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RESUMEN

La fijacién simbidtica de nitrégeno, que es la reduccién de N, atmosférico hasta amonio,
es realizada entre plantas de la familia de las leguminosas y bacterias del suelo pertenecientes
al género Rhizobium. Esta actividad se lleva a cabo mediante una estructura o "nuevo 6rgano”
llamado nédule, el cual se desarrolla en el sistema radical de la planta. Esta actividad simbidética
induce, tanto en la planta como en la bacteria, la expresién de un conjunto de genes que actian
de manera coordinada.

El desarrollo de las técnicas de transformacidn genética vegetal ha permitido, entre otros
aspectos, el estudio de los mecanismos de regulacién de la expresién de un gene especifico en
plantas.

El objetivo principal de este trabajo fué el establecer el sistema modelo de transformaci6n
para leguminosas, de Lotus corniculatus mediado por Agrobacterium rhizogenes, y obtener tanto
plantas transgénicas como plantas "compuestas” (en las cuales sélo la rafz este transformada). Las
plantas transgénicas y "compuestas" fueron noduladas con Rhizobium Iloti NZP2037, y la
efectividad de 1a simbiosis se evalué midiendo la actividad de nitrogenasa.

Para la transformacién de las plantas se planteé usar, tanto un sistema binario de
transformacidn como un sistema de transformacién cointegrado (donde se espera que la expresi6n
del gene marcador sea del 100%). Ademds, se analizé la expresion del gene marcador de la
B-Glucuronidasa (GUS), bajo la direccion de un promotor constitutivo fuerte (358) y, también
bajo la direccién de un promotor especifico de nédulo (el promotor de la leghemoglobina de
soya). Para esto dltimo, se contruyé un gene quimérico fusionando el promotor de la
leghemoglobina de soya a Ia regién codificadora de ia 8-glucuronidasa.

Los resultados muestran que el porcentaje de infeccion (nlimero de rafces
transformadas que aparecieron en las plantas, contra el nimero total de plantas que fueron
infectadas) es de 18.9%, 19.6% y 28.2% para la cepa de A. rhizogenes conteniendo los pldsmidos
pMR1, PBI121 y pRil2, respectivamente. La cotransformacién se determind con base a las
plantas transgénicas que presentaron actividad de GUS, por ensayos fluorométricos e histolégicos,
obteniendo valores cercanos al 50% para los sistemas binarios. Las plantas transgénicas y
"compuestas" de Lotus fueron capaces de establecer simbiosis con Rhizobium loti, y se detectd
actividad de nitrogenasa. Los valores de expresion de GUS fueron muy variables entre los

individuos transgénicos. La actividad de GUS solo se manifestd en ¢l nédulo cuando su expresion



estuvé dirigida por el promotor nédulo especifico, y se detectd en todos los tejidos de las plantas
transgénicas, cuando estas presentaban el plasmido con el promotor constitutivo 35S.

El segundo objetivo fue implementar el sistema de obtencién de plantas "compuestas” de
Lotus, en alfaifa.

Se analizoé la eficacia de la simbiosis en diferentes variedades de alfalfa, y se observaron
diferentes capacidades de nodulacion y fijacién de nitrégeno entre ellas. La variedad Valenciana,
fue la que mejor capacidad de nodulacién presentd, por lo que plantulas de esta variedad fueron
utilizadas para ser infectadas con Agrobacterium rhizogenes. El porcentaje de infeccién fue de
9% y aumenté hasta un 36% cuando la éepa de Agrobacterium crecié en presencia de
acetosiringona 50 uM.

No se logré la nodulacién de las plantas "compuestas” de alfalfa, cuando estas fueron

inoculadas con Rhizobium meliloti 2011.



INTRODUCCION

1. FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO.

El nitrégeno (N,) es el elemento més abundante en la atmésfera terrestre, representa el
80% de los gases que la forman; sin embargo, las plantas y los animales son incapaces de
utilizarlo como tal para crecer; sélo las bacterias fijadoras de nitrégeno lo usan, reduciéndolo a
amonio (NH,) y aumentando, de esta manera, la cantidad de formas nitrogenadas dtiles en la
bidsfera. A la conversién de N; a NH, por los seres vivos se le denomina fijacién biolégica de
nitrégene (Long, 1989 y Christopher et al., 1983).

Debido a su escasez en la biosfera, el nitrégeno disponible en el suelo para ser utilizado
por las plantas es uno de los factores que limitan la agricultura; es por ésto que los suelos deben
ser fertilizados constantemente. Sin embargo, Ia utilizacién de fertilizantes nitrogenados, cuya
demanda es cada vez mayor,presenta dos grandes inconvenientes: su produccién comprende un
proceso de alto consumo de energia, lo cual hace muy costosa su utilizaci6én y, segundo, estos
fertilizantes producen efectos negativos cuando se usan indiscriminadamente, porque al ser
transformados en nitratos ocasionan la eutrificacion de los cuerpos de agua y la contaminacion
de los mantos fredticos. Esto ha dado lugar a que se concentre la atencién en el estudio de la
fijacién biolégica del nitrégeno, como una alternativa para ¢l incremento y mejoramiento de la
produccion agricola (Rocha y De Las Peiias, 1990).

La fijacidn bioldgica del nitrégeno, es un proceso natural de gran importancia ecolégica
que realiza un nimero limitado de organismos procariontes. En la naturaleza, la fijacién biol6gica
de N,, que es la reduccion de nitrégeno atmosférico hasta amonio, por medio de la accién de la
enzima nitrogenasa, es realizada por organismos de vida libre como Klebsiella pneumoniae,
Azotobacter vinelandii y Clostridium pasteurianum, asi como por fijadores simbiéticos como lo
son las bacterias del género Rhizobium y, actinomicetes del génro Frankia cuya simbiosis se
establece con arboles del género Almus y Casuarina entre otros.

La mayor parte del nitrégeno fijado bioldgicamente, disponible para la agricultura,
proviene principalmente de la asociacién simbidtica que existe entre los rhizobia (Rhizobium,

Bradyrhizobium y Azorhizobium) y las raices de las leguminosas,



Este proceso se lleva a cabo en una estructura diferenciada denominada nédulo, en el cual
se fija el nitrégeno atmosférico como amonio, compuesto que es proporcionado a la planta. Este
proceso, que hace innecesaria la fertilizacién, presenta dos aspectos fundamentales: (1) se realiza
casi exclusivamente en plantas de la familia de las leguminosas y, (2) es muy especifico, es decir,
una especie de bacteria habitualmente se asocia solamente a un tipo de leguminosa. El estudio
de la simbiosis entre Rhizobium y las leguminosas, ademds de ser un proceso fascinante que
implica la relacién entre un organismo eucarionte (leguminosa) y un organismo procarionte
(Rhizobiumy), tiene un enorme potencial en la agricultura (Jan y Bisselling, 1990 y Djordjevic et
al., 1987).

1.1 FIJACION SIMBIOTICA DEL NITROGENO
L1L1. PROCESO DE NODULACION.

Para que se realice Ia simbiosis Rhizobium-leguminosa, y se fije el nitrégeno, es necesario
que la bacteria penetre los pelos radicales de las raices de las leguminosas. Dicho proceso
comprende diferentes niveles: (Denarie y Roche, 1992; Rocha De Las Peas, 1990).

1) Colonizaci6n de la superficie de la raiz.

2) Deformacién y enroscamiento de los pelos radicales.

3) Mitosis de las células de la corteza de la raiz.

4) Penetracién de las bacterias a través de los pelos radicales por el "hilo de infeccién”,

divisién y proliferacién de las bacterias.

§) Formacién del nédulo.

6) Liberacién de las bacterias del hilo de infeccién, dentro del nédulo, rodeadas por una

membrana de origen vegetal llamada membrana peribacteroidal.

7) Diferenciacidn de las bacterias en bacteroides y fijacidn del nitrégeno.

8) Funcionamiento del nddulo, estabilidad, persistencia y,

9) Sintesis de protefnas nddulo-especificas (nodulinas) (Denarie, 1992; Sédnchez et al,,

1991; y Rocha y De Las Pefias, 1990) (Fig. 1).

Los rhizobia pueden ocupar bdsicamente toda la superficie del sistema radical de las
leguminosas y adherirse preferentemente a los pelos radicales, pero la interaccién simbidtica sélo
se inicia cuando algunas de las bacterias adecuadas entran en contacto con una zona susceptible

de 1a raiz de su hospedero (Fig. 1). Esta zona se localiza entre el épice de la raiz y el pelo radical
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Fig 1. Proceso Simbibtico: 1, 2, 3 y 4 etapas de induccion de las nodulinas. M= meristemo. 1Z= zona
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(Tomado de Sinchez et al,, 1991)




emergente més pequefio (Bhuvaneswari et al., 1980). Generalmente, los pelos radicales pierden
su capacidad para establecer simbiosis a medida que se diferencian. De acuerdo con lo
demostrado para soya (Turgeon y Bauer, 1985), los pelos radicales que serdn invadidos adn no
han emergido de la raiz en desarrollo al tiempo del primer contacto bacteriano. La presencia de
la bacteria causa que el pelo se deforme y se curve en la medida en que se desarrolle
(Bauer,1981). Los pelos radicales llegan a desarrollar una deformacién tipica en forma de cayado
de pastor que, en su parte interna, atrapa una bacteria o un grupo de bacterias (Fig. 1).
Inmediatamente abajo del sitio de anclaje de la(s) bacteria(s), el hospedero deposita material
propio de la pared celular de tal modo que la planta construye una estructura tubular llamada hilo
de infeecién (Fig. 1). Los rhizobia penetran individualmente o en grupos, engiobadas por una
membrana, a través del tubo mientras éste crece. En el cortex de la raiz, se organiza un
meristemo que al dividirse y diferenciarse constituye el tejido nodular. El hilo de infeccion llega
a la base del pelo radical, atraviesa la pared celular y se bifurca varias veces dentro de las células
adyacentes recién formadas. Las bacterias se liberan del hilo de infecccién en el interior de
algunas de estas células, pero quedan englobadas dentro de las membranas peribacteroidales
(Fig. 1). En este momento, las bacterias se transforman en bacteroides e inician la fijacién del
nitrégeno. Concomitantemente la contraparte vegetal sintetiza una serie de proteinas, especificas
de la simbiosis, Hlamadas nodulinas (Fig. 1) (Rolfe y Gresshoff, 1988).

Estas nodulinas estdn involucradas en el desarrollo, estructura, mantenimiento y funcionalidad
del nddulo. Se han podido aislar los genes que codifican para algunas de estas proteinas, en
diferentes plantas leguminosas, pudiéndose estudiar su expresion durante el desarrollo del nédulo.
Una de las nodulinas mejor conocida es la leghemoglobina. Esta proteina es Ia méds abundante
dentro del nddulo, pudiendo representar entre un 25 y 30% de la proteina total del nédulo. La
leghemoglobina es una proteina transportadora de oxigeno, y su funcién es la de asegurar un flujo
suficiente de oxigeno para la respiracién del bacteroide, asi como de crear un ambiente
microaerdbico necesario para una adecuada actividad de la enzima nitrogenasa (Appleby, 1984).
Las leghemoglobinas forman parte de las llamadas nodulinas tard{as, y su expresién es detectada
entre los dias 12 y 18 después de iniciado el proceso de nodulacion.

El promotor de la leghemoglobina, debido a la gran cantidad de transcrito que dirige es

considerado como un promotor érgano-especifico fuerte.



I.1.2. GENETICA BACTERIANA DE LA FIJACION DEL NITRO/:ENO.

La nodulaci6n es un proceso compuesto de muchas etapas que ocurren en una secuencia
lineal. Cada etapa se puede caracterizar por la accién de un grupo especifico de genes, tanto de
la bacteria como de la planta, que actian en concierto bajo la coordinacién de sefales que se
intercambian entre el hospedero y el microsimbionte.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno, Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium tienen
la informacién genética para dirigir, en coordinacién con la planta, la formacién de una estructura
altamente especializada: el nédulo fijador de nitrégeno. En las especies de Rhizobium, la
mayoria de los genes para la nodulacién y la fijacién del nitrégeno estin localizados en
pldsmidos de alto peso molecular llamados pldismidos simbidticos (pSym). Algunos otros genes
se localizan en el cromosoma o en otros pldsmidos. En las especies de Bradyrhizobium y
Azorhizobium la informacidn genética simbidtica se encuentra en el cromosoma (Martinez et al.,
1990).

GENES Nod

A grandes razgos, la secuencia de eventos que ocurren durante la infeccién, induccién y
organogénesis del ndédulo, es bdsicamente la misma para casi todos los rhizobia. Sin embargo,
el proceso de nodulacién es altamente especifico. Si un huésped no infecta al hospedero
especifico, la nodulacion no prospera, lo que apunta a la existencia de dos tipos de funciones:
(1) las que definen la especificidad del hospedero y, (2) aquellas que intervienen en las funciones
bdsicas comunes de nodulacién. De hecho, se han localizado y aislado dos grupos de genes que,
precisamente, modulan estas funciones y, como mencionan Martinez et al. (1990), se encuentran
localizados en el plismido Sym (Plismido simbictico). Cuando este plismido se pierde, también
se pierde toda la capacidad de interaccion con las leguminosas. Si el plismido simbidtico de una
cepa, de un determinado grupo de inoculacién, se transfiere a otra de otro grupo de inoculacién,
la cepa receptora adquiere la propiedad de nodular al hospedero de la cepa donadora, siempre y

cuando no haya otro plismido Sym.



Los genes de nodulacion en Rhizobium spp., estin basicamente organizados en dos grupos:
los genes comunes nodABCD, los cuales son esenciales para el encurvamiento del pelo radical
y la iniciacién de la divisién celular, y los genes especificos de nodulacién, requeridos para una
correcta induccion del encurvamiento del pelo radical y la apropiada divisién celular en la
leguminosa hospedera.

Los genes nodABCD en Rhizobium meliloti estin organizados en dos operones que se
transcriben en direccién opuesta, nodABC por un lado y nodD por el otro. Las mutaciones en el
operén nodABC bloquean completamente la respuesta simbidtica y tienen una respuesta muy
similar al de las cepas que han perdido su plismido simbidtico (Downie et al., 1985 y Rosenberg
et al., 1981). La capacidad simbidtica se puede restaurar cuando se introducen los genes
homélogos de una cepa de otro grupo de complementacién, indicando que estos genes son
esenciales para la nodulacién, y que son intercambiables entre los diversos grupos de
complementacion, de ahf que se les llame genes nod comunes,

El gene nodD, a diferencia de los otros genes nod comunes, puede encontrarse repetido
varias veces dentro de un plidsmido simbidtico (Rodriguez-Quifiones et al., 1987). Las mutaciones
que afectan al gene nodD tienen un fenotipo simbiético que depende de la especie o del grupo
de inoculacién que las porte. Por ejemplo, las mutaciones en el Gnico gene nodD, que tiene R.
leguminosarum y R. trifolii, bloquean desde el inicio la nodulacién (Downie et al., 1985). En R.
meliloti, en donde existen caracterizados cuatro genes nodD, los cuales son denominados nodD1,
nodD2, nodD3 y syrM, y donde al menos dos son funcionales, las mutaciones que afectan estos
genes causan un severo retraso en la nodulacién, sin embargo, el nddulo completa su
organogénesis.(Schlaman, et al., 1992).

Dentro de los genes especificos de nodulacién se encuentran, principalmente, los genes
nodEF. Las mutaciones que suprimen su accién impiden, por una parte, que la bacteria nodule
normalmente a su hospedero usual y, por la otra, hacen que sean capaces de formar cayados de
pastor e iniciar, de forma limitada, hilos de infeccién en otras especies que no sean sus
hospedéras usuales (Debellé et al,, 1986). La funcién de estos genes no puede restaurarse

introduciendo los genes homélogos provenientes de otras especies. La transferencia de nodEF,



de una cepa a otra en Rhizobium meliloti, causa que la cepa receptora adquiera la capacidad de
nodular al hospedero de la cepa donadora (Djordjevic et al., 1987).

En R. meliloti se han identificado dos genes mds, involucrados en la determinacién de Ia
especificidad por el hospedero. A estos genes llamados nodG y nodH, no se les ha encontrado
homélogos en otras especies de Rhizobium. Las mutantes en nodH no forman hilos de infeccién
ni nédulos en alfalfa, pero pueden inducir nddulos en dos especies de Vicia (Horvath et al,
1986).

Genes nif y Genes fix. Los genes para la fijacién de nitrégeno en Rhizobium y Bradyrhizobiunt
son, generalmente, divididos en dos grupos: uno de eilos lo conforman todos aquellos genes que
tienen homologfa con alguno de los 17 genes nif de Klebsiella pneumoniae, como es el caso de
los genes nifK, nifD y nifH que codifican para las subunidades de la nitrogenasa y de la
nitrogenasa reductasa. En el otro grupo estdn los genes de fijacién del nitrGgeno que no tienen
homologfa con los nif de Klebsiella pneumoniae, e incluye al gene fixF y al operén de los genes
fixA, fixB, fixC y fixX (Aguilar et al., 1985 y Earl et al., 1987). Las mutantes en los genes nif
y fix son capaces de desarrollar nédulos, pero los nédulos no fijan nitrégeno (Nod* Fix™) (Long,
1989).

En Rhizobium meliloti, la regulacidn de los genes nif y fix esta mediada por oxigeno. Las
bajas concentraciones de oxfgeno son detectadas por FixL, que es una hemoproteina membranal,
que se autofosforila, en bajos niveles de O, y puede transferir su grupo fosfato a fixJ que, una
vez que esta fosforilado, interactda con la RNA polimerasa para activar 1a transcripcién de nifA

la cual, a su vez, activari la transcripcién de los demds genes nif y fix (Merrick, 1992)

1.1.3. SENALES MOLECULARES Y DE RECONOCIMIENTO.

Seiiales simbidticas de la planta. Las interacciones bacteria-planta empiezan con un
seflalamiento quimico a distancia en la rizsfera. Las sustancias intercambiadas en esta etapa
modulan las primeras respuestas y las condiciones para la iniciacién de la simbiosis (Fig. 2). En

leguminosas, algunos terocarpanos e isoflavonoides pueden funcionar como fitoalexinas, como



moléculas de sefial y, probablemente, como reguladores endSgenos del transporte polar de
auxinas. En exudados y extractos de raices de leguminosas fueron identificadas algunas flavonas,
isoflavonas y flavanonas, como las moléculas inductoras para la quimiotaxis bacterial y para la
expresion de los genes nod en (Brady) Rhizobium. Todas estas sustancias son activas a muy bajas
concentraciones (1077 a 10M) y estimulan la expresién de los genes nod bacteriales, a los
pocos minutos de exposicién a estos compuestos. Las sustancias inductoras son exudadas
especificamente entre el meristemo radical y la zona de emergencia de los pelos radicales
(Hartwig et al., 1990; Peters et al., 1986 y Peters et al., 1990) (Fig. 2).

Los primeros eventos de la formacién del nddulo en alfalfa requieren Je la expresion de
los genes de nodulacién incluyendo los genes nodDABC en el megapldsmido de R. meliloti (Fig.
2). La transcripcién de nodDABC es inducida a través de la accién cooperativa de la proteina
NodD, producto del gene nodD, exudados de la semilia y de la raiz. La luteolina,(3°,4°,5,7-
tetrahidroxiflavona) y chrysoeriol, (3’-metoxy-4’,5,7 trihidroxiflavona) estin presentes en
exudados de las semillas de alfalfa y pueden inducir los genes nod rhizobiales. Estos compuestos
no se encuentran en exudados de la raiz, pero estdn presentes otros flavonoides inductores de los
genes nod como el 4,4’-dihidroxi-2-metoxichalcona, 4°,7-dihidroxiflavona, y el 4°,7-
dihidroxiflavanona. Otros flavonoides relacionados a los anteriormente descritos, pueden inducir
la transcripcion de los genes nod en otras especies de Rhizobia y Bradyrhizobia (Peters et al,
1986 y 1990).(Fig. 2).

Seiiales Rhizobiales. Las sefiales bacteriales son necesarias para promover las respuestas
tempranas de la planta y un desarrollo normal del nédulo. Las etapas iniciales de la interaccién
entre el rhizobia y su leguminosa hospedera incluyen la deformacidén y el encurvamiento del pelo
radical, Ia iniciacién de la divisién celular en el cirtex de la raiz y la induccidn de un meristemo
en el nodulo radical. Los genes bacteriales especificos que participan en estos procesos son de
4 tipos: genes nodD, genes comunes de nodulacién o genes nodABC, genes de rango de

hospedero y genes involucrados en la produccion de polisacdridos (Sanchez et al., 1991).



La habilidad de Rhizobia y Bradyrhizobia para inducir respuestas celulares en su
hospedero, depende de la expresion de ciertos genes de nodulacion en la bacteria, como son los
genes nodABC (Long, 1989). La expresion de estos genes nod depende de los compuestos
fenélicos exudados por la raiz de la planta hospedera. Esta cadena seilales y respuestas ha sido
observada en varias simbiosis, en las cuales la expresién de varios genes de nodulacién es
inducida por compuestos exudados por la superficie de la raiz de la planta hospedera y requiere
nodD (Mulligan y Long, 1985). Como ya se menciond anteriormente, estos compuestos fenélicos
han sido identificados como flavoneides para alfalfa, trébol y chicharo y como isoflavonoides
para soya (Fig. 2).

La especificidad de la respuesta de la bacteria diferentes flavonoides, esté correlacionada
con el tipo del gene nodD presente en el Rhizobium, que puede determinar el rango de hospedero.
La proteina NodD posee dos dominios distintos, uno invelucrado en la regulacién de su sintesis
y el otro determina la especificidad al flavonoide (Horvath et al,, 1987). El dominio que
determina la especificidad no estd conservado y difiere entre especies. Un nivel adicional de
complejidad en la respuesta de la bacteria a los exudados del hospedero, es la habilidad de los
genes nod para ser inducidos por compuestos flavonoides de diversos hospederos. Los diferentes
niveles en los cuales la especificidad es expresada, sugieren que Rhizobium spp. puede sélo
inducir sus genes simbidticos cuando las seiales adecuadas de la planta son sensadas por los
genes nodD apropiados. Este proceso probablemente ocurre en regiones especificas de las raices
y en un particular estado de desarrollo de la planta (Van Brussel, 1990).

Se conoce poco acerca de los mecanismos que determinan y controlan la iniciacién del
nédulo, pero algunas evidencias indican que una sefial extracelular relacionada al gene nod es
requerida para promover una apropiada respuesta del hospedero (Caetano-Anollés, 1988). Un
estudio reciente ha demostrado que NodA y NodB estin involucrados en sintetizar factores
extracelulares que pueden inducir respuestas en el hospedero, promoviendo la divisién de las
células corticales (Schmidt et al.,, 1988). El praducto del gene nodA se encuentra dentro de la
célula bacterial (Schmidt et al., 1986); mientras tanto la proteina NodC estd asociada con la
membrana celular (John et al., 1988). Evidencias adicionales apoyan la naturaleza extracelular

de las senales bacterianas involucradas en la divisién celular. Rhizobium y Bradyrhizobium spp.
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Fig 2. Interaccién entre Rhizobium y las rafces de las leguminosas. La planta secreta flavonas, las
cuales interactdan con la protefna NodD, la cual a su vez regula la transcripcién de los genes nod
bacteriales. El producto de los genes nod bacteriales estdn involucrados en la sintesis de los factores
Nod (Nod-Rml). Los factores Nod son capaces de inducir: 1) deformacién del pelo radical, 2)
algunas ctapas del proceso de infeccién y 3) division de las células corticales de la rafz.



secretan citocininas (Phillips et al., 1971). La aplicacidn exégena de la citocinina benciladenina
indujo pseudoinfecciones en soya (Bauer et al., 1985 in; Caetano-Anollés y Gresshoff, 1991).
Estructuras nodulares vacias fueron también formadas en alfalfa por inhibidores del transporte
de auxinas (Hirsch et al,, 1989), o cuando Rhizobium meliloti fue separado de las raices usando
filtros de membrana (Kapp et al., 1990). Recientemente Lerouge et al. (1990), encontraron una
sefial simbidtica a la cual llamaron NodRm-1 [recientemente renombrada como NodRm-IV (S)],
cuya actividad en alfalfa depende de los genes de rango de hospedero nodH y nodQ) y los genes
nodABC. La naturaleza quimica de este factor ha sido determinada. NodRm-IV(S) es un
tetrasacarido sulfatado 8-1-4 D-glucosamina, en el cual tres grupos amino fueron acetilados y uno
fue acilado por un 4cido graso bis-insaturado. NodRm-IV(S), provoca la deformacién del pelo
radical a muy bajas concentraciones (10"'M), y la divisién de las células corticales hacia la
formacién de nddulos vacfos a altas concentraciones. Esta seiial [NodRm-IV(S)] probablemente
no es la tnica requerida para la induccién de las respuestas del hospedero.

Ademds, se han identificado dos nuevos compuestos en Rhizobium meliloti muy parecidos
al anterior: NodRm-V(Ac,S) y NodRm-V(8), las cuales son muy similares a NodRm-IV(8), pero

contienen cinco residuos de glucosamina en lugar de cuatro (Denarié y Roche, 1992).



II. SISTEMAS DE TRANSFORMACION GENETICA VEGETAL

El desarrollo de la biologia molecular y de la ingenieria genética en las plantas, ha
permitido la modificacién de estos organismos y el conocimiento de la regulacién de la expresion
de genes especificos que son claves en los procesos metabdlicos de las plantas.

El logro més importante ha sido la introduccién de genes extrafios de forma estable a las
plantas, procedimiento denominado como Transformacién Genética Vegetal y permite la
obtencién de plantas transgénicas, en las que uno o varios genes externos se han integrado a su
genoma.

La produccién de una planta transgénica requiere que el material genético sea introducido
a la célula vegetal y, una vez dentro de ella, el DNA debe atravesar el citoplasma para entrar en
el niicleo e integrarse al genoma de la célula, de manera que la nueva caracteristica pueda ser
transmitida durante la division celular y consecuentemente, a toda la planta.

La introduccién del DNA a la célula vegetal puede lograrse por dos sistemas diferentes:
(a) a través de una transferencia fisica del DNA a la célula y, (b) el uso de un patégeno natural

como pueden ser las bacterias del género Agrobacterium y los virus.

I1.1. TRANSFERENCIA DIRECTA DE DNA

A través de los afios, se han realizado numerosos intentos para la introduccién de DNA
de forma directa en una variedad de células vegetales, principalmente, debido a [a aparente baja
suceptibilidad de las monocotileddneas a la infeccidn por Agrobacterium. Las técnicas que hacen
factible Ia introduccion de DNA a protoplastos vegetales son conocidas genéricamente como
métodos de transferencia directa de genes. Estas técnicas permiten tanto la transformacién de
especies dicotiledéneas como monocotiledddenas y el uso de cualquier vector utilizable en
sistemas vegetales. Entre las estrategias desarrolladas para hacer posible la transferencia directa
de genes, destacan los tratamientos quimicos o eléctricos; microinyecciones intranucleares en

protoplastos y fusién de protoplastos con lipesomas que encapsulan DNA.
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a) Transformacién Quimica

La transferencia directa de DNA en protoplastos es la técnica mas desarrollada para la
trasformacidn sin la presencia de vectores. Se trata de un método a través de la co-incubacién
del DNA con protoplastos en presencia de polietilengiicol (PEG). La condicién fisioldgica de los
protoplastos, asi como el estado del ciclo celular en el que se encuentre(Wu, 1989; Brian e Iyer,
1990). Cuando las condiciones de transformacion son 6ptimas, las frecuencias de transformacién
pueden exceder el 2%, de los protoplastos totales, en protoplastos de tabaco. Las condiciones
dptimas, para la transformacién, deben ser determinadas dependiento de la especie vegetal del
cual proceda el protoplasto (Brian ¢ Iyer, 1990).

La lista de especies transformadas por este método va en aumento, aunque las frecuencias

de transformacién estdn por debajo de las encontradas para tabaco (Potrykus, 1990).

b) Electroporacién

En este método de transformacién se usa un campo eléctrico para permeabilizar, de
manera reversible, la membrana celular. La membrana celular actda como un capacitor eléctrico
incapaz de pasar corriente, entonces el campo eléctrico provoca que en la membrana celular se
formen poros que permiten la entrada de DNA y otras moléculas a la célula vegetal. Al parecer
el cerrado posterior de estos poros se da de manera natural (Leén y Ortiz, 1990). Una de las
ventajas de la electroporacidn es la introduccién de DNA que no es necesariamente especifico

de las especie a la cual se va a transformar (Wu, 1989; Potrykus, 1990).

©) Microinyeccién

La microinyeccidn, conceptualmente es el método mds directo para la introduccién de
DNA en células vegetales. La microinyeccidén en protoplastos vegetales se basa en las técnicas
de microinyeccién desarrolladas para células animales. Sin embargo, no se ha obtenido el éxito
que se esperaba con la aplicacion de este sistema de transformacién (Brian e Iyer, 1990). La
mayor eficiencia de transformaci6n se obtiene cuando la microinyeccion es intranuclear, porque
la inyeccion del DNA en el citoplasma provoca una transformacién ineficiente. A diferencia de
las células animales, en las células vegetales el citoplasma es una barrera significativa para el

proceso de transformacién de las células vegetales (Le6n y Ortiz, 1990; Brian e Iyer, 1990). Una
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de las principales desventajas en el uso de esta técnica es que la inyeccién puede disminuir la
viabilidad de la célula, y solamente se puede aplicar en especies vegetales, para las cuales existan

las condiciones adecuadas para su regeneracién por medio de cultivo in vitro {(Wu, 1989).

d) Transformacién mediada por liposomas

Se ha venido probando en células vegetales un sistema en el cual el DNA es encapsulado
en membranas artificiales llamadas Liposomas y su transferencia a protoplastos se realiza por
un proceso de fusién mediado por polietilenglicol. Las frecuencias de transformacién en células
vegetales son muy bajas (10%).(Brian e Iyer, 1990).

La mayor limitacién en el uso de estos sistemas de transformacién génetica, ya que se
utilizan protoplastos, es el contar con un sistema de regeneracién in vitro por medio de las

técnicas de cultivo de tejidos vegetales para las especies que se desea transformar.

¢) Biolistica

Paralelamente a la introduccién de DNA en protoplastos, se han desarrollado metodologias
para la transformacién de células intactas o tejidos. Uno de los sistemas mds significativos es la
pistola de microproyectiles o biolistica, en este sistema el DNA es acarreado al citoplasma a
través de de la pared celular, en la superficie de una particula diminuta de metal.
Estas particulas son aceleradas a altas velocidades, lo que las hace capaces de penetrar por varias
capas celulares y trasformar aquella célula donde queda alojada la particula. (Arguello-Astorga,
et al,, 1991).

Al eliminar el paso por el protoplasto, esta técnica se ha venido utilizando con gran
frecuencia debido a su gran potencialidad. Actualmente, se esta tratando con esta metodologfa
la transformacién directa, tanto de polen como del érgano reproductor femenino, lo cual obviarfa

cualquier problema de regeneracién (Potrykus, 1990).
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I1.2. TRANSFORMACION MEDIADA POR AGROBACTERIUM.

Aunque en los iltimos afios se ha incrementado el nimero de técnicas especificas para
la transformacién genética vegetal, el método mas eficiente, ficil y de gran versatilidad para la
introduccién de DNA a las plantas ha sido el que usa el sistema de Agrobacterium (Tempe y
Schell, 1988). Agrobacierium tumefaciens y A. rhizogenes son bacterias patégenas que habitan
en el suelo, y son los agentes etioldgicos de las enfermedades conocidas como "erown gall”
(agalla del cuello) y "hairy reots" (raices peludas), respectivamente. La respuesta patogénica es
el resultado de la expresién de ciertos genes transferidos de la bacteria hacia el genoma de la
planta.(Tempe y Schell, 1988; Gasser y Fraley, 1989).

La capacidad de transformacidn de las celulas vegetales se debe a la presencia en
Agrobacterium de los plismidos Ti (inductor de tumores) y Ri (inductor de raices), Dos regiones
dentro de los pldsmidos, Ti y Ri, son esenciales para la transferencia del DNA (T-DNA), estas
son el T-DNA, y la regién de virulencia (vir).

El T-DNA esta delimitado, en ambos extremos, por 25 pares de bases repetidas de forma
directa a los que se les denomina bordes, Estas secuencias son requeridas para la transferencia
del T-DNA, y son las secuencias de reconocimiento de una endonucleasa especifica, codificada
por ¢l operén virD (Klee et 1.1987). La regidn de virulencia o vir contiene los genes necesarios
para la transferencia del DNA, pero estos no son transferidos a la planta.

La regidn vir es de aproximadamente 40 Kb e incluye ocho operones llamados virA, virB
virC, virD, virE, virF, virG y vir H (Hooykas y Schilperoort, 1992). Los pldsmidos de Ti y Ri
de varias cepas de Agrobacterium han sido bien caracterizados, y los resultados indican que los
plasmidos comparten una arquitectura bésica (White, 1989).

Un tercer componente son los genes cromosomales de virulencia (chv), localizados en el
cromosoma bacteriano. Los genes chv estan involucrados en la adhesién del Agrobacterium a las
células vegetales (Citovsky et al,, 1992). Los genes chvA y chvB son necesarios para la adhesitn
de la bacteria a la pared celular de las plantas. Se sabe que chvB codifica para una proteina de
235 kDa involucrada en la formacién de 8-1,2 glucano, mientras que hay evidencias de que civA
codifica para una protefna transportadora, localizada en la menbrana interna de la bacteria,

necesaria para el transporte del B-1,2 glucano al periplasma. Mutantes en estos genes resultan ser
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avirulentas, lo cual sugiere que resulta en alteraciones quimicas de la superficie de 1a bacteria que
le imposibilitan adherirse a la célula vegetal.(Binns y Thomashow, 1988).

La trasformacidn por medio de Agrobacterium involucra una +wrie de eventos con una
secuencia temporal: colonizacién de la bacteria y adhesién a los sitios donde se presenta una
lesion en la planta; respuesta de la planta lesionada, movilizacién del DNA bacterial a la planta;
integracién del T-DNA al genoma vegetal y por dltimo, su expresion.(Binns y Thomashow,
1988).(Fig.3)

Una de las primeras etapas de la transferencia del DNA esta dada por la activacién
coordinada de los genes vir cuando la bacteria esta cercana a una zona donde la planta ha sufrido
una lesién y puede detectar exudados de la planta. Mientras que los genes chv estan siendo
expresados de manera constitutiva, los genes vir necesitan ser inducidos por la presencia de
factores exudados por la planta (Fig. 3). (Zambryski et al.,, 1983). Los factores han sido
identificados como compuestos fendlicos principalmente  acetosiringona y 0O-
hidroxiacctosiringona. Estos compuestos son excretados por la planta particularmente cuando
se le ha causado una herida o lesion, y se ha visto que son un factor previo para la infeccién por
Agrobacterium. Las plantas pueden excretar diferentes compuestos fendlicos capaces de inducir
genes vir, sin embargo la acetosiringona parece estar, de manera general, en la mayorfa de las
plantas susceptibles de ser infectadas por Agrobacterium. De la misma forma las plantas pueden

producir compuestos que son inhibidores de la induccién de genes vir (Sahi et al., 1990).

Los mecanismos bésicos de regulacion que controlan la expresién de los genes vir fueron
establecida por Stachel, Nester y Zambryski (1986), ellos demostraron que la induccién de los
genes vir, por inductores vegetales, esta mediada por la la accién de los productos de los genes
virA y virG . Mutaciones en virG eliminaron por completo la induccién de virB, virC, virD y
virE. Por otra parte, mutaciones en virA atendan de manera severa la induccién de los otros genes
vir. Ambos genes son expresados de manera constitutiva, pero en presencia de los inductores
vegetales el nivel de expresién aumenta de manera significativa, siendo mas evidente en el

producto de virG con respecto a virA (Binns y Thomashow, 1988; Citovsky et al.,1992).
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FIGURA 3. Secuencia de las etapas que ocurren durante la
transformacidén genética de plantas susceptibles a Agreobacterium.



Se ha propuesto que virA funciona como un sensor o transportador de sefiales moleculares
que activan virG, el cual es un regulador positivo de los genes vir. El anilisis de secuencias ha
mostrado que el sistema virA/virG pertenece a una familia de sistemas de regulacidn positiva
de dos componentes similares a los sistemas NirB-NtrC (Klebsiella pneumoniae); EnvZ-OmpR
(E. coli) y SpoOA-SpoOB (Bacillus subtilius). Todos estos sistemas regulatorios, tienen ademds
en comuin la caracteristica de actuar en respuesta a estimulcs ambientales e inducir la expresién
de genes que le son necesarios para ajustarse o tomar ventaja del estimulo ambiental. El
componente que funciona como sensor, normalmente una proteina en membrana, responde al
estimulo ambiental fosforildandose, y tiene la capacidad de transferir el fosfato al componente
regulatorio. El componente regulatorio entonces funciona como un activador transcripcional para
regular los genes para la respuesta de la célula al estimulo externo.(Binns y Thomashow, 1988;
Citovsky et al., 1992).(Fig.4)

Una serie de evidencias han demostrado que el T-DNA es cortado del pldsmido Ti
posterior a la induccién de la regién vir. Este proceso involucra la accién de los productos de los
genes vir y los bordes que delimitan la region de T-DNA, tanto en plismidos Ti como en Ri
(Hooykas y Schilperoort, 1992). En varios laboratorios se ha demostrado la formacién de una
hebra linear y sencilla de DNA llamada "T-strand" (hebra-T) la cual corresponde a la hebra
inferior de la cadena doble del T-DNA. La formacién de la hebra-T depende de la accién de dos
proteinas llamadas VirD1 y VirD2 que son codificadas por el operdn virD. Estas proteinas de
manera conjunta adquieren una actividad de endonucleasa capaz de cortar el DNA en un sitio
preciso de los bordes. Los "nicks" han sido mapeados entre las pares de bases tres y cuatro de
la hebra inferior de los 25 pares de bases que constituyen el borde.(Citovsky et al., 1992) (Fig.5)

Una vez formada la hebra, la proteina VirD2 permanece adherida a ésta, al parecer por
una unién covalente. Esto puéde representar una funcién extra de la proteina VirD2, ya que
pudiera actuar como una proteina piloto para dirigir la hebra de DNA a través de varias
membranas durante su transferencia del Agrobacterium hacia la planta, ademds de darle
proteccion contra otras endonucleasas (Fig. 5).

Al parecer la funcién de proteccién de la hebra-T Ia realiza el producto codificado por

el gene virE2, el cual se ha encontrado preferentemente ligado a la hebra sencilla de DNA. El
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pegado de la proteina VirE2 es un proceso ripido que permite de manera inmediata la formacién
de un complejo proteina-DNA el cual es muy estable.(Citovsky et al,, 1992), Una vez que el
complejo VirE2-hebra-T ha sido formado, este permanece estable y esta potencialmente listo para
ser transferido. Una vez formado el nuevo complejo proteina-DNA, éste debe ser exportado del
Agrobacterium a la célula receptora. Al parecer, la exportacién del complejo-T se produce por
canales especializados en la membrana bacterial. Los candidatos para la produccén de tales
canales son los productos del operén virB, la mayoria de los cuales son proteinas
transmembranales o asociadas a membrana. El operon virB contiene 11 genes, llamados
virB1...virB11. Todos los virB ORFs tienen secuencia de aminodcidos de suficiente
hidrofobicidad, que permite la interaccién con una membrana de doble capa lipidica.

Una vez exportado el T-DNA, el proceso de integracién a la planta es el aspecto menos
entendido de la transformacién mediada por Agrobacterium. No han sido identificados
intermediarios del T-DNA en las planias receploras y no se conoce de sitios especificos o el
mecanismo de integracién (Binns y Thomashow, 1988).(Fig. 6)

El sitio primario de integracién del T-DNA es el genoma nuclear de la célula vegetal,
aunque existe un reporte de T-DNA integrado al DNA del cloroplasto (De Block et al., 1985).
Sin embargo, se ha observado que la insercién se puede dar en cualquier parte del genoma y que
pueden presentarse varias inserciones en una misma célula vegetal. No se ha observado que se
requiera una secuencia nucleotidica especifica. No obstante, los sitios de unién del genoma de
la planta con el inserto de T-DNA son ricos en AT. Gheysen et al., (1987), sugieren que esta
caracteristica puede producir una desestabilizacién local de la doble cadena de DNA de la planta
y, de esta forma, facilitar el proceso de integracién. Ya realizada la integracion del T-DNA se
mantiene de manera estable en la planta receptora por el proceso de meiosis y presenta un
comportamiento mendeliano con respecto a la transmisién de los genes insertados.(Tempé y
Schell, 1988; David y Tempé, 1987).
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I1.2.1. VECTORES PARA TRANSFORMACION.

Aunque se sabfa que el T-DNA es la tnica parte del pldsmido Ti que se integra en el
genoma de la planta, permanecia la duda si solamente el T-DNA entraba a la planta o entraba
por completo el plasmido Ti via Agrobacterium. En experimentos realizados por De Framond et
al. y Hoekema et al. (1983), donde la region T fue separada del resto del plismido, ellos
demostraron que €stas dos partes se mantuvieron en replicones independientes y que no volvieron
a cointegrarse. Esto permitié establecer, de manera firme, que no era necesaria una unién fisica
entre el T-DNA y el resto del plasmido Ti para que se llevara a efecto la transferencia del T-
DNA.

Como ya se menciong el sistema de transferencia del T-DNA esta controlado por los
genes vir y chv, mientras que los bordes, los cuales delimitan la region T son esenciales para
el reconocimiento de las sefiales del aparato de transferencia. Con base en estos resultados, ha
sido posible la construccién de vectores para la transformacién genética de plantas.(White,1989).

Los vectores para transformacidn de plantas, basados en el sistema de Agrobacterium, se
han dividido en dos categorias: aquellos que se integran al plismido Ti nativo, llamados
Cointegrados; y aquellos que se replican auténomamente llamados Binarios (Klee et al., 1985).
Los vectores para transformacién cointegrados, deben de contener una regién de homologia entre
el material genético a insertar y el plasmido Ti. Este requerimiento de homologia hace que el
vector sélo sea capaz de integrarse en un limitado nimero de plasmidos Ti. Estos vectores estéin
disefiados para integrarse en pldsmidos Ti especificos. Actualmente se¢ usan dos sistemas de
pldsmidos cointegrados. El primero es el que usa el plismido Ti, desarmado, de Agrobacterium
el pGV3850. En este pldsmido los genes para la sintesis de fitohormonas del pldsmido C58 han
sido removidos y reemplazados por una secuencia de pBR322. Asi, cualquier material genético
que presente homologia con [a secuencia del pPBR322, podr4 integrarse al plismido Ti desarmado
(Klee et al.,, 1985). La cointegracién coloca al nuevo DNA entre los bordes de plismido Ti,
situacién requerida para su transferencia.

En el otro sistema, el borde derecho y la regidn que codifica para las fitohormonas son
removidos del plasmido Ti. El borde izquierdo y una pequeiia parte del T-DNA original, que se

Ie llama Homologfa Interna Limitada(LIH), permanecen intactos. El vector al ser introducido en
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el Agrobacterium, que contiene la region LIH, para una recombinacion homéloga asf como un
borde derecho (Klee et al., 1985; White, 1989). El DNA cointegrado reconstruye un T-DNA
funcional con un borde derecho y un borde izquierdo. Este sistema se ha usado ampliamente
para la introduccion de varios genes en plantas.

Los vectores cointegrados, una vez formados, son muy estables en Agrobacterium, y es
casi imposible que se pierdan. Esta es una ventaja sobre los vectores binarios donde la estabilidad

del plismido requiere la presencia del agente de seleccién.

Los sistemas binarios de transformacién consisten de dos elementos separados:el primero
es un vector capaz de replicarse tanto en E. coli como en Agrobacterium, que lleva el material
genético a transferir entre los bordes de la region T-DNA; y el otro elemento es un plasmido Ti
desarmado, el cual proveé las funciones de la regién vir que son necesarias para la transferencia
del T-DNA.(Gheyssen y Depicker, 1987). La mayor ventaja de los sistemas binarios es que no
son tan especificos o dependientes de un plismido Ti, y pueden ser introducidos casi en cualquier
Agrobacterium que contenga tanto un plismido Ti como uno Ri. Esto es importante en la
transformacién de plantas, porque las especies vegetales presentan diferente suceptibilidad a la
infeccién por Agrobacterium (Gheyssen y Depicker, 1987;Klee et al., 1985).(Fig. 7)

Para que un gene bacteriano se exprese en una célula de plantas, requiere tener secuencias
regulatorias especificas que permitan su expresion en las células eucarioticas. Se requieren
secuencias reguladoras, tanto en el extremo 5°como en el extremo 3°, del gene. Es indispensable
fusionar al gene bacteriano, un promotor de plantas (en el extremo 5°) y, en la region 3’, se
requiere fusionar una secuencia terminadora y de poliadenilacion para genes eucariontes.
(Schell, 1987). Los genes que resultan de estas fusiones se llaman genes quiméricos, debido a que
contienen secuencias provenientes de distinto genes y de distintos organismos.(Gheysen y
Depicker, 1987; Schell, 1987).

En la construccidn de estos genes quiméricos, se pueden utilizar dos tipos de promotores
principalmente, los constitutivos y los especificos. Los constitutivos son promotores que se
expresan en todas las células de la planta; uno de los mds usados, por ser un promotor fuerte, es
el 358 de CaMV (virus del mosaico de la coliflor) ((Schell, 1987). Los otros son los llamados
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promotores especificos cuya expresion es regulada en la célula vegetal en respuesta a un
estimulo como la luz, puede expresarse en un periodo, especifico, del desarrollo de la c€lula o
puede ser especifico de cierto tejido de la planta y asi, regular la expresion del gene al que se
fusione. Un ejemplo de estos ultimos es el promotor de la leghemoglobina que se expresa
solamente en el nédulo y durante la nodulacidn de las plantas leguminosas, por lo que puede
permitir andlisis mas finos sobre la expresién de un gene nédulo especifico (Benfey y Chua,
1989; Stougaard et al.,, 1987).

En la actualidad, se usan, muy frecuentemente, como marcadores en sistemas de
transformacién genética los genes selectivos y/o genes reporteros o rastreables. Estos genes se
puedenn identificar en las células de las plantas de manera ficil y rdpida. Los genes o marcadorss
selectivos son, por ejemplo, aguellos que confieren resistencia a los antibiéticos como:
Kanamicina (Km) o Higromicina (Hy), u otras substancias téxicas, a las cuales son sensibles las
plantas no transformadas.

Se cuenta en la actualidad, con una serie de genes aislados y que son accesibles para
usarlos como genes de seleccién (Schell, 1987). Los genes reporteros o rastreables, usados en
la transformacidn genética de plantas, son aquellos que codifican para enzimas cuya actividad
es ficilmente detectable con un ensayo enzimatico muy sensible. Los genes reporteros mis
comunmente usados son; el de B-glucuronidasa (GUS), el de cloranfenicol acetil transferasa

(CAT) y el de luciferasa (Jefferson, 1987). (Fig 8)

11.2.2. Metodologia gencral de transformacién mediada por Agrobacterium.

El método de transformacion con Agrobacterium tumefaciens consiste, bisicamente, en cultivar
juntos los tejidos vegetales y la cepa no oncogénica de la bacteria, en las que se ha introducido
el DNA que se desea transferir a las plantas. Se cortan pequefios segmentos de tejido vegetal y
se les hacen heridas, estos cortes son sumergidos en una suspension de las células bacterianas,
por periodos de tiempo que varian de acuerdo al vegetal a transformar. Transcurrido el tiempo
seleccionado, los tejidos vegetales son secados con papel filtro estéril y son sembrados en una
caja con medio de cultivo sin adicionar antibidtico (co-cultivo), por periedos de 24 a 48 horas.
Posteriormente se pasan a un medio con presencia de antibiético para inhibir el crecimiento

bacteriano. Por iltimo, se regeneran nuevos individuos a partir de los tejidos infectados por
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medio de organogénesis o embriogénesis somédtica. El método puede sufrir variaciones en
cuanto al tipo de tejido vegetal, concentracién de la suspensién bacteriana y tiempo de co-cultivo.
Los tejidos susceptibles de ser transformados abarcan, virtualmente, a todos los de la planta;
cotiledones, tubérculos, hoja y raiz. La eleccién del tejido esta principalmente determinada por
su capacidad de regeneracion in vitro (Arguello-Astorga et al., 1991).

Un sistema de transformacidn alternativo, y muy similar al de Agrobacterium tumefaciens
que, también, esta siendo ampliamente utilizado es el de Agrobacterium rhizogenes. Este es una
bacteria patégena de plantas dicotiledéneas que causa la enfermedad de "hairy root" ("raiz
peiuda"), la cual se caracteriza por la proliferacion de raices adventicias en el sitio de infeccién
bacterial. La capacidad rizogénica es trasmitida a la planta, debido a la transferencia de una
porcién de DNA de un gran pidsmido bacteriano llamado Ri (root inducing, inductor de raiz),
que se hospeda en la bacteria y se integra al genoma de la planta.(Beach y Gresshoff, 1988;
Hansen et al.,1989; Simpson et al.,1986; Spano et al., 1987; y Tepfer, 1984). El DNA transferido
al genoma de la planta es responsable tanto de la biosintesis de auxinas asi como de
metabolitos derivados de aminoécidos Hlamados opinas. Cuando un DNA extrafio, es introducido
en la regién T-DNA, éste puede ser Ilevado via plismido Ri al interior de la célula de Ia planta
hospedera, haciéndolo un vector natural para la introduccién ripida de genes a las plantas
superiores. También, en este organismo se pueden utilizar vectores cointegrados y sistemas
binarios, lo cual permite la introduccidn de genes quiméricos. Se han obtenido, recientemente,
plantas transformadas con Agrobacterium rhizogenes, donde el material genético extraiio se ha

integrado, de manera estable en zanahoria, tabaco, papa y Convulvulus saepium.(Tepfer, 1989).

II.3. Transformacién genética de plantas leguminosas.

En general, es dificil obtener plantas transgénicas de la familia de las leguminosas,
aunque esta familia de dicotiledéneas es sensible a la infeccién por Agrobacterium. En muchos
casos, alin no se ha podido obtener plantas transformadas de leguminosas porque no se han
establecido los métodos para regenerar estas plantas, a partir de diferentes indculos, los cuales
pueden ser usados para la transformacién mediada por Agrobacterium. De hecho, uno de los

principales obsticulos en ¢l estudio de la genética molecular de la fijacion simbiGtica del
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nitrégeno es la carencia parcial de un sistema adecuado de transformacién y regeneracién de
_leguminosas (Hansen et al.,1989).

Se ha logrado la trasformacidn genética de alfaifa mediada por Agrobacterium
tumefaciens, También se han obtenido plantas transgénicas de variedades de Medicago varia con
un gene de resistencia a kanamicina fusionado al promotor de la nopalino-sintetasa (Deak, et al.,
1986). Utilizando una linea altamente embriogénica de Medicago varia se aumentd el porcentaje
de transformacién (Chabaud et al., 1988). Asi mismo hay un informe sobre la transformacién y
regeneracion de Medicago sativa (Shahin et al., 1986). En alfalfa, los sistemas de transformacién
son poco eficientes, ademds se requiere mucho tiempo para la obtencién de plantas regeneradas
que pudieran permitir el estudio de la expresién nddulo especifica.

Asi mismo, se ha realizado con éxito Ia transformacidn de algunas leguminosas por medio
de A. rhizogenes, entre la que estd Lotus corniculatus (Petit et al.,, 1987;Hansen et al., 1989),

Medicago sativa (Spano et al., 1986) y Pisum sativa (Beach y Gresshoff, 1988).

Los sistemas de transformacion con A. rhizogenes pueden emplear cepas virulentas,
porgue las raices peludas tienden a regenerar brotes de manera esponténea, a diferencia de lo que
ocurre con A. tumefaciens donde es pricticamente imposibie recuperar plantas, a partir de tejido
tumoral (Arguello-Astorga et al, 1991). Otro aspecto interesante de este sistema de
transformacion es que, en algunos casos, las "hairy root" obtenidas pueden ser noduladas por
la especie de Rhizobium correspondiente a cada especie de leguminosa. Lo anterior permitiria
establecer sistemas de transformacién para lograr un mejor conocimiento de los eventos

moleculares de la fijacién simbiética del nitrégeno,
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OBJETIVOS

La carencia de un sistema de transformacién y regeneracion, eficiente y rdpido, en ciertas

leguminosas, de intéres, limita el conocimiento de los procesos moleculares de la planta con
respecto a la fijacién simbidtica del nitrégeno, asi como la posibilidad de optimizacién de este
proceso natural por medio de la manipulacién de la expresién de genes en el nédulo, que
permita adicionar informacién genética, que ayude a hacer més eficiente todo el proceso de la
fijacién de nitr6geno.
Este proyecto pretende utilizar el sistema de Agrobacterium rhizogenes para transformar dos
especies de plantas leguminosas: Lotus corniculatus y alfalfa (Medicago sativa). Por una parte,
Lotus corniculatus es una de las primeras especies de leguminosas en la cuales se realizé, con
éxito, la transformacién genética de la misma, mediado por Agrobacterium rhizogenes, y
presenta una gran capacidad de regeneracion, ya que se obtuvieron plantas completas de las
raices trasformadas de manera casi espontdnea y la nodulacién de estas, con Rhizobium loti, se
realizé con gran facilidad (Beach y Gresshoff, 1987; Hansen et al., 1989; Petit et al., 1987). Por
tanto estableceremos este sistema en el laboratorio para tomarlo como modelo para
transformacion de otras leguminosas. La alfalfa, que es la principal especie forrajera del pais,
presenta un genoma que es tetraploide y heter6gamo. M. sativa es nodulada por Rhizobium
meliloti, que es la especie de Rhizobium de crecimiento ripido mejor estudiada desde el punto
de vista genético y molecular.

Se propone utilizar el método de generacién de rafces transgénicas, "hairy roots",
propagadas in vitro y nodularlas con el Rhizobium especifico de cada planta, como un sistema
para estudiar la regulacién de la expresién genética en nddulo. Ademds, se buscard regenerar
plantas transgénicas de Lotus a partir de las "hairy roots" trasformados y asi poder estudiar {a
expresién genética en diferentes tejidos de la planta durante Ia simbiosis con Rhizobium loti.
Se estableceran sistemas de transformacién usando los dos tipos de vectores descritos, vectores
cointegrados y sistemas binarios. Se usard un vector cointegrado derivado de un pldsmido Ri al
cual se le integré un gene de B-glucuronidasa,(GUS), que se usard como detector con un
promotor constitutivo. En el sistema binario, se usard como detector el gene de GUS fusionado

al promotor constitutivo 35S CaMV. Ademds, se construirin y se usard un pldsmido con fusién
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de GUS con un promotor nédulo-especifico como el de la Leghemoglobina de soya (Stougaard,
et al,, 1987) . Esto iltimo nos permitird demostrar que los sistemas de transformacidn genética
establecidos pueden ser iitiles, para el estudio de la regulacién especifica de la expresion genética

durante la nodulacién de plantas leguminosas con Rhizobium sp.

LOBJETIVOS GENERALES

1. Utilizar el sistema Agrobacterium rhizogenes para la obtencién de raices transgénicas
noduladas de Lotus corniculatus 'y Medicago sativa. 2. Regenerar plantas completas, in vitro,
a partir de las rafces transformadas por medio de Agrobacterium rhizogenes, tanto de Lotus

corniculatus como de Medicago sativa.

II. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Construir un plasmido capaz de replicarse en Agrobacterium rhizogenes, que contenga,
ademds del gene de resistencia a Kanamicina, el gene de GUS (B-glucuronidasa) fusionado a un
promotor especifico de ndédulo el de Leghemoglobina de soya. (Stougaard et al., 1987)

2.- Construir las cepas de Agrobacterium rhizogenes requeridas para el proceso de
transformacion genética.

3.- Establecer el sistema de transformacién genética, para Lotus corniculatus mediado por
Agrobacterium rhizogenes.(Hansen et al., 1987)

4.- Determinar la capacidad de nodulacién de diferentes variedades de alfalfa, para transformar
aquella o aquellas con una mayor capacidad simbidtica.

5.- Establecer un sistema de transformacién genética para Medicago sativa mediado por
Agrobacterium rhizogenes.

6.- Nodular las "hairy roots" obtenidas, raices transgénicas, con Rhizobium loti para Lotus
corniculatus, y con Rhizobium meliloti para Medicago sativa.

7.-Bvaluar la frecuencia de transformacién obtenida, utilizando un vector cointegrado vs. un

sistema binario. Esto dltimo se hard en ausencia de la Km como agente selectivo, determinando
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la actividad de GUS para evaluar la eficiencia de transformacidn.

8.- Implementar un sistema para regenerar plantas de Lotus corniculatus a partir de raices
transformadas por Agrobacterium rhizogenes.(Petit et al., 1987)

9.- Comparar la actividad de GUS en nédulo y otros tejidos cuando la expresién de este gene esta

dirigido por un promotor constitutivo vs, un promotor especifico de nédulo. En todos los

sistemas de transformacién mencionados, en ambas especies.
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MATERIALES Y METODOS
1. MATERIAL BIOLOGICO

I.1. Material Vegetal

Para la obtencién de plantulas sometidas al proceso de transformacién, se utilizaron
semillas de Lotus corniculatus, variedad "Rodea" (proporcionadas por F. de Brujin).
L. corniculatus es una leguminosa perene, heterégama y tetrapléide que es utilizada como forraje
en los Estados Unidos y parte de Cinada, y se cultiva extensivamente. E! valor alimenticio de
la paja de Lotus es comparable con el de alfalfa (Tabaeizadeh, 1989). Ademds, se utilizaron
semillas de alfalfa (Medicago sativa), de nueve variedades: Valenciana, Inia 76, Puebla 76, Bajio
76, Sintéticol, Sintéticoll, San Joaquin, Velluda Peruana y Moapa 69, proporcionadas por el Ing.
Luis Castro Acero, Investigador del Programa de Forrajes del CIFAP México, INIA-SARH.

1.2. Cepas Bacterianas

Se utilizaron dos cepas de Agrobacterium rhizogenes . La cepa CS8CI/pRil2 (Rif

Km")/pRi12(5'355-GUS-3’NOS) y la cepa C58C1/pRi15834 (silvestre), usada como receptora de
los genes quimericos para vectores binarios, las cuales fueron proporcionadas por el Dr. Mario
Rocha del Instituto de Biotecnologfa de La UNAM.
Las fusiones génicas de los promotores CaMV 35S y Lbc, con la regién codificadora del gene
de B-Glucuronidasa, contenidos en derivados del pBIN19 fueron transferidos de E. coli CMK a
la cepa de A. rhizogenes, por medio de una conjugacién triparental (Ditta et al,, 1980), usando
como ayudante una cepa de E. coli conteniendo el plismido pRK2013. Las células
transconjugantes fueron seleccionadas en un medio de LA con rifampicina (50 Xg/ml) y
kanamicina (504g/mI). La presencia de los genes quiméricos fue comprobada con restriccién
del DNA de plasmido, antes de realizar la transformacién de las plantas,

Para los ensayos de nodulacién o efectividad simbidtica, se utilizaron las cepas de
Rhizobium loti NZP2037, en el caso de Lotus corniculatus y de R. meliloti 2011, que tiene

resistencia a estreptomicina (Meade et al., 1982), para la nodulacién de alfalfa.
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L3. Plasmidos

Entre los pldsmidos utilizados para la transformacién genética vegetal estd el pRil2
(Hansen et al., 1989) que es un vector cointegrado derivado del plismido pRi15834, al cual se
le insertd el gen de la B-glucuronidasa ligado al promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
en el segmento TL del T-DNA con una expresién constitutiva de GUS.

El plasmido pBI121 (Jefferson, 1987) es un vector binario derivado del pBinl9 que
contiene el gene de GUS, fusionado al promotor 35S y a un sitio de poliadenilacién de la region
3’ de la nopalino sintetasa(NOS), lo que da una expresién constitutiva de GUS. Ademds presenta
el gene selectivo NPTII fusionado al promotor de NOS, el cual se expresa constitutivamente en
células vegetales, y les confiere resistencia a kanamicina. (Fig. 9)

El plismido pMRI es un vector binario construfdo en este trabajo para evaluar la
expresion nddulo especifica de GUS. Se contruyé a partir del plismido pBI101 fusionando la
regién codificadora de GUS, al promotor del gene de la leghemoglobina de soya (Lbc3).
(Stougaard, et al., 1986) (Fig.9) (Ver resultados)

IV.2. Medios de Cultivo.

Las cepas bacterianas fueron crecidas en medios ricos. Las cepas de Agrobacterium
fueron crecidas en el medio de Luria (LA) y las cepas de Rhizobium se crecieron en el medio
rico de PY. Tablas 1 y 2.

Con respecto a las plantas los medios de cultivo basales utilizados fueron el de Gamborg
et al., 1968 (BS), para Lotus corniculatus y el de Murashige y Skoog 1962 (MS), para el cuitivo
de alfalfa. La composicién quimica de ambos medio se muestra en la tabla 3.

El riego de las plantas, que fueron probadas para nodulacién, se realizé con el medio de

Jensen (1952) carente de cualquier fuente de nitrégeno (Tabla 4).
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FIG. 9. Plasmidos usados para la transformacién de Lotus corniculatus.



TABLA 1

COMPOSICION DEL MEDIO PY
(Bravo y Mora, 1988).

REACTIVO CONCENTRACION g/100ml
EXTRACTO DE 0.3 % 0.3 g
LEVADURA
PEPTONA DE 0.3 % 0.3 g
CASEINA
*CacCl, 0.7 M 1 ml
Se prepara por separado Y ee esteriliza por filtracién.
TABLA 2
COMPOSICION DEL MEDIO LURIA
REACTIVO CONCENTRACION g/100 ml
PEPTONA DE 1.0 % 1.0 g
CASEINA
EXTRACTO DE 0.5 % 0.5 g
LEVADURA
NaCl 1.0 & 1.0 g

" hAjustar el pH a 7.5 con NaOH IM.




Tabls 3.
COMPOSICION QUIMICA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
MURASHIGE Y SKOOG (1962) Y GAMBORG (1968)

MS ns
Macronuirkentes mg/ nM mg/t mM
NII,NO, 400.0 5.0 - .
KNO, 3535.0 5.0 2528.0 250
CaCl, - 2H,0 ‘ 4400 30 750.0 513
MgS0, - 7TH,0 3700 1.5 500.0 202
KH,PO, 170.0 1.25 - -
NiLH,PO, . . 5 .
NILH,PO, - 1,0 e 150.0 1.09
(NH1),SO, : méfi.b I
NGy, * 41,0 . .
Kt - -
Micronuirienties mgft uM
1,80, 3.0 48.5
MnSO, 41,0 10.0 59.2
7880, * TH,0 2.0 69
KI : 083 50 0.75 452
Na,M0O, - 21,0 : 0.25 1.03 0.25 103
Cus0, - 51,0 : 0.025 0.15 0.025 0.100
CoCl, - 61,0 0.025 0.105 0.025 0.105
Fes0, - 71,0 27.8 100.0 278 1000
Na,EDTA 373 100.0 373 100.0
Vitaminss mg/l uM mg/l uM
Ac. Nicollnico 0.5 4.06 1.0 8.12
Piddoxina HCI 0.5 243 1.0 4.68
Tismins HCI 0.1 0.29 10.0 2.6
Gilicina 20 26.6 - -
Inositol 100.0 555.0 100.0 555.0
Sacarosa 30 gt 30 g
Exiracto de levadura - -
Hidrplizado de casefnn - -

" Reactivos empleados sin grado de hidratacion
** Monchidratado (MnSo, - 11,0)




Tabla 4.
MEDIO DE JENSEN PARA NODULACION

REACTIVO gr/l
Sulfato de Calcio (CaSO, - 2H,0) 1.0
Fosfato de potasio dib4dsico (K,lIPO,) 0.2
Sulfato de Magnesio (MgSO, - 7H,0) 0.2
Cloruro de sodio 0.2
Cloruro férrico 0.1




III. Obtencién de plantas transgénicas de Lotus.

El procedimiento utilizado para la generacién de plantas transgénicas fue el desarrollado
por Petit et al. (1987), en el cual se pueden obtener las plantas transformadas en,
aproximadamente 4 meses. De manera resumida, la transformacién con A. rhizogenes se realizé
de la siguiente manera:

a.- Las semillas se esterilizaron con una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% durante
15 minutos, y posteriormente, se enjuagron con agua destilada estéril.

b.- Las semillas desinfestadas se germinan en cajas de Petri en medio B5 a la mitad de la
concentracién de sales suplementado con agar al 1.2%, sin sacarosa.

c.- Las plantulas fueron infectadas entre los 7 y 10 dias, posteriores a la germinaci6n, causando
una lesidn en el hipocotilo con la ayuda de una aguja de jeringa previamente pasada por una caja
de cultivo con bacterias de A. rhizogenes frescas crecidas en LA a 30°C durante 2 dias.

d.- A las dos o tres semanas de cultivo, y aparecidas las rafces transformadas, las piantulas se
lavaron en un medio liquido BS5 con carbenicilina (300 4g/ml) para eliminar o inhibir el
desarrollo de Agrobacterium.

e.- Las rafces se cortaron y se cultivaron en un medio B5 (tabla 3) con la mitad de su
concentracién de sales (B5 50%), adiciondndole sacarosa al 10% (p/v) dejandose de 20 a 30 dfas
en oscuridad.

f.- Las raices desarrolladas se subcultivaron en un medio igual al antes mencionado, y fueron
expuestas a la luz en condiciones de fotopericdo y a una intensidad luminosa de,
aproximadamente, 3000 lux. En un periodo de 15 a 30 dias se tiene una generacién de brotes
por un proceso de organogénesis.

g.- Los brotes regenerados se individualizaron y se transfirieron a un medio de cultivo BS mas
sacarosa al 30% (p/v) en las mismas condiciones de cultivo indicadas en los pasos anteriores. Las
plantulas enraizaron en aproximadamente dos semanas. Una vez generadas las raices (2 a 3 cm
de longitud) las plantas se transfirieron a macetas con un sustrato de vermiculita-agrolita (1:1)

o a bolsas de germinaci6n.
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h.- Al segundo dia, después de transferidas las plantas transgénicas, se inocularon con Rhizobium
loti NZP2037 (ver adelante). Seis semanas después se determing la actividad del gene reportero

(GUS) y la actividad de nitrogenasa (ver adelante).
IV. Obtencién de plantas "compuestas" de Lotus y alfalfa.

Con este sistema se obtienen plantas "compuestas”, en las que la parte aérea (hojas y
tallo) no estd transformada, pero la raiz si. De esta manera, se evita el ciclo de regeneracién de
las pldntulas y se reduce de manera significativa el tiempo de nodulacién de raices transformadas
(Hansen et al., 1989). La diferencia con el protocolo anterior es la siguiente: una vez lavadas las
plantulas infectadas con A. rliizogenes, en el medio B5S liquido (tabla 3) suplementado con
carbenicilina, las raices originales fueron eliminadas y las plantas, "compuestas”, con "hairy
roots" (ver adelante), fueron transferidas a macetas con vermiculita agrolita (1:1), o a bolsas de
germinacién. Después de cuatro dias de transferidas las plantas "compuestas”, presentando sdlo
las "hairy roots", fueron inoculadas con R. loti NZP2037 (ver adelante). Seis semanas después
de inoculadas, se determino la actividad del gene reportero de GUS y la actividad de nitrogenasa

(ver adelante).

Este mismo protocolo se utilizo para alfalfa. Los pasos para la obtencién de plantas
“compuestas” fueron los siguientes:
a.- Las semillas de alfalfa variedad "Valenciana" fueron esterilizadas con una solucién de
hipoclorito de sedio (NaClO) al 2%, durante 15 minutos, y posteriormente se enjuagaron con
agua destilada estéril.
b.- Las semillas desinfestadas se germinaron en cajas de Petri en un medio MS (Murashige y
Skoog), a la mitad de la concentracién de sales (tabla 3), suplementado con agar al 1.2% sin
sacarosa.
c.- Las pldntulas fueron infectadas entre los 7 y 10 dias posteriores a la germinacién causando
una lesién en el hipocotilo con la ayuda de una aguja de jeringa previamente pasada por una caja

de cultivo con bacterias de A. rhizogenes frescas, crecidas en LA a 30°C durante dos dias.
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d.- A las dos o tres semanas de cultivo y aparecidas las raices transformadas, las plintulas se
lavaron en un medio liquido MS con carbenicilina (300 ug/ml) para eliminar o inhibir el

desarrollo de Agrobacterium.

Las plantas "compuestas" fueron transferidas a bolsas de germinacién donde fueron
inoculadas con Rhizobiuim meliloti 2011, para tratar de nodular las "hairy roots". En algunos
casos se adicionaron exudados radicales de la variedad Valenciana, al momento de la inoculacién

(ver adelante).
V. Nodulacién de plantas transgénicas de Lotus y "compuestas" de Lotus y de Alfalfa.

La nodulacidn se realizé en bolsas de germinacién y crecimiento, que se adquirieron de
Vaughan’s Seed Company, asi como en macetas con un sustrtato de agrolita vermiculita (1:1).
Esta se realizé tanto en plantas transgénicas de Lotus, generadas de brotes de raices
transformadas, como en plantas "compuestas”" de Lows y alfalfa donde sélo la raiz esta
transformada. Una vez eliminado el Agrobacterium de las raices, las plantas se transfirieron a las
bolsas de germinacidn, colocando dos plantas por bolsa, las cuales contenian solucién nutritiva
de Jensen (1952) (tabla 4) a la que se le adicioné 1.5 mM de nitrato de potasio (KNO;), o a
macetas a las que sélo se le adiciono el medio de Jensen, sin ninguna fuente de nitrégeno.
Cuando fueron necesarios riegos posteriores, se realizaron sélo con la solucién de Jensen (sin
ninguna fuente de nitrégeno). Las bolsas y macetas con las plantas fueron colocadas en un cuarto
de incubaci6n a una temperatura de 24°C £27C, una humedad relativa promedio de 60% y un
fotoperiado de 16 h. de luz por 8 h. de oscuridad. Al cuarto dia, posterior a la transferencia, las
plantas fueron inoculadas con un cultivo saturado de Rhizobium loti NZP2037, crecido por dos
dias en un medio PY (tabla 1) a 30°C, en el caso de Lotus y con R. meliloti 2011 en el caso de
alfalfa. Cada planta fue inoculada con 2 ml del cultivo de Rhizobium permaneciendo en las
mismas condiciones ambientales por seis semanas, tiempo que se considerd suficiente para la

aparicién y desarrollo de los nédulos.
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' VI. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE B-GLUCURONIDASA
VL1. Ensayo fluoromeétrico

La actividad de fluorescencia de la B-glucuronidasa (GUS), en extractos crudos, de hoja,
raiz y nédulo, se determiné de acuerdo al protocolo de Jefferson et al., (1987). En este ensayo
el sustrato usado para la determinacién de GUS fue el 4-metil-umbelferilglucuronido (MUG).
Este compuesto sélo es fluorescente cuando es convertido en 4-metil umbeliferona (MU).

Los extractos crudos, de los diferentes drganos vegetales, se prepararon en un buffer de
lisis que contiene 50mM de NaH,PO,, pH 7.0, 10mM de EDTA, Triton X-100 al 1%, Sarcosil
al 0.1% y 10mM de B mercaptoetanol. Para la reaccién se incubaron 500 ul de extracto, con 0.1
nM de MUG preparado en un buffer de lisis. Cada reaccién enzimitica contenia 450 yl de
extracto més 50 ul de una solucién de 1nM de MUG y se incubé a 37°C. A diferentes tiempos
(30, 60 y 120 minutos), se tomaron 1001 de la reaccién y se transfirieron a un tubo conteniendo
900 ul de Na,CO, (0.2 M), con lo cual se detuvo la reaccién. La fluorescencia se determind con
un fluorémetro, previamente calibrado con un estandar de MU recientemente preparado, a una
longitud de onda de 365 a 455 nm. (Jefferson, 1987). Para cada reaccién se realizé un control
adicionandole 10 pl de sacarolactona 10 mM. Esta es un inhibidor especifico de la actividad de
GUS (Jefferson, 1987). Por lo que la fluoresencia basal, medida en dicho control, se interpreté
como una fluorescencia de fondo que puede estar presente en los extractos vegetales,

Se determind la concentracién de proteina total de los extractos con el método de Lowry.(Lowry,
et al., 1951). La actividad de GUS se refiere en pmolas de MU/minuto/mg de proteina.

Por otra parte en algunos casos se determind cualitativamente la actividad de GUS
incubande 90 ypl del extracto crudo con 10 yl MUG (1 nM) durante toda la noche, a 37T,
deteniendo la reaccién con 900 ul Na,CO, (IM), y observindo la fluorescencia en un

transiluminador de luz ultravioleta (UV),
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V1.2. Ensayo histoquimico y microfotografias.

La localizacidn histoquimica de la actividad de GUS se realizé con el método de Jefferson
(1987). El sustrato para la tincién de la proteina rastreadora (GUS), es el 5-bromo-4-cloro-3-
indolil glucuronido (X-GLU). La actividad de GUS sobre este sustrato produce un compuesto que
al entrar en contacto con oxigeno se dimeriza, para formar un producto insoluble de color azul
indigo. Esta dimerizaci6n oxidativa es estimulada por el oxigeno atmosférico, y puede ser
incrementada fuertemente, utilizando catalizadores de oxidacién como Ferrocianida de potasio.

Aunque sin el uso de estos catalizadores la reaccién es bastante satisfactoria (Jefferson, 1987).

El ensayo histoquimico de GUS se realizé en nddulos completos, en segmentos de raiz
y en trifolios recién disectados de la planta, los cuales se incubaron en 0.5 mM de X-Glu, durante
toda la noche a 37C. Para las observaciones al microscopio, de nédulos que presentaron
actividad (tefiidos de azul), se realizaron cortes con la ayuda de un vibratomo (VIBRATOME,
Serie 1000). Los cortes se observaron y fotografiaron en un microscopio ptico Carls Zeiss 2F]

con un sistema fotografico MC80.

VII. ACTIVIDAD DE LA NITROGENASA

El pardmetro que se utilizd para determinar la funcionalidad de los nédulos fué la
actividad de la nitrogenasa. Esta enzima es capaz de reducir acetileno a etileno, y ambos gases
pueden ser ripidamente medidos en muy bajas concentraciones, por la técnica de Cromatografia
de gases. Por tanto, para evaluar la actividad de los nédulos, se midié la reduccion del acetileno
con la ayuda de un cromatégrafo de gases. Las plantas noduladas, transformadas y "compuestas”,
se colocaron en frascos de vidrio con una capacidad de 45 mi, sellados con un tapén de hule. En
cada frasco se adicioné 0.5 ml de acetileno. A diferentes tiempos se tomé una muestra de gas

de los distintos frascos y se inyecté en el cromatdgrafo de gases (Varian 3300).
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El cromatégrafo separa y cuantifica el acetileno (sustrato) y el etileno (producto) presentes
en cada muestra problema, inyectada. La estimacion del acetileno reducido por unidad de tiempo

se realiza con la siguiente formula:

(Area BCY(44.6) = R,
120415

R = nmoles de acetileno totales/minuto
Area BC= Area bajo la curva de acetileno

44.6= Cantidad de nmoles de acetileno en un drea bajo de la curva de 120415

VII. Caracterizacién de la eficiencia de la simbiosis en diferentes variedades de alfalfa.

Las semillas de alfalfa (100 de cada variedad) fueron desinfectadas superficialmente, con
una solucién de hipoclorito de czilcio, comercial, al 30% durante 5 minutos y, posteriormente, se
le practicaron cuatro enjuagues con agua destilada estéril (Fuentes et al., 1993). Las semillas
fueron germinadas en bolsas de crecimiento, colocando 10 semillas por bolsa. Cuatro dias
despiies de la germinaci6n, las pldntulas fueron inoculadas con una suspensién de Rhizobium
meliloti 2011, proveniente de un cultivo crecido durante toda la noche en un medio rico de PY
y ajustado a una D.O.s,, de 1.0 (100 X 10° células/ml). A cada bolsa se le adicionaron 10 ml de
la suspensidn. Las plantas fueron colocadas en un cuarto de incubacién a una temperatura de
25% con un fotoperiodo de 16/8 hrs. y una intensidad luminosa de aproximadamente 3000 lux.
Despties de seis semanas, posteriores a la inoculacidn, se realizaron las mediciones de: nimero
de nédules, peso seco del drea foliar, y actividad de nitrogenasa, a grupos de cinco plantas de

cada variedad,
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' IX. Obtencion de exudados radicales de alfalfa.

Los exudados radicales de Valenciana se obtuvieron colocando 150 semillas previamente
desinfectadas en una coladera de aluminio dentro de un recipiente de vidrio que contenia 50 ml
de agua destilada estéril, para su germinacién y desarrollo. Los cultivos se incubaron durante
cinco dias, en las condiciones antes mencionadas. La solucién acuosa, dondde se encontraban
sumergidas las raices, se colecté y centrifugd a 10,000 rpm durante 5 minutos para evitar la
presencia de algin agente de contaminacién. El sobrenadante se decanté y se utilizé para
adicionarse a las bolsas. Estos exudados siempre se manejaron en condiciones de esterilidad y
los exudados que se observaban turbios fueron desechados para evitar problemas de

contaminacion dentro de las bolsas de crecimiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

I. Construccién del gene quimérico con el promotor de nédulo especifico (promotor de la
leghemoglobina de soya).

La leghemoglobina es una nodulina muy abundante en los nédulos. Su promotor es fuerte
y hay una gran cantidad de transcritos de este gene. Se ha observado que la expresién de GUS
bajo la accién de este promotor es alta (Stougaard et al,, 1987). Para validar los sistemas de
transformacién genética que se proponen (Lotus y alfalfa), se decidié comparar la expresién del
gene reportero de GUS, a partir de un promotor constitutivo, con la expresién de un promotor
especifico de la simbiosis. Para esto ultimo, se procedié a construir una fusién del promotor de
fa leghemoglobina de soya (lbc,), con la region codificadora de GUS.

El fragmento de DNA que corresponde al promotor del gene de leghemoglobina, de
aproximadamente 2 Kb, se aislé del plismido denominado pCl 5°3’Lbe, (donado por el Dr.
Mario Rocha). En este fragmento, se encuentra contenido el promotor completo de Lbe; y se
encuentra clonado en el pldsmido pBR322, en un sitio de Sall, ademds de un "polilinker" (Fig.
10). El promotor se obtuvo en un fragmento de Sall-Bam Hl. Este fragmento se clond frente a
la regi6n codificadora de la B-Glucuronidasa (GUS) en un sitio de Sall-Bam H1 de! pldsmido
binario pBI101 (Jefferson, 1987), que es derivado del pBin19 (Bevan, 1984), que presenta la
region codificadora de GUS carente de promotor. Este plismido presenta ademds el gene
selectivo de NPT II, fusionado al promotor de NOS, el cual le da resistencia a Kanamicina
(Km"). Como resultado, se obtuvo el plismido pMRI.(Fig. 9 y 10). El pldsmido pMR1 fue
introducido en Agrobacterium rhizogenes (C58 CI/pRil5834) por medio de una cruza triparental.

En el caso del pldsmido con el promotor constitutive fusionado a GUS, se utiliz6 el
plasmido pBI121 (Jefferson, 1987), que presenta fusionado el promotor 358 del virus del
mosaico de la coliflor, a la secuencia codificadora de la enzima de GUS. Este plismido fué
introducido a Agrobacterium de la misma forma que el pMR1. Asf pues, las cepas de A.
rhizogenes que se usaron en ¢l sistema binario son: A. rhizogenes C58CY/pRil5834/pMR1,
sistema binario con un promotor nddulo-especifico-GUS; y A. rhizogenes
C58CJ/pRi15834/pBI121 sistema binario con un promotor constitutivo fuerte-GUS.

o
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II. Analisis de la expresién de GUS en plantas transgénicas de Lotus.

Uno de los objetivos de este trabajo fue implementar el sistema modelo de obtencién de
plantas transgénicas de Lotus corniculatus mediado por Agrobacterium rhizogenes desarrollado
por Petit et al., (1987). Los pardmetros que se cuantificaron fueron: el porcentaje de infeccién
(formacién de “hairy roots"), el porcentaje de cotransferencia usando sistemas binarios, lo que
significa la frecuencia con que se transfiere y se integra a la misma célula vegetal, tanto los
genes de intéres presentes en el vector binario, como los genes que confieren el fenotipo de
"hairy roots", presentes en el pldsmido Ri. Ademds, de comparar con el sistema cointegrado en
el que se espera un 100% de integracién de ambos tipos de genes.

El proceso de infeccion de Agrobacterium rhizogenes se puede considerar que se encuentra en
relacién con la manera en que se realiza la herida en las pldntulas que van a ser transformadas.
La infeccién de las plantas utilizadas, consistié en hacer una incision en el hipocotilo de las
plantulas con la ayuda de una jeringa previamente impregnada de la cepa bacteriana de A.
rhizogenes. Se probaron diferentes formas de causar la lesién; raspando el hipocotilo con la
jeringa, decapitando las plintulas y causando una lesién profunda sin cortar el hipocotilo por
completo. Se observé un mayor nimero de raices transformadas en aquellas plantas a las que se
les caus6 una lesién profunda, con respecto 2 aquellas donde la incisién hecha por un raspado
en el hipocotilo de las pldntulas fue muy superficial. La respuesta de la planta a una lesién,
conduce a la secrecion de compuestos fendlicos, mismos que inducen la expresién de los genes
vir de Agrobacterium responsables de los procedimientos para la transferencia del T-DNA, por
lo que una adecuada lesién pudiera aumentar la producidn de compuestos inductores de la
expresién e los genes vir, por parte de la planta (Zambrisky, et al., 1983).

En la tabla S se indica el porcentage de infeccién para cada cepa. Los valores obtenidos para
todas las cepas estuvieron cerca del 30% de infeccién encontrado por Hansen et al.(1989) aunque
se observé porcentaje ligeramente mayor, en la cepa con el vector cointegrado, que no se
considerd significativo (Tabla 5). No se ha informado de alguna correlacién en la eficiencia de

infeccién en cepas que contengan un vector binario vs, uno cointegrado,
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Las raices velludas aparecieron entre la segunda y tercera semana posterior a la infeccidn.
En algunos casos un pequefio callo precedia a la formacidn de 1a rafz transformada. En casos
muy raros (tres de aproximadamente 450 pldntulas infectadas), en el sitio de la herida, se
presentaron eventos organogénicos que dieron origen a una nueva planta y no la formacién de
las raices velludas que eran esperadas. Las plantas donde hubo la formacién de raices velludas
fueron transferidas a un medio de cultivo liquido (B5 al 50%), adicionado con carbenecilina, 500
ug/ml, para eliminar la presencia de Agrobacterium. A diferencia del protocolo original, las
plantulas se lavaron en un matraz con el medio de cultivo a una agitacién de 50-100 rpm, por
dos dias. Se observé que los periodos mas largos (cuatro dias con un cambio a los dos dias),
dafiaron de manera severa las pldntulas. Asi mismo, se eliminé la presencia de sacarosa en el
medio, dado que facilitaba la presencia de hongos que se desarrollaban sobre las raices.

Las raices transformadas, una vez lavadas, fueron separadas de las pldntulas y cultivadas
en un medio B5 al 50% de su concentracion normal y se incubaron en oscuridad. Posteriormente
se transfirieron a la luz donde se presentd el evento organogénico que resulto en la generacién
de pldntulas, a partir de raices transformadas. Se probé la nodulacién de estas plintulas
inoculdndolas con Rhizobium loti NZP2037.

Los nédulos aparecieron en la primera semana posterior a la inoculacién. El desarrollo
de las plantas transgénicas fue aceptable y el follaje presenté el color verde, caracteristico de una
asosiacion simbidtica efectiva. Los valores que se muestran en la tabla 6, sobre el nimero de
nédulos y la actividad de nitrogenasa de las plantas transgénicas, se determinaron en plantas de
5 a 10 lineas diferentes (brotes generados de raices transformadas distintas). En las plantas
transformadas con los diferentes plismidos se ohservé un valor similar en la nodulacién y en la
actividad especifica de nitrogenasa (Tabla 6).

Al mismo tiempo se evalud la actividad de GUS en las diferentes planias transgénicas
obtenidas. La presencia de actividad de GUS en plantas transgénicas derivadas de vectores
binarios de transformacidn, indica el porcentaje de cotransformacién. Los valores obtenidos para
ambos vectores son similares. Estos valores son similares a los reportados por Stougaard (1987),
donde encuentra un 60% de cotransferencia en plantas transformadas con un sistema binario. En
ese reporte las plantas se regeneraron en presencia de seleccién (Km), y la cotransformacién se

determing como el porciento de "hairy roots" que dieron origen a pléntulas Km'. La diferencia
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encontrada en el porciento de cotransferencia entre este trabajo y el encontrado por Stougaard
(1987) puede deberse a la diferencia en la metodologia utilizada ya que si se usa un agente
selectivo como lo es la kanamicina, solo se detectara en aquellas raices que conservan el gene
selectivo, a diferencia de cuando no se usa seleccién, como en este trabajo, en el que el gene

reportero utilizado pudiera no ser estable.

Las figuras de la 11 a la 14, muestran la actividad de GUS en los distintos tejidos (hoja,
raiz y nédulo) de diferentes plantas transgénicas obtenidas con uno de los plismidos probados.
La figura 11, muestra la actividad de GUS de ocho diferentes plantas transgénicas usando el
vector cointegrado pRil2. La figura 12 muestra la actividad encontrada en el mismo nimero de
plantas obtenidas con el vector binario pBI121 y en la figura 13 se muestran los resultados de
cinco plantas obtenidas con el plismido pMR 1. De estas figuras se puede deducir que existe una
variacién importante de la expresién de GUS, en cada uno de los individuos analizados. Esta
diferencia de expresidn de la enzima GUS, llega a ser hasta de 35 veces observada entre la planta
siete y dos de la figura 12. Se ha reportado que existe una variacion de la actividad de la
expresion en diferentes lineas transformadas. A este efecto se le conoce como efecto posicional,
que se refiere a que los niveles de expresion del gene rastreador se ven fuertemente influidos por
el lugar donde se integré al genoma vegetal. Ademas otra causa de dicha variacién puede ser el
mimero de copias del gene reportero presente en el genoma de la planta, ya sea en el mismo
sitio, como producto de replicaciones del gene al momento de la integracién o en diferentes sitios
como producto de diferentes eventos de integracion.(Beach y Gresshoff, 1988).

No obstante las variaciones que presentaron los diferentes individuos que resultaron
transformados, en la expresion de GUS (Fig. 11 a 13), se puede establecer diferencias entre la
expresién constitutiva vs, la expresién nédulo especifica del gene reportero.

En las plantas transformadas con el plismido pRii12 (Fig. 11), como las del pldsmido
pBI121 (Fig. 12), se observa la expresidn (como era de esperarse), en todos los tejidos analizados
de todas las plantas. La figura 14 muestra los valores promedio y desviacién estandar de Ia
actividad de GUS en cada uno de los tejidos. Se observa que la actividad especifica de GUS
dirigida por el promotor constitutivo, es mayor en el nédulo que con respecto a parte aerea y rafz,

en este orden. Esta diferencia de actividad especifica de GUS en los diversos tejidos podria
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TABLA 5.

VALORES DE INFECCION Y COTRANSFORMACION
EN PLANTAS TRANSGENICAS DE Lotus corniculatus.

Plésmidos en la INFECCION! COTRANSFORMACION?
cepa C58CI (%) (%)

de A. rhizogenes.

pR115834 /pMR1 18.9 *7.9 45.0
pR115834 /pBI121 19.6 8.7 47.9

pRil2 28.23 *t12.8

! Se refiere al porcentaje de plantas con aparicién de "hairy roots” con respecto
al nimero total de plantas infectadas. Promedio de 4 experimentos.

Porcentaje de plantas transgenicas que presentaron

actividad de GUS en algun

tejido de todas las plantas regeneradas en un medio sin seleccién.

TABLA 6.

NODULACION Y ACTIVIDAD DE NITROGENASA EN PLANTAS TRANSGENICAS DE
Lotus corniculatus MEDIADAS POR Agrobacterium rhizogenes
CONTENIENDO DIFERENTES PLASMIDOS.

ACT. ESPECIFICA
PLASMIDOS NODULACION’ DE NITROGENASA*
(nmol/min/mg prot.)
pR115834/PMR1 7.35 +2.3 6.4
pRi15834/pBI121 5.53 +1.9 2.5
pRi12 4.18 ti1.1 1.7

' Nimero de nédulos promedio por planta.
* Detreminada por el ensayo de reduccién de acetileno.Valor promedic por planta
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con el plasmido pRilZ.



GUS (p.mol de Mu.min/mg de proteina)

26181 126935 83461

19500 | < N -
18000 - Parte aérea § S o
16500 - 2:;”1 N Q .
15000 |- - e g § g .
13500 § § Q _
N N N
12000 L § § Q J
10500 - § § §
N N )
9000 - N § § i
7500 - Q Qj i
6000 - Q % i
4500 - § i
3000 |- - I \1 -
1500 | 4
ot %Em@ ﬂi;la:n’ta 2 1mt§3 -éla?ta@t la{;]ta 5 PlDta 6 ' Planta 7 let§ 8~
Figura 12.

Actividad de GUS de plantas de Lotus corniculatus transformadas
con el plasmido pBIi21,



10000 ‘ S . e
| | |

__ 9000 - ‘ “ | C .    - _

T B0OO e

§ FE Parte aérea ‘ g . : SR

™ 7000 - 7 Rafz BN

i : 51 Nédulo § ,

§ 6000 \ .

3 \

g 5000 \ |

= \

e 4000 - \ -

- \\

g 3o00b \ 1

N\

@ 2000 - \ .

S N
1000 - § J

Planta 1  Planta 2 Planta 3 Planta 4 Planta 5

Figura 13.

Actividad de GUS en plantas de Lotus corniculatus transformadas
con el plasmido pMRI1.



A.E. de GUS(p.mol de MU.min/mg de protefna)

28000 |
26000 |-
24000 |
22000 - R5Y C58/pRi15834/pMR1
20000 [T c58/pRi15834/pBI121
18000 - 77 c58/pRil2
16000 |- R i
14000 |- s
12000 | o
10000 |- ’ ‘fj’;jﬂ
VAL
8000 |- v
= A
6000 | — - "W'//s
AT i"//‘/-
4000 |- Vo oy
2000 |- | i
°[ @ mamy w7

Parte . Raiz Nédulo Parte Raiz Nédulo Parte Raiz Nédulo
adérea aérea aérea

Figura 14.
Actividad de GUS en plantas transformadas
de Lotus corniculatus*

* Promsdio ds actividad ds cuando menca 10 plantas.

]



deberse a diferentes factores. Uno de ellos es que la actividad especifica de GUS se estima por
mg de protefna total, y las diferentes células vegetales pueden tener concentraciones distintas de
proteina entre si. Se ha propuesto que es mejor estimar la actividad especifica del gene de GUS
por ug/DNA. Por otra parte se sabe que el promotor 35S se expresa de manera preferencial en
tejidos vasculares (Benfey et al., 1989). Los nddulos presentan una gran cantidad de vasos que
son necesarios para recibir fos fotosintatos por parte de la planta, y para transportar los productos
nitrogenados del nédulo hacia otras partes de las plantas, lo cual puede explicar una elevada
expresién de 355-GUS en nédulos (Fig. 14).

Con respecto a la actividad especifica de GUS dirigida por el promotor nédulo especifico,

promotor Lbc,, (Fig. 13), el patrén de expresién es muy distinto a lo anteriormente descrito. En
ninguna de las plantas probadas se registré actividad de GUS en hoja o raiz, y sélo se determind
actividad en los nédulos formados en estas plantas (Fig. 13 y 14).
Estos resultados demuestran la vélidez del sistema experimental ya que la expresién fue érgano
especifica. La figura 14, muestra que la actividad especifica de GUS en el nédulo es menor en
plantas transformadas con el plismido pMR1 que con los otros dos pldsmidos. Ademds de los
puntos ya mencionados, esto pude deberse a que en el plismido con ¢l promotor constitutivo la
expresion de GUS se manifestaria desde el inicio de la formacién del nédulo hasta la senecencia
del mismo, y dado que GUS es una enzima muy estable ésta pudiera estarse acumulando. Por
otra parte, la actividad del promotor de leghemoglobina comienza cuando el nédulo empieza a
ser funcional, esto es entre los 12 y 18 dias de iniciado el proceso de nodulacion.

Las figuras 15 y 16, muestran las micrograffas de diferentes tejidos de las plantas
transformadas, en los que se practicé el ensayo histoquimico de GUS y que permiten analizar la
expresién del gene a nivel celular.

En las plantas transgénicas, con el promotor 35S, se expresa de manera clara en raiz,
preferencialmente en los tejidos vasculares (Fig. 15 a y b). En el nédulo, con este mismo
promotor se observa una expresion de manera preferencial en los haces vasculares y en la corteza
del nédulo (Fig. 15) y muy poca expresién en la zona interna del nédulo. En un acercamiento,
solo se observan algunas células tedidas de 1a parte central del nédulo, que pueden corresponder

a células no infectadas (Fig. 15¢).
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. FIGURA 15.
Actividad histolégica de GUS, en nédulos de plantas de Lotus
transformadas con el plismido pBI121 (promotor constitutivo).



. FIGURA 15. T e .
Actividad histoldgica:de:GUS, en nédulos de plantas de Lotus
transformadas con el plasmido pBI121 (promotor constitutivo).




“FIGURA 16.
Actividad histoldgica de GUS, en nddulos de plantas de Lofus
transformadas con el plismido pMR1 (promotor Grgano-especifico).



En los nédulos de plantas transformadas con el pldsmido, conteniendo el promotor de
Lbc;, nédulo especifico, la actividad de tincién es completamente diferente. No hay expresin
en las células de corteza, tampoco en la raiz (Fig. 16b), y la actividad se concentra en las células

de la zona central del nédulo, las cuales corresponderian a células infectadas (Fig 16a).

HI. Anélisis de la expresion de GUS en plantas "compuestas” de Lotus.

Las plantas "compuestas", a las cuales se les eliminé la raiz principal, se inocularon con
Rhizobium loti NZP2037. El porcentaje de nodulacién fue de, aproximadamente, el 50% y los
ensayos de actividad de GUS sélo se realizaron en aquellas plantas que presentaron formacién
de nédulos. La tabla 7, muestra que aquellas plantas que nodularon presentaron un nimero de
nédulos y actividad de nitrogenasa, similares con respecto a las plantas transgénicas.

Las plantas "compuestas" se obtuvieron utilizando las cepas de Agrobacterium rhizogenes con
vectores binarios, con ¢l promotor constitutivo (pBI121) y con el promotor nédulo especifico
(pMR1). En ambos, no se detectd actividad de GUS en la parte aerea, tal como se esperaba. Se
observé una variacion individual de la expresién de GUS en las plantas analizadas con ambos
promotores (Figs. 17 y 18). En la figura 17, se observa que que la actividad de GUS en plantas
"compuestas", derivadas del plasmido con el promotor 35S se expresa tanto en raiz como en el
nédulo. El promedio de actividad es mayor en el ndduio que en la raiz (Fig. 19), similarmente
a lo observado en plantas transgénicas obtenidas con el mismo pldsmido (Fig. 14). Sin embargo,
en el caso de las plantas "compuestas" el valor de actividad de GUS en el nédulo, es
aproximadamente 10 veces menor con respecto a la actividad de GUS en nédulos de plantas
transgénicas (Figs. 14 y 19). Una posible explicacién a esta diferencia observada, es que si en
el nimero de plantas "compuestas" analizadas (3 plantas, ver figura 17), se hubiese presentado
la misma situacién que en las plantas transgénicas 1, 2 y 3 obtenidas con el mismo pldsmido
donde se observaron bajos niveles de expresién de GUS (Fig. 12).

Las plantas "compuestas" transformadas con el plismido pMR1, no mostraron actividad
especifica de GUS en la raiz y sélo presentaron una gran actividad en el nédulo (Fig. 18).

El valor promedio de esta elevada actividad de GUS (Fig. 19) es, aproximadamente, 30 veces

mayor que el valor promedio en nédulos de plantas transgénicas obtenidas con el mismo
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TABLA 7.

NODULACION Y ACTIVIDAD DE NITROGENASA EN PLANTAS

"COMPUESTAS"

Lotus corniculatus MEDIADAS POR Agrobacterium rhizogenes
CONTENIENDO DIFERENTES PLASMIDOS.

ACT. ESPECIFICA
PLASMIDOS NODULACION" DE NITROGENASA'
(nmol/min/mg prot.)
pRi15834/PMR1 3.4 1.7 2.5
pRi15834/pBIl21 4.5 t2.0 5.5

° Ndmero de nédulos promedio por planta.

* Determinada por el ensayo de reduccién de acetileno.

Valores promedio por planta.
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pldsmido (Fig.14). No hay datos en la literatura, donde se compare la actividad nddulo especifica
de GUS en plantas "compuestas" vs. plantas transgénicas de Lotus, y que permitan explicar los
resultados obtenidos en este trabajo (Fig. 14 y 19).

La mayor actividad de GUS en nédulos, de plantas "compuestas" vs. plantas transgénicas,
obtenidas con el plismido pMR1 (Figs. 14 y 19), podria relacionarse con la perdida de copias
del gene de GUS debido, a los procesos de organogénesis que originaron las plantas transgénicas.
Por otra parte, se debe considerar que las "hairy roots" son fisiolégicamente distintas a las raices
normales, ya que conservan los genes del T-DNA del plismido Ri, a diferencia de las plantas
transgénicas, que sulen perderlos o modificarlos por parte de la planta. Esto pudiera traer como
consecuencia diferencias en la expresién de promotores, tejido especifico de raiz, o nédulo en

estas raices transformadas.

IV. Obtencion de plantas compuestas de Alfalfa.

Se decidié caracterizar a diferentes variedades de alfalfa (Medicago sativa) con respecto
a la eficiencia de simbiosis con Rhizobium meliloti 2011; nueve de las cuales son cultivadas en
la zona central del pais. La eficiencia simbidtica fue evaluada en tres aspectos: capacidad de
nodulacién (mimero de nédulos), productividad (peso seco del area foliar), y fijacién de nitrégeno
(actividad de nitrogenasa). Las variedades utilizadas mostraron diferencias en cuanto a su
capacidad de nodulacién (Fig. 20). Se observo una clara variacién, en el nimero de nédulos
formados entre las variedades mds eficientes, Valenciana e Inia 76, que presentaron una
capacidad de nodulacién dos veces mayor que las variedades Bajio 76, San Joaquin, Velluda
Peruana e Iroquois que mostraron ser las menos eficientes (Fig. 20). En cuanto a la
productividad, se observé una correlacion entre el follaje producido por las plantas y con la
capacidad de nodulacién. Las variedades que mejor nodularon tambien mostraron que los valores
de peso seco fueron de 1.5 a 3 veces mayores que los valores detectados en las variedades con
menor mimero de nédulos (Fig. 20). Sin embargo, no se establecié una correlacién de las mejores
noduladoras, en cuanto a la actividad total de nitrogenasa, porque tanto Valenciana como Inia 76
mostraron una actividad baja de nitrogenasa con respecto a las otras variedades, sélo siendo

superior a Velluda Peruana e Iroquois (Fig 20).
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Las plantas de alfalfa utilizadas para los ensayos de transformacién fueron de la variedad
Valenciana, la cual mostré una gran capacidad para establecer una asociacién simbidtica con
Rhizobium melilot1 2011 (Fig. 20).

El protocolo de infeccién de las plantas fue haciendo una incisién en el hipocotilo de
plantas de 7 a 10 dias de edad. El porcentaje de infeccién fue bajo (9%). Aunque, en general,
las diferentes especies de leguminosas son susceptibles a ser infectadas por Agrobacterium; es
comin que haya diferencias de susceptibilidad con respecto a las diferentes cepas de
Agrobacterium. En el caso de las plantas de alfalfa variedad Valenciana infectadas con la cepa
C58C1/pRil12 es posible que su susceptibilidad a esta cepa fuera baja. Esta baja susceptibilidad
puede estar influenciada por una baja concentracién en los compuestos fendlicos liberados por
la planta, como respuesta ante una lesién. Dado que la induccion de los genes vir se da por
compuestos fendlicos que la planta excreta, se¢ decidié probar la adicién de acetosiringona (50

M) al medio de crecimiento de Agrobacterium. Un nuevo lote de plantas fue infectado con la
cepa de Agrobacterium rhizogenes C58C1/pRil2, crecida en un medio de Luria adicionado con
50 uM de acetosiringona. Los valores de infeccidn se incrementaron hasta un 36%. Estos datos
sugieren que los compuestos fendlicos liberados por las plantas de alfalfa (de la variedad
Valenciana), pueden ser limitantes para la induccién de los genes vir de la cepa de
Agrobacterium probada. Las raices que se formaron en las plantas de alfalfa fueron lavadas, para
evitar la presencia de Agrobacterium, de la misma manera descrita para Lotus corniculatus. A
las plantas que presentaron "hairy roots" les fue eliminada la raiz principal, y fueron colocadas
en un medio liquido de Jensen, en bolsas de crecimiento. Cuatro dias después de transferidas, se
inocularon con una solucién de Rhizobium meliloti 2011. No hubo formacién de nddulos ain
después de cuatro semanas, cuando ya las plantas presentaban un fuerte deterioro por la falta de
carbono y/o nitrégeno.

Se efectud un ensayo posterior en el cual se adicioné succinato 50 mM al medio liquido.
Esto se hizo con el objetivo de proveer de una fuente de carbono externa a las "hairy roots" las
cuales pudieran estar desprovistas de carbono y, por tanto seria limitante para la nodulacién. Se
ha encontrado que el succinato adicionado al medio de cultivo puede ser incorporado a los

nédulos, y ser utilizado como fuente de carbono.
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En esta condicidn, la sobrevivencia de las plantas "compuestas" de alfalfa aumenté. Sin embargo,
no se observd el proceso de nodulacién.

Como se ha mencionado, los compuestos flavonoides son inductores de los genes de
nodulacién. Se observé que exudados radiculares de las dos variedades de alfalfa maés eficientes,
Valenciana e INIA 76, presentan una mayor capacidad de induccién de los genes nod de
Rhizobium que las variedades menos eficientes lo cual pudiera ser limitante para el proceso de
nodulacion (datos no presentados).

Dado que sabemos que las "hairy roots " son fisioldgicamente distintas a las raices
normales, se pensd que la excrecién de flavonas no fuera suficiente para inducir los genes nod
y por lo tanto se estuviera limitando el proceso de nodulacién; por tanto se decidié adicionar
exudados de raiz de plantas normales de Valenciana a las bolsas de crecimiento donde se inoculé
un nuevo lote de plantas "compuestas” de alfalfa, Las plantas alcanzaron las 6 semanas de
desarrollo en el medio conteniendo succinato mas los exudados radiculares; sin embargo el
proceso de nodulacidén no se presentd. Beach y Greshoff (1988), reportan que las raices
transformadas de plantas "compuestas” e alfalfa y trébol perdieron su capacidad de nodulacién
debido a la presencia del T-DNA del plasmide Ri en el tejido radicular transformado, en razén

de que las plantas inoculadas con Rhizobium fueron incapaces de formar nédulos.

42



CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados mostrados en este estudio, se puede concluir lo siguiente:

- La manera de lesionar las pldntulas, para la infeccién con Agrobacterium, tiene un
efecto importante en el proceso de aparicién de las "hairy roots", es decir influye en la eficiencia
de la infeccién.

- Los valores de cotransferencia en los sistemas binarios probados fueron muy similares
y estuvieron muy cerca del 30%.

- Solo fué necesario el estimulo de luz para iniciar el proceso de organogénesis de las
raices transformadas de Lojus.

- Tanto las plantas regeneradas como las plantas compuestas de Lotus, son capaces de
establecer simbiosis con Rhizobium loti; los nddulos formados son funcionales. No existe una
diferencia significativa entre el nimero de nddulos y la actividad de nitrogenasa de ambos tipos
de plantas.

- La actividad de GUS vari6 entre las distintas plantas transgénicas de Lotus obtenidas.
Sin embargo, se pueden establecer diferencias entre la expresién constitutiva vs, la expresién
nédulo especifica.

- La actividad especifica de GUS, dirigida por el promotor constitutivo, se presenté en
los tres tejidos analizados. La actividad fue mayor en el nédulo con respecto a la rafz y la hoja,
en este orden.

- Ninguna planta transgénica de Lotus derivada del plismido con el promotor nédulo
especifico presentd actividad en la raiz o en la hoja y solamente presentd actividad en el nédulo.

- La actividad nédulo especifica fue mucho mayor en plantas "compuestas” con respecto
a las plantas transgénicas.

- La variedad de alfalfa Valenciana mostré una mejor capacidad para establecer simbiosis
con Rhizobium meliloti 2011.

- Los porcentajes de infeccién en alfalfa, con la cepa de Agrobacterium rhizogenes
C58/pRi12 fueron bajos. Aunque se incrementaron al adicionar acetosiringona, lo que indica que

los compuestos fendlicos pueden ser limitantes.
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- Las plantas "compuestas" de alfalfa mostraron ser muy sensibles a las deficiencias de
carbono o nitrégeno. Es necesario adicionar una fuente de carbono para aumentar el periodo de
vida de estas plantas.

- Las plantas "compuestas” de alfalfa no presentaron capacidad para el establecimiento

de la simbiosis, cuando estas fueron inoculadas con Rhizobium meliloti 2011.
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