre 8 y 9 y la estequiometria H'/ATP
es de tres. Varios reactivos entre los que destacan azida, diciclohexilcarbodiimida (DCCD)
y oligomicina inhiben la sintesis de ATP. Las F-ATPasas estan formadas por dos sectores,
la region catalitica F, y el canal translocador de protones, F,. Se puede separar la F, por
medios fisicos o tratando las membranas con un medio de baja fuerza i6nica que contenga
EDTA. Estas caracteristicas indican que la F, se encuentra expuesta al medio externo de
la membrana. Dependiendo de la fuente, la F, tienen una masa relativa entre 365 a 400
kDa. La composicién polipeptidica tanto en mitocondrias como en cloroplastos y bacterias
es similar. Estdn presentes cinco subunidades llamadas o - € en orden decreciente de masa
relativa. Existe un consenso de que estos polipéptidos estan presentes en una
estequiometria de 3:3:1:1:1. Por comparacion de secuencias, la de la subunidad P esta
muy conservada en diferentes especies y contiene al sitio catalitico. Las subunidades o
y B son muy parecidas y es probable que o provenga de una duplicacién del gene, las
subunidades pequefias ¥, & y € no son muy conservadas (Alfonzo y Racker, 1979).

El sector F, de la ATP sintasa permanece en la membrana después de quitar la F,.
F, es hidrofobico y solo puede aislarse de las membranas extrayendo con detergentes. Sus
funciones son unir a F, y permitir el paso de los protones a través de la membrana. La
velocidad de transporte de protones es alta, sugiriendo que F, es un canai selectivo a H".

El nimero de polipéptidos que componen a F, es diferente dependiendo de la fuente. El

7



sector F, de E. coli es el mas simple y estd compuesto por solo tres tipos de polipéptidos,
nombrados a, b y c. El sector F, de cloroplastos de espinaca tiene cuatro polipéptidos
denominados con mimeros romanos I - [V; y al sector F, mitocondrial lo constituyen ocho
polipéptidos. Todas las subunidades de F, contienen un pequefio polipéptido hidrofobico
de 8 kDa, llamado proteolipido o proteina que une al DCCD, estan presentes de 6 a 12
copias por ATP sintasa (Alonzo y Racker, 1979; Deckers y Altendor, 1996).

En la membrana plasmatica de las células vegetales y de hongos se localiza una
segunda clase de H'- ATPasas, conocidas como tipo P o P-ATPasas. Estas ATPasas
juegan un papel muy importante en la fisiologia de las células de las plantas y hongos, ya
que controlan importantes funciones a nivel celular, incluyendo mantenimiento del pH
intracelular, la divisién y el alargamiento celular. (Serrano, 1989b).

La P-ATPasa es una bomba electrogénica, modulada por K*. Tiene un pH 6ptimo
de actividad ligeramente acido de 6.5. Estudios electrofisiologicos indican que la
estequiometria de esta enzima es de 1H/ATP en plantas y de 2H/ATP en algas (Serrano,
1985). Resultados obtenidos con preparaciones de membrana plasmatica purificadas indican
que el sustrato es el complejo Mg-ATP. Estructuralmente, estas P-ATPasas consisten de
un péptido o de masa relativa de 70 a 100 kDa, el cual contiene el sitio de fosforilacion
y el sitio de unién a ATP. La P-ATPasa comparte un mecanismo de accién similar al de
otras bombas como la Na* K*- ATPasa de la membrana plasmatica de células animales; la
Ca™-ATPasa del reticulo sarcopldsmico; una H'-K* ATPasa de la mucosa gastrica del

estdmago de mamiferos y la K"ATPasa de la membrana plasmatica de E. coli (Serrano,



1985; Sze, 1985).

El mecanismo de accion de ésta enzima se caracteriza por la formacion de un
intermediario fosforilado covalente, que se forma con el fosfato y del ATP y un residuo
de acido aspartico de la enzima. La actividad de ésta enzima se inhibe por orto-vanadato,
un metal de transicién que probablemente sustituye al fosfato, resultando en una union
estable del vanadato con la enzima y en consecuencia inhibiendo la reaccion. Es insensible
a la azida y al nitrato, inhibidores de la F-ATPasa y la V-ATPasa, respectivamente
(Serrano, 1985; Sze, 1985; Al-Awqati,1986; Serrano, 1989b).

Las ATPasa tipo V o V-ATPasas son uno de los transportadores primarios del
tonoplasto cuyo papel en la energizacién de ésta membrana es importante para algunas de
las funciones de la vacuola, como el almacemaniento y transporte de iones y metabolitos,
osmoregulacién, transduccion de sefiales, recambio de proteinas y regulacion del pH
citoplasmatico (Forgac,1989; Barkla y Pantoja,1996).

La hidrolisis de ATP y las actividades de bombeo de las V-ATPasas inicialmente
s¢ analizaron usando vesiculas de tonoplasto o vacuolas completas (Sze,1985), y
posteriormente haciendo "patch clamp” con vacuolas completas (Hedrich y Shroeder, 1989).
El CI estimula la actividad de la enzima. La estequiometria de esta enzima es 2H'/ATP
y tiene un pH oéptimo de actividad de 8.0. Los inhibidores de ésta enzima son el nitrato y
la bafilomicina, ésta ultima, un potente inhibidor especifico perteneciente a la clase de
antibiéticos macrélidos, que actia como un inhibidor del canal de protones (Crider et al.,

1994). Se estima que una molécula de bafilomicina es suficiente para inhibir
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completamente a la ATPasa (Crider ef al., 1994). La V-ATPasa es insensible a inhibidores
de la P-ATPasa como el vanadato o de la F-ATPasa como la azida y la oligomicina (Sze,
1985; Pedersen y Carafoli, 1987; Sze et dl., 1992).

Las V-ATPasas son enzimas multiméricas con una masa relativa de alrededor de
500 kDa. De manera similar a las F-ATPasas, las V-ATPasas se forman de un componente
asociado a la membrana V,, y un componente externo V, (Stevens, 1997), que se disocia
con agentes caotropicos que inactivan las actividades de hidrélisis y de transporte de H'
(Rea, et al., 1987). El sector V, en la V-ATPasa de avena estd compuesto de seis
polipéptidos de 70, 60, 44, 42, 36 y 29 kDa (Ward y Sze,1992; Lai ef al., 1988) mientras
que en la V-ATPasa de betabel solo cinco polipéptidos de 67, 55, 52, 44, y 32 kDa se han
descrito (Rea et al.,1987; Parry et al., 1989). A diferencia de las F-ATPasas, el sector
externo se inactiva por la disociacion y es incapaz de bombear protones (Sze, et al., 1992).
La subunidad mayor de aproximadamente 70 kDa tiene un sitio de unién a nucleétidos, y
es probablemente el sitio de hidrolisis de ATP. La subunidad de alrededor de 60 kDa
también tiene un sitio de unidon a nucledtido y se considera como una subunidad
regulatoria. La presencia de sitios de unidn a nucledtidos en las subunidades de 70 y 60
kDa denotan que pueden participar en la hidrélisis del ATP, analogamente a las
subunidades ot y B de las F-ATPasas(Forgac,1989; Sze et al., 1992; Stevens, 1997).

El componente mas abundante del sector membranal de todas las V-ATPasas es la
subunidad ¢ de 16 kDa que une DCCD. Existen alrededor de seis copias por holoenzima.
Este polipéptido hidrofobico se le conoce como el proteolipido, debido a su solubilidad en
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cloroformo/metanol (Rea er al., 1987b). La subunidad de 16 kDa junto con las de 32, 13
y 12 kDa se consideran parte del sector integral, ya que éstas no se solubilizan con agentes
caotropicos (Ward y Sze,1992). La V-ATPasa del betabel incluye en el complejo integral
a las seis subunidades de 16 kDa mas un polipéptido de 100 kDa (Parry et al., 1989).

La inhibicion de la actividad de las V-ATPasas por DCCD resulta de la
modificacion covalente del proteolipido de 16 kDa (Rea et al.,1987b). Con base en la
similitud entre el proteolipido de 16 kDa de la V-ATPasa y el proteolipido de 8 kDa de
la F-ATPasa, se considera que el DCCD puede bloquear el transporte de H' al modificar
la interaccién cooperativa entre los seis proteolipidos para formar un canal de protones
funcional. A diferencia de la F-ATPasa, el sector V, de la V-ATPasa no conduce H*
después de remover el sector periférico (Sze ef al., 1992). El papel de las otras subunidades
no es claro aun, algunas de ellas pueden requerirse para la unién del sector periférico a la
membrana, mientras que otras pueden requerirse para la regulacion y el ensamble de la
enzima (Sze et al., 1992).

En el tonoplasto de las células vegetales se encuentra otra bomba primaria capaz de
energizar a ésta membrana, la pirofosfatasa translocadora de protones (H'-PPasa), que
transporta protones electrogénicamente del citosol al lumen de la vacuola, usando PPi como
fuente de energia (Rea ef al., 1992).

El K" estimula la translocacion de H' dependiente de PPi, la hidrélisis de PPi se ha
observado en la mayoria de las plantas vasculares, al igual que en un alga clorofita

ancestral (Shimmen et al., 1987a y 1987b) y en el alga marina unicelular 4 cetabularia
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acetabulum (lkeda ef al.,1991). La H'-PPasa es un componente mayoritario en el
tonoplasto y es capaz de generar un AuH" similar a la H-ATPasa (Johannes et a/., 1989,
Maeshima et al., 1989). Asi esta enzima constituye entre el 5 y 10% de la proteina total
del tonoplasto de Beta vulgaris (Britten et al., 1989; Rea et al., 1992).

Estudios estructurales indican que la H™-PPasa se compone de un solo polipéptido
de alrededor de 70 kDa, con un pH éptimo de actividad de 8.0 . La actividad de la H*-
PPasa se puede inhibir de forma irreversible con N-etil maleimida (NEM) (Zhen, ef a/.,
1994) y por concentraciones micromolares de Ca* (Rea et al., 1992). La H'-PPasa presenta

una estequiometria H/PPi de uno y su sustrato especifico es Mg,PPi (Rea, 1993).

II. Interaccion Rhizobium - Leguminosas

En la simbiosis establecida por Rhizobium y las leguminosas se desarrolla una
estructura organizada que se considera como un nuevo drgano en la raiz de la planta
llamado néddulo. La formacion del nodulo involucra varias etapas de desarrollo.

Como primer paso, se establece un intercambio de sefiales quimicas; la raiz de la
planta exuda compuestos fenolicos del tipo de los flavonoides e isoflavonoides (Peters and
Verma, 1990) y las bacterias muestran una quimiotaxis fuerte hacia estos compuestos. Los
flavonoides inducen la transcripcion de los genes de nodulacién o genes nod de
Rhizobium (Brewin, 1991; Sanchez et al., 1991). Esta interaccion es mediada por nodD,
el unico gen nod que se expresa constitutivamente (Long, 1989) y su producto génico

NodD se asocia con la membrana citoplasmatica de Rhizobium ¢ interactia con los
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flavonoides (Schlaman et af., 1989). Las especies diferentes de leguminosas exudan
flavonoides caracteristicos y las proteinas NodD de las especies diferentes de Rhizobium
tienen preferencia por ciertos flavonoides (Brewin, 1991), lo cual establece un primer paso
en la especificidad de esta interaccion. Los factores de nodulacién promueven las primeras
respuestas de la planta y el desarrollo del nddulo que consisten en la deformacion y
encurvamiento de los pelos radiculares de la raiz. Posteriormente, existe una hidrélisis de
la pared celular de los pelos radiculares, su membrana plasmaética se invagina y se reinicia
la sintesis de pared celular formando una estructura tubular, llamada el hilo de infeccion.
El hilo de infeccidn sirve como conducto por el cual las bacterias penetran hasta las células
de la corteza. De manera simultanea a este proceso, las células de la corteza son
reactivadas mitoticamente formando el primordio del nodulo. La division de las células de
la corteza dependera del tipo de planta hospedera. Las leguminosas de clima templado tales
como chicharo, trebol y alfalfa forman nddulos indeterminados que tienen un meristemo
apical permanente. En estas leguminosas, el nodulo se origina de las células localizadas en
la corteza interna de la raiz, en la mayoria de los casos opuesto al xilema del sistema
vascular, Una gran parte de las leguminosas de clima tropical, como soya y frijol forman
nodulos determinados, donde no se presenta un meristemo y el inicio del desarrollo del
nodulo ocurre en las células de la corteza externa de la raiz. (Nap y Bisseling, 1990;
Hirsch, 1992; Mylona et al., 1995; Cohn et al., 1998).

El hilo de infeccién crece, permitiendo a las bacterias llegar a las células blanco;
un vez ahi, las bacterias se liberan al citoplasma, por endocitosis, de esto surge la
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encapsulacion de las bacterias por una membrana de origen vegetal, llamada membrana
peribacteroidal (MPB). A las bacterias y a la MPB que las rodea, se le conoce como
simbiosoma, y las células que contienen a los simbiosomas se les conoce como células
infectadas. Una vez que las bacterias invaden el citoplasma, las células dejan de dividirse
y solo incrementan su tamaifio por crecimiento celular (Nap y Bisseling, 1990; Verma y
Hong, 1996; Whitehead y Day 1997; Mylona et al., 1995).

En leguminosas de clima templado, la divisién de la bacteria se acompaiia de la
divisién de la MPB, por lo tanto cada simbiosoma contiene solo una bacteria. En contraste,
en nodulos de leguminosas de clima tropical los simbiosomas contienen mas de una
bacteria ya que sélo ésta se divide (Goodchild y Bergersen, 1966). Una vez que la bacteria
ha dejado de dividirse, sufre una diferenciacion, se inducen los genes necesarios para el
estado simbiético, entre ellos el que codifica para la nitrogenasa. Con ello el nddulo
madura y se crean las condiciones Optimas para la fijacion biolégica del nitrogeno
(Whitehead y Day, 1997; Mylona et al., 1995; Hirsch, 1992; Pueppke, 1996; Sanchez et
al., 1991)

La MPB desempefia funciones muy importantes en la simbiosis, protege al
bacteroide de una posible respuesta de defensa de la planta y media el transporte de solutos
entre los dos simbiontes. Esta membrana es de origen vegetal, sin embargo existe cierta
controversia sobre su composicién y desarrollo. Inicialmente se decia que la MPB estaba
formada por invaginaciones de la membrana del hilo de infeccidn, que se origina de la

membrana plasmatica de la célula infectada (Evans y Stacey, 1989). Sin embargo estudios
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recientes han demostrado que la composicion de la MPB no es idéntica a la membrana del
hilo de infeccién y que varios organelos participan en su sintesis (Mellor, 1989).

Estudios realizados con microscopia electrénica y técnicas de criofractura han
mostrado la asociacion estrecha de vesiculas posiblemente derivadas del aparato de Golgi
con la MPB. El origen de estas vesiculas s¢ asignd al aparato de Golgi debido a sus
propiedades de tincion con plata (Robertson, et al., 1978). La presencia de estas vesiculas
y los cuerpos de Golgi en el citoplasma de células infectadas refuerza la posible
participacién del aparato de Golgi en la sintesis de la MPB (Robertson, et al.,1978).
Ademas de compartir caracteristicas con el aparato de Golgi, la MPB también comparte
caracteristicas en comun con el tonoplasto. Se ha reportado que dos marcadores de la
vacuola, la a-manosidasa y la termolisina, un inhibidor de proteasas, se encuentran en el
espacio peribacteroidal de nédulos de Glycine max (Mellor, 1984; Mellor, 1989). También
se sugiere que el microsimbionte contribuye a la biogénesis de la MPB de dos maneras
(Robertson, et al., 1978): ya sea proporcionando directamente proteinas o por la secrecion
de moléculas de sefializacion que controlen ¢l flujo de las vesiculas en la célula huésped
hacia la MPB (Verma y Hong, 1996).

Es muy probable que la composicion de la MPB no sea la misma en las diferentes
etapas del desarrollo del nédulo. El papel de la MPB durante la etapa de proliferacion,
presumiblemente es mediar el intercambio de nutrimentos a bacterias que estan
continuamente dividiendose. En esta etapa los requerimentos nutricionales de la bacteria

podrian ser diferentes, ya que ain no han sufrido la diferenciacion a bacteroides capaces
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de fijar nitrdgeno. Consecuentemente, se piensa que la composicion y la permeabilidad de
la MPB difiere en esta etapa y cuando el simbiosoma ha madurado (Verma y Hong, 1996).
Evidencias que apoyan esta hipdtesis son los analisis del perfil de polipéptidos en la MPB
de soya, los cuales mostraron diferencias claras entre nddulos jovenes de 4 semanas y de
nodulos maduros de 8 semanas (Udvardi et al., 1990).

Peroto et al. (1995) han observado cambios en el contenido de proteinas y lipidos
en la MPB de nddulos de chicharo durante su desarrollo. La expresion del epitope JIM1S,
un antigeno glicolipido, se regula durante el desarrollo del nddulo. El anticuerpo contra
JIM18 reacciono con la MPB y la membrana plasmatica de las células infectadas cercanas
al meristemo del nédulo, que corresponde a la zona de invasion donde la bacteria se divide
continuamente. Sin embargo, la reactividad del anticuerpo JIM18 se perdi6 en la MPB,
pero no en la membrana plasmatica de las células infectadas (Peroto ef al., 1995). Esta
pérdida del epitope JIMI18 ocurrié en la zona donde la bacteria se ha diferenciado
parcialmente a la forma de bacteriode, es decir el epitope no esta presente en la MPB
madura, confirmando que la composicion de la MPB es diferente segin el estadio de
desarrollo del nodulo (Peroto et al., 1995).

Una caracteristica importante de la MPB es la presencia de un grupo de proteinas
especificas del nddulo, llamadas nodulinas. Entre éstas, una de las proteinas mayoritarias
es la nodulina 26, una proteina integral de la MPB (Fortin, 1987; Weaver ef al., 1991,
Miao y Verma, 1993). Basados en su secuencia de aminoacidos, se ha concluido que la

nodulina 26 es un miembro de la familia de proteinas intrinsecas de la membrana (MIP),
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que comparten de un 30 a un 40% de identidad de secuencia de aminoacidos y presentan
seis dominios transmembranales, con los extremos carboxilo y amino terminal del lado
citoplasmatico (Reizer et af., 1993). Las actividades funcionales de algunas de estas
proteinas incluyen actividades de transporte como canales de agua semejantes a la proteina
humana CHIP28 (Maurel et al., 1993) y a facilitadores del transporte de glicerol como la
proteina bacteriana Glp F (Johnson et al., 1990).

La expresion heterdloga de la nodulina 26 de soya en ovocitos de X enopus demostrd
que es una proteina que participa en el transporte de agua. Estudios en la MPB de nodulos
de soya, la cual contiene altos niveles de esta proteina, mostraron que ¢l agua se transportod
a altas velocidades y que esta actividad se inhibi6é con compuestos mercuriales, sugiriendo
que el movimiento de agua a través de esta membrana podria estar mediado por la nodulina
26. Sin embargo, la MPB también mostré altas velocidades de flujo de moléculas pequefias
sin carga como formamida y glicerol, resutados que indicaron que la nodulina 26 funciona
como un canal de agua con moderada selectividad (Rivers ef al., 1997).

En la MPB también se han identificado otras proteinas de transporte, una H'-
ATPasa, una canal selectivo a cationes y un transportador de acidos dicarboxilicos
(Udvardi y Day, 1997). En la MPB de nédulos de soya (Blumwald et al., 1985; Bassarab
et al., 1986; Udvardi y Day 1989), de chicharo (Christiansen et a/, 1995; Szafran and
Haaker, 1995) y lupino (Domingan et al., 1988) se ha identificado una H'-ATPasa con
caracteristicas muy similares a la P-ATPasa, ya que es dependiente de Mg*?, presenta un
pH 6ptimo relativamente acido de 6.5 y se estimula por cationes, particularmente K"y
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NH,". La actividad de la H™-ATPasa fue significativamente mas alta en MPB de chicharo
y de lupino que en MPB de soya (Whitehead y Day, 1997).

Utilizando simbiosomas intactos, naranja de acridina y microscopia de fluorescencia,
sc¢ midié el transporte de H™ en la presencia de ATP y se observd un aumento en la
fluorescencia de la naranja de acridina comprobando que la H'-ATPasa de la MPB
funciona como una bomba de H* que causa la acidificacion del espacio peribacteroidal
(Blumwald et al., 1985). De manera similar, pero utilizando oxonol V, un colorante
fluorescente sensible al voltaje, se observd que esta ATPasa forma un potencial de
membrana mas positivo en ¢l espacio peribacteroidal (Udvardi y Day, 1989; Udvardi et a/.,
1991). En otros estudios realizados con MPB de nddulos de soya se ha identificado una
ATPasa tipo V (Dubovro et al., 1992) o bien los dos tipos de ATPasas, una con
caracteristicas similares a la de la membrana plasmatica y otra similar a la que se encuentra
en el aparato de Golgi (Bassarab ef al., 1986)

En estudios realizados con la MPB de nodulos de soya se ha reportado la presencia
de una H'-PPasa, con caracteristicas similares a la encontrada en el tonoplasto de células
vegetales ya que es dependiente de Mg™ y presenta un pH 6ptimo de 9.0 (Bassarab et al.,
1986).

Empleando la técnica de "patch clamp” en simbiosomas aislados de nddulos de soya
se ha identificado un canal de NH," dependiente de votaje. La selectividad de este canal
es baja, ya que es permeable a otros cationes monovalentes ademas del NH,". La presencia

de este canal en la MPB puede mediar el movimiento de NH," hacia el citoplasma de las

18



células infectadas siguiendo su gradiente electroquimico, para posteriormente ser asimilado
y distribuido al resto de la planta (Tyerman et al., 1995).

Para que los bacteroides puedan realizar la reduccion de N, es necesario que reciban
un suministro constante de fuente de carbono. Los posibles compuestos utilizados por los
bacteroides son los &cidos dicarboxilicos malato, succinato y fumarato (Streeter, 1995;
Whitehead y Day,1997). Estudios realizados utilizando técnicas radioactivas han
demostrado que en el espacio peribacteriodal se acumulan acidos dicarboxilicos C-4 como
malato, fumarato y succinato (Ou Yang et al., 1990), y que en la MPB esta presente un
transportador que tiene afinidad por malato y succinato que aparentemente actia como un
uniporte para el anion dicarboxilato monovalente (Udvardi e al., 1988).

Con el fin de entender el papel de la MPB en la interaccidén microorganismo-planta
del sistema Rhizobium-frijol, se propuso iniciar la caracterizacion de los transportadores
activos primarios involucrados en la energizacién de ¢ésta membrana, asi como aquellos
que participan en la acumulacidn de los acidos dicarboxilicos, que sirven como fuente de
carbono a los bacteroides. Adicionalmente, estos estudios pueden aportar datos de gran

ayuda para elucidar la biogénesis de la MPB.

19



Objetivo General
Determinar los mecanismos de transporte involucrados en la energizacién de la

MPB y su papel en la simbiosis Rhizobium-frijol.

Objetivo Particular
Caracterizar fisiologica y bioquimicamente €l o los transportadores activos primarios

que median el movimiento de solutos a través de la MPB de nddulos de frijol.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar la actividad del o los transportadores activos primarios mediante los
parametros V ,,, K, y pH optimo.

2. Determinar el perfil de inhibicién del o los transportadores activos primarios de
la MPB.

3. Definir el tipo de transportador activo primario por ensayos de inmunodeteccion.

4. Confirmar el bombeo del transportador activo primario y la direccién de esta
actividad.

5. Estudiar la permeabilidad de aniones orgdnicos a través de la MPB.
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MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron plantas de frijol (Phaseolus vulgaris)
de la variedad "Negro Jamapa" inoculadas con la cepa CFN 037 de Rhizobium etli.

Condiciones de crecimiento de R. et/i. La cepa de R. etli se crecid en un medio rico
PY compuesto de 0.5% peptona de caseina, 0.3% extracto de levadura, 0.08% CaCl,,
0.001% acido nalidixico y 0.001% kanamicina como antibidticos selectivos, incubando a
30°C con agitacion por 48 - 72 horas.

Nodulacién. Inicialmente, las semillas de frijol se desinfectaron por 1 min con
etanol al 96%, y posteriormente se lavaron de 3 a 5 min con agua destilada estéril. A
continuacion, las semillas se expusieron por 5 min a una solucion de NaHCIO, al 0.6%
y se lavaron de 3 a 5 veces con agua estéril. Para su germinacion, las semillas se
colocaron en charolas estériles sobre una cama de papel himedo cubiertas con papel
aluminio por 72 horas a 25 °C. Una vez germinadas, se colocaron cinco semillas en cada
maceta que contenia vermiculita estéril como sustrato y se inocularon con 1.5 mL de
cultivo de R. etli previamente crecido. Las plantas se crecieron por 21 dias en el
invernadero regandose diariamente en forma alterna con agua y con solucién nutritiva de
Fahraeus (1.0% CaCl,.2H,0, 1.0% KH,PO,, 1.2% MgSO,. 7TH,0, 1.5% Na,HPQ,.7H,0,
0.05% citrato férrico y solucién de oligoelementos: 46 mM H,BO,, 9 mM MnSO,.4H,0,
0.76 mM ZnS0,.7H,0, 0.32 mM CuSQ,.5H,0, 0.33 mM Na,Mo0O,.H,0). Después de éste
tiempo, los nodulos se colectaron para la obtencion de la MPB o de simbiosomas intactos.

Obtencién de membranas peribacteriodales. Este procedimiento se realizé a 4 °C.
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Aproximadamente 20 g de nddulos se presionaron suavemente en un mortero conteniendo
25 mL de solucién homogenizadora (400 mM sorbitol, 10 mM MgSO,, 1% albumina de
suero bovino, 1% polivinil pilirridona [10,000], 20 mM acido ascorbico, I mM
benzamidina, 1 mM fluoruro de p-metil sulfonilo (PMSF), 0.5 mM de hidroxitolueno
butilado (BHT), SmM dithiotreitol (DTT), 25 mM 4acido morfolino etano sulfénico/ 1,3
bis[tris-hidroximetil metil amino propano] (Mes/BTP) pH 7.5 ). El homogenizado se filtré
a través de una malla de nylon con poro de 20 um. El filtrado, conteniendo en su mayoria
simblosomas intactos, restos celulares y bacteroides, se centrifugd por 15 min a 700 g
usando un rotor Sorvall SS34 y una centrifuga Sorvall RC-5B (Sorvall Instruments,
Dupont, Boston, MA, USA) con la finalidad de remover fragmentos celulares. La pastilla
asi obtenida, conteniendo simbiosomas intactos y bacteroides se resuspendié en medio de
choque osmético (4% sacarosa, 5 mM amortiguador K;HPO,/KH,PO, pH 7.8 y 1 mM
DTT) y se agitd vigorosamente por 2 minutos para liberar los bacteroides de la MPB. Los
bacteroides se eliminaron centrifugando 15 min a 3000 g en un rotor Sorvall $S834 y una
centrifuga Sorvall RC-5B. El sobrenadante que contenia la MPB se centrifugd 1 h a 40
000 g usando un rotor Ti-55.2 en una ultracentrifuga L-80 (Beckman Instruments, Inc.
Fullerton, CA, USA). Con la finalidad de purificar la fraccién de MPB obtenida la pastilla
resultante se resuspendié en 9 ml de medio de suspensiéon (330 mM sacarosa, 5 mM
amortiguador K,HPO,/K H,PO, pH 7.8 y 1 mM DTT) y se afiadi¢ a un tubo que contenia
la mezcla fresca del sistema de dos fases con una composicién de 6.0 % dextran T 500

(Pharmacia Inc., Alameda, CA, USA) (p/p), 6.0 % polietilenglicol 3,350 (p/p), 330 mM
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sacarosa, 5 mM K,HPO,/KH,PO, pH 7.8 y 1 mM DTT con un peso final de 36 g. Este
tubo se mezclo cuidadosamente por inversidn y se centrifugd 20 min a 700 g en un rotor
de angulo variable (HB4), en una centrifuga Sorvall RC-5B. Posteriormente se recuperd
la fase acuosa rica en polietilenglicol (fase superior), que contenia a la MPB
(Christianssen et al., 1995), y se colocd en un segundo tubo que contenia solo fase acuosa
rica en dextran (fase inferior) y se centrifugd. Este paso se repitié una vez mas para
optimizar la purificaciéon de la MPB (Larsson, 1983). Las vesiculas de MPB se
concentraron por centrifugacidn durante 1 h a 100,000 g utilizando un rotor Ti-55.2 en una
ultracentrifuga L-80. Finalmente la pastilla que contenia la MPB se resuspendié en medio
de suspensidn y se almacené a - 80 °C, hasta antes de ser empleada.

Aislamiento de simbiosomas. Este procedimiento se realizé a 4 °C. Para el
aislamiento de simbiosomas intactos se emplearon de 6 a 8 g de nddulos de plantas entre
21 y 26 dias de edad. Para liberar los simbiosomas de las células infectadas, los nddulos
se presionaron suavemente en un mortero conteniendo 5 mL de solucién homogenizadora
(ver seccion anterior). El homogenizado se filtré a través de una doble hoja de Miracloth
(Calbiochem-Nova Biochem Intl, La Jolla, CA, USA) para eliminar restos de tejido y
vermiculita. Para la purificacion de los simbiosomas, el filtrado se colocd en la parte
superior de un gradiente discontinuo (80- 60- 30%) de Percoll (Pharmacia Biotech Inc.,
Alameda, CA, USA). Los tubos se centrifugaron durante 15 min usando un rotor de
angulo variable HB4 a 3800 g en una centrifuga Sorvall RC-5B. Los simbiosomas intactos

se recuperaron de la interfase 60 - 80% del gradiente de Percoll, y se lavaron
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cuidadosamente con solucién de lavado (400 mM sorbitol, 3 mM MgSO,, 25 mM
Mes/BTP pH 7.0 y 1 mM DTT). Los simbiosomas se concentraron por centrifugacion con
un pulso de 15 s en el rotor de angulo variable HB4 a 3800 g en una centrifuga Sorvall
RC-5B.

Cuantificacion de proteina. La concentracion de proteina de las preparaciones de
MPB y de los simbiosomas se determind de acuerdo al método de Bradford (Bradford,
1976) usando albumina de suero bovino como estandar.

Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS - PAGE) y electrotransferencia. Las proteinas de la MPB se precipitaron con 50
volumenes de una solucion de alcohol:acetona (1:1 v/v) por dos horas, para eliminar
lipidos y carbohidratos. Posteriormente las muestras se centrifugaron por 30 min a 14,000
rpm utilizando un rotor F2402 en una centrifuga GS-15R (Beckman). Los concentrados
de proteinas se diluyeron en un volumen de la solucién de Laemmli al 2.5% (100 mM
Tris pH 6.8, 4% dodecil sulfato de sodio [SDS p/v], 20% glicerol [v/v], 10 mM 2-
mercaptoetanol, 0.2 % azul de bromofenol [p/v]) y se incubaron por 5 min a 65 °C para
desnaturalizar las proteinas.

Las proteinas se separaron en un gel continuo de acrilamida al 12.5% (12.16%
acrilamida [p/v], 0.33% bis-acrilamida [p/v], 390 mM tris pH 8.0, 0.1% SDS [p/v], 0.1%
persulfato de amonio [APS][p/v] y 0.04% tetrametil etilendiamina [TEMED] [v/v]. La
parte concentradora del gel estuvo compuesta de 4.95% [p/v] acrilamida, 0.14% [p/v] bis-

acrilamida, 130 mM Tris pH 6.8, 0.1% SDS [p/v], 0.1% APS [p/v] y 0.04 % TEMED
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[v/v]. La electroforesis se llevé a cabo a un voltaje constante de 200 V por 45 min a 4°C.
Después de la electroforesis, los geles se tifieron con el colorante azul brillante de
Coomassie R250 al 0.25% disuelto en una solucion de metanol/acido acético 50% / 7%
(v/v).

Los geles que no se tifieron se utilizaron para los ensayos de inmunodeteccién y
se transferieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm (Hybond-ECL Amersham
Life Science, Inc., Cleveland OH, USA) en una camara de transferencia con solucién de
transferencia (190 mM glicina, 25 mM Tris, 20 % metanol [v/v]) a un voltaje constante
de 30 mV a 4° C por 14 - 16 h (Laemmli, 1970; Sambrook et al., 1989).

Inmunodeteccién. Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon durante 2 h con
5 % de leche en polvo descremada (Carnation Nestlé Co., USA) a temperatura ambiente.
Posteriormente, las membranas se incubaron 6 - 7 h a temperatura ambiente con los
anticuerpos primarios especificos: contra la nodulina 26 de la MPB de soya, Nod 26
(dilucién 1:100), donados por el Dr. D.P. Verma; contra la region carboxilo terminal de
la P-ATPasa de Arabidopsis thaliana (dilucién 1:5000), donados por el Dr. R. Serrano;
contra la subunidad E de la V-ATPasa del tonoplasto de células de cebada (dilucion
1:3000), donado por el Dr. K.J. Dietz; contra la subunidad A y la subunidad B de la V-
ATPasa de Vignia radiata (dilucién 1:3000) donados por el Dr. Masayoshi Maeshima; y
contra el segmento citoplasmético XII que une los segmentos transmembranales XII y XIII
de la H'-PPasa de A rabidopsis thaliana (dilucion 1:3000), cedidos por el Dr. P. Rea. Estos

anticuerpos se obtuvieron en conejo. Las membranas s¢ lavaron tres veces por 15 min
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cada vez con solucién TBS-T pH 7.6 (20 mM Tris, 137 mM NaCl y 0.1% tween - 20),
para incubarlos posteriormente con un anticuerpo anti Ig G de conejo conjugado con
peroxidasa a una dilucién 1:2500 por 2 h a temperatura ambiente. Los complejos antigeno
anticuerpo se detectaron por el método de quimioluminescencia ECL (Amersham, Life
Science, Inc., Cleveland OH, USA). Este método permite detectar la emisién de luz sobre
una pelicula fotografica producida por el producto de oxidacién del luminol en
condiciones alcalinas en presencia de la peroxidasa. Alternativamente, los complejos
antigeno-anticuerpo se revelaron con nitro azul de tetrazolium (NBT) y 5-bromo-4 cloro-
3-indolil fosfato (BCIP), los cuales son sustratos de la fosfatasa alcalina.

Ensayos enzimaticos. La actividad hidrolitica de la H*-ATPasa de la MPB se
cuantifico empleando el método de Ames (1966) con las modificaciones descritas por
Zingarelli et al., (1994). La reaccion se llevo a cabo en 200 pul de medio de reaccién ( 6
mM MgS80O,, 50 mM KCI, 30 mM Mes/BTP pH 6.5 o pH 8.0, ImM Na,MoO, y 3 mM
ATP/BTP pH 6.5 o pH 8.0) y agregando de 5 a 10 pg de proteina. Este medio se incubd
30 min a 37°C y la reaccién se detuvo agregando 800 pl de la solucién de AMES (10 %
acido ascérbico y una solucion de 0.42 % (NH,),MoO, en acido sulfirico [1:6] [v/v]), e
incubando durante 30 min. La cantidad de fosfato liberado se determiné en un
espectrofotometro Hewlett Packard 8452A a una longitud de onda de 820 nm, empleando
una solucion de KH,PO, para obtener la curva de calibracion.

La actividad hidrolitica de la H'-PPasa asociada a la MPB, se determind de manera

similar, la diferencia fue el medio de reaccidén que consistié de 50 mM KCl, 1.3 MgSO,,
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1 mM Na,MoQ,, 30 mM Mes/BTP pH 8.0 y 300 uM PPi/BTP pH 8.0).

La actividad citocromo oxidasa ¢, se determind de acuerdo con la metodologia

propuesta por Wienecke et al. 1982. Se midié el cambio de absorbancia producido por la
oxidacién del citocromo, previamente reducido. La mezcla de reaccién consisiti6é en 0.6
mM de citocromo ¢ reducido, 0.5% de Tritdn X-100 al 10% y 100 pug de proteina. El
ensayo se inicid con la adicion de proteina, y la disminucioén de la absorbancia a 550 nm
se midi6 a 25°C durante 10 min.
Ensayos de actividad de transporte de H' de la H'-ATPasa y de la H'-PPasa. El bombeo
de H' por la ATPasa se determind empleando un método fluorimétrico que asocia los
cambios en los niveles de fluorescencia de la quinacrina, un colorante sensible al gradiente
de pH, con la acidificacion del interior de las vesiculas de membrana. La actividad de
bombeo de H' se midié en un medio de reaccién que contenia 25 mM Mes/BTP pH 6.5
6 pH 8.0, 400 mM sorbitol, 8 uM quinacrina, 50 mM cloruro de tetra metil amonio
(TMA-CI), 6 mM MgSO, vy 30 ug de simbiosomas intactos, activando a la ATPasa con
la adicion de 3 mM de ATP/BTP pH 6.5 6 pH 8.0.

De manera similar, el bombeo de H' por la H*-PPasa asociada a la MPB se observd
al adicionar 300 pM PP/BTP pH 8, al medio de reaccién que contenia 25 mM Mes/BTP
pH 8, 400 mM sorbitol, 8 uM quinacrina, 50 mM KCl, 1.3 mM MgSO, y 100 ug de
simbiosomas. En ambos casos la disminucidn de la fluorescencia de la quinacrina, indicé
una acidificacion del espacio peribacteroidal e indirectamente, la actividad de bombeo de

H* de 1a H'-ATPasa, o bien, de la H'-PPasa . Esta disminucion de fluorescencia se midié
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en un fluorébmetro LS 50 (Perkin Elmer Corp., Branchburg, NJ, USA), empleando una

longitud de excitacién de 427 £ 5 nm y una longitud de onda de emision de 495 + Snm,
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RESULTADOS

La MPB que rodea a los bacteroides durante la simbiosis RAizobium-leguminosas
juega un papel muy importante. Esto se debe a que delimita al bacteriode y lo protege de
una posible respuesta de defensa de la planta, ademas de regular el transporte del
nitrogeno fijado por el endosimbionte hacia el citoplasma de la célula infectada, asi como
el transporte de 4cidos dicarboxilicos, por gjemplo malato, del citoplasma de la célula al
espacio peribacteroidal. En este trabajo, se caracterizaron los transportadores activos
primarios presentes en ésta membrana, analizando su actividad de bombeo de H', su
actividad hidrolitica y se determinaron parametros como pH optimo, K, V.. vy perfil de
inhibicién. Los resultados de estos estudios se relacionaron con aquellos obtenidos por
ensayos de inmunodeteccion.

L Obtencion de la MPB de nodulos de frijol.

El uso de preparaciones de vesiculas de membranas aisladas es muy util para el
analisis de procesos de transporte asociados con éstas, de esta manera se evitan posibles
complicaciones relacionadas con la maquinaria metabolica de toda la célula. La
metodologia seguida en este trabajo presenté la ventaja de eliminar un porcentaje
considerable de contaminantes de membrana plasmatica o membranas intracelulares como
la de la vacuola, el aparato de Golgi o de la mitocondria al aislar inicialmente
simbiosomas intactos (Christiansen et al., 1995).

La obtencion de la MPB se realizd mediante la lisis de los simbiosomas por choque

osmotico, lo cual permitié la separacion de ésta y de los bacteroides por centrifugacion
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diferencial. La MPB se purificé realizando tres extracciones sucesivas con un sistema de
particion de dos fases de dextran y polietilenglicol al 6.0% (p/p). Este método tiene como
principio separar las membranas de acuerdo a sus propiedades de superficie, como la carga
y la hidrofobicidad.

Una de las proteinas previamente identificadas en la MPB es la nodulina 26, una
proteina intriseca de ésta membrana que tiene homologia con un gran nimero de proteinas
que forman canales en la membrana de Escherichia coli, levadura, Drosophila, mamiferos
y plantas (Miao y Verma, 1993). Con el objetivo de comprobar que las preparaciones
obtenidas estaban enriquecidas con MPB, se realizaron ensayos de inmunodeteccion tipo
"Western", utilizando el anticuerpo contra la nodulina 26 de la MPB de soya. En la figura
2A se muestran las proteinas totales de las diferentes preparaciones. En la figura 2B se
presenta el resultado de un ensayo tipo "Western": en los carriles 1, 2, 3, v 4, que
corresponden a 4 diferentes preparaciones de MPB, el anticuerpo reconocio un polipéptido
de aproximadamente 26 kDa, que es el peso molecular de la nodulina 26. En contraste,
el anticuerpo no reconocio polipéptido alguno en preparaciones de tonoplasto (carril 7),
de membrana plasmatica de raiz de frijol (carril 5) ni de membrana plasmatica de tomate
(carril 6), indicando que las preparaciones de membrana utilizando el sistema de particion
de dos fases estaban enriquecidas con MPB. A estas preparaciones se les midio la
actividad de la citocromo oxidasa ¢, con la finalidad de asegurar la eficiencia del método
de purificacion de dos fases. La contaminaciéon con membrana plasmatica de los

bacteroides fue minima. La actividad de esta enzima fue de 4.12 nmol de citocromo ¢ min’
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"'mg" de proteina (Christiansen et al., 1995).

La MPB también se aisléo empleando un gradiente continuo de sacarosa del 10 al
45% a partir de simbiosomas rotos. Este gradiente se fracciond en alicuotas de 2ml,
recolectandose asi 17 fracciones, de las cuales se precipitaron las proteinas. La figura 3
muestra que la MPB se recuperé en las fracciones 4 a 9 que corresponden a una
concentracion entre un 21 y un 33% de sacarosa, ya que el anticuerpo contra la nodulina
26 reconoci6 una banda de aproximadamente 26 kDa en estas fracciones. Este anticuerpo
también reconoci6 a un polipéptido de 26 kDa en la fraccion 17 que correspondid a una
concentracton del 50% de sacarosa, donde probablemente quedaron algunos simbiosomas
sin romper.

IL. Propiedades de la ATPasa de la MPB.

Empleando preparaciones de MPB se determino el pH 6ptimo de la H'-ATPasa
entre los valores de 5.5. a 10.0. La actividad maxima se observo entre pH 8.5 y 9.0 como
lo muestra la figura 4 y fue de 19.37 pumoles de Pi h'! mg™ de proteina. .

La actividad hidrolitica de la ATPasa de la MPB a pH 8.0 se aproximé a una
cinética de Michaelis-Menten con respecto a la concentracion de ATP (fig 5A),
obteniéndose una K_ de 0.53 mM ATP y una V___ de 39.49 pmoles de Pi h' mg proteina™
a partir de una grafica Linewaver-Burk (fig 5B).

111, Efecto de inhibidores especificos sobre la actividad hidrolitica de la ATPasa de
la MPB.

Los diferentes tipos de H'-ATPasas se inhiben especificamente por ciertos
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compuestos, lo que ayuda a identificarlas entre ellas. La actividad hidrolitica a pH 8 de
las diferentes preparaciones de MPB se determiné en presencia de 100 pM de vanadato,
un inhibidor especifico de la P-ATPasa; 50 nM de oligomicina ¢ | mM de azida,
inhibidores de la F-ATPasa; y 100 mM de nitrato y 1 nM de bafilomicina, inhibidores de
la V-ATPasa. La tabla I muestra que el nitrato y azida inhibieron la actividad hidrolitica
de la H'-ATPasa en forma similar, alcanzando niveles de 56 y 61% de disminucion de
ésta actividad respectivamente. La oligomicina causé una disminucién del 52%, mientras
que vanadato inhibid solo el 24% de la actividad hidrolitica. La bafilomicina provocé solo
una inhibicién del 10% sobre esta actividad.

IV. Actividad de bombeo de H' de la H'-ATPasa en simbiosomas intactos

La actividad de las H'-ATPasas no solo involucra la hidrélisis del ATP, sino
también la actividad de bombeo de H', por lo tanto, se analizd esta actividad en
simbiosomas aislados de nédulos de frijol.

En la figura 6 se muestra un trazo original del bombeo de H' de la H-ATPasa de
la MPB. Durante los primeros dos minutos se establecio el equilibrio del colorante entre
el medio de reaccion y el interior de los simbiosomas. Una vez que el nivel de
fluorescencia fue estable, se adicion6 3 mM de ATP para activar a la H-ATPasa,
observandose una disminucion de la fluorescencia. La disminucioén de la fluorescencia de
la quinacrina, un colorante sensible al ApH, se interpreta como una acidificacion del
espacio peribacteroidal, e indirectamente, de la actividad de la H*-ATPasa. Para confirmar

que la disminucién de la fluorescencia de la quinacrina fue ocasionada especificamente
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por el establecimiento de un gradiente de pH, se adiciond 2.5 mM de (NH,),SO, y s¢
compard el nivel de fluorescencia alcanzado con el nivel inicial. Si estos dos niveles eran
muy similares, los experimentos podrian continuarse.

Al analizar la actividad de bombeo de la H'-ATPasa en respuesta a la adicién de
ATP a pH 6.5 y pH 8.0, se observd consistentemente una mayor velocidad inicial de
acidificacién del espacio peribacteroidal a pH 8.0. Como lo muestra la figura 7, a pH 8.0
la velocidad inicial de la disminucion de la fluorescencia correspondié a 56.45 UF h' mg
proteina’’, alrededor de dos veces mas que la observada a pH 6.5 con una disminucién de
29.03 UF h'! mg proteina’.

Cuando la actividad de bombeo de H' por la ATPasa de la MPB se analizd en la
presencia de diferentes inhibidores especificos de las H'-ATPasas, no se observé una
inhibicién muy marcada de ésta actividad en presencia de vanadato y oligomicina , ya que
tan solo inhibieron 13 y 8% repectivamente. De manera contraria, la bafilomicina inhibi6
un 91% esta actividad y la azida un 51%. En presencia de nitrato se observd una
estimulacion en la velocidad inicial de la disminucion de la fluorescencia de la quinacrina
al adicionar el ATP (fig 8 y tabla 2).

V. Propiedades de la H'-PPasa de 1a MPB.

El pH ptimo de la actividad hidrolitica de la H'-PPasa se determiné empleando
valores de pH entre 6.0 y 10.0 obteniéndose un méximo de actividad a pH 9.0 (fig 9). La
actividad hidrolitica a pH 9.0 fue de 20 pmoles Pi h' mg™' proteina.

La actividad hidrolitica de la H'-PPasa de la MPB a pH 8.0 mostrd una cinética
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tipo Michaelis-Menten con respecto a la concentracion de PPi (fig 10A) y se obtuvo una
K_ de 70.42 uM PPi y una V,, de 25.25 umoles de Pi h' mg™' proteina a partir de una

grafica Linewaver-Burk (fig 10B).

VL Actividad de bombeo de H de la H'-PPasa de la MPB.

El comportamiento de la H'-PPasa en los ensayos de fluorescencia fue muy
diferente al mostrado por la H'-ATPasa. Al analizar la actividad de bombeo de H”
dependiente de pirofosfato se observaron dos disminuciones en la fluorescencia; en los
primeros minutos, después de adicionar el PPi a simbiosomas intactos, una ligera
disminucién seguida de una segunda caida mas pronunciada. La actividad total
correspondi6 a 21.68 + 2.41 UF h” mg proteina. Al adicionar el (NH,),SO, se disipaba
el potencial de membrana, regresando la fluorescencia a un nivel muy cercano al inicial,
lo que indicé que el gradiente de pH formado era debido a la actividad de la H™-PPasa

detectada (fig 11).

V1L Identificacion de los transportadores activos primarios presentes en la MPB por
ensayos de inmunodeteccion.

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos en el analisis de la actividad
hidrolitica y de bombeo de H" dependientes de ATP o bien de PPi se realizaron ensayos
de inmunodeteccién. Las proteinas de las preparaciones de MPB, aisladas y purificadas

por el sistema de dos fases, se separaron en geles de poliacrilamida al 12.5%, se
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transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se realizaron ensayos tipo "Western". Los
anticuerpos utilizados fueron los siguientes: un anticuerpo que reconoce la region
carboxilo terminal de la P-ATPasa de A rabidopsis thaliana; un anticuerpo que reconoce
la subunidad E de la V-ATPasa de tonoplasto de células de cebada, los anticuerpos que
reaccionan con la subunidad A y la subunidad B de la V-ATPasa de tonoplasto de Vignia
radiata y el anticuerpo que reconoce el segmento citoplasméatico XII que une los
segmentos transmembranales XII y XIII de la H'-PPasa de tonoplasto de A rabidopsis
thaliana.

Como se muestra en la figura 12B, el anticuerpo de la P-ATPasa, no reconocid
ningtn polipéptido de 100 kDa en las diferentes preparaciones de MPB (Carriles 1 al 4).
Sin embargo éste reconoci6 un polipéptido que corresponde al peso molecular de la P-
ATPasa en la preparacién de membrana plasmaética de raiz de frijol (carril 5) y en la
preparacion de membrana plasmatica de células en suspensién de tomate (carril 6), usadas
como controles positivos, debido a que en estudios previos realizados en el laboratorio se
sabia que estos anticuerpos reconocian este polipéptido. La figura 12A representa el gel
tefiido con azul de Coomassie de las diferentes preparaciones.

Las figuras 13B y C muestran que los anticuerpos contra la subunidad A y la
subunidad B de la V-ATPasa reconocieron en las diferentes preparaciones de MPB
(carriles 1 al 3), polipéptidos de 67 y de 56 kDa, pesos moleculares de las subunidades
A vy B respectivamente. De manera similar, estos anticuerpos reconocieron polipéptidos

del mismo peso molecular en las preparaciones de tonoplasto de raiz de frijol y del
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tubérculo de betabel que fueron utilizadas como control (carriles 4 y 5). La figura 13A
representa el gel tefiido con azul de Coomassie de las diferentes preparaciones.

En contraste, cuando se probé el anticuerpo contra la subunidad E de la V-ATPasa
(fig 14B), éste no reconocid polipéptido alguno en las diferentes preparaciones de MPB
(carriles 1 al 3), pero si reconocié un polipéptido de 31 kDa, peso molecular de esta
subunidad, en la preparacién de tonoplasto del tubérculo de betabel (carril 4). La figura
14A representa el gel teflido con azul de Coomassie de las diferentes preparaciones.

El anticuerpo contra la H™-PPasa (fig 15B) reconocid un polipéptido de 66 kDa,
peso molecular de esta enzima, tanto en las diferentes preparaciones de MPB (carriles 1
al 3), como en las preparaciones de tonoplasto de raiz de frijol y de tonoplasto del
tubérculo de betabel (carriles 4 y 5) utilizadas como controles positivos. La figura 15A
representa el gel tefiido con azul de Coomassie de las diferentes preparaciones.

V1. Permeabilidad de la MPB a acidos dicarboxilicos

Una de las funciones mas importantes de la MPB es la de mediar el transporte de
solutos entre los dos simbiontes. Para que ¢l bacteroide pueda llevar a cabo la fijacion de
nitrdgeno es necesario que la planta proporcione de manera constante la fuente de
carbono, principalmente 4cidos dicarboxilicos, como el malato y el succcinato.

Una manera indirecta de determinar la permeabilidad de la MPB a los 4cidos
dicarboxilicos es mediante el estudio de los efectos de éstos aniones en la velocidad
inicial del bombeo de H*. Asi, al adicionar a los simbiosomas, malato, succinato™ o bien,

fumarato?, éstos permearan la MPB disipando el potencial de membrana y activaran el
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bombeo de H* por la H-ATPasa.

Como se muestra en la figura 16 y en la tabla 4, €l bombeo de H" por la H'-
ATPasa fue mayor en presencia de maleato. La disminucién de la velocidad inicial de la
caida de fluorescencia fue similar cuando se emplearon malato, succinato o fumarato

como iones principales, pero menor a la observada en presencia de maleato.
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Figura 2: Purificacién de la MPB de nodulos de frijol por el sistema de dos fases. A. Gel
de poliacrilamida-SDS (12.5%) y tefiido con azul de Coomassie. Las proteinas se
obtuvieron de preparaciones de MPB de nddulos de frijol (carril 1 al 4); membrana
plasmatica de raiz de frijol (carril 5); membrana plasmatica de tomate (carril 6); tonoplasto
de raiz de frijol (carril 7). Mr corresponde a marcadores de peso molecular. B. Ensayos
tipo "Western” empleando el anticuerpo contra la nodulina 26 de la MPB de soya. 26
corresponde al peso molecular estimado del polipéptido que reconocié este anticuerpo.
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Figura 3: Purificacién de la MPB de nédulos de frijol por gradientes continuos de
sacarosa. Ensayos tipo "Western" de las diferentes fracciones recolectadas del gradiente
continuo de sacarosa empleando el anticuerpo contra la nodulina 26 de la MPB de soya.
El numero 26 corresponde al peso molecular estimada del polipéptido que reconoce el
anticuerpo. Cada carril corresponde a 50 ug de proteina de las fracciones recolectadas cada

2 ml.
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Figura 4; pH 6ptimo de la actividad hidrolitica de la H'-ATPasa de la MPB de nodulos
de frijol. La actividad hidrolitica de la H*-ATPasa de 1a MPB mostré un pH 6ptimo entre
8.5y 9.0. Se utilizaron 10 pg de proteina de la MPB en un medio MES/BTP ajustando
a los diferentes pH. Los valores son la media + SD de tres preparaciones diferentes.
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Figura 5: Cinética de la actividad hidrolitica de la H'-ATPasa de la MPB de nédulos de
frijol. Se utilizaron 10 pg de proteina de MPB. A. Gréfica tipo Michaelis-Menten. B.
Grafica Linewaver-Burk. Los valores de la K (x=y-B/A, 0.53 mM de ATP) yde la V,,
[y=A(0)+B, 39.49 pmoles de Pi h' mg"' proteina] representan el resultado de tres
experimentos.
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Tabla 1. Efecto de inhibidores sobre la actividad hidrolitica de 1a ATPasa en
preparaciones de MPB de nédulos de frijol.

umoles Pi h' mg proteina® % de inhibicidn
Control 14.28 + 3.78
Nitrato (100 mM) 6.26 + 1.82 . 56
Bafilomicina (1 nM} 12.85 + 0.87 10
Vanadato (100 uM) 10.83 £ 2.79 24
Azida (1 mM) 555+ 1.76 61
Oligomicina (50 nM) 6.82 £ 1.16 52

# Representa la media £ desviaciéon estandar de por lo menos tres diferentes
preparaciones de MPB.
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Figura 6 : Actividad de bombeo de Ia H'-ATPasa de Ia MPB de nédulos de frijol. La
adicién de 3 mM de ATP causé una disminucién de la fluorescencia de la quinacrina
debido a la acidificacién en el espacio peribacteroidal por la actividad de bombeo de H”
de la ATPasa. El gradiente de pH se disipd con la adicién de 2.5 mM (NH,),S0O,. Este
registro es representativo de por lo menos 5 diferentes preparaciones.
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Figura 7: Actividad de bombeo de la '-ATPasa de la MPB de nddulos de frijol a pH
6.5 y pH 8.0. La acidificacion del espacio peribacteroidal por la actividad de bombeo de
H* de la ATPasa a pH 6.5 y pH 8.0 se midié por la disminucién de la fluorescencia de
la quinacrina después de la adicion de 3 mM de ATP. Para estc ensayo se utilizaron 30
ug de proteina de simbiosomas. Estos registros son representativos de por lo menos 5
diferentes preparaciones. ’
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Figura 8: Efecto de inhibidores especificos en la actividad de bombeo de H'de la H'-
ATPasa de la MPB de nédulos de frijol. Inhibicién de la actividad de bombeo de H™ de
la ATPasa de la MPB por 50 nM de oligomicina, 1 mM de azida, 100 uM de vanadato,
100 mM de nitrato y 1 nM de bafilomicina. En cada caso el potencial de membrana se
disipé con CI en ausencia del inhibidor. Cada reaccién se realizé con 30 ug de proteina
de simbiosomas y fue iniciada con 3mM de ATP. Resultados similares se obtuvieron en
por lo menos tres preparaciones de simbiosomas.
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Tabla 2. Efecto de inhibidores especificos de las H*-ATPasas sobre la
velocidad inicial del transporte de protones dependiente de ATP en

simbiosomas intactos

UF h' mg "'proteina® % de inhibicion

Control 56.45 £ 1.52

Nitrato (100 mM) 66.67 = 0.92 . (+ 18)
Bafilomicina (1 nM) 48 £2.56 91
Vanadato (100 pM) 4921 +2.73 13
Azida (1 mM) 27.47 n.d. 51
Oligomicina (50 nM) 52.04 £ 6.59 8

Representa la media = la desviacion estandar de por lo menos tres
preparaciones diferentes de MPB.
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Figura 9: pH 6ptimo de la actividad hidrolitica de la H'-PPasa de 1a MPB de nodulos de
frijol. La actividad hidrolitica de la H'-PPasa de la MPB mostré un pH optimo a 9.0. Se
utilizaron 10 pg de proteina de la MPB en un medio MES/BTP ajustando a los diferentes
pH. Los valores son la media de dos experimentos diferentes.
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Figura 10: Cinética de la actividad hidrolitica de la H'-PPasa de la MPB de nédulos de
frijol a diferentes concentraciones de PPi. Se utilizaron 10 pg de proteina de MPB. A.
Gréfica tipo Michaelis-Menten. B. Grafica Linewaver-Burk. Los valores de la K, (x=y-
B/A, 70.42 uM de PPi) y de la V,,, [y=A(0)+B, 25.25 pmoles de Pi h' mg"' proteina]
representan el resultado de tres experimentos.
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Figura 11: Actividad de bombeo de H' de 1a H'-PPasa de la MPB en nodulos de frijol.
La acidificacion del espacio peribacteroidal por la actividad de bombeo de H* de la H'-
PPasa a pH 8.0 se midi6 por la disminucién de la fluorescencia de la quinacrina después
de la adicion de 300 uM de PPi. Para este ensayo se utilizaron 100 ug de proteina de
simbiosomas. Este registro es representativo de por lo menos 5 diferentes preparaciones.
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Figura 12: Ausencia de la P-ATPasa en la MPB de nédulos de frijol. A. Gel de
poliacritamida-SDS y tefiido con azul de Coomassie. Las proteinas se obtuvieron de la
MPB de nédulos de frijol (carriles 1 al 4), membrana plasmética de raiz de frijol (carril
5) y membrana plasmatica de células en suspension de tomate (carril 6). Mr corresponde
a marcadores de peso molecular. B. Ensayo tipo "Western". empleando el anticuerpo
contra la regidn carboxilo terminal de la P-ATPasa de A. thaliana. 100 corresponde al
peso molecular estimado del polipéptido que reconoce el anticuerpo.
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Figura 13: Presencia de las subunidades A y B de la V-ATPasa en Ia MPB de nddulos de
frijol. A. Gel de poliacrilamida-SDS (12.5%) tefiido con Azul de Coomassie. Las proteinas
se obtuvieron de la MPB de nédulos de frijol (carriles 1 al 3); tonoplasto de raiz de frijol
(carril 4); y del tonoplasto del tubérculo de betabel (carril 5). Mr corresponde a
marcadores de peso molecular, B. Ensayo tipo "Western" empleando el anticuerpo
policlonal contra la subunidad A de la V-ATPasa de Vignia radiata. 56 corresponde al
peso molecular estimado del polipéptido que reconoce el anticuerpo. C. Ensayo tipo
"Western", empleando el anticuerpo policlonal contra la subunidad B de la V-ATPasa de
Vignia radiata. 67 corresponde al peso molecular estimado del polipéptido que reconoce
el anticuerpo.
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Figura 14: Ausencia de la subunidad E de la V-ATPasa en la MPB de nédulos de frijol.
A. Gel de poliacrilamida-SDS (12.5%) tefiido con Azul de Coomassie. Las proteinas se
obtuvieron de preparaciones de MPB de nédulo de frijol (carriles de 1 al 3); y del
tonoplasto de la raiz de frijol (carril 4). Mr corresponde a marcadores de peso molecular.
B. Ensayo tipo "Western" empleando el anticuerpo policlonal contra la subunidad E de
ia V-ATPasa de células de cebada. 31 corresponde al peso molecular del polipéptido que

reconocid el anticuerpo.
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Figura 15: Presencia de la H'-PPasa en la MPB de nédulos de frijol. A. Gel de
poliacrilamida-SDS (12.5%) tefiido con Azul de Coomassie. Las proteinas sc obtuvieron
de preparaciones de MPB de nédulos de frijol (carriles 1 al 3); del tonoplasto de la raiz
de frijo! (carril 4) y del tonoplasto del tubérculo de betabel (carril 5). Mr corresponde a
marcadores de peso molecular. B. Ensayo tipo "Western" empleando el anticuerpo
policlonal contra la H™-PPasa de Arabidopsis thaliana. 66 corresponde al peso molecular
del polipéptido que reconocié el anticuerpo.
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Figura 16: Permeabilidad de la MPB a diferentes dcidos dicarboxilicos. Actividad de
bombeo de H' de la ATPasa de la MPB en presencia de 50 mM de maleato, 50 mM de
succinato, 50 mM de malato y 50 mM de fumarato. Como control se muestra la actividad
de bombeo de H* en presencia de CI'. Esta reaccion se realizé con 30 pg de proteina de
simbiosoma y se inicié por la adicién de 3 mM de ATP. La rapidez de Ja disminucién de
la fluorescencia de la quinacrina indica la permeabilidad de la MPB a los diferentes
aniones.
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Tabla 3. Efecto de diferentes dcidos dicarboxilicos
sobre Ia velocidad inicial del transporte de protones
dependiente de ATP en simbiosomas intactos a pH
8.

UF h'mg" proteina®

Maleato 42.18 + 4.62
Succinato 24.48 + 4.47
Malato 18.29 = 2.02
Fumarato 1538 n.d.

“Representa 1a media + desviacion estandar de por lo
menos tres preparaciones diferentes de MPB.
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DISCUSION

El transporte activo de solutos a través de las membranas de las células vegetales
se lleva a cabo en contra de un gradiente de concentracién utilizando energia
proporcionada por los transportadores primarios, tales como las H'-ATPasas y la H'-
PPasa.

La MPB es de origen vegetal y se forma durante el desarrollo del noédulo
simbidtico y a través de ella se realiza, principalmente, el transporte del amonio y de los
4cidos dicarboxilicos. El amonio, resultante de la reduccién de N, atmosférico por los
bacteroides, es exportado hacia el citoplasma de la célula infectada. Por otro lado, los
acidos dicarboxilicos proporcionados por la planta se mueven en direcciéon opuesta para
servir como fuente de carbono a los bacteroides.

En este trabajo se presenta la caracterizacion bioquimica de los transportadores
activos primarios responsables de la energizacién de la MPB que pudieran mediar el
transporte de solutos en nodulos de frijol.

Uno de los principales problemas asociados con el estudio de los transportadores
en la MPB es la contaminacion con fracciones de membrana plasmatica, del tonoplasto
o de la mitocondria, por lo tanto, la seleccion del método para purificar la MPB fue muy
importante. En este trabajo, inicialmente se purificaron simbiosomas intactos por
centrifugacion diferencial, eliminando con esto la membrana plasmatica, el tonoplasto y
las mitocondrias. Posteriormente, se utilizo el sistema de separacion de dos fases para

purificar la MPB a partir de simbiosomas rotos, eliminando la membrana plasmatica de
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los bacteroides. Empleando este sistema, se recuperaron fracciones con alto contenido de
MPB como lo indica la presencia de la nodulina 26 (Fortin ef /., 1987), mediante ensayos
de inmunodeteccion. El anticuerpo anti nodulina 26 reconocié un polipéptido de alrededor
de 26 kDa confirmando la riqueza de MPB en nuestras preparaciones (fig 2 y 3). Por otra
parte, se confirmé la ausencia de contaminacién con membrana plasmatica del bacteroide
midiendo la actividad de citocromo oxidasa c. Los valores de 4.12 nmol de citocromo ¢
min” mg"' de proteina obtenidos en las diferentes preparaciones analizadas, indicaron
niveles muy bajos de contaminacién con membranas plasmaticas de bacteroides, ya que
en éstas, la actividad de la enzima presenta valores de alrededor de 510 + 20 nmol de
citocromo ¢ min"' mg’ de proteina (Christiansen et /., 1995).

El analisis de la actividad hidrolitica de ATP y la actividad de bombeo de H*
dependiente de ATP indicé la presencia de una V-ATPasa. Ambas actividades mostraron
consistentemente valores de 2 a 4 veces mayores a pH 8.0 que los mostrados a pH 6.5.
Ademas, el perfil de inhibicién a bafilomicina, inhibidor especifico de V-ATPasa (Crider
et al., 1994), mostré que la actividad de bombeo de H* se inhibio drasticamente hasta
niveles del 10% de la actividad mostrada sin inhibidor (fig 8). En contraste, la actividad
hidrolitica en presencia de bafilomicina solo se vio levemente afectada (10% de inhibicion,
tabla 1). La discrepancia de estos resultados podria explicarse porque la bafilomicina actia
bloquendo el poro, que forma el sector V,, por donde son transportados los protones a
través de la membrana (Crider ef al.,1994), razon por la cual la actividad hidrolitica pudo

no haber sido afectada.
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Por otra parte, la actividad hidrolitica se inhibié al 56% en presencia de 100 mM
de nitrato, otro inhibidor de las V-ATPasas (tabla 1). La reduccién de la actividad
hidrolitica, no fue tan drastica, probablemente debido a que, en el procedimiento de
aislamiento de la MPB se utilizd DTT como agente reductor, evitando asi la formacién
de enlaces disulfuro causado por el nitrato, disminuyendo asi la sensibilidad de la H'-
ATPasa a este inhibidor. El nitrato, ademas de actuar como agente caotropico (Rea, et
al.,1987), probablemente promueve la formacion de enlaces disulfuro entre los residuos
de cisteinas de las subunidades A y B de las V-ATPasas (Taiz ef al.,1994; Dschida y
Bowman, 1995).

El perfil de inhibicién de la actividad hidrolitica por nitrato es una evidencia que
indica la presencia de una V-ATPasa en la MPB de nodulos de frijol. El 56% de
inhibicién observado en nuestro estudio concuerda con reportes que analizan la actividad
de la V-ATPasa del aparato de Golgi y tonoplasto (Smith et al., 1984), y otros que
sugieren la presencia de una V-ATPasa en MPB de soya (Bassarab et al., 1986), donde
se report6 un 30% de inhibicién por nitrato.

Por otra parte, la actividad hidrolitica de la H-ATPasa de la MPB present6 un
comportamiento diferente a la mayoria de las V-ATPasas en presencia de oligomicina y
a azida, debido a que la actividad se vio inhibida entre un 50 y un 60% por estos
inhibidores (tabla 1y tabla 2). Es probable que la concentracion de azida (1mM) utilizada
para estos ensayos fue muy elevada (Sze, 1985), provocando una inhibicién inespecifica

de ambas actividades. De acuerdo a estos resultados se sugiere que en la MPB existe una
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V-ATPasa con sensibilidad a oligomicina.

Se obtuvieron resultados adicionales que sugieren la presencia de una V-ATPasa
en la MPB de nodulos de frijol mediante ensayos de inmunodeteccion en los cuales los
anticuerpos reconocieron polipéptidos con un peso molecular correspondiente a las
subunidades A y B de la V-ATPasa (fig. 13). Esto concuerda con la identidad significativa
existente entre las respectivas subunidades A y B de las V-ATPasas de Arabidopsis,
betabel, avena, zanahoria y otros sistemas eucariotes (McCarty, 1992; Sze ef dl., 1992,
Stevens y Forgac 1997). Sin embargo, no se detectd la presencia de la subunidad E, con
el anticuerpo anti subunidad E de la V-ATPasa de Vignia radiata (fig.14). Este dato
indicaria la ausencia de esta subunidad en la V-ATPasa de MPB de nédulos de frijol, o
que se encuentra presente pero con una secuencia de aminoacidos diferente a la de la
subunidad E de la V-ATPasa de Vignia radiata. Esto podria explicarse por la
heterogencidad propuesta para las otras subunidades, diferentes de A y B, que no estan
involucradas en los sitios de catélisis y regulacion de las V-ATPasas (Hemken et al., 1992;
Stevens y Forgac, 1997).

Con base en éstos resultados se sugiere que el transportador activo primario
involucrado en la energizacion de la MPB de nddulos de frijol podria ser una V-ATPasa
con caracteristicas diferentes a las ya reportadas para este tipo de enzimas (Pedersen y
Carafoli, 1987; Sze et al., 1992).

Estos resultados son similares a los reportados por Bassarab et al. (1986) en

nddulos de soya, donde se demostré que la actividad hidrolitica presenté un pH 6ptimo
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a 8.0 y se inhibi6 con nitrato. Otro estudio que apoya los resultados de este trabajo es ¢l
realizado por Campos et al. (1996) donde se cloné el gene de la P-ATPasa. En dicho
trabajo usando ensayos de hibridacién in situ e inmunocitoquimicos en secciones de
nédulos de frijol se demostrd, que la expresion de la P-ATPasa estaba limitada solo a las
células no infectadas, indicando que en la energizacion de la MPB de frijol estaba
involucrada muy probablemente una H*-ATPasa diferente.

De manera similar a los resultados obtenidos por Campos et al. (1996), en este
trabajo no se observé la presencia de la P-ATPasa. La ausencia de esta bomba en 1a MPB
de frijol estd apoyada por la baja inhibicién causada por el vanadato, tanto de la actividad
hidrolitica (tabla 1) como la actividad de bombeo de H" (tabla 2). Corroborando estos
resultados, el anticuerpo anti P-ATPasa no reconoci6 un polipéptido de 100 kDa en las
diferentes preparaciones de MPB (fig 12). Sin embargo, en la MPB de leguminosas como
chicharo, siratro, y soya se ha demostrado que la energizacion de la membrana esta dada
por una P-ATPasa (Christiansen et a/, 1995, Szafran et al., 1995; Ouyand y Day, 1992
Udvardi y Day, 1989; Blumwald er 4/.,1985), aunque en ninguno de éstos estudios s¢
realizaron analisis de inmunodeteccion.

Es probable que exista diferencia en cuanto a la composicién de la MPB de frijol
con respecto a las otras leguminosas y por ello esté presente una ATPasa diferente, como
lo sugiere €l aislamiento de la MPB de nédulos de frijol entre un 21 y 33% de sacarosa
(fig 3) y de nodulos de soya a concentraciones de 30 y 40% de sacarosa (Blumwald ez

al.,1985). Sin embargo, cabe sefialar que en algunos de los trabajos reportados no se
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muestra la evidencia experimental suficiente para concluir la presencia de una P-ATPasa
o de otra ATPasa en la MPB. En los trabajos .realizados en soya, siratro y frijol
(Blumwald ef al.,1985; Udvardi y Day, 1989; Herrada et al., 1989), solo se midié la
actividad hidrolitica en presencia de algunos inhibidores y iones que estimulan esta
actividad, y no se utilizoé ningiin marcador que asegurara que las preparaciones estaban
enriquecidas con MPB y carentes de contaminacién con otras membranas. Blumwald ef
al., (1985) determinaron, por microscopia de fluorescencia, la formacion de un gradiente
de pH en el espacio peribacteroidal utilizando naranja de acridina, sin embargo este
método no permite discriminar entre una P-ATPasa o una V-ATPasa, debido a que las dos
enzimas acidificarian el espacio peribacteroidal. En contraste, nosotros determinamos la
acidificacién del espacio peribacteroidal por la actividad de bombeo de H' de la ATPasa,
método que nos permite diferenciar por el pH 6ptimo de actividad entre una P-ATPasa
(pH 6.5) y una V-ATPasa (pH 8.5) (fig. 7).

Atin cuando Szafran et al. (1995) concluyen que una P-ATPasa es la responsable
de la energizacion de la MPB de nédulos de chicharo, los resultados que alli se presentan
no apoyan esta conclusién. Esto se debe a que se determinaron las actividades hidrolitica
y de bombeo de H" a pH 7.4, siendo el pH optimo de actividad de la P-ATPasa 6.5.

En los trabajos que sugieren la presencia de una P-ATPasa mediante la inhibicion
de la actividad de bombeo de H' y de la actividad hidrolitica, se utilizaron concentraciones
muy elevadas de vanadato; 500 pM en siratro (Ouyang y Day, 1992), 500 uM en frijol

(Herrada et al., 1989), 400 uM en chicharo (Szafran et al., 1995), 500 uM en soya
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(Udvardi y Day, 1989), contrastando con la concentracion de 100 pM utilizados en
nuestro estudio (tabla 1 y 2). Es muy probable que la inhibicién observada en los estudios
previos haya sido inespecifica, ya que el I, para vanadato, sobre la ATPasa de la
membrana plasmatica de células vegetales, es de 50 uM (Serrano 1989b).

Por otra parte, nuestros resultados se apoyan en el analisis de inmunodeteccion de
dos de las subunidades de la V-ATPasa, a diferencia de los reportes previos (Blumwald
et al., 1985; Herrada et al., 1989; Udvardi y Day, 1989; Ouyand y Day, 1992; Szafran
et al., 1995) en diferentes leguminosas, donde se sugiere la presencia de una P-ATPasa
en la MPB sin realizar este tipo de analisis.

Por otra parte, un hecho que apoya nuestros resultados es que de los tres tipos de
H'-ATPasas en células vegetales, unicamente la V-ATPasa tiene un mecanismo de
regulacion de oxido-reduccién, ya que la cisteina,;, forma enlaces disulfuro con la
cisteinas;,, en un ambiente oxidante, inactivando a la enzima (Harvey y Wieczorek, 1997).
Dado que, en el interior del nodulo existen bajas tensiones de oxigeno, y por lo tanto un
ambiente reductor, se evita la formacién de los puentes disulfuro permitiendo que la
enzima sea activa.

En este trabajo se reporta que la energizacion de la MPB estaria dada por una V-
ATPasa. Sin embargo, en condiciones de baja tension de oxigeno como las presentes en
el nodulo, es muy probable que la V-ATPasa no sea la unica responsable de la
energizacién de la membrana, debido a que las concentraciones de ATP en el citoplasmé

de la célula infectada (Oresnik y Layzell, 1994), y en general en todas las células
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vegetales, disminuyen bajo condiciones de anoxia (Dancer ef al., 1990).

La presencia de una H™-PPasa en la MPB de nédulos de frijol representaria una
ventaja, debido a que los niveles de PPi se mantienen constantes y no se afectan por las
bajas tensiones de oxigeno (Dancer et a/.,1990); asi, la H'-PPasa también podria estar
involucrada en la energizacion de ésta membrana..

De esta manera, y con el fin de obtener evidencias acerca de la presencia de la H'-
PPasa en la MPB, medimos la actividad hidrolitica y la actividad de bombeo de H”, y se
determind su presencia en esta membrana por andlisis de inmunodeteccion con un
anticuerpo anti H'-PPasa de A. thaliana. Observamos una actividad hidrolitica y actividad
de bombeo de H" a pH 8.5 y 8.0 respectivamente (tabla 3 y Fig 11). La actividad
hidrolitica de la H'-PPasa de MPB de nodulos de frijol fue 20 umoles Pi h' mg' de
proteina, actividad semejante a las H'-PPasa de tonoplasto de Beta vulgaris (Rea y Poole,
1985) y de arr6z (Carystinos ef al., 1995) (tabla 3). Ademas, el anticuerpo anti H'-PPasa
reconocié una proteina correspondiente al peso molecular de ésta enzima (fig 15).
Interesantemente, la H-PPasa de MPB de nédulos de frijol {este estudio) y de tonoplasto
de arroz (Carystinos et al., 1995) muestran una gran actividad (20 y 30 pmoles Pi h' mg*
de proteina repectivamente). Dado que el arroz es un cultivo que se mantiene
primordialmente en condiciones de anoxia, esto podria tener un significado biologico
acerca del papel de la H'-PPasa en la energizacion de la MPB, bajo las condiciones en

las cuales se lleva a cabo la fijacion de nitrégeno en el nédulo.
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Tabla 4. Actividad hidrolitica de la H'-PPasa en fracciones de MPB de nddulos
de frijol comparada con la actividad hidrolitica de la H'-PPasa del tonoplasto de

otras especies.

Tejido

Actividad H'-PPasa

(umol Pi mg prot’ h'')

Referencia

Phaseolus vulgaris
PBM

Tonoplasto de
semiilas de arroz

Tonoplasto de
hipocotilos de
Vigna radiata

Tonoplasto de Beta
vulgaris

20

14

Este trabajo

Carystinos et al. 1995

Darley et al. 1995

Rea and Poole 1985
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Los datos obtenidos en este trabajo sugieren la presencia de una H*-PPasa y una
V-ATPasa en la MPB de nddulos de frijol y concuerdan con los obtenidos por Mellor
(1989) quien mostrd la existencia de semejanzas entre el simbiosoma con la vacuola,
como son la presencia en el espacio peribacteroidal de enzimas como la a-manosidasa y
la termolisina, que comunmente estan presentes en el interior de la vacuola.

La presencia de una V-ATPasa y una H'-PPasa en MPB de nddulos de frijol
también esta apoyada por evidencias de microscopia que demuestran que los elementos
estructurales de la MPB provienen de un proceso de flujo de vesiculas del aparato de
Golgi (Robertson, 1978; Brewin et al.,1985; Perotto et al.,1991; Roth y Stacey,1989;
Mellor, 1989), de manera andloga a la formacién de las vacuolas. Caracteristicas
adicionales comunes a la MPB y la membrana vacuolar es la composicion de fosfolipidos,
acidos grasos y glicoproteinas, las cuales son también similares a las de reticulo
endoplasmico (Brewin et al., 1985; Mellor, 1989; Perotto er al., 1991; 1995; Hernandez
y Cooke, 1996).

Uno de los procesos de transporte mas importantes durante la fijacion de nitroégeno
es la importaciéon de compuestos de carbono del citoplasma de la célula infectada al
espacio peribacteroidal a través de la MPB, para la generacion de energia y poder reductor
requeridos por el bacteroide para la fijacion del nitrégeno atmosférico (Streeter, 1995,
Verma y Hong, 1996; Whitehead y Day, 1997). En este trabajo se analizé la
permeabilidad de la MPB a 4cidos dicarboxilicos a través de la estimulacion de la

actividad de bombeo de H™ en simbiosomas de nodulos de frijol. La MPB mostr6 una
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permeabilidad en orden decreciente al maleato, succinato, malato y fumarato; de €stos, es
probable que ¢l malato sea el principal sustrato debido a su alta concentracién en
homegenizados de nédulo (Stumpf y Burris,1979). De manera muy similar, los estudios
de transporte con simbiosomas aislados de soya (Ouyang et al.,1990), siratro (Ouyang y
Day,1992), chicharo (Rosendahl ef al.,1992) y frijol (Herrada et al.,1989) han demostrado
que los 4cidos dicarboxilicos, principalmente malato y succinato, son la mayor fuente de
carbono transportada a través de la MPB para soportar la fijacion bioldgica de nitrogeno.

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo y la informacion
discutida en esta seccion, se propone que probablemente solo en la etapa inicial de su
biogénesis, la MPB sea un continuo de la membrana plasmética. Posteriomente, durante
la maduracién del nédulo y la division de las bacterias, la MPB se sintetiza a través de
un flujo de vesiculas provenientes del aparto de Golgi, de forma similar a la formacién
de la vacuola. La presencia de una V-ATPasa y una H'-PPasa en la MPB de nddulos de
frijol refuerzan esta conclusion.

La similitud del simbiosoma con la vacuola, se debe probablemente a que el
proceso celular encargado de la formacion de la vacuola en la célula vegetal no infectada
sea el mismo que el que participa en la biogénesis de la MPB, ya que en las c¢lulas

infectadas la vacuola desaparece.
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CONCLUSIONES

En la MPB de nddulos de frijol, el analisis de la actividad hidrolitica de ATP y la
actividad de bombeo de H* dependiente de ATP indicé la presencia de una V-ATPasa.

La bafilomicina ihnibe la actividad de bombeo de H'y no la actividad hidrolitica,
que se inhibe con nitrato. Esta actividad mostré un perfil atipico de inhibicion por
oligomicina.

Los ensayos de inmunodeteccién con anticuerpos en contra de las subunidades A
y B de la V-ATPasa de Vignia radiata, confirmaron la presencia de una V-ATPasa en las
preparaciones de MPB de nodulos de frijol.

El analisis de las actividades hidroliticas y de bombeo de H' dependientes de PPi,
y los ensayos de inmunodeteccién indicaron la presencia de una H'-PPasa que pudiera
estar involucrada en la energizacion de la MBP de nédulos de frijol bajo las condiciones
fisiolégicas de baja tensién de oxigeno.

La actividad de bombeo de H' en simbiosomas en presencia de acidos
dicarboxilicos mostré que la permeabilidad de la MPB a estos fue: maleato ) succinato
= malato ) fumarato, indicando que el transporte de estos sustratos depende de la
energizacion de la MPB por la H'-ATPasa y que éstos se utilizan por el bacteroide como

fuente de carbono.
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