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RESUMEN 

Las plantas leguminosas pueden obtener nitrógeno de la fijación simbiótica de 
nitrógeno que llevan ·a •cabo'bacterias del-género -Rhizobiurn-eri--los;;nódulos­

radiculares. La planta• ª'-'imÚa el N fljad~ a tr,;i_v'é's d~L cicl~ cieC1a.' Glutarnina 
Sintetasa/Glutaffi-ato .-sin tasa (Cfcl~ GS/GOGATJ>L,;,_·gen6úca.·•5e~eí"i.a. éfo j:,íaritas 

~~:=.::.::i1~:~:~~::~~::::~o=bu~t:e:dn.~•bd.:ors'~_:ªJ_:_:p:,rar:~t~.-;•r·_~-º .• d¡e.a.•_.,1_-h:_.-._,0·.¡f•ª~.;s~.~-·'.dfeí_;_b·t.-al··_~r:t.'tr:·a~_·.=y¿s_j:e" con particl-i1a$; ~~ i:.6mbardearon callos _ .., . = 
lograron: regen~r~ plantas. En dichas plantas -5;;;\e-V:iden;;,ic:Nia.;;,Prese'iicía,de los 
transgenes por.•PCR. La segunda parte incluye; et análisis de-planta~\tr;;_nsgénicas 

' . - ' ' .. ""- .. ';" -· ~· ., 

de Lot:us japoriicus, que contienen un gen quimérico· éon eligeñ';'.de~lafglutarnina 
sintetasa citosólica: de alfalfa (GS1), fusionado EtI (prornó~6~-~J1 {gerl'.'de la 
leghemoglobina de. Sesbania rostrata (Srglb3p). Todas las :¡,iptá~}~~~génicas 
control, transformadas-. con el _vector pBI 121, fueron• Íértii.;,i}~-s;;'h,'f~~de'nt:ern:ente 

...... - . - . . -- - ' -- '···:;;;""" ,. , ___ . 

todas las transfonnantes _ primiirias que portan-· el gen -quirriéri;;,O-;de ris. analizadas 
•"' • . .. . • . .. '· ,. ,' : . :, • . . <·. • ,e·~ ,·é .. ·<,. . ~- .. ;'· ... -. • 'p• 

fueron estériles~•Las'.'.dos transformantes primarias- denorninadás-GS39 y GS44, 

pertenecieri~e~ - a ·'ev~ntos - -distintos de transform~C:iÓn:' ;,'.fúeron analizadas 
exhaustiv~;;;Jfe~;[:i~ 'j;1i..i-itas GS39 y GS44,~posée.:. d¡;s'v'eces más actividad de 

GS .en lé>s' ~ n'.ód.uiC:.~'.~ ciiériJ~~ que la acti':'idá_d ,,,~~)¡¿,st.i~f~nzima en la raíz, 

perrnanecei~a1-'c-orn¡:>#ªda,~cin l.;,_~ 'plarit~s .coritrol. :7a sc:>breexpresión de la GS 

la causa de la esi:érilidact~r1 i"1~ pl~bi~'cté'L:Japé>nicus. 

TESlS 
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ABSTRACT 

Legume plants can obtain nitrogen from the symbiotic nitrogen fixation by the 

Rhizobiurn bacteria living --~-in ; the --ro?t ·~nodules. ~Plá.nts- a_ssimilate -the fixed N 

through the Glutá.mine Synthetase/Glutarriate Synth8.secycle (GS/GOGJ\.T cycle). 

Reverse . genetics of plants (overexpressión .and frihibition - of specific gene 

expression in transgei:-ic plants}, is a very 1-l_sef~~ t~ol tC> oSt~dy the gene <'ixpression 

from important metabolic. ·in the- present.'w?':"k-~_-we·· show the-results oLalfalfa· 

genetic transforriiatión through particle· bornbá.rdrnent trarisformation. Callus 

from leaves '-V;,;re bombarded and regchnerate'ct --plants were obtained. In these 

plants the presence of the transgenes was confirmed by PCR. The second part of 

this work presents the analysis of Lotus japonicus transgenic plants, carrying the 

chimeric gene that contains the alfalfa cytosolic glutamine synthetase gene (GS1) 

fused to the leghemoglobin gene prometer from Sesbania rostrata (Srglb3p). Ali 

the transgenic control plants, transformed with the pBI121 plasmid, were fertile. 

Surprisingly, the primary transformants bearing the chimeric GS gene were 

sterile. Two primary transformants designated GS39 and GS44 belonging to 

different transformation events, were further analyzed. GS39 and GS44 .had 2-

fold higher nodule GS activity and similar root_ GS ·activity. compared ~th- the 

control plants. Overexpression of GS in the ·nadules was confirmed at· the l;,;vel of 

GS transcript and protein. Sterile GS39 and Gs~4 plants, show~d morBhological 

alterations in pallen grains and- in ovules';> GS--- -tr~script abundance· ·was 

measured during early and late stages <of< • flower 'ct;.;~'e1<:li.>~6ni: : of GS 

overexpression plants. The GS transcript · and prot.i:ih ~.;,~e clet~é::t.;,d iri i:h_~ orules. 

In addition, flowers of GS39 and GS44 plants sh:C>"w.;,_d.-!ligl{er_ gl-i_:¡t~rriiri~ content, 

resulting in an increased glutamine/glutamaÍ::e ratio .. Th.;,o;.;, a'a:i:~·- fridic~i:~ that 

overexpression of GS1 

and might be a reason 

.' .. .. '. 

in reproductive organs critically affects thi;;fr''de.,:,elopment 

far sterility of L. japonicus plants. 

.--~~~~~~~~~~-~----, 

TESIS e- 'J 1 

FALLA DE OfüGEN \ 2 



J. INTRODUCCIÓN 

1.1. Ciclo del nitrógeno 

El nitrógeno se encuentra en varias formas en nuestro ambiente. La continua 

interconversión de estas formas por procesos fisicos y biológicos, constituyen el 

Ciclo del nitrógeno (Fig. 1). En la atmós.ferl'.'-. se encuentran grandes cantidades de 

nitrógeno, pero desde el punto de vista'energético es dificil para los organismos 

obtener el nitrógeno atmosférico·én uria:forma·útil. El nitrógeno se'mueve·hái::ia 

dentro de las células de ,la .hoja·j~·ntci ·~O:n>el ;'C02, a través d~: '1~s.·:~:~to~a~,, ~ero 
u.na vez dentro, sólo hay etlzirnas dl~poiiii>i.;s' pafa reducir e!CÜ2, ¡;¡;¡.: l~ tanto el 

N 2, .sale tan rápido. como:~; tt-Ó: ¡]Ei_ ~ay8r ~afte del .· nitrÓgerio > d~ lÓs organismos 

vivos proviene; ya. sea de la~flJa,c,iÓ'~" (~~ctU:c~iÓil.) p~r organismos· procariontes, 

algunos de los cuales se enc§ent;ari .. ·e~i1a:s.r~~és de algun~s pl~tas, o por la 

fijación industrial en forma.de :'fertí,lizantes·:, Pequeñas cantidá.c::les de nitrógeno se 

mueven también de l~ a:tffiÓsf-¿;~a.·;h;;;_c'iEl..eI suelo como ·iones de amonio (NH4+) y 

nitrato (NOa·) arrastrados por },i ÚÚ.~ia ~ posteriormente éstos so~:aJ::ls6rbidos por 

las raíces. Dicho amonio pr~vi;;,Il,¿; de la· combustión, la activÍdad\,.;lé:fi.niCa y· 1os 

incendios forestales; mientras qU.é '·él nitrato proviene d~ la o~~~'ciÓri df!lN2; por 

el 02 o el ozono en presencia de lilZ o radiación ultravfolet~.'.-otI"~ rJ~nte de ·N03 -

son los océanos. La brisa ·del mar· está formada. por p~q~¿~~;~:g?~a~ ; d.~ agua 

llamadas aerosoles, de las cuales al evaporarse el El.gua quectarí":susp~ndÍdas en la 

atmósfera sales oceánicas. En las costas, e;,tas salé:,;¡'(li~a_ct;;;:tft~íiJ~i~~¿:í;:lic~¡;,) son 
arrastradas hacia el suelo p-~r ·ta~ :.-Ii~~ias :. y.: ~o~~·-ei '··".'·~-.·;:/:.-~- :i>:'·t<i f~;;'.~~-: .. :-l;.~::·;:.~ ;;d·;:~~7'º,·;.~?,-:. ~ :>'.·~~.·_:-·: • • 

regresan nuevamente al ..• océanb. ··El· .,· al:>o~6 , ;i-::;r;~;~~f°~l:.'fa'~~~!EJ?::: 

::::::::;::~;=::~~t~~·~~g~¡~~:~j~i~~~lt3:: 
poseen pequeñas cantidéldes de ari,.inoá;;,Íclo~, pro'-'er:lier:ltes' prlri~ip;!Íxl~I'it:~. d'e la 

• ' ·' • '· - • - .,. • - •• - • • -- • -, -,- • • , • __ , - ·, ._. : • ,,_· •• , - ' ,· , - ' • - -·-. ' - , - -,~- ; • - • , .. :: ,e •• 

descomposición microbiana de la materia orgá.Ilíca y p'or Ia excreción'de las. ralees 
. ' ' ·- •. . . t.· .. - ...• . .. - - -

de las plantas vivas.· T0:Jes. arninoácÍdÓs puéden ser absorbidos .. y Ínetabolizados 
. . . . ' . 

por las plantas; . éstos y otros, C()IDpUeStOS nitrogenéldos, contribuyen en una 

pequeña parte a la nutrición .de nitrógerio en una forma directa. Además son 

reservorios de nitrógeno de gran importancia de donde provienen el NH4+ y el N03 • 

3 



Fig. 1. Ciclo del Nitrógeno. Los compuestos orgánicos nitrogenados, que son 
constituyentes de los organismos vivos. son liberados al ainbiente por la 
muerte y descomposición y son excretados como desechos por algunos 
animales. Los microorganismos desarninan el nitrógeno orgánico, utilizando el 
carbono como única fuente de energía y liberando amonio en el proceso. Las 
plantas y microorganismos. pueden tomar el nitrato y reducirlo hasta amonio. 
Varios procesos biológicos. que cambian. el estado de oxidación del nitrógeno 
son catalizados exclusivamente por organismos procariontes. Estos incluyen la 
nitrificación (en el cual el amonio o nitrito son oxidados y la energia liberada 
es utilizada para fijar carbono inorgánico), Ja desnitrificación (en el cual el 
nitrógeno sirve corno una terminal aceptara de electrones y es reducido durante 
Ja respiración anaeróbica) y Ja fijación de nitrógeno (en el cual el gas 
nitrógeno es reducido a amonio) (Tomado de Salisbury and Ross, 1992). 

Aproximadamente el 90°/o del nitrógeno total en los suelos, se encuentra en forma 

de materia orgánica, y en algunos casos existen cantidades considerables de NH4+ 

unidos a los coloides de arcilla. 

La conversión del nitrógeno orgánico a NH4+ por. las bacterias y hongos del suelo 

es llamada arnonificación. Este proceso . P1:J.ede ocurrir en varios tipos de 

microorganismos en cÍirrias t~~¡::>1El.ci6s·''y';;n varios rangos de pH. En suelos de 

clima cálido con pH cercano al neutro, el NH4+ es oxidado por las bacterias a 
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nitrito (N02·) y nitrato (NOa·) a los pocos días de haber sido adicionado como 

fertilizante. Esta oxidación llamada nitrificación, proporciona energía a los 

microorganismos para· sobrevivir y'érecer>Las. bacterias del· gériero Nitro;iomonas: -

son de las más im~(:;rl:~t:e~ co:n ~I pro;;,eso de oxidación del amonio. a niti-ifo; 

mientras que las _bacteria~· del género Nitrobacter, reducen comúnmente -gran 

cantidad del ni~iito a r>:it:r.i~6• (Salisbury and Ross, 1992). 

El nitrato, se pierde-también de los suelos por desnitrificación, proc<;só por _el 

cual N2, NO, N2o·· y_'>N02, son formados a partir del nitrato por .-.bacterias 

anaeróbicas; Estas.bacterias usan NOa· corno aceptor de electrones ~rt~lu~ar;de 
02, durante la - respfración. La desnitrificación, se da generalrnerite._ Jr;'-/i;i:ielos 

profundos, en .donde la penetración de 02 es limitada, en suelos :iriti:ndad-<:>s, ·en 

suelos _ compactados o en regiones cercanas a la superficie;''-' ;;-h'':- 'donde .. · la 

concentración de oxigeno es baja, dado que se utiliza rápidamente,'en:Ja oXiétación 

de la materia orgánica. Además, las plantas pierden pequeñas·: C:a;,.tidádes. de 

nitrógeno a· la atmósfera, en forma de NHa, N20, N02 y NO, especialmente cuando 

están bien fertilizadas con nitrógeno (We.tselaar and Farquhar, 1980; Duxbury et 

al.,•. 1982); Las formas oxidadas: de rtÍtiógerio'· eri la',,;tITlósfera, son importantes 
' .- ,<. ~-··· ' •'._•-. • • :~ - " - - • ·- " • " 

ecológicamente, dado que cuando ésÍ:á.s,'s()ri corivertldas a NOa·, contribuyen como 

HNOa para formar la lluvia ácida. _,,_-''·>;-: -.,/ 
. -...... ,.,_,.;,~- .. ,--2· 
: --·--;\.~~--,.~ --~ ,~_::~;_,~>-:.' " --

~' ' . 
1.2 .. Fijación de nitrógeno 

El proceso por el cua:J e1N2; es reduC::ii:loia':NH~"'/es llamado fijación de nitrógeno . -....... "::; -----·--· ·- -- --

(Dixcin and Wheeler, 1986): y corno' es;~bieri•sábido es llevada a cabo sólo por 

procariontes. Los _jJ?riil.cipa1¿s __ :c)rgail.ismos fijadores de nitrógeno, organismos 

simbióticas; con ciertos hbrigc:>s,)íqÚenes, helechos, musgos y hepáticas (Peters, 

1978; P~ters and Meeks: :Í9~~J; 'á~í cOmo bacterias y otros microorganismos 

asoci~d-os ~i~biÓtic~~r'it~ con raíces, especia:Jrnente aquellas de plantas de la 
. . . , ' '~-,e .~-. ' ' ·, ',' ,' 

familia de las. leguminosas. ' El papel de la fijación de nitrógeno, es de gran 

importancia· en. las cadenas alimenticias de los bosques, lagos y ambientes 

marinos y aún.,de 'las regiones árticas. Además, la actividad de las raíces fijadoras 

de nitrógenó, beneficia·a las raíces de las plantas que las rodean, ya sea a través 

de excreción de nitrógeno de los nódulos, la descomposición de los mismos y mas 
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aún la descomposición de la planta completa (Ta and Faris, 1987). Dicha 

contribución es de gran importancia en , la, agricultura, so.bre todo en donde se 

mezclan leguminosas y gramíneas, que con .frecuencia se. utilizan· como forraje. 

1.2.1. Fijación simbiótica de nitrógeno· 

El ejemplo clásico de fijación simbiótica d.e nitrógeno •. son los, nódulos de las, 

raíces de las leguminosas (soya, frijol,. cJ-ii_éharo, ·ti:,ébol. alfalfa, lotus, etc.) que 

albergan en su interior bacterias de:la:far;.,.ilíaRhiz~biaceae. Aproximadamente el 

l So/o de las 20,000 especies en .la . Familia·· Fábaceae , (Leguminosae), han sido 

examinadas para determinar s( fiJari.::,nitról?;er10. y ai:)roximadamente el 90% de 

éstas poseen nódulos, en los cuales se lleva: a cabo la fijación de nitrógeno (Allen 

~:: ::~::~e~
9

=~~~erianas d~ ~é~~ros ce~~~~m•mte relacionados. como Rhizobium. 

Bradyrhizobium. .AZo;..hiZobitiin: : ~:MeSsorhiz~bium y Sinorhizobium. 

responsables de. la. ro'riria9ió~· di! los nódufos en: donde se fija el nitrógeno 

atmosférico durante l~\si;:htiÍ'osis (Downie" and Joh:n:ston; 1988; Djordjevic et al .• 

son las 

-.'"'"""' ·. . '· -· . . - . ·' 

1987; QúispeI; '., 1988;'. Kaneko .et al.;' 2000). Es ·bien sábido que la interacción 

RhiZobiu':n-legum'ii'i.~~EÍ(~he'de :Clasificarse· por •rnedfo tde .los llamados grupos de 

inoculaCión'c~::.:a<lEi_:, en'donde, ciertas·,é:epas:··nodii.lan sólo a ciertas leguminosas. 
' ., ···-' .,,. ..· •.. - .. i" - ··- - . - •. -· ' , 

Por ejemplo,' SinOrhfZobiu;.;:,, rneliloii, nodula eficientemente especies de Medicago. 

Melilotus y··. rri"g;;meÚ~; · ~es,;',:.hizobiu'rn. ·.loti, nOdula varias especies de Lotus. 

Anthyllis y Lupinus; .·,mientras que Rhfzj,bium z'eguminosarum bv uiciae, induce 

nódulos en Pisum. Vicia: Lens y. Lathyrr]s''.'spp. Cercanamente .relacionada a la 

cepa que nodula a:l chícharo (Pisum sativum) ·se encuentra,R. leguminosarum bv 

trifolii, la cua:l induce nódulos sólo en.especies.de trébol (Trlfozfum¡:•sin embargo. 

no todas las asociaciones Rhizobium-legu~inosa, son tanespecÍficas:·¡:;.;r~J.i:~plo 
Rhizobium cepa NGR234, nodula 232 especie~ de legLlJ:riirib's~s>,'é:le:'í,':l.2(géneros 
evaluados, además de nodular a una no leguminosa , Parasponicdandersonii. 

'" C' .. r•,_•,:;;_.:·..:,-. 'e "'' 

miembro de la familia del olmo (Pueppke and Broughton, :.1999)'.?Aunque.'tarúo 

rbizobia como las leguminosas pueden sobrevivir· en ·~U,~.::;ii·C:i~·~·dt:!·c;;;.Ü pareja 

simbiótica, la estrecha asociación entre la planta y RhJ,i:,,;¡~·;,Yí_'"e:;,_';,:Ía ·.etapa 

simbiótica y la especificidad de las interacciones. sugiere que el hospedero y el 

simbionte pudieron haber evolucionado paralelamente. 
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1.2.2. Interacción planta-bacteria 

En presencia de una especie rhizobiana especifica, la leguminosa hospedera, 

forma estructuras únicas llamadas nódulos, en los·. cuales - ocurre·- la fijación de 

nitrógeno. Las diversas actividades de la planta y la bacteria,-. crean un ambiente 

propio para la fijación de nitrógeno y la síntesis ~icroa:eróbica· de ATP por la 

bacteria .. El metabolismo vegetal en el nódulo, ger'ie~.iÚA~idos orgánicos, que 

sirven de alimento a la bacteria y le proveen de esqueletos· de carbono~ A cambio 

de los esqueletos de carbono, el simbionte bacteriano fija nitró.geno y libera el 

amonio resultante a la planta. 

La simbiosis Rhizobium.-legurriinosa, tiené lugar en el nódulo formado por la 

planta en respuesta-, a· señales· :·t,a·~·t~rianas. El reconocimiento simbionte-
, .. ·, .. , - ',,' - -.---'.- . 

hospedero, ocurre. inicialmente:eri, la:'rtZosfera. En diferentes especies, la planta 

es comúnmente infectad.a a t~avé~·.d;;· los _pelos radiculares, los cuales responden 

a señales bacterianas, alterando'· su patrón normal de crecimiento para atrapar 

simbiontes potenciales. La estructura de invasión llamada hilo de infección, 

parece ser formado por la plant.a y está compuesta de material de la pared 

celular. La· estructura del nódulo es elaborada por divisiones celulares de la 

planta, .el cual se origina entre la capa interna y la externa del córtex radicular, 

dependiendo de la especie hospedera. La planta y la bacteria contribuyen a la 

matriz que· rodea a las células bacterianas en el lúmen de los hilos de infección. 

EXisten . dos planes principales de des.arrollo de los nódulos: determinados (o 

esféricos) _e indeterminados (o meristemáticos). En los nódulos indeterminados, 

como aquellos generados por la alfalfa, el chícharo y el tr~b_ol, el meristemo del 

nódulo persiste y nuevas células en división (no infec.tada:¡;J ._son continuamente 

formadas en la punta del nódulo en elongación. Una< sección longitudinal del 

nódulo, revela células en diferentes etapas de des0.I"r'.ollo' I...a.base contiene células 

senescentes, el ápice está compuesto de pequeñas célula·if::~c;:iri.f-e.;~8.das y entre 
J . •. - .,- ·, 

ambas las células maduras (infectadas - y no infectadas)~·- En' los nódulos 

determinados, como aquéll_os producidos por ·1a ·soya, ·~l frlj()l y:l~tti~,los•.tejidos 
maduran sincrónicamente, estando todas las C::é1u18.s' -Írif.;ctadas 

aproximadamente en la misma etapa de diferenciación; Los riódulos 

determinados maduros, carecen de tejido meristemático. 

---------:--·..------. 
TESE i". ·J.<'. __ -..-·.":_1·_· __ \,-

FAI..Ll~. r'-- ,-. _- _ 
~----·----
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Después de la penetración a través de los hilos de infección, las bacterias son 

liberadas de la pared del hilo en vacuolas y entran a la célula vegetal. Estas 

vacuolas denominadas simbiosomas, pueden .contener.una.o.más. bacterias. ·En 

los simbiosomas, las bacterias se diferencian ·en bact:eroides, los cuales 

generalmente son morfológicamente distintos de ·las.formas bacterianas de vida 

libre. En algunas especies como la soya, las ba'cterias y sus simbiosomas se 

dividen extensivamente; en otros casos como en la alfalfa, esta división está 

limitada a algunas rondas. La sintesis extensiva y la diferenciación de la 

membrana del simbiosoma (también llamada membrana peribact:eroidal), se da 

en esta etapa. Entre la membrana peribacteroidal y el grupo de bacteroides, 

existe una región llamada el espacio peribacteroidal. Fuera del espacio 

peribacteroidal, en el citosol de la planta, se encuentra una proteina llamada 

leghemoglobi:na (lb) (Appleby, 1984; Appleby et al., 1988; Haak:er, 1988; Powell 

and Gannon, 1988). Esta molécula es roja, debido a un grupo HEMO (como el de 

la hemoglobina de la sangre), pegado como un grupo prostético a la proteína 

GLOBINA incolora. La leghemoglobina, da a los nódulos de las leguminosas un 

color rosado, el cual es mucho más tenue en los nódulos de las no leguminosas. 

La lb, ayuda al transporte de 02 hacia los bacteroides en cantidades 

cuidadosamente controladas. El 02 en exceso, inactiva la enzima que cataliza la 

fijación de nitrógeno, pero también el 02 es esencial para la respiración del 

bacteroide. La membrana del simbiosoma es probablemente el principal 

determinante del flujo de nutrientes y energia entre la planta y la bacteria. La 

membrana del simbiosoma es el blanco de varias proteínas que se expresan de 

novo, como el canal de amonio especifico de la simbiosis, GmSATl, .involucrado 

en la transferencia del nitrógeno fijado del bacterofd;,, al. siITl¡;{ori'f~· (Kaiser, et al., 

1998). Aunque pareciera que los nódulos son órganos· rel:ati~~erÍ.ie 'simples, 

poseen desde docenas hasta algunos cientos de proteínas nÓctú1C>'~e~pe.cifi~as 
sintetizadas por la planta llamadas, :noduli:nas. Varias de estas ri'C>ciuúni3.s éstan 

involucradas en metabolizar el carbono y el nitrógeno, transportar co~p\:iestos a 

través de la membrana del simbiosoma o establecer un ambiente bajo en'oxigeno. 

Otras proteinas, tales como las propias de la pared celular, pueden participar en 

la estructura, infección o defensa; algunas otras nodulinas pueden ser 
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mediadoras de señales de transducción en rutas de respuesta celular requeridas 

para el desarrollo del nódulo (Crawford et al., 2000). 

1.2.3. Bioquimica de la fijación de nit:rógeno 

La reacción general de la fijación de nitrógeno (reducción), --se. resume de la 

siguiente manera: 

N2 + 8 e-+8H+ + 16Mg ATP 

El proceso requiere de una fuente de_ electron"'s, .f'~C,~o?"'~-\Y'cie/'.1"1.U.!fl~rosas 
moléculas de ATP. Además, la producción de H~'.ror"~"'-cÍ~:·¡·~¿,Í- N~ r~ducido, es 

obligatoria (Haaker, 1988; Haaker and Klugkist, 1987).'-Tari;_bi~i,_ -.,;~)é~u;;rido un 
' '- '. - ' - ... I ,;'. ~ :. • ~ • ~ ' ·, • - - .¡._...:: ·. 

complejo enzimático llamado nitrogenasa,. que· cataliza la' reduCció/i:cie(clÍferentes 

sustratos, incluyendo el acetileno, cian~i-o; 'azida, óxido O:itroJo,_:.i)·ii.fr~cina. ·La 

reducción de acetileno a etileno es una íorma común de esti;na;-.Pii'rc!:.{¡;;.Iiilente- los 

índices de fijación de nitrógeno en suelos, lagos y rios, debido' a que':és_:fácil de 
•• -·-·· •><'_,· -.···, 

:e:~~g:~::: ::::::ci:i:c:::i::::eul: ::::::~::
0

r::u~:::~-la ~etr:ci~~~El o de 

otros agentes reductores eíectivos, y es así como cataliza la fljacié>';{_de ;nitrógeno. 

La nitrogenasa consiste de 2 proteínas distintas, comúnmerite u.;unaaas. proteína 

Fe y proteína Fe-Mo. La proteína Fe-Mo, posee 2 átomoi::-~i;';•i\iiolibderio y 28 

átomos de Fierro. La proteína Fe, contiene 4 átomos d.;; fierio,eri Jnéa~rupamiento 
Fe4S4. Tanto el molibdeno como el fierro, llegan - a :ser: iedüc;id:6s y después 

oxidados coníorme la nitr'ogenasa acepta electrones de' l~:-re_riedoxiná y transfiere 

estos al N2 para formar NH4+. El ATP, es esencialpa;}:i,;i'fij~ci;;ón:, debÍdo a que 

éste se une a la proteína 17'e y ocasiona que ~sta ~u::t~e sc:in·1pyil. agente reductor 

füerte. La- proteína. :Fe~ transfi~re. 16s e'1ectrone's- a Ía •pibte'Ína · Fé,-Mo, aco~pañado 

por. la hidrólisis de eAl. eTcPt·. rao'n-AeDs' .Pal: : ~N,,i2~--_Yai ____ a~----1e0'_ns••_t_ .• _._•~P .. _.r'o1_ª_-t-_ , __ oPn•_-_r_eº_ •• s._t_·_·-~í~B. F~.=-~o ~e~2pNuHés3_ •• __ yC:o
8
m

2

p·_(_Fie
1

_tga. 
la transferencia de p~ia: ~r";;dJC::it 

'.•·:- ; .. - . .. -~ 

2). ;'~~-: _-·~ 

La fijación de mencionó antes, sensible -a -altas 
"·,_..: ," 

debicÍo'iaYqtié las proteínas· Fe y Fe-Mo de la riitrogenasa, concentraciones de 02 

oxidatiya'~édt;; por 02. La lb controla p8.~diat~ente la 

en el t,:.;.c:~e~oide, pero las complejas características 

anatómicas del nódulo· ~isrri~-- (la corteza y la endodermis que rodean los haces 

son desnaturalizadas 

disponibilidad de 

vasculares y las células que contienen los bacteroides), se ha visto que son 
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mucho más importantes para mantener un nivel bajo de 02 alrededor de la 

nitrogenasa, actuando como una barrera de difusión hacia el aire del suelo 

(Dakora and Atkins, 1989). --

Flavodoxlna 
(reducida) 

FlavodoxJna 
(oxJdadaJ 

· ProtehÍa Fe 
-,_~oxidada)" 

Protelna Fe 
(reducida) 

2MgADP+2Pi 

2MgATP 

Proteína Mo·Fe 
_ (reducldaJ 

Proteína M0-Fe 
(oK.idada) 

Fig. 2. Las tres etapas principales del transporte de electrones de Ja fiavodoxina 
reducida al N2 y H•. 

1.3. N03·, N02· y Nff4+ como fuentes de nitrógeno para las plantas 

Las plantas son organismos con una alta demanda de nitrógeno, por lo cual han 

desarrollado diversas vías para la obtención y utilización de la mayoría de las 

formas disponibles de nitrógeno en la naturaleza: directamente del suelo o 

estableciendo simbiosis con organismos fijadores de nitrógeno. 

1.3.1. Nitrato 

El nitrato es la fuente más importante de nitrógeno para- las plantas; de hecho, la 

mayoría de las plantas dedican una porción significativa de_ su carbono y. energía 

de reserva 

su 

carbono-;. en 

iii"~ú:6€:'s i:te 

el nitrato es tomado del suelo' por; las células epidérmicas y corticales de '1i.. raiz. 

Una entrada prtmariá pheÍ:le ;;,.::{i;~ix:/ta:cibién en las hojas, la cual es una ruta 

importante para las_ epifitas y para la incorporación de fertilizantes aplicados 
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foliarmente. Una vez dentro del simplasto, el nitrato puede ser transportado hacia 

la vacuola, donde se almacena en altas concentraciones (hasta de 20 mM). Los 

principales- órganos-de-almacenamiento de nitrato, incluyen las raíces, tallos y 

venas de -las hojas. El nitrato puede ser descargado también al xilema, para su 

transporte a larga distancia hacia los brotes. Diversos factores fisiológicos, 

genéticos y ambientales, determinan cómo el nitrato es captado y almacenado en 

la planta (Crawford et al., 2000). 

? 
NQ3·------. 

2H• 

Transportador 
de Nitrato 

NO.r 

NO:z· 

ATP 

H• 

ADP+Pl 

Membrana 
Plasmática 

Figura 3. La asimilación de nitrato por la célula vegetal, comprende 
el transporte de nitrato a través de la membrana y su posterior 
reducción a amonio en un proceso de 2 etapas. Una ATPasa que 
bombea protones, mantiene el gradiente electroquímico que ri1aneja 
la entrada celular de nitrato. 

En el paso del NO·a a través de la membrana plasmática, se ha visto que 

coexisten 3 sistemas dentro de la célula (Farde and Clarkson, 1999), cada uno 
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mostrando diferentes características con respecto a la inducibilidad por N03- o al 

rango de concentración de nitrato en el medio externo (N0-3ext) en que operan. El 

primer sistema opera en un rango bajo de N0-3.,;.,, en. el rangÓ de 0:'2 rnM; a:U.l"lcjü.e 

las plantas nurica hayan sido abastecidas con nitrato~ E;fé.sisternade. transporte 

constitutivo de alta afinidad (cHATS), es comple~erÍ.tado pÓr.~t~o sisté'.:r;~ de 
transporte·. de alta. afinidad, el cual es inducible;''por' ~uy'' J:Íajo::.&0~;;;;,;;· (iH.ATS) 

~::~i::esa~, l.::~. :s~::ipe~ uª~··si~::~ d~~:t:~::~tt~;-J~t~~~~cl~f~ii: • 
regulador de . su .• propia: entrada, una. propieciad. específic¡,;_~~)a-.cua.(~o Csé . .'.ré 'en 

otros sistemas de transporte de otros iones> :Par e,j~~~ICI ·~-l.~.lf~io;•i;';.f'o~rcit6 tsm.iili 
et al. 11 2000). . ~ ' ·:~\~;~.;"' _:· . '··.~.:,\/;:;~::~·~;,·~ ·n·~)~·'.: .. '.e• . '.-'·;:·">·· 

~~fa:~~i~i~!~J~;zfil:fi~~t~~&~ít~i~i~~~~ 
t~~Ei~\~~!~B~~f~{~~i~l~~~í~~lf!· 
La regulación·~e·l~NR_; ji.i~g~· iin ~apel,clfJ.Ve e~'.fa::.'.isirnÍ~~~i~~-~e •.;.Mii~~j Los 

:~~:_::.,:e¿z::n~if~1~·!1f ~0Uitri~ttf~~"l~~fü±~·~L~~ifj~~~\1¡fu~~~±~!~:S:~: 

;7::~;1;:3~:::. ~u~if]~{,~~~Ñi1i~J~~1~f j}ft:~~: 
nitrato, metabolitos nitrogená.d6s :C?speciiiiirn~nte glutamina). C02; ~et8.6olitos 
carbonados (especialmente sacarosá.); ~Í~cici~Üias y luz. El control ele Í~~;¿~~esiÓn 
de los genes NR, facilita la respu'est·a.'a.íá.rgo plazo a estas señales (h6rá.s·y hasta 

días), mientras que una regu.Iá.ci,~n p()~t:raduccional, permite cambios rápidos 

la actividad de la NR (desde minutos hasta horas) (Crawford et al., 2000). 

en 
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Los genes de la NR son inducibles por sustrato en muchas plantas, aunque en 

algunas excepciones tales como la soya, muestran formas tanto constitutivas 

como inducibles;--"-~ 

Además de; la--.señal --las. cantidades. de -·rnRNA. de la NR, 

responden' a 'otr~s. señal~s que ligán la reducción de' nitrato: a la fC>t:osintesis, 

metabo!i'3iri~_del ~arb'o'r;o y ciclos cliurnos. ·. ·-~-· 
Mecanismospostrariscrlpeionales, coritrolari la concentra6ióri~d·<:!:;a,proteíri'3.. NR·y 

la• ac~i~fda~ ~ri resp~~'.~ta~';;,,cÍe;tas condiciones . flsioIÓ~fi:.~~;¡(i>z~ eJ~.§~16:1;_· NR 

disminuye cuando' las plantas .son privadas de nitrógeno 'o 'de-1u::< pot varios dias, 

aunque lasc~tid;,,_des de su mRNA permanezcan altas (CrS:~ci~d:':et:al:-,-2000¡: 
. . - . . •"'· ,.,,, .~.- " .. ,, - - -,, .. ·-· " . -

El nitrato-por sí mismo no es incorporado en compuestos,orgá.ñiC:os;,sino' que es 

primeramente reducido a amonio en un proceso de 2 etapa~~fF-i¡;~~.3)'3i{J3'itr~to es 

redu,cÍdO a, nitrito por la nitrato reductasa (NR), y 'el?~i~;ft:ri, :e~ ;~d~cido a 

amonio) por la nitrito reductasa (NiR). Las plantas re'd¿_c~ii\~itrk..io y ni¡rito en 

rB.íc~s y,teJidos aéreos (Faure et al., 2001). Cantidade,;.'~igiiiflcatl;;:~sic:l"' nitrógeno 

son asimiladas a través de esta ruta, la cual coI1;;;,;'.rri.e' grandes; c~tidades de 

energía/carbono y protones (Crawford et al., 2000). 
·.'<,;·.· 

_,;··.· <~.>,- -;··'.:< 
1~3~2~ Nttrlto 

Posterio/ci: la reducción de nitrato, la siguiente ~t~~El.'.'~h ___ -._c.laat.•al~_izfa,~dea' ap·~0imrilacÍ.ón de 
nitrato ées la reducción de nitrito a amonio; .•iafb'l.iai·\;·; . la Nitrito 

~-é~ ':1~-~~~:8. ·_ (~ ~R): -_ .< ·- 'L e' ~~--~:.~ri;~jj_'t_~:~~;~~ <'. -- ·>-·-· ;~~~~-, c~ú:~_i __ ~-:> . , -r 

. _------~·-· N'H:~t,+6FdX;,;,'+'2H:~o.:•··· 
':>,:',:.:-·-:· ·~!;;:;:;;?;·: ;:~,o.e·.·;;:,.·:~,.-, ~.:,:,.:..--. -.·,.,·,~-

Seis. electrones. son transferidos en est~ 'ét~pa~; en C::ºntr"~~te; cor, )os. ::2 necesarios 

~;~~;~~1:~;;~~:~~1J¡1;~11~~li!~i~~;i~~] 
catalizada por la ferredoxin.;._~NA,riP,~iect~~t~~~ .•• ~.---•-__ · .. _. •. . _._ , . ._.·. 

·~··'- ·;; ··.~,''·' -

NADPH .+ 2, Fdxo;.: (Fé=':> ;.~,:-· NADP• + 2Fdxrcd(Fe2•) +. H• 
La NiR, es una proteína codific~cta:•-nu~learmente, con un péptido tránsito N­

terminal, que es eliminado.de la· enzima· madura. La enzima es un monómero de 
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60-70 kDa, posee 2 dominios y cofactores que transportan electrones de la Fdxred 

al nitrito (Fig. 4). 

Fdxo. 
N 

Hit.rito Reductasa. 
(NiR) Vegetal 

Dominio de 

Unión-Fdx 

4 Fc-4S y 

NH-t• 

Fig .. 4. Estructura de la Nitrito reductasa de plantas (NiR). La región 
N-terminaf· oxida la ferredoxina. La región e-terminal que une el 

centro.4Fe-4S y el grupo sirohemo. reduce el nitrito a amonio. 

La NiR, está regulada transcripcionalmente, y normalmente en coordinación con 

la NR. Dado que· el .nitrito es· tóxico, las células deben contener suficiente NiR, 

para reducir todo el. nitrito· producido por la NR. Con ésto las plantas mantienen 

un exceso de al'.:tivid~d de NiR'si~;:nl:;re que la NR esté presente por la inducción 

de la expresión• gé~iC:a de ~-}~t•i'Nf'i~.> ·en <respuesta a luz o nitrato.••. Si las 

concentraciohes .. ~é ~if ;::·s~fiY~,~f~fü~i~.~~'f'º~ :~1u>. m':1tación. o exprc;,.si~~' de •u~ 
gen "an tise~tido"'.: las '}:llantas ';acüf11'·ulan.• rii tr~to y m17~~ tran _· cloro~is .• En·• plru:J. tas 

:.:~:~~~i~~:~f:1:~~i~7~~~~1~jf ~~~~k~~~Jr!!~~7~~¿:,~ 
~:: c;::::s~~:::~:: t:::::L~~~f@i~~;~:i~~~tfá6~~~~~~:t~:,~t:~H:: 
suelos ácidos, en donde el ... 1riciíé:é . '.J'~ ~- nti:rificació;:;:;;_y ..• por. :'c6'h:siitiiehte la 

_., .. -. - ., ,.,, .-.-- •.. ~ -- .... - ,., "" ,:i:,.,,;'· .. _:-:: ,-~ '" '--~~ ,.,,, - ./,;~;~-

disponibilidad de nitrato es b'3.ja. '.::. ': .. :;: i;:i:C ;\[:', .. , . / 

, En los bosques y pastiz.,tles' ·,;1:; airi~iiio;' (NíI1I'), ·'es' ií~~aime~~~(l~: fuente 

predominante de nitrógeno i'~~~~~l~~:,~l;~;rü~i~;~ il;';:l:l_¡C:~~- T~bié~'1~~ suelos 

agrícolas contienen algo de NH4+}.aunqüe''1a concentración actual en lá sÚperficie 
'. ~·)· !·~ .. ' ' . ' , 

de la raiz como debe de 'esperarsi:('es ·bajá.~ dado las limitaciones de difusión. En 

las plantas, el NH4+, es el intermediario central, generado en procesos tales como 
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la reducción de nitrato, la fotorrespiración, el metabolismo fenilpropanoide, la 

degradación del transporte de amidas y el catabolismo de proteínas (Joy, 1988). 

A pesar de la- importancia--del NH.¡+ -en -el metabolis'mo de1·-nitrógeno •'en las 

plantas, se cree generalmente que la concentración de NH4_; e~ plantas s~as es_ 

baja (Howitt and Udvardi; 2000), aunque existen evidencias .r~C'Í~nf~:S ~n contra 

de esto (Britto et al., 2001)~- Otro dogma concerniente al J1-l~+;::'.~~-~~~é~1''Ntt4+ 
absorbido 6k~ner"1.~o ~ri l;,,_; ~aic~s. es asimilado aquí y no es:fr'anslocaéio hacia la 

parte aérea de l~plkt~ (Tobin and Yamaya, 2001). :::,;: .• - ;· ·--~ •.. · · 

El primer ;_.eport.i publicado sobre transporte dé .. arn~~i~; ft~~; ~~il;~ando 
m.;tilarrlo~i6, ti_~ kfilogo del amonio para estudi~ su ;;¡ntraci.8.. •ic)J;,, r~~...:l'ltados 

obteniéios :ni-Ostr~ori ~Üe. el :::;:º~:e 
1
:e .:'ee~~=f i;1¡~.iÍ~i~~f~~t~~-~~~:t::: 

:E~::~~f ~f~::~:Y:~~~:::::.~:n Z'o~:to?'~:~~~c~}fGoj•• dO 

Brassda~~;;r.::s; s'~bré ~ti'~ango: d~ concentraciones- hasi:a/déS ~Nf· J:'ev"'l~ dos 

componentes cinétic;.j~ ~~~a~t;;~ (Pearson et al., 2oÓ2);;;~ri.;•66ri~éntraciones 
superi.;r~~ ••.· ~(1 OMtM~ -se··· bt,~~~ó -·una cinética lineai,• ;_..;¡;;¿~erit~d¿: :l..m~- baja 

afinidad; ; y un\ ~i~~eiria. de transporte de alta . ci8.í:>S:did:itci;· -;_;;¡~ritr~~': que el 

transportado'r dominante a concentraciones por dehajÓ•d.; ·• 1'00 ,;µNi.c: ~ÍguÍó una 

cinétiC:a MiCJ:iaelis:.:Meriten. Nielsen y Schjoerring (1998i;· citi~~~~ori ~{."' ·la 

entrada ;¡_:;:-¡;;t'a.~'-d.e NH4:.. en las células de · la~ semÍÍ1a: é<le ;. do!/: se iI'l.~i.;,rn:enta 
linealrrieIJ.te, confo;rne la concentración de NH4+ apoplástico: se eleva ha~ta 10 

mM, Incrementando la temperatura, se incrementa ·e-1 indice d.;, ent¡.ada -~eta de 

NH4• y-se r.,;duce la concentración basal_de ~o~i-~. Estos hallazgos,--su~eren 
fuertemente la existencia de un transportador<cle .. NH4~ de baja afinidad;'con 

propiedades parecidas a las de un canal•en .. lá me_mbrana de la hoja; así' "corno 

también las observadas en las células':'de--la:raiz (Wang et al., -1993¡; ·Varios 

reportes sugieren que un transportadc•_r.- - de· de alta afinidad · puede 

encontrarse a través de un canal de --K·;-.:dada la similitud de las cara'.ét'eristicas 

químicas de ambos iones. Además, u'na;"arnplia selección de canáles de.:K+, han 

mostrado ser permeables a Ntt4+ (Ford~: :'_and Clarkson, 1999). Sin embargo, 

Nielsen y Schjoerring (1998), encontraron que el K• adicionado en lOo/o en exceso 
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al del amonio en solución apoplástica, solo inhibe la entrada neta de NH4+ por 3 

min al 50°/o. Además, dado que se ha visto que la concentración de K• 

apoplástica,'és · 10 veces superior· al-de ·1a:·e:C>-nceritraeión de amonio;· debe ser 

requerida u.na afinidad relativarnerite-· á.I.tá. ~ .. :por»· :·NH4+---· para_ u.na eficiente 

recu.peracióri de amonio. 
.;" - .::-'" . '~ . ,. -~ 

El transporte de alta afinidad - de. NH4•, 'ccirr;_o' las'" obs.:i~ad~s. en el. amonio 

extracelular,por debajo-de 100, ,iM;/'está.r1 ~~cii~d.~';;J6;;¡;:;};;;'.',:~'iiia\gériica AMT 

~~::::::i :~;~~~1::9:~ Arabidopsis ;(::~~·~:~lb{· ~; ~}, '. !~~~/i~tl~~ni et al., 

1999) y Lycopersicon (Lau.ter et al., 1996) ~~~ C:6d.í.fiC::~: para. ¡;,¡ t~~~~6rtador de 

amonio (transportadores 

habilidad para restaurar 

AMTl), han· sido c,~a.ct¡;_r¡;;;e1:á6s ·•con- base en 

el crecimiento levaduras, 

su. 

con 

deficiencias en la toma de NH4+ y por los resLJ.Ita.cic:>s·.:de··"pruebas funcionales "in 

viuo". 

1.4. Asimilación de amonio 

Las plantas asimilan nitrógeno inorgánico en los siguientes aminoácidos 
: ,_. '.- , 

transportadores de nitrógeno: glutamato, .glu~amina,. aspartato y asparagina. 
C,- -· ·', • 

Estos compuestos son usados para transferir•» ei' · nitrógeno de los órganos 

productores hacia los órganos de consuma .o.:re~erya·y·'para la acumulación de 

reservas, durante los periodos de (jisp~C,~~bÍ.Íida°d ,d¿; ?itrÓg.;,nO, para su uso 

subsecuente en·_ procesos de crecimiento;'-' deferisa• y./repr()ductivos.< El: nitrógeno 

asimilado en glutamato y glut~iri~ > .;,s' : rápidarnéiite distribuido . en el 

.::;,::::::~";;~3*~~~~.:~}l~:r_;'.~~~~!~·~~7ifr~~~~~tft:~~; 
·gcol·._untti_am·en1.en~na-.·.·.·n .• -Pi.ut_ .. ~-_r;eód··~_e·_.e_ ..••. _.·_n·.·s··_.ºe·_···_·r/ -

iricor¡:>orada~·éri·as¡:)artato y as¡:)ár¡;¡'jgina> El asp~átcLes un 

~~·~~~f~~i~~~:~'lf1~z~:t$:;r~;~~~!~tr~:~::: 
Los amir1~á.cidos( glutarnato, .... ·•_ glutarr1ina; ·: a:sJ:,~tato ; ; ~sp:ir~~il"l:;i: son · 1os 

aminoá~ict~~~a;;.:.;;~.;ritci: tra.hsloc;:;tdo.s erieifi~~~~ d~ la mayoria de las especies, 

incluyend6 iri'~; '' ~h.Í~h;_r.; . · y' . Arabicl::;,'ps&s. Las concentraciones de estos 

aminoácidos no son e.státii:::as, están ~egÚ.ladas por factores tales como la luz. 
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Enzimas tales como la glutamina sintetasa (GS). Glutamato Sintasa (GOGAT). 

Glutamato Deshidrogenasa (GDH). Aspartato Aminotransferasa (AAT) y 

Asparagina; Sintetas_a -(AS);~son las- responsables ~de - sintetizar ~los--aminoácidos 
transpol-taclore's'> •de ñifrógeno. Dichas enzimas están -- involucradas en la 

asirriilación prirn~¡~ d.~ nitrógeno ino;gáflico dl:'1 • s\.l~lo. -asicomo'tarn.bién en la 

reasimila~iÓn . (~simila6ión -s~cu~daria) · de -a:~oniC; · li br~ '• eI"l la 'J:;'1an_~a:'/• En. las 

plantas:-e_~:#n,«:ii';iici es--•• liberado_ de cé::>mpueo;¡t0s,orgánicos por:frYJ.edfocde-varios 

procesos' §etabólicos. que incluyen la d.esruri.iil~.;ióri de l~~ · ru:TI.irio<rlC:idos_ ch.irante 

la gerrninaC:ióri-de la semilla. la síntesis de aminoácidos 'espeC:mCSos o Hgi-iina y la 

fotorrespiración. A diferencia de los animaleo;¡/lÉis ~1.itnt~s i,_6<e;.,<::f€:t~cles.echos 
nitrogenados. En su lugar, el amonio liberado. debe-,ser reasimilade>_PaJ::.~.so~tener 

el crecimiento vegetal. Por ejemplo, el amOnio Hb~r:acio porTC>~ºriesptr:aéió~; puede 

exceder la asimilación primaria de; nitró~.bl'J.(.) cm ·1.m 10%,'por: lo ;t~t<:> •i:ina 'planta 

incapaz de reciclar este amonio,. rápíd'airierite• pbdría: ácab'~.-<::()~{sci riÍtrógeno 

~::s~:i;:~~~r:::::::oª::.::º~th~ip~~ent~·· j{~~:~~-J~1j_2i·l;2:· :: ~:~';g~~tamato 
sintasa, en el cual ta .GS::CEC~:~~~-~-ji~~2)/a~tÜ~:: enº-.. COi-ijÜrit·o_:~-C~ri:~)~ZtjoGAT;.-,:par~ -' - . . . . . - ,, . - . -- ., .~ .... 
convertir los iones de -amonio< y eu2::C>xogiU:t:a:r.a:tó'.-C•l:ta:<::i~:~'.gi~t~;itC>;/:.,¡a_. '1a 

glut:amina. a expensas .. de · ATP y • poder .. r~d~cior.:• (Minih ::ru;<i:,;·¡;~~; : i 980). La 

glut:amina y el gl-.'.it~ato ;¡>~6.iü<'.:idi:>S:< por·_ el Cido:. sc:in;P-ost:erÍ~~~'ri'te ·~tilÍz8.d.os 
para si~t~~~.~~~oslos_-· compuestos -_nit:r°,~en~de.~-~r,_'1ac~}~~~-~J-!F~ai-~.~~f? ¡>1;1ede 
provenir de fúent:es tales como las primarias- (iones C:te;nitráto-C:>\arhónfr) del su-elo 

o nódulos: ci~>í8.~ ba.ct:erias fijado~as de i-iitró~~no) Y'.~i~6JJ:1.d.~i;;..i> (~;;,~º la 

fotorrespit~.;ic)ri .;l"l las hojas. el metaboli~mo ferinl=';o¡:;l3..-.~icl~~~c~~\~.;~~il"l8.C::iÓn 
de aminoilcidos de las semillas en gerrninaciórl) -(For~_e an:ci.ci::iiú~ci~~; 19~9¡: 

"--<- ,';',' ~",-;• 

1.4.1~ c~c;lo GS/GOGAT ' 

El ciclo GS/GOGAT,es probablemente la principEll ;ht~-dé alSirnÜaC:'~ón de ámonio 

en plantá'.s (Fig; S). La_ GS posee•una ait:a. afi;i¡c1a_é:l ¡;;;;:~ohi.;•:ci<.;:' á:.s-~M)y puede 

operar a. la.s ''baj'as con<'.:enfrac;ion~s fl~- ~C>?i6 pi;-eseht~i e'h 18.s: ~élulá;; vivas. 

Estudios de marcaje con ·~~Ni{:,+; <'.:onfirrn~'. que la marca· es incorporada 

principalm~rite en ·~l ~r:-upc:i ~:.nict6 ele la.-~1t'.l.tarnina.. ap~eciendo posteriormente en 

los grupos amino . del glutamato y. otros compuestos amino, incluyendo 

glutamina. 
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ADP +Pi Glut:amina 2-oxoglut:arat:o 

ATP Glut:amat:o Glut:amat:o 

Fig 5. El ciclo GS-GOGAT, en plantas es considerada la principal ruta 
de asimilación primaria y secundaria 'de am'o~io.: 

._ . -

La adición de inhibidores el.e. fa ,Gs; p;.;,j;~ los análogos del gi,:itainato; la metionina 

sulfoximina (MSO) o la L-rri~nri6tii.::iria >(a~PT), iriJ:iib~ri.; .p~ro ·no' bloquean 

completamente el marcaje del grupo,.lirni~c.>::'1f{~~:~i~~.~i~~Xt;·~~l'.~in~ dél 
glutamato. El inhibidor de la GOGAT,. la ... ~aser;:na'.\(anál()go . .;,de'•gh~tamina), 

bloquea la incorporación del radioisótopo en ~i gÍi:it~.ii.tc!>i!É~tos ;e;;hifad..;s entre 

otros, apoyan la hipótesis que la mayoría del· ri.itió~(;;i:;· Í.norganiC:.;~:t=n ':Plantas es 
-- -.·,:: :,;;:¡- ::~F~::'.'-'.;--'" -~~·:.:-·! ---;_;:::·-;?_-;';.;- ~--·.- .. (t. 

asimilado a través de la vía GS/GOGAT. · .' ...• :• · · < .·.· 

S~:E::~:::;::~~~:::u~::a::·;2.~~¡~~2~~.ttt%~::-ci:: 
clave en el metabolismo del nitrógeno, como }~{ri~;'.u~~·;i.:1:J(~rC>'~rif.f6' .;~boxilasa 
(Rubisco) en el metabolismo del carbono. ·:.<•:,';:!': "· ·: ....... ·· 

La biología molecular de la GS vegetal,. iniciEt·;·~n_· 19~~· con' Í;;\:' c:l~ri.¡ció'r. y el 

análisis completo.de la secuencia del gen estrÜ~ti:i~~í'<l~!l~·~s ~.;, Jiii;;,t;~ • .ma (glnA) 

(Tumer et al., 1983), seguido de la clon~C:~Óri.~:d~·~~·~l.ie~'.;ias c:Í~ '¿~·~e::~Í~t~s y 

animales (Cullimore et al., 1984; Donn et az.::19B4; Sanders and Wilson 1984). 
>·< 

La GS. de. plantas .tiene un peso. rnoleé:ÜÍá:r' estimado entre 35-40 kD y está 

ensamblada de 8 subunidades idénticas·. (6 cercanamente idénticas) (Stewart et 
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al., 1980). Su tamaño y estructura secundaria es semejante a la GS de 
mamíferos, pero diferente a la bacteriana, la cual posee 12 subunidades de 

, -

aproximadamenteSO-kD (Meister;,-1974;Stadtman and'Girisburg;~-1974)~-
ul"la caractéri,,-tica ciisti~Ú~a de.' la Gs~de:·.plantas.supéri',,re;,;, ___ ·C,5 la:'existencia 

::::::1:su~i-::~0i:1~:rl:::z~x:ii:~:~i:i'}:t~~tt~f~fª!~~~itii~:~t~~~~º~:: 
s::~::;;r~:!~f~~ife;~,fli~~~J}lf?~~~~~;~~~5~~r· ~=:~ 
La os2 puéde ~er;~¡:,'a.i:.,\_:ci.i','Ci¿ ia'.G-s1'P-.;r'/cro~~~()grafia' ~g- irit~;b.!.ili.~ib iónico, y 

~:e::~~: :::::~ti::t1~1:tJLiif i~~1i~~;t:~:~:1r~~;~~1irJ.-~Jf~:x:I:::d; 
ATP (Mann et al., 19;:9;,,A&'a~te~lfili'd (w.;;i~~a:i,:; ;~i9~5)3 Aderná~ estudios 

~::::::~!c::fi:;: :::7:~,f~~if21~~1:1:~fz:~~~~~;t4~u¿t7,~::;vt~:~ª:C 

~~~i[~~~~·f iil~}g~tt~f 51}:~~f ff f j:~;~~ 
Evidencias-. g~i:t-~ti(":S:s~!ri:~#:-~i:~;_ql.l.~_;1a)Gs;~i1a.;(:}~2.~ s~Íi •-codffi~ad.,;.s '_por gfmes 
nucleares ind.é¡)éz:Íc:i~e_rii:é's; esto pro:;,:iene~dei'rusl~ien:to de u.n:~· séri.; de; m:U.i:antes 
alélicas semictor?i:inanÍ:es . de_ c'ebact'a. que son clefl;;i;-;l11:es en 1~ isoenzima 
cloroplástica y que -poseen n'.ivél~s~ normaies de .G~l· (W~lsgro~e ét al.; 1987; 
Blackwell et al., 1987). 
1.4.3. GS Cit:osólica 

a) Función y localización 

Nódulos: Los nódulos d~ las legu~inosas, ~cm l.1J."lode losór~anos ccm mayor 
abundancia de GS en las plantas supei'Ío¡-es y por' Ío'tanto_e,, la e11zÍI'.('.l~ estu~iáda 
en mejor detalle. La GS en nódulos Ílé~;,;_ ,;;,_ cC>rn~re~d~; d;l Í~2°Á. d~ la proteína 
soluble y cerca del 95% de la "1~tivicl"ad ;c¡:;~r~~~C>r1c1e a_ la cit.;osóÚ~8, y él restante 
(So/o) a la plastídica y los bact;;rbide,s (1':1ifl~n:and Cullimore, 1984; Bennett and 
Cullimore, 1989). La actividad de GS en los bacteroides es muy baja, por lo que el 

\
1 
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amonio generado por la actividad de nitrogenasa en éstos es excretado hacia el 

citosol de la planta y asimilado por la GS vegetal. 

Lara·-y cols;·-(1983);•reportaron que la-GS- citosólica-de nódulos de-·P.--vulgaris, 

puede ser. separá.da p.:,Í- crornatogr~~ de intercambio iónicO en 2 isoenzimas, las 

cuáles sondC:,sigTi~i:ias·.como GS.;,•y GS~2. La G_S,.;2,-es indistinguible dela enzima 

citosólicac d~·;~aÍzÚcis~) 'con··.l:);,.se •en. su reactividad antigénica .(Cullimore and 

Miflin,• 19?"1-Ú' Cori-·báse en base el mismo criterio. las diferencias entre la GSn1 y 

la GSn2 estuvierori_ limitadas a algunas diferencias en ·los determinantes 

antigériiC::6s Y en l;.,_ relación de actividad de sintetasa/t;;.'3.Ilsferasa, la cual fue 

mÚcho rrié.s baja para la GSn 1, que para la Gs;,2 o la G_s~: 'l..a· actividad de GS en 

nódulos de alfalfa, también puede ser separada·en:2!}'.li":bs}~oenzimátic.:,s, uno de 

!Os cuales es nódulo-especifico y difiere del - de_ la .. isoforma · de raiz. en· .su 

sensibilidad al inhibidor tabtoxinina-13-lactama in •_utuo_:(Knight and Langston­

Unkefer, 1988). Solo una isoenzima fue detecl:a.d.a:·:dµrk:ite.la•purificación de la 

GS de soya (McParland et al., 1976) y lupino (McC6rrn0.~k et al.; 1982); 

El análisis de las subunidades de la GS eI1 i-iii~;:h;;Ú~s "y._nÓdul6s de P. vulgaris 

identificó polipéptidos citosólicos (denorrÍina~o~'icx./p y:y); con pesos moleculares 

similares (aproximadamente .43 kD). pero co~ d'if~rer1f~ punto isoeléctrico (Lara et 

al., 1984). ... '"L<·::·:, ,'s_·'.:·<:_·:\_:~: -· 
~.,. . -

Se han observad·º- polipéptido.s··citosólic~s·•-"'.1Ü1Úples··_de\as (ilast~ lo). ~n_ nódulos 

de álfalra: (Groat: ru:id. Sch~ade;;.~ 19,82) ;l~o;;~!(I,3i:~'g{i~i:~~dba.i:;ai~ iüid. Pitas. -1986; 

Hirel et c;z . .' 'í987) -·~;'~h.i:61-.:;t:ci;:cTÍd~~§::;:¿r:·f~i~~-:-'_~~8z):%:_rE:~}.6b:i61'.~6 ~;dster1 5 

polipéptidos distintos d~ _·fa GS, que pÜed~n·:~er separ~1;1cJs. '-P6,r t~año y carga, y 

::.:::~~:;1::~~:::~:::e:~e1:::zi1=i~e~~i!l~iih!~r~~~~it~i~~~~~~~te muy 
poca o ninguna diferencia entre las enzirnas)'citosólicási;'de';,raiz:'y/hoja. Las 

~::::i:::d:: c:i::~i=~~:n:e:;~;~º;~ª:a)·~~~~ff~{ti:t.:T~ir~21-.:~~=6).f::0; 
uulgaris las isoenzimas citosólicas de r~,;, y h'6j~-~;;;f¿.;;''c:;i;rnpueitas de ¡(:;,;'mismos 

2 polipéptidos citosólicos (ex. y 13) (Lara et:~z:~r;_9~4i~' E~ chí~har~. los polipéptidos 

GS1 y GSn. están presentes tanto en hojas.como en raiz, pero el polipéptido GS1, 

es la forma predominante en raiz (Tirigey· et al., 1987). En soya cada una las 
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enzimas de raíz y hoja, consiste de 2 polipéptidos de 38 y 40 kD (Hirel et al., 

1987). 

Trabajos posteriores'han-demostrado .que el patrón de_distribución._es altaIT1_en te 

sofisticado.0,Ecfwards y cols;. (i990)~. hiciero¡; un análisis·del,prnmotor del gen 

GS3A d~chícharo, y·sugÍeren_ que;lahs'.citosólica es'prefe'renCialme~te expresada 

en el.' tejido vascul~ el.e la;;; e ho.iii~ 'í,;;si:túiios :pos~erior~s <h~ 66dfinriitd.~ la 

impOrtaricia de la localiza.ciÓX'1 ·/cie,-;'.i;.:¿s, . en el floema .y tejidos,:,va~culares 
rel,;._cionacfos (Tobin and Yamá.yS:,:2001). SÍn embargo, lá. expresiór{d'e; la'GS¡ en ~l 

- ··".,,.·,· : - •• -· ,:· .. ,.,, .· 1·· '" 

resto de la hoja puede depende~ ele la etapa de desarrollo de la:lio}a,y: la' especie. 

Brugiere y cols., sugieren 'que '!E{~ GS • c::itosólica se expresa· "'.ii '<;,( ~~sÓfilo de 

manera ascendente durante la madurez <le las hojas de tab'á.cC> ca~g¡eí.-~iet al., 

2000). La GS1, se encuentrá'. t~bién en fas células del mesÓfilo ~e ~eb~d;i (T.;bin 

and Yamaya, 2001) y ha sid6 aislada de protoplastos de ~e~Ónll::/ C:Íe chích~o 
'.'.J\>.:: .. ----- ' . 

(Wallsgrove et al., 1979). ',":•· · 

b) Regulación :"(: '' .. :.:~:' 

T~Xl1~n· sgr;eey~e
1:t:aiol·.=. u1:9:8~8a)d.--~L· :a;s4nrpe~0ai~c·~c·;.,iºo-~n-=e:.s.~y;l~a.:ss.7:::eec::s0=~~::l~::~~t~:cfe~i;;;~~ 

_. ___ _ _ _ _ _ _ _ fi:i;;~ªf _ci~ la~ (:;~ i~y6i:.ie::.:a:aa;; . i:i~ederi 

::d~-c:::u::: ~::t::::a :~i~=~i~~~~t~~~;~ .. 
1993). Algunos de los miembros ·una 

está 

_han 

realizado un gran número. de.estudios de'_loS!¡J_r?rriº~~r;.esde_;"'.stos_genes,··.·Esto ha 

ayudado a identificar'·1as orga.rios"y tejidos;-'-"~n'"lCls{b.1Etle~'son expresados los 

genes específicos. tvÍarsolier y~ có1~. c19,'93¡;_id~~~~'traj-c:>·;;,_ ~~~~~- ri~~ento de 3.s 

kb del promotor del gen·_GSlS eri··.ici~~:';d.i;ij~ 'iiií'.:'e~~i'~~itm-·cle._un'gen quimérico 

reportero de GUS ~n elnóclU'.lo y eri :;_¡;~j;~~~i.3_ a la adidón de NH4+. Cuando el 

fragmento del promotor fue reducido .i-~.;~.;icines de 1.3, O. 7 y 0.24 kb, pudieron 

ser identificados otros elementos que confieren expresión en los pulvini, la raiz y 
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las anteras, respectivamente. La conclusión es que la complejidad de los genes y 

sus promotores pueden combinarse y dar una expresión en múltiples y variadas 

células, -tejidos u- órganos,.- en· los cuales --la-. GS -és,req~erida -para -el- metabolismo -

de nitrógeno. 

La transcripción es _é:I:i:;:.-a.riiente'una'.-cC>rictició.n riecesana para-1a:- presenciá. de la 

as ·d.entrc> <l~-i'.t-ri>i C:<;1ill~;P_~~ó-.;·J:>~ede .~o-isc;:r}:Ci~ter,i::niii~rii:e ··~n)~1 rl.ivei ·de la 

proteína y. la actividad:de<Iá énzilTla en• la -C::élufa:.c codk'Y: colsf' (i991) ;-_ericen traron 

~~:::~:1~~t¡t~f :~~t~~~~Jj~~~1i~;t~~i~~1~~ET::: 
promotor -3s~>_<l€:1 Virus; .del· Mosaico,>'~e>: la C::oliflor, ~que• iós {transciitos se 

acumulan- sin' un incremento córrespóridiente. -en· el' nivel ''cte}S:cti0é:Iad de• la 

enzima' Habash y cols. (2001), en.;6~~;~¿,~ qu.;,; una GSí ñ8:ti'7~te~.·;;~~r~sa:da en 

una etapa tardía en el desarrollo' de las:hrijas de trigo y C¡':1e .;i~8, G-~:: ~aiisgé~ic:::a, 
parece seguir el mismo patrón de expresión a niveLde';actÍ:~itlacl'de.:1a·enzima, 

=~:i::o:o:::~:::: e~a~:t:~::::::e d!if :;;:t::. ~=c:~p~~:tt;-:~±~t:~::PI:;::: _ 

expresión de este promotor, es eri la:~ etapa,;; te~p~arias, el;;; ~e;!i~~ii;;,cleiÍ8: hoja. 

Es tos resulta dos sugieren . que los_--.. 6ontrole~, postmcÍu<::ci6'1'lai'é:.~; ~oij'•'¡Xn_ ~C)rtán tes 

para controlar el nivel de GS ~ri las <::é1úias; .• pudi~;;.á6·.·~~1::id''i-f~1E"lcÍos por 

retroalimentación (feedback)_ -de'.~ª- ~S: .. · .-. · ~ :,~~.,. ,>-.. -;; ;c_·:~~:=c~;;~~~~ ::;JX1;¿ :-'y::·:~;;:.'<.-::,~(:-· ~. 
Los mecanismos que pueden controlar: la estabilidac(y aC:tiVida~ de •la· GS,, .·han 

sido recientemente descritos. MoOreheád ~y_.col's.' cI9'gg;,·:J'~~bi~i'if~~~ -~~-..; .1.i GS 

interactúa con las proteínas 14~3~3. que; s.;·~_-:Üh\;fffahi~íi;¡_¡.jd_,~;' ~C)Íéculas 
regulatorias ubicuas, encontradas virtua.lhí~'ri.\:~:C}~i,. "-'el· t .. d ' /~~~anisrno 
eucarionte, regulan procesos fundame.ri~~~s :<l~C::·~~1~,i~~¡¡W~ -:~:;;, 6a.l"bono y 

nitrógeno, juegan un papel auxiliar_ en la sí~t;;sis cte'al~i«{óJ}i'prc:;'d{i¡;6ión de ATP, 

detoxificación de peróxido-y participan en.-¡-a IY1ºci~l~ción'J;;:~mÜchas· c!>fras rutas 

bioquímicas importantes. Finnem~n ·_ y: ::;~t1Jo.i~ribk ; (2000), recientemente 

presentaron un modelo tentativo de control-re'IÍersibÍe de la GS por fosforilac;;ión y 

desfosforilación incorpo~ando los pa.pel'cios del ATP, Mg+2 y el pegado a la proteÚ1a 

14-3-3. El modelo.esta b~sado enel p°a~el central que juega la relación ATP/AMP, 

en el control de la actividad y estabilidad de la GS 1. Se propone que en la 
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obscuridad. los niveles ATP/AMP son altos y la GS1 está íosíorilada y unida a la 

proteína 14-3-3, lo cual le confiere protección contra la degradación. Contrario a 

esto. en. la.)uz.~lao_GS 1 no está fosforilada Y· puede' s¡.,r susceptible de daño. 
Recientemente han emergido evidencias que demuestfan que'IEI_ ,GS2 en tabaco se 

encuentra taril6ién'iosforilada (Riedel et al .• 20o'i)> · ,. - ·.· ._- :~ 
La búsqu~<fa ~ dc-i' h:'órnólogos de genes conocidos que >son>i~portai1tes en la 

;;:;:~:~::iócj1di~~:~¡~~:~s::;:ej::;.~~r:,e>~ifd!tr1~~:~A¿~~ij~j~§:fll~~f tt:n1;; 
(Hsieh et al.~· 1 ggs)f En E. c¿,li y. ¿fr'a;' 6ac~~rlas. PU· es ú:ri ¡.,M~'t6,:''.fu6~1:~íic~ que 

regula indirectamérit~; a.: la' glut:amina sitl.tet~s.;._ ÉJ:c ;.;:ivÍ':I 'transcnpcionál y 

postraduccional,en~~~~~~¡.,_;t~ ;~ ÍadispémibÍHdad de nitróge.:i'a.:c'u'l• .. tia ~acta en 

la cual estos homolog~s'trabaj~ eri plantas está siendo Ciescrlta:Y''· '' .. :::· 

Fig. 6. Principales rutas enzimáticas en el balance del metabolismo 
del carbono y nitrógeno. AAT, aspartato aminotransferasa; AS, 
asparagina sintetasa; GS, glutamina sintetasa; GOGAT, glutamato 
sin tasa .. 
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e, Genes en leguminosas 

Está bien establecido en al menos 2 especies de leguminosas (P. uulgaris y P. 

satiuurn), que la GS está codificada por una pequeña familiamultigénica, 
- - .- -- -

=~::.:::: a;':0

:1:nación de cDNAs: ~~ es~ableci~~.~,:é. existe~ al menos 4 

::::::::::s~ec~::o m::::s l=~.~:bi:i;:~··~;~~;~~tJt¿;~~i~~~~t.~~~;~~i~:::: 
Gebhardt et al., 1986; Lightfoot et'. al:;. 1988;;:13ennett:~t~al.',•'l~8~). Por ·los 
estudios de transcripción y'.(~~dit~ciÓ~ •i;¡_\·, ;)úr~· :d~·~·¡~~:?3~:•.;·i~';iii~·:'.de · ..• cDNAs 

completas, . Berui~tt• y >~<:;1s.:>(i9,s9i. .fu~~ori cap~(::és';~ de. ,d.~~~,¡~a:; q\ie los 

polipéptidos. codÍficados ~por estos cDNAs,·. córnigran en geles:de(Clóble ;dimensión 

con las 3 suburtidaÍ:i~s éiÍ:os~licasnativas (Y. CÍ.y ¡3). :> :.. •>;\> ::.;~' ' . 
Comparacione~\ént~e. las sect.iencias· ri;:.J.C:le~iídi'¿;~s<'ct~'1,i~ ;~· ~ic:)i;.~~'.;cÍ~.·;•cDNA, 

23$E~S~~:·~:~fu;~~~~;~ttf i~í~~~i~f i1~~::~ 
La fam1ha multigénica de la:.Gs: en::p.•vulgaris;·está: compuesta: por .4"genes:; gin-a, 

- •' · .. ·:; ·,·· : ' .: . : __ >·-:·- --_,.:,<·":>-· :.-,,:~·::~·'.:::");: :-:· -~~~~·.¡_ ... -.. ;_/> :-,:-'~·',:: ;. ~: ,_:·.:-.:·- .:<-:'.~:;_·.:,(~;,-.-i';~:~::t.,s,~~~;: .. {\:." -'.~~;.: ,~:~:.::::.·:(~/-,:-,\'.'.~<' \.~ <\ ·~ . ::' ' 
gln-p, gln-y y gln-c5. • ~stres'prime:()s··c~dific~·fat'GS!?Cf'i~.\'¡'); •Pr~o;;~ntaridC> una 

:~E~:~~,t~t1~~,1~~i~~1f ~~~fitmi~~i~~¡~~:~ 
cié.las 

hojas. 

estnictUratés 

propuesta con base> en eiá:riálisis de los Southern blots (Gebhardt et al., l986). y 

posteriorl'.n~nt~ corifi~ada 1'.)~r la clon~ción del ge~ propio (Farde et al., 1989). 
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hoja/raiz 

GS..:z 

nódulo 
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g/n-E 

l 
? 

<:lo1·opl.:t3to 

Fig. 7. Genes que codifican para las isoenzimas octaméricas de la 
OS de P. uulgaris en raiz, hoja y nódulo 

Pisurn sativurn 

En chícharo han sido aisladas las clonas •de · cDNA · corre-;;;pÓ~dientes a los 

polipéptidos de la GS 1 , GSn y GS cloropl~st:Ícá (GS~)'':Ei_áí cbcio t~bif:i:i han sido 

establecidas sus propiedades. codiflc~i:ei;; i::o:.C :~sti.'ú:lios}8.~ :tr~~~ripción y 

traducción in vitro .(Tingé)T}et .. ;ez);,¡_;~??s).;~¡\¡b:ds.~T;~'.";Í:i~ :c:&riG;:-;;,:rteza ;;i :·los 3 

polipéptidos GSn, son proclucfo de génés ~ép~adosfo ;resl.l.ltai:Íod.~f rnodificaciones 

2sE51~~~:=~~~a~~~~f ¡;¡~~x~~t~il~K~j 
consiste de al menos cuatro gén~s est~~tl.u:-Etlés~/. tres'. pa'.ra las • suburiidades 
citosólicas y uno para la subunidacl fl<?~~~·i~~~ca.: . . . . . ·• . . 

I.4;4. GS cloroplásHca 
_ _c.»:: 

. . . ··- . . 
r,,;;_s i

0

soenzimas citosólica y cloroplástic'a.han ~ido identificadas en hojas, siendo la 

subunidad. cloroplástica ligeramer:Íté ·más grande (43-45 kDa) que la citosólica 

(37-43 kDa). La proporción de ~bas isoenzimas puede variar entre las distintas 

especies, etapas de desarrollo y factores ambientales, tales como la luz y la 

TESIS C'-;;:;~----¡ 
- . - .~ . -: .. ) 7\1 \ 
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concentración de C02 atmosff:rico (McNally and Hirel, 1983; McNally et al., 1983; 

Tobin et al., 1985; Edwards and Coruzzi, 1989; Yamaya et al., 1992). 

a) Función y localización 

La holoenzima GS2 del cloroplasto, es ·Ia·isoenzima predominante:eri ·hojas, en 

donde se cree, íunciona en la asimilación'. prim~¡;j_ 'cie .·amonio.· y en la 

reasimilación de amonio producto de la fóto~es~i~a'.;¡c'.,ri/ '"' :' .. ,: 

En raíces, sólo se detecta la isoforma<cito~ólii::8,:;(a.un_que .ia.•>i;~esenci~ ,ele la 

isoforma plastidica, también ha sido ~~pbr~k';i.;;:'. ;;ri<~~;p'~¿'i¿~:~ ~e.:; i~~~iriC>sas 
templadas, crecidas en presencia de nitrato; :r~d~sl'i~~·;'·~,s~;;;:~;i~'i:'de· i~~~ihosas 

=~~::d;: :;s::::ti:~::a h:0:~== :::::~:j1~tt~::r:1i:~~t;i~:{1:t~ r!:::;~ 
(Woodall and Farde, 1996). .'/ .~/; <i.~.·,~-~ >- /;:•::'.',);_s>.i:: :~.·.:: -~>~-.·· 

' '~:·~2> • ' •e ,· ,:.•··· 

La GS2 cloroplástica es expresada abl.ln~anteri{~n.te:n'1~s'célt1a~.def;inesófil() de 

~~;~!~~~J;~ili~iilll~l~li1~~~~· 
apoyada ,por:"'videJ:1cias .bioqii_írni~a.s,\ge~~tica~!f ~oI,;~':11arest.CKeys':et~[, 1978; 
w~1s~o,;,e .,;t::;;1:;"1987~···Eéi~~d'~;;~b·~~i!~(i9s9?~-~f~ci~'F~id~g;i~~-4;'i<~~ Y 

'o<~·· • - ·• \ti "f, '·,~;:-~ '.' ~,.,_:;.A_ '•''· ~ • • '• ·-·~;~,/:>~;:~_', 'i.; ,.:_.;.:,0;• '• 

:- ,{¿1,;:~i!~ --r.-'·_.::.~'~,;~:;_:;.:}$~:~~;~/-.::_:.~·~>- ··~:-~> 
tabaco 

de é~piriaC::a.J c~i66:~6.~-i;N. pztiin.baginlfoliiz.cE~~i<~6~~ >,• 19'8'5;·· Tii'.i~~; .• Y• cb~zi; 
1987, Tirigey e(izl./19/37). Sin .embargo,.· otras rnodificaci6nés p¿;¿t~tril.ch.~ccionales 
(íosforilación o pré>teÓlií:iÚ;; limitada). o artefactos goi=herados en la purificación de la 

enzima, pued~ri .·ser ~~biéJ:l los clii.usante de la heterogeneidad de la enzima de 

cloroplasto. 

TESIS e: ~,y l 
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Ha sido obtenido un gran número de mutantes vegetales deficientes en enzimas 

claves de los ciclos fotorespiratorio, del carbono y nitrógeno (Keys et al., 1978; 

Givan - et· ale,: -'1988);~- TÉllés• mutantes;·-han sido· seleccfonadas eón --base- en su 

crecimiento - más·· o menos- satisfactorio bajo condicione_s·-- no-fotoi:espii-atorias 

(0. 7% v /v de ÓO~);' pér.; liiuéstrM sfntornas severos de estrés y le~iorl.es cloróticas . . ' - . ... ·-·' ·-· _, .. "-· -.. ,. . - . ,-· .. '. - .· . - .. . .-. . --' - . . . . 
en su expOsic;iónJ~ :iire ¡;.:trnosféiico. Esté tipo de mutantes h~ sido 'descritas en 

~~~~~1tr~~~~~~J~il~~~~1¡i¡1~2~~i= 
involucradas enia reasirnila~ion<lel'ru;¡onio Hbe;rado;dürahié"fafOtorrespiración. 

b) Regulación '••; ' >' _e{: ' _ -~ :~'. ¡;;.'.'.'- \ , -, 
La regulación de la expresión; de la•,GS; -no 'es :un: prO;;es6'ple~~é-rité .;;¡.,tendido. 

~:a!:::s Y ::e~:m_ftJ:;~~rtt~;;.º!~ré;~~r-~~:~_~tén_1_•.--.~-~~~~~~It_-_d_;_º_.;s_ !~~Ifi~9~~ 
'.\:c:>rJ.' y la 

•Mann 

··~ ' , ···:··:,·: --- .Í_,'.-:·.,:,_ _._,;; :;._-~ "~----·-;,'C">~":~~:v::-~>--_¡ 
~;-·¡;; ""-:-,-.}~: ·-+.:; •< :',~~ ;,c,.·-,o ::]:" ·J--"~;· ·:·:;_;:·~º 

e) Genes en leguminosas - o;--o,·-S:~;_;·:,,C• :•,-;;;__,,--'''' _, __ - -: "'"::r,:,• -- :é,-t: e:- -- j/ _-

::::::2:::~::::::~·:~::~::.~~~~~~f~~4~~~~¿b1~tu:~~ 
I.S. Glut:amat:o Sint:asa (GOGAT) ' -,_-_:' ':,'~º ;"~ <;, ;;_ ,:·.~:;.}'_:'.,,/ ·- -
La asimilación primaria de amonÍc), <:i-il:i?~~ én: 'arnhiÓAcidos' ocurre' Vía la ·acción 

conjunta de la glutamina sintetasa ~os') y la glut~ato sintasa, t~bién llamada 

glutamato 2-oxoglutarato aminotr'Ms'r.,;~asa' (GOGAT) (Fig. 5). La reacción 

catalizada por la GS involucra la aminación dependiente de ATP del glutamato 

TESIS C"',...~'T 

FAU.A DE e--- --~~;i'! . 
-·----·~-------------

27 



para producir glutamina. La GOGAT, posteriormente cataliza la transferencia del 

grupo amido de la glutamina al a-cetoglutarato. para producir dos moléculas de 

glutarríato;'El.glutamato sintetizado puede ser utilizado para reponer las reservas 

de glutamato en la catálisis subsecuente de la GS, o para donar su grupo amino 

para 'formar· compuestos nitrogenados. La función principal de la glutamina y el 

glutam~t.;;· es la síntesis de aspartato y asparagina, producidos en. las reacciones 

cathlizacla:s··pó~·la· aspartató. aminotransferasa y la asparagina sintetasa ·(Fig. 6). 

Estos. ariiiri.'Oácidos: son• los' prlncipales compuestos transportadÍ:u:ei;Í: de nitrógeno 

en r~i:~16h:¡;;_s pl~tas .. L6s ~~CJ.l.ie1efos de cárbono requeridos para esta¡;> reacciones 

i...;.i6i:itl~~; ~t'. .;;.~i~ú:iciÓri . de. NH..:+ son . proporcionados po_r .• el ~:.c::~~¡j~i:J~a:i;ato y . el 

óxalbace't.,i.~~;~·i'.;o~!ecl.uk~rriientos·.p~a ~l:~etf;l.b.~lismo c:le esto,;;:iriteririedi~os del 

cicÍó''ci.;;:}ó~''á.ci~lÓs tri6ai-bÓ':.cíÜC:bs';Íig~''i;sfre'6h~ente•.l~ ~si~il'~~Íóri. ~;; 'rii~ógeno .· 
;•, ,, ,, ... ,-,_;_· _,_ 

-h~ ·-,·:-· 

2 ;isororrnas .. diistin tas, 

.no 

con una J:Y1asa'.cle'.~ª~·f¡ul:)l.1nid~d pa~va de aproximadaffienteier1tre 225-230 kDa, 

posee ~.~ •• ~~i.:S~ti~dd~,~~;.;·~~·.7~5.:8':s··4y,····O··· .. v··ºal:--•••.•1º.•·.•0··~.·.·oe.·.~o'dy···e···3lg~_.•·9K.6,;.0·a.·µPM~.enretesppearct1~vaNmAeDnHte' 
glutamina 'y Ct. .. cetogil:lt0:l'"~~o·~e' 4.,i:3·~ . . . 
(Lea et al., :19901>E~ los nóCliiios; el:l'ltt.,:+·C;:'S' .;;;;g,ortado de los bacteroides hacia el 

citoplasma d.;; la célula h.;spede.:'a, 'eri .d~nde éste es rápidamente 

NADH-GOGAT y' la GS citosólica hacia aminoácidos (Fig 8). 

TESIS C0N l 
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Fotosintato 

Glucosa 

Fosfoenolpiruvato 

MDH 

l PEPC l Oxaloacetato 

Ciclo de los fMDH 
Acidos +-------Malato .,._l_. Malato 

C0:.1 

Tricnrboxilicos 

---a=s-r-----1--~· ~~~~~ato NH,.• 

~ Glutarnina. 
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Gluta..niinn 

Pláat.ido 

Fig. S. La figura muestra la asimilación de nitrógeno en los nódulos de 
leguminosas, las enzimas que intervienen, así corno su localización celular. 
La glutamina, asparagina y los ureidos derivados de las purinas, son los 
compuestos nitrogenados primarios que se excretan y proporcionan para 
su transporte a través de la planta. El íotosintato, proporciona los 
esqueletos de carbono para la biosintesis de aminoácidos, vía la glicólisis y 
el ciclo de los acidos tricarboxílicos. El carbono adicional, tanibién puede 
ser proporcionado por una fijación no-fotosintética de C02 vía 
fosfoenolpiruvato. Las enzimas en.listadas son: AAT, aspartato 
aminotransferasa; AS, asparagina sintetasa; GOGAT, gluta.mato sintasa; 
GS, gluta.mina sintetasa; MDH, malato dehidrogenasa; Nlt, nitrogenasa; 
PEPC, íosfoenolpiruvato carboxílasa 

En nódulos de frijol, la NADH-GOGAT parece encontrarse como 2 isoformas: (1 y 

II), ambas se incrementan en los nódulos fijadores de nitrógeno~: cuando·· la 

actividad de la nitrogenasa alcanza su máximo nivel de actividad. E:ri ~it~ t~jido, 
la NADH-GOGAT, presenta un nivel de actividad especifica que es 27 veC:es rnEl.yor 

que el detectado en raíces (Chen and Cullimore, 1988). 
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Los patrones de expresión de los genes que codifican. para la GS citosólica y la 

NADH-GOGAT, parecen estar coordinados en no· leguminosas, en donde las 

proteínas··funcionan ju.ritas· en· tos procesos· tales ·'como'la ·asimilación· primaria· de 

NH4+ derivado del NOa- del suelo, la reasimilación. del -_NH4+ liberado durante el 

catabolismo.de aminoácidos y/o la reasimilacÍón de( NH.;"!" liberá.do durante la: 

germinación de la semilla (Lea et al_, 1990;• Lam et aL; 1996)-

En• estudiÓ.s con arroz, la proteína y Iá. ~ctividad de la NADH-GOGAT, se 

inc;eIYl.~~t~·de .4 a 6 veces respectivamente enlas espigas apicales, C:iu~.i.n.t~ los 

prim~ros· 1s' días posteriores a la floración;. ·10~ niveles alcanzan. su máximo 

cu.ilido se inicia la acumulación de las proteínas de reserva en la ~ernma.; Gran 
. . . .. -- . ' 

parte de la proteína de la NADH-GOGAT'encontrada esta asociadá.\«::ion''.:tejido 

joven del grandeº- Estos resultadogsl·u·.stuam~ea'~t·.·~o····i:i_ •.••. qh~ 'ei,. arroz lá. NAÓH~Óookr es 
responsable la síntesis de· El.•; partir de -i~·<~i'.&t~iJ:iii'iíC}u6. es 

transportada del tejido senescer1te h:;ici~'1~~··~spig:;l~ (Ha;akEl.wa.it·;;.z::>il.993). 
1.5.2. Fd-GOGAT : '.' _e'.• ·,•.• • .•.• : •: •• ·, \é'< .::.. :, '."_,': 

La Fd-GOGAT, es una flavoproteína niet:~2~fr~·:;~~~j-~:: rná.sa, rn~l~cular. por 

~~~E?y:;~~;;ª~:!~-;~;~~Tui±:~~ff~~tS~~'. 
cataliza la asimilación de NH4+ derivad.o dé la'~ed.~f~i'c:,ri(.d..;~;:J'Íit~t:~ hle~iihte una 

reacción dependiente de luz y el NH4~ g~Ü·~~S:<l~;i~Ü~~t~ ;i!.<~()i()~~~;"i-:)i;ación 
(Sakakibara et al., 1991). •· ,~:'·'.~' ;:\A;' 
Las raíces de maíz poseen una isofcin'ri'á.{Fci~qoG.AT,~):ii.l.é es inmunológicamente 

:::::~: ·==~n~~::~:etr~m~~~~~f ~~:::.?:::~~:~ 
:· •. : .. ·> •. • \: _":-:· ; - - . . ":.~~ . • 

:· ~-: (:·, __ ' ·,, ... ·~-;~ '.·,·:- t~··/::ú·':~,·.,· ·,·.,: 1993). 

Estudios posteri6r~s.::Íridic;ru-:;_, '.qJ'go )i.;~.'bici.-;;;p_;is •posee 2 genes distintos de Fd­

GOGAT, apareriternente. ':f-ú_tl.i:ib~a'.J~~- '• ('GLÚT y GLU2). El gen GLUl 

predominantem¿;~t'.e é;,.p~esad.;> . en hojas y el gen GLU2 expresado más 
' :· - -.. -._ . ' 

abundantemente en raíces ( Lam·et al_, 1996; Oliveira et al., 1997) 
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J.S.3. Genes 

Para determinar las relaciones evolutivas entre las diferentes proteínas GOGAT 

eubacterianas y eucarióticas;·--se -construyeron árboles filogenéticos basados en 

secuencias de aminoacidos -de l~s reg;i'o~~s comunes de todas estas p~C>teinas. 
Este análisis demostró que t~é:iás- --•las Fd-GOGAT eucarióticas ' están 

estrechamente relacionadas a las Fd:'.GÓGAT de eubacterias, lo cual sugiere, que 

los genes que codifican para -estas eñ"-"iJ:n~~ -- son derivados de_ los precú'rsóí-es C!e 
cloroplasto eubacterianos (Templ_e et-ál;,-199Ba; Inokuchi _et aZ.,é--2002).- -EIStC>s 

datos son consistentes con el origen\ endosimbiótico de los plá.sud<:Ís; Datos 

adicionales que apoyan esta propuesta;,provienen cÍe los háI1a2gos''Cie'que el gen 

Fd-'GOGAT,- fue encontrado taml:iÍéri-•en el geno~a'plasti~ic~('d~ialga'.s rojas 

(Valentin et al., 1993). Los genes 'd.e. la GOGÁT. de 1:>1.ihteii 5-hJ¿;rii>~es, estári 

locálizados en el genoma nuclear,-• hacia ~6bd~i~res~n¡i6ief~l"1td; é~io~. fi . .leron 

transferidos del genoma endosimbionte -_(Gant•et-ci1;;-.J.9g¡¡~é~EÍ' ~á.Íi~Í~flÍ_()~~~étiéo 
también sugiere que el gen gltB, énc61'.ltr~ctó" ;;-;.._ 'tc;ci~»'.;c_-ia'.~' '.:;i~C>-bác;terias 
examinadas, es en general, más similar: a. los)?;e~es):·.i·Ai::><fi)í-f:~()(:;.~t~üca_rióticos 
y eubacterianos, que a los genes 'Fd~o~G.A'I';· Íos,'C:ü:~~s;<~C>>reernpl~an 
funcionalmente a los genes NADH~GoGA.i<éncontrados':e-0.'!:>1añ.t~s)superÍores 

~~=:~~e::~~:::sa; Inokuchi et c;¿t .• _26~2:.r ·~,"): \;/?cj_ _ ,> ·- --- '·•--i~L > 

::n1:0~::;1::º:;º q::b1: 1:::er:~z~~r:~~:t~i~1~~~fr~~f ~_'._:_:~s¡~f¿~~~i:1:-:ª~:: . ' , ' . -~' \:,_ 

fitocromos, tiene un efecto:positivo .sobr<:!)a.eXp~e~ió,n-dec1a<Gs2' (Peterman and 

~:~==~ 1::::~:vi::::liitr~~~~ti~id~fa~~~~iá~~~~~~ra1~;~e~;::fi:1::: 
Rothstein, 1997). La expre~iórJ.:de\d_l.'u.2;;es'ta.ffibiéri<'Írid~6ida por la luz, aunque 

_, . ' ,. ·~· ' '• ,· - '•i'''''· . ., ._:::~.,-:'=>';_o.'·.-:·>·c-1.1':,:·_,;.:,:·.-·~:./~.;;;·- .. . . . ' . -

la _inducción_ de este gert por• ':'ªcarº"•ª ~~ '..1a_ ~b':'~L1ri<:lad; i.D:dica que la expresión 

inducida por la h.1~ ¡;~;;d~ .'~:;;i-::;;~l~fu.t~~,~~~Hd~- por· un inc:rem~nto _-en la 

concentración de. me~abogtos;_;de; c~ti6n~i~ (Oliveira et al., 1997). Un modeio 

propuesto sugiere qu~ i;i r'igulaC:ión el~· i~~ e,;;:zi~~s asimiladoras de nitrógeno en 

Arabidopsis está •. relacion~da a estír:ri-J1~s - interconectados luz-obscuridad, a 

niveles de carbono orgAnicl:>y a nitrógeno-(Lam et al., 1996; Oliveira et al., 1997). 
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Además de la regulación por luz y suplemento de nitrógeno, se reportan como 

posibles agentes reguladores diversos factores ambientales y vegetales, tales 

como variaciones estacionales, reguladores de crecimiento, salinidad, estres 

hidrico, contaminantes y edad de la planta (Srivastava et al., 2002). 

1.6. Glut:amat:o Deshidrogenasa (GDH) 

La glutamato deshidrogenasa (GDH), es una enzima presente en prácticamente 

todos los organismos vivos y puede catalizar tanto'la-sintesis de glutamato'conio 
,·· _. ' -- .- ._ .. . __ ·.· 

su catabolismo. En dirección hacia adelante, la GDH,cataliza la aminacióri ,deLa-

cetoglutarato; y en la reacción reversa, cataliza la' d;;;s~in~ción.del • gh.it.ikatci 

para producir a-cetoglutarato y amonio (Fig. 9). Lás'pianta"''posebll.'2 c:;¡a:o;;el;I cié 
enzimas GDH: una, GJ:)H dependie~teide NADH,'~~~oritr~Ci~-;~ri;fuit.;cdndrla; y 

~~S&~t~~f.1~11f~~~~~t~~\!~l~fif:i~ 
[§~~ltli1i~lilil~~i~~!~:,;~i~~ 
altos. 

Biosíntesis 
de 

Glutamato 

NH ..... 

NH .. • NH.· 

NAOCf.,11 

-otutamato 

cx.-cetoglutarato 

Catabolismo 
de 

Glutamato 

NH.· 

Fig. 9. Se cree que .la GDH, funciona principalmente en el catabolismo del 
glutamato (desaminación), pero también puede asimilar nitrógeno inorgánico 
hacia glutamato. cuando las concentraciones de amonio son altas. 
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Estudios moleculares han proporcionado algunos indicios en la regulación de la 

síntesis de GDH en plantas. Los genes de GDH, han sido caracterizados de 

Arabidopsis y mai:Z~ y ·sus'csecuencias-proteicas•-sugieren- que'codifican .-para una 

enzima depeil.d.iente de. NADH. coil. Üna ·_secuencia de seftEllizació'n ~Í.tocondrial. El 
·, ' • .. '· ' ., . . . . ~ ' . '· ·, .. ,. .. .. ' . ·-.- ''.. 

mRNA de la GDH-.se.ai:ürnulaciurante un. tratamierit:ó'_de obsc~rldacLo_ limitación 

de carbono. ap~yarido los esúidiós-bloquímiéos que mU:estr~'[Íri~r_ell'l~ntos en la 

actividad .•cl.;i}, G;J:) H e>;i '. re,5,j:niesta · a -limitación . de - carborn::í} '."l_"~to •' la -- expresión 

:::~::ii:tL':º2f ;'.;~~=::º ·::i;;:::::. ~a:::~ap::~c;~::;Ótk~~2t!ft1tó~ic~ 
baj() ciertas condiciones. La actividad de GDH, es inch._,:cicl~?en'i!.1~1:~s e~puestas 
a altas concentraciones de amonio, indicando un papel,asi~~Í;1:ó~C>-d_e'';1a'GDH,' 
bajo ciertas condiciones de toxicidad de amonio (Cor-uZzi ~i:i\Lil'it/:~Ooo) (Fig: .9)~ 

":·,',.,·>~:· ... >~,: ,.·~_:J.:~:~·,.: 
1.7. Aspart:at:o Amino TransCerasa (AAT) --·>~< .. e 

~~~~~zª~~~ª~~¡~1t~iititltt~~~~ 
La AAT, la amin.otransferasa m~jorJcEir,;i_cterizaCla,~ter1'º~lantas,·juega. un papel 

::=:a~:;::F::::'"~?1~~~!Zr~~ii~li~~~"í~:::~:n::: 

~tf ~lt~~~~~rilf l~i1f ~iª~;:~;;.~~ 
mitocoil.driÉ<s, cloroplastos y peroxisornas5 -_.-. 'y ·• _--_· i-
En Arabidbpsis, ha sido caracteriz,,;_da Ía f-ari;.ij¡~: gé~ica completa de isoenzimas de 

AAT. Cinco diferentes clonas_ de cDNA-~e AAT, han sido identificadas, incluyendo 

aquellas que codifican para las .formas plastidicas, mitocondrial, peroxisomal y 

FPJ.l~SIS C':1_:~--:N l 
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citosólica. Estudios in uitro de isoenzimas parcialmente purificadas de AAT, 

muestran un amplio rango de valores de Km y especificidades de substratos. 
Arabidopsis, posee 2 isoenzimas principales de AAT: AAT2 (citosólica) y AAT3 

(cloroplasto), detectadas por tinción de actividad en geles nativos de almidón 
(Coruzzi and Last, 2000). 

1.8. Asparagina Sintetasa (AS) 

La amidación del aspartato por la glutamina o el amonio, produce asparagina, un 
aminoácido inerte utilizado para almacenar nitrógeno y transpC:,rtar éste· de. los 
lugares de producción o síntesis, a los de consumo. La asparagina es' ;;i p~~cipal 

:::==~=:o;:::ea~:::2:::~·a:2¿~t~;¡~~~~f ~d~1:; 
::;:;:;:: ::aI:i:~::;u:~;;;i:::ª~eT;::cl:ZE.~:f1~~~;~~~i~t·Wl~:~~;er1~: 

::;·:::~i~~~~~:(°F;1;g~.an··.· ... '.·.:·l;O.:A.:..:).·~.·.••:ª.··.E··s'h:Je.· .. ·.r·usta~n~b%~ett~~~t~:tt~: 
generand.o, g1~t.~-~;:~}?~ :-~~~p-~'ági:;,.a~, - -_ ;.~-~iie·> ia::~glutru'.nin::i·. ·es·- ~l 
substratC> .:¡:>r<:oúrici.6 ;c::1~: 'b~~i :t6da:~ 1;,;.i ,:A~ :'.estiiéiiaéias. ··en· plantas superiores: 
algunas •. éVictenci~lo1-indican que lasíritesis'cie•·aspará:g¡ria ·dependiente ·.de ~onio; 

::::i:r::'i:fl:iet:~}~é~~~{fft~~i~J~t~~·~:i~~ 1~~:~ag¡na incorpor~ ·el 
isótopo inmediat~ente des'~'G~s.c:J.~jÍ~gh1t~ina; por tanto, la aminación_directa 

;;:;:::;:ªt::;:i:n~~c~:~JrfÍf~i~~l~~::z:1~:::sª::~~=~i=~nJ¡Tedf:~i~::::· _. 
las plantas se encuentran :~ri{~C)ti~eÜtracÍ.;nés ~oodca:s de ~cinio (Coruzzi. and 
Last 2000) ":·'.<f, '< ¡: :· ,. ·. · •::> · ·> 
La ~lonaci~n de AS vegét.ile.s\<:há.:iproporcionadd d~;~s; relevantes sobre las 

::::~:d::::n~:a:s~~e ~si:~~f~;;¡:t;;i10~7·~~1~~i§tizs c~::::ó:g:~:: :: A:~ 
humano: Posteri6;rk~í:itc~. rnuéhos:ien¿~ .~i;l;;XA:s' han sido aislados de una gran 
variedad de j:.18.l:í.tas;; :'i:b.é1\:.;Y~.rl.:.1!;•':;,_:}~~minosas, no leguminosas y 

monocotiledóneas: Los ;oÚ~éi:)Bci<:)s ~6cÚfi6actos en cada uno de estos cDNA"s 

í · TESIS cnN 
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poseen un dominio de unión a glutamina tipo purF. que fue previamente descrito 

para glutamina amidotransferasas. involucradas en la biosintesis de purinas en 

.E. coli; otra característica más es que la glutamina es el sustrato de la AS vegetal 

(Cra'Wford et al., 2000). 

A) Síntesis de asparagina dependiente de glutamina 

Glu'tamina 
Aaparagina 
Slnt:e~sa 

Glutamato 

B) Sintesis de asparagina dependiente de amonio 

+ 

Asparta~o + Nff4• Asparagina 
Aapa.raglna 
Slnt:etasa 

Asparagina 

Fig. 10. Las asparagina sintetasas de plantas utilizan preferentemente 
glutamina como donador de nitrógeno (A), pero pueden catalizar la 
asimilación de nitrógeno inorgánico cu.ando el amonio es abundante (B). 

1.9. Transf'ormación genética en plantas 

La tecnologia del DNA recombinante la. cual ha sido ampliamente empleada en 

sistemas bacterianos, es también una herramienta muy importante para 

manipular la expresión genética en plantas. Existe un gran número de sistemas 

eficientes para introducir DNA y vectores de expresión que trabajan en un gran 

número de células vegetales. Además, . la mayoría de las células vegetales son 

totipotentes. lo que significa. que· Ún~:::planta completa puede ser regenerada a 

partir de una célula .v~.getal. Por lo tanto, pueden generarse plantas transgénicas 

fértiles a partir de .. uriá célula genéticamente modificada. Si las plantas 
-. -." .- - - ::·.T,.-- -._',:. 

transgénicas posteriormente· ;florecen y producen semillas viables. la 

caracteristica de interés.introducida o modificada es transferida a las siguientes 

generaciones. 

35 



La ingeniería genética comprende una serie de herramientas moleculares que 

permiten manipular el material hereditario de un. organismo. Esta manipulación 

ha sido posible gracias al conocimiento, cada vez más amplio, de los -principios 

que rigen. la herencia en los seres vivos. 

I.9.1. Estrategia general y consideraciones 

El avance científico de los últimos años ha resultado en el desarrollo de 

metodologías de transformación genética de plantas, que funcionan con. yarias 

especies agronómicamente importantes (Tabla 1). Sin embargo,_: mientras' la 

obtención de una expresión génica transitoria elevada ha ~ido _:~el,;._tlv~ente 
simple, la obtención de plantas transformadas establemente, -;,e':Vüelve un 

proceso mas complicado. La expresión transitoria puedo;! seJ:°'fácil+etl.te C>btenid.,;: a 

muy altos niveles, utilizando electroporacióri': c:i.~i-~i~Jid~s _-y_ bombru:deo con. 

microparticulas (biolística), con.,Ia\rriayo~a ~e·l~s--~·s¡;e.;ies ~eg~tales~La <:=presión. 

::::~t~::x::e:~:s=:¡:~:eli:~~~i~!i~~~~~-~ttttt:t:::t::p~::~::Jl::::~ :: 

=~:== ti~rtl~tF~~f~~t~~~~~~±:::~:::::::~:b::::: 
de expresión , gé{ii6a ce;;_ '~:¿1-i.iiEi~'.--}V'~~~~'ates y más aún. para los problemas 

relaciori~~()!;'~;;f;i~;'i:>i-<?61e:r'ri~'S: dg: ~i~~fi'c,·c:i~pos transgenes, es muy importante 

reconocer que geries'ddénticos, pueden comportarse de manera distinta en. células 

transiC>~~ci~; ~--; ti:~;~Ítoiiariieí:ite ···-- cc;;;;_;J-i¡~'. -- ~úis --- transformadas establemente 
·.·:. 

(IngelbreC:h:í: ~t gz.,' 1989¡. Esto ha siclo,titffi_l:>ién de gran utilidad para estudiar los 

efectos de)aex"presiÓn de una rnar:lera tejiclo-específica de construcciones génicas 

en tejidos:bi:~¿¿ ina:~uros, tales ~C>rrio,flbr~s o frutos. De esta manera puede 

realizarse urJ.: 'ensayo ~ápido sobre' la rá<:i~biÚda:d de la estrategia de expresión de 

los tránsgei:i'es. Lá. producción. de flo:r:e~ s.:-f~tos maduros mediante una estrategia 

de transformación' estable, consÚrniria:· más tiempo y en el caso de árboles 

perennes transgénicos, puede tomar vario~ años. 

\ 
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Tabla 1. Estrategias más comunes para introducir genes en células vegetales 
Procedimiento Ventajas 

de 
transf"ormación 
Agrobacteriurn 

Bombardeo con 
micropartículas 

Electroporación 

Muy efectivo, barato y fácil de 
usarse. Puede ser utilizado en 
transformación de líneas 
germinales. El número de copias 
insertadas es en general bajo 

Muy efectivo, sobre todo para 
expres1on transitoria. No hay 
problemas de rango de hospedero 

Muy efectivo para expresión 
transitoria. No hay problemas de 
rango de hospedero. Altos niveles 
de transferencia de DNA 

Desventajas 

Requiere el uso de procedimientos 
de regeneración por cultivo de 
tejidos. 
El rango de hospedero puede ser 
limitado por la respuesta de 
hipersensibilidad de la planta 

No necesariamente requiere el uso 
de procedimientos de 
regeneración por cultivo de 
tejidos. 
El número 
insertadas 
ocasionar 
supresión 

de copias de DNA 
puede ser alto y 

silenciamiento /ca-

La regeneración a partir de 
protoplastos es un proceso 
complicado. El número de copias 
de DNA insertadas puede ser alto 
y ocasionar silenciamiento/co­
su resión 

1.9.2. Transf"ormación mediada por Agrobact:erf.urn 

La transformación estable es dependiente de varios factores, siendo el más 

importante la especie vegetal a ser transformada y el protocolo de transformación 

utilizado. El patógeno vegetal Agrobacteriurn. turn.efacien.s, es el vector más 

comúnmente ut~lizado para transformar numerosas plantas· dicotiledóneas, tales 

como el jitomate, el tabaco y el frijol (Zupan et al., 2000). Este método tiene la 

ventaja del sistema natural de transformación ·genética desarrollado en 

Agrobacteriurn. El Agrobacteriurn. silvestre transfiere un segmento de DNA 

(llamado T-DNA), de su gran plásmido .. inductor:éié1· tumor (Ti), a través de la 

membrana plasmática e incorpora· ést.e.:~~··.~1 .. DNA genómico de la célula 

adyacente al sitio de la herida. El T-DNA,·' es.tá flanqueado por 2 secuencias 

directas repetidas de 25 pb, llamadas bordes;. y con.tiene genes que codifican para 

enzimas que producen aminoácidos particulares'.llarnados opinas, que no pueden 

ser catabolizados por las plantas mismas, per,;··que pueden ser utilizados como 

fuentes primarias de carbono y nitrógeno por la bacteria co-habitante. El T-DNA, 

incluye también genes que obligan a las células vegetales a producir hormonas 

37 



vegetales, como las citocininas, que promueven la división celular y la formación 

del tumor. Para permitir la utilidad tecnológica de la transformación genética, los 

genes oncogénicos "y·~·biosintéticos de hormonas del AgrobacteriuTn, fueron 

removidos de labacteriá.'y reemplazados por sitios de clonación, en donde pueden 

ser integrados ,genes de··•iriterés, así como genes marcadores o reporteros. Lo·s 

Agrobactenurn portadores •de tales plásmidos Ti recombinantes, puede ser 

utilizado para la irifecCióri dé ·tejidos heridos (p.ej. tejidos de hojas en cultivo) O 
-. . . . 

aún directamente en'órganos,.vegetales maduros, y la bacteria puede transferir el 

T-DNA modificado en algurias'de las células de la planta hospedera. 

El plásmido Ti silvestre e~ .rp:.i:>--' gr~cle .(200kb) y dificil de manipular. Su utilidad 

ha sido mejorada por el desarróu:'.,~e'los,,ecto~esibinarios (Bevan, 1984).'EJ:'l tales· 

sistemas, el plásmido .-Ti d.;.'Á:J~hbdd~ri~rJ;'.ti1.~iciC::.éiésarmado, por ejernp1'c,;.;,1 T­

DNA ha sido remoVic:lo,{per~;i;i°:i~~~ó:r:i: Ui°r,•se·mantiene intacta. u~:plásnl.id.a'por 

::::~0;o~~=::e:ig1~1d~t~~1ffltif~~u:·::r:::::::: ::nu:l·;~~j2:ll~;~t=: 
Agrobacteriu'!': . •..• Est~;.: Í=>(ésrii,i<;Ii; • también porta un T-DNA aí-tifici~/ .. en .el:·•. cual 

pueden, ~n.tri<:I~cix;.se ?ifex;~rite:s.· transgenes. De esta manera, .;uaiidc:>• éi ·•"ectOr 

binario,es•·in,troducido én~AgrobacteriuTn, los genes uir del plásmiéio Ticlesarrn'ado,·· 

puederi acttiar'.. i::n' trctns para tráflsferir el T-DNA recombinan te del:,,~C:for' binB.rio 
>)· ·.:-·<:: -/,: <. -~~-·.:- :_ ·:·;,:~>_.:-. >.·.·,-:·. ;··' :"1>·.·._.~·-.·. < : ·. . . ;·.,-·,-: -:;~:><<+·.;-> ':.;_~ .. ,_ :: 

a la célula·.vegetal.·.Como los 1vectores·b1narios son mucho más pequeños'y.,mucho 

más f.icÚ~s cle·J:riB.nipÜl~ qu¡; lds plásmidos Ti intactos; esta· heriElliii~hta ii:.ice al 

sistel'Tl¡ : el~· 'ti'.Étp°st6rii.iii.c'iéSJ Ji~diado por AgrobacteriuTn Ill.~6h~f,~~'{.'.~ ·~c;:ri~illci • 
(Lessard et al ..• 2oó2). ,· ;• . :;_·. ···~:)· 
En general, cC,h1a~:tr:~~~.;;riria.~lón·· mediada por Agrob~~erliún,\es[,necesario. 

::~:::::};~~~í~~:f4R~~{;~~~~;E\~~~;;;~;~&~1:~i~Y~.~~*~1~~iet0·~~::· 
(Zupan et.al.,'2000).'Si .. eLexperimento,requieré/cultivosi::elulares;•este;proceso es 

relativarnei;ite"·~~ndÍtÍ~ §~~·'r;Q.~g~~~··f~I~t~~"·~icotfl~dÓneas. Sin ~~b~iio; .si se 

~=q:~::=dt&~i\:f f~tr~~:J.t/~f~fJ~~ti±~i:t!~rl~::~~opr;:e:~i:::.O:p~::: ~:: 
cori.siderable.'e~fuerzo/'ía.\eg~n~X-~~ión.' veget0.l sigue siendo dificil, problemática y 

tardada. ·· Él°l.· at~l"los o é=~'5(.,~ ,·1a:, variación somaclonal no deseada, ha sido 

introducida a través de los sistemas de regeneración por cultivo de tejidos. 
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Hasta hace 5-8 años atrás se creía que Agrobacteriurn era incapaz de infectar 

plantas monocotiledóneas (lirios, palmas y gramíneas). Esto llevó al desarrollo de 

otros sistemas de transformación, tales como el bombardeo de particulas (Klein 

et al., 1987) y la electroporación (Newell, 2000), como un mecanismo para 

t~ansforrnar dichas plantas. Sin embargo, en los últimos años, se han obtenido 

varios éxitos en la transformación de plantas monocotiledóneas, utilizando 

Agrobacteriurn (Hansen, 2000; Hernalsteens et' al., 1984; Schafer et al., 1987). 

Cepas que poseen plásmídos supervirulentos;' han facilitado la transformación de 

algu~as plantas monocotiledóneas recaléiti-ai;~¿s'; 'Aunque,. también existen varios 

reportes de transformación en legumin'~sas 5oriío/a!~alfa {A1.is~l'l. ei al., 1995; 

:::::1~~~-=~:~~ 1 :t9~~~. L;:::.ª:::iZi~~~rit~~~1~~~~r.w:r:,:~:~:;:J•.·::=j:~ 
factor que limita el éxito;dela trarisf~rrn;,;.:ción~~n plántasriíón8cotiledóneas,.no es 

la transferencia e intégr~ció..;. , cÍ'eú.'T;riN-A.!'~. ~~ 1 :;;1 ~eh~rii.,i ;~~g~tkü; · sino la 

:::::::~~::ri~:::~::i:~¡:I~t:i:t~~~!}ffü~~~t~t:~i:rii~·:~l=~t~t~ ~:r!n7et:: 
' . ·-: ·.:-. -.·· .·- .: -: : ''.-- -.··:·: -,,-----·,,·:~':.,--:··.-"-i':··~~<·'.i.:_7._- ·\ , .. -... _., ... -- :: ___ .. ·!,•".->-o-·: --- ·- -

transformación, ~c:>mo el T-DNAoc;,s i11te~0:do¡en\el¡g~nor:[ia e'.'1 sitios al azar, las 

:::J:;t~u~~:=i~:~~el 'I~)~:~:;~:~f}~!J~~~1~c:::e~1::::: ·1:a::;;::c:: 
inctepencii.;niei~ •. d~bictoa su vári~bnid.~d: E:1 ü~~ dé material vegetal con elevada 

capaé::idl;l(i .. ,de:·- regeneración, ha permitido el éxito en varias especies de 

monocotiledóne~s, tales como arroz, maíz y sorgo; aunque la pobre capacidad de 

regeneración en otras especies ha llevado al desarrollo de estrategias alternativas 

de transformación, tales como las que se describen en seguida. 

1.9.3. Electroporación y bombardeo con microparticulas 

La electroporación de tejidos es otro método de transformación que ha sido 

utilizado para la transformación de plantas monocotiledóneas (Newell, 2000; 

Sorokin et al., 2000; Terzaghi and Cashmore, 1997), aunque existen pocos 

reportes del uso de este procedimiento en la literatura comparados a la 

transformación mediada por Agrobacteriurn. Otras consideraciones cuando se 

utiliza este método incluye problemas relacionados con la regeneración y la 

tendencia de la técnica a insertar copias múltiples del transgen(es) en el genoma 

vegetal. La transformación mediada por biolistica, comúnmente llamada pistola 

TES1S CON 
FAJ..LA l"";F:. :y··-_c_J'.;]J_~ 39 



de partículas. es un procedimiento utilizado frecuentemente que posee varias 

ventajas (Klein et al.. 1987; Maliga, 2001; Ye et al.. 1990). Este es el 

procedimiento más frecuentemente empleado para la transformación transitoria -­

de tejido~y_e~tá basado en el bombardeo de tejidos con partículas microscópicas 

de -tungsteno -{.;'aro; recubiertas de DNA. Como en la electroporación, una de las 

desvent¿Jiis\ c:le!;;éste método, es que pueden darse inserciones múltiples del 

transgénc;·qtl;;;;".'i'J;üeden resultar en el silenciamiento del transgene o de sus 

homÓlog~~~;{i}:;_c¡;¡El.Il~a (Hans~n and Chilton, 1996). Sin embargo, este método no 

;r::u~~7J§f tttf ~~~t~~e:;:;~ero~:;:~ d;é :~;e:ie:0::::::~=~ó:e::. :::::s~ 
existen repoÍ-te~ en'e~p,ecÍes ~e legúminosas i~portantes tales como frijol· (Russell 

::a::·.·~:tt.0l)i:ti~f ~i~~~E1t"~~l5;6Jb;~··c::::a::Y;,~;::t:~. e~O~;) ~:~~ 

:?:iif~~~r~it~~~i~~t.r~ir~~s::~~:i::: ~: :º'°:: 
proc:eclin;i-~~titos 'c:l-;; ' cultlvo ·--· d~ 'tejidos, - . ~u.e permita . regenerar las plantas 

transgéniC:as de interés. La transformación de la linea germinal ha sido vista 

como el medio para superar estas limitaciones (Tague, 2001). Resultados exitosos 

han sido reportados en Arabidopsis thaliana. cuando flores de esta especie, 

fueron sumergidas en u.na solución con Agrobacterium (Tague. 2001). Semillas 

transgénicas fu~ron producidas directamente, pero en baja frecuencia en estas 

flores sumergidas, sin la necesidad de cultivo de tejidos. 

1.10. Enf"oque biot:ecnológico para mejorar Ja asimilación de amonio en 

plantas 

Los avances recientes en la biotecnologia vegetal, combinados con estudios 

bioquímicos y fisiológicos más tradicionales, han llevado a nuevas áreas de 

investigación en las etapas primarias de la asimilación de nitrógeno inorgánico y 

las rutas bioqu.ír•1icas subsecuentes involucradas en el suplemento y reciclaje de 

nitrógeno. Desde el descubrimiento• del papel principal del par de enzimas 

glutamina sintetasa (GS)/glutamato sintasa (GOGAT) en la asimilación de amonio 

en plantas superiores (Mifflin y Lea, 1976), ·se han realizado un gran número de 
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estudios sobre los mecanismos que controlan la expresión de los genes que 

codifican para estas proteínas. 

Durante los últimos 15 añ.os; se 0 ·han. nevado, ª:·cabo' varias· estrategias·.· para 

modificar la asimilación de amonio .utilizando plantas · · transgéniCas con 

modificaciones en la GS (Lea y Ford~;j19g3:;:j-;;,ri{pl~ et ~1'.;l?g~¡;,~ ex~resión de 

t~A~·~~i.d~:lª?i:!i~~1f ~~~if~tJJ~ii~JJ,¡¡~ti:~:~ 
::=.::::=:::::i~1~!~lf~4~~1til·~1i~i~[q~~= 
esta enzima en hojas Y,. un.· incremento ;.de ,;20;:,vi::ces):e~ ''la. resistencia.:: a· L-

~~~~~S?~~¡~~¡i¡ii~~~~~]~iiii~t~EE 
y crecie~~n de ma.ri~¡.d ~~iri'i~ ;~;:'(li~~~~'t.;;:.;~~i.·;',:i9s9). Eri· otro ~~p;ri~ento .al 

transform~ plail.ta~ d.; ~)c;~i~l~tí.l.S;"'.ccih' ~Fg~n ·. cifosólico de .GS de soya (GS 1 S), 
' . -'.~;:; "-' ' . -- . - -~ 

fusionado ru p,rorno.tor 3SS; se Óbs.;,I:v'6~é¡U:~·e1 gen de soya es altamente transcrito 

en las rai~es Y. l~ pEirt~{a'.é~e~¡: Í:é:r6: q\ie l;• actividad de la GS se incrementa sólo 

~:r: ;e::i~:~~~j~~W~~~¡~;Jti~i :::::::~:::. :is:::::~az::sd:::::~: 
que la e,Cpr.;;fon{~~ l.a'.é}s·{citosóÜsa ~rí'Ia parte aérea puede acelerar el desarrollo 

vegetal, '10' citÍ¿~·C>~a.~io'~~ pii~/~_e?.~s~erícia temprana y una floración prematura, 

cuando í8.s:plantas' sdnicfecfoas·~~n un medio rico en amonio (Vincent et al., 
.-,~·~_.,· ·-::-," -::_: .,:.. , ,., .·O'; 

:.:
9

:~~reexpresiÓ~ ~d~ ;1ii.'. ~l'J.;;i'rn."1:. &~. ha dado como resultado un metabolismo 

alterado C:el · nit;ógeri.o; lo 'que :h.i}~p~rcutido en la acumulación de una mayor 

biomasa en: ~gun~s 
25% en la actividad 

planta.s ~~sgé;ii~a's: ~~ lú:)Ja.~ d~ tabaco, un incremento del 
' ... --·: : "<-'- . ·_·,.·:o''::.;,,.·-·:_,:·._·.->--·;:-. -···"··--· 

c:ie la G:S; éÍ.ebido'a'la~expresión constitutiva del gen GS1 de 

alfalfa, dio como resultado .·4()% ::·~ás·. proteína en las plantas transgénicas, 

comparadas con las planta.s. co~trbÍ (;;~~¡;i~' et al., 1993). La sobreexpresión del 

r--------·--·· ....... 
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gen GS 1 de alfaffa fusionado al promotor 3SS. incrementó la fotosintesis y el 

crecimiento de tabaco, crecido en bajas concentraciones de nitrógeno (Fuentes et 

al., 2001). La expresión constitutiva de un gen GS1 de chícharo en plantas 

transgénicas de tabaco, proporciona una ventaja considerable de crecimiento a 

las plantas transgénicas comparadas con las silvestres (Larn et al., 1995). 

Además, la sobrexpresión de la GS2, incrementa el crecimiento entre un 20 y 30o/o 

con base en el peso fresco en plantastransgénicas de tabaco (Migge et aL, 2000). 

Sin embargo, en otros estudios co~t,;,_b~co (Eckes et al., 1989; Hirel et al.,.1992) y 

L. cornicul¡,_tus. (Vincent et al .• 1997)'/!i~/sobreexpresión constitutiva de un gen 

heteró1ogo c:le Gs~ .. résu1tó .;n U.ñ iti~'re~c;ñiri.;entre 30-80% en la~ actiViciad de .1a 

GS1 en· 1,a hoja~ pero no··estuvo asocia:~~:.con un··in~remento ·en .la p~o~e~nao en la 

prod~cción de biorriasa .. EnL; Jap6:if';;Jf;,::tr!,~sf~rinada con una fosÍ~~{ioY?~c;s1s. 
existió .una relación negativa entre la;,;.¡;tiVidacl'.dé ·os de la·raiz y.Íap~o<iU.b'ciÓn de 
biomasa en la planta (Limarni et al., i99~): · .· ' .:·. ·. .· . '';">·t .).~ .. 
Uno de los trabajos más recientes (FeÍ ~t al:~ 200S); repcÍrtan'fa trar1sfo~ación de 

• · ... - - "' • "} • • -- '., . . .- . , .. _.,.. - " ;{;. r>--·· ~- •· -.. ·,, ·, ·-·- .. 

Pisurn sativum. L. cv. Greenfeast c:oí:i}~f:gén. Gs1.s cié>s~ya1éiU,~ '§<fé:i@='á:I:Píi!a uria 

GS citosólica, fusionada a ·3 ¡:>romoto~C:Os distfut()s:;.u'.riocc,on.siitú,ti'1o(3ss), ·.uno 

nódulo-especifico (LBCa) y. un pr~~~,~~~/e~~~~i~€~~~.~; j~;~.f~.~(~;LJ'.,>:·~S~a~o· Úneas 

con copias únicas del gen .Gs1.s:¡una,~d~l:3,SS~,c;s1s.;üna,del!:LBC3'-GSJ5.Y dos del 

::.~::::s:;,=:~~1&~~~~~~~~i~littt.~~.:::=:::~::~ 
hojas de las lineas;transforrn;idas con:las'iconstr\icciones 3SS-GS1S y rolD-GSJS. 

' ..... , .,_ .. .,_. _ .. ,. ... _,_. ·_,.,.,."·· .,;,-... ,--,., .. -·,· •,,.,-, - '··-"·• .... ··. 

en nódulos de las';uné,as\iiB.n~fc:)§acias):orr l~~ fusiones LBC3-GS1 S y rolD-GSl S, 

y en las raíces de' las<uI'.leas' fr~sf-o~adas':.c:?ri. l~s 3 construcciones. A pesar del 

incremento.en lo~ nive1e's cie Gs .• eri. h¿ja,5·y: nódlllos; no existen diferencias en la 

actividad de .. GS en estos tejidos, ,o .;'I'.l~eÍ cib~;~nÍdo total de nitrógeno, fijación de 

nitrógeno, -~ -en ia- a~umula~ión -cie' J;·i:6·~-~~~~)~~~,ti:~-:·t';;daS- Ias lineas transgénicas y 

las· plantas cohtroL Sin embargó, l~s ,tidiisf¿rih~tc!s de ia, constr1:1é:ción rolD­

GSlS, las cuales mostraron los niv~Ie's '~á:~ altos de GS1 en r8.ice~. po's~en 
significativamente mayor actividad d~· GS ,;;;,las raíces que las plantas c~n:~6i:'E:n 
una de las transformantes rolD-GSlS, ,;{incremento en la actividad de GS, r~sU:ltó 
en una disminución en el contenido de nitrógeno y acumulación de biomasa. 
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apoyando los hallazgos de los primeros estudios con L. japonicus (Limami et al., 

1999). Sin embargo, el contenido de nitrógeno y la acumulación de biomasa, no 

fueron negativamente afectados en las otras transformantes de esta construcción;· 

y de hecho, estos parámetros fueron afectados positivamente en el tratamiento 

con nitrato (NOa·) 0.1 mM. Estos resultados indican que la sobreexpresión:'de 

GSlS en varios tejidos de chícharo, no resulta necesariamente en un incremento 

en la actividad de GS. Además ·que él incremento en la actividad de GS.e:n fa raíz 

no siempre resulta en un.decremento én el nitrógeno vegetal y la·acumulació1:1· de 

biomasa; por lo que será.Il importa'ntes futuras-· investigaciones de· la· relación 

entre la actividad de la GS en raíz y las respuestas en el crecimiento. 

Todos estos resultados tan disimiles, hacen pensar que los efectos de la 

sobreexpresión del gen GS 1 en el metabolismo nitrogenado y en el crecimiento 

vegetal, son de amplio rango y parecen ser especie y tejido específicos (Fei et al., 

2003). 

1.11. Lotusjaponicus como sistema modelo de las leguminosas 

Como la planta modelo Arabidopsis thaliana, la leguminosa Lotus japonicus posee 

muchas ventajas genéticas y biológicas (Handberg and Stougaard, 1992; Jiang 

and Gresshoff, 1997). Por ejemplo, posee un genoma pequeño (400 Mb J:>Or 

genoma haploide), es una planta diploide, con un tiempo de generación corto, 

con flores grandes autofecundables, produce gran número de semillas por planta, 

y por el tamaño grande de sus flores y la ausencia de incompatibilidad, ·_es fácil 

realizar cruzas .. Algunas de sus lineas como "Gifu", poseen una alta cap~6°Ídad de 

regeneración por cultivo .ele ; tejidos a partir de secciones de raíz, hiJ:>';:;'.:;ot:ilos y 

hojas. Además,_· es .ré~üci~.;ie '.transformable por Agrobacteriurn, ~[nefa:¡j¡,~i,;;_,.yA .. 

a
rhl.iz, olg9e9n5e,· ss~' .cfahcaiuÜ's~ane····r···.-_ .• _~e:·ot •...•. a.lal··• .• _:.%1.'l:u9''·i:9J8g)e.j nesis. insercional y el marcaje gé~l~~'.'ii~:{ykja.,;r_ et 

L.japonicus posee un numero crornosóIJ'.1ic() l:Íajo 

(n=6), sugiriem:!.C> cC:>~)> ~~1;() la presencia de pequeños grupo~ ~enétic:é:>s y 

moleculares - ligados.' E~ '. cC>ritraste con . A thaliana, L; japoitidt"s es: capaz de 

proporcionar inforni~~iÓi'i.'felacio-nada a los ·procesos vegetales que'di~"gen'. las 

interacciones .. simbiÓtl;:ás : durante la nod~lación y la fijación d¿ .· hi~Ógeno 
(Kolchinsky et al., 1994), y 'simbiosis · mÍcorrizicas (Bonfante et al., 2000)~. Los 

' - .-.,. ' ~ - , ,. :, ' , 

nódulos de tipo determinado se desarrollan rápidamente (entre los 7 y 10 días) 

posterior ª la inocu1a-ción c:'an: .Mi!so'rt;;;,o/::Jiurn loti, cuya secuencia genómica Yª ha 
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sido publicada (Kaneko et al., 2000). Las plantas desarrollan un buen tama:ño, 

permitiendo los análisis químicos y bioquímicos necesarios para pasar de los 

estudios biológicos moleculares- a: -- los aspectos funcionales (Jiang y Gresshoff, -

1993). Además, la estructur8:_co~pleta del genoma del cloroplasto, el anfilisis de 

porciones de secuencia~ _ "';"presadas (ESTs) en yemas florales y el mapa 

cromosómico de Lotus japonfcus; ya han sido reportados (Endo et al., 2000; Kato 

et aL, 2000; Pedrosa et áz.; 2002). 
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II. JUSTIFICACIÓN 

Los recientes avances en la biotecnología molecular vegetal, combinados con los 

estudios tradicionales bioquimico_s~_Y _moleculares -liEln Pf::r-_mitido un gran avance 

en los estudios de la regulación Y::expresiórÍ.de·e~zimas·dave-en·diversas _rutas 

metabólicas. La ingeniería genétiC;;,a'. ~eg~t"a:-i ,h~ j~gacfo :..itl: ;p~pel cl-tici0.I; en estos 

logros, sin embargo; al rnome~~.? 'de e;¿tr~pbiar ,esi~s co0:0cfrnie0:tos ~a plantas de 

interés· ªgrºI1órr1icó, • la_ dfncültad s~ élevá:' · consider~blernente'.-A':Ia·~ec~a,>existen 

ª~A~~~jí~:~t~f~~~~if~~1~i!{t~~~t~~f~~ 
:=:~~;~ft4~t:p:ti:~~i~'~i~lit~~l~~~S~E::~ 
la transferencia de genes por este métod()(~s c:on,:;ide~a~a:;ser n;ie.I1ó~ dependiente 

~~~7:~;¡,§~sir~~'ifi.~ilJ~~~~~~~ 
Franks, 1991; Christou,, 1992):• ~or/10-:t~tC>,,;esfnécesai¡o .. C:onsiderar siempre 

estos factores al tratar de_ irn~leri,,eiiia? ci ~ii~i:;{~-¡:;~·i:üri; ~Íst~~~;i:i~ tr~~forriiación 
mediante esta técnica: <--·• -- , _._; __ '.C,;_,,;. - ~~--~·\";-.,~.:.:-;~\- ' -.2i: 1~;: 

':,,•.' ,-·.,.c.':'·• 

Los sistemas modelo de leiuminosas, tÉtles':coiTló'1E1:1eJiuirii-.:ios"1.forrajera Lotus 

japonicus (Handberg and Stougaard, 1992¡>brindari. la ~~sibilidad de generar 

plantas transgéhicas. altetadás .en :~ri~1:rii'as irripc>rtante~' ;qüe participen en 

diferentes rutas. ffietát>e'.>úcás; ·_pa.ra- conocer ffiá.5 sobre· 1a: función y -regulación de 

dichas enzimas. En iiue~tro C::aio_' particular nos interesa- caracterizar plantas 

modificadas en la expresión de _enzimas importantes en la asimilación de amonio 

como las enzimas del Ciclo GS/GOGAT. Particularmente en este trabajo se 

planteó obtener. plantas transgénicas con modificaciones nódulo especificas de la 

glutaminá sintetasa (GS). 

El uso de secuencias promotoras especificas de tejido, como es el caso del 

promotor del gen de leghemoglobina (de Sesbania rostrata), permitirá restringir el 
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efecto del transgene únicamente al nódulo en condiciones de simbiosis 

(Szczglowski et al., 1996). De esta forma, utilizando la ingeniería genética de 

plantas )'"l<t ef;trategia de la sobreexpresión utilizando un gen de GS 1 de alfalfa 

fusionado :al promotor nódulo específico de leghemoglobina de S. rostrata, se 

permitirá aumentar la cantidad de esta enzima específicamente en el nódulo y 

evaluar su efecto en la simbiosis con Mesorhizobiurn loti. 
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111. OBJETIVOS 

111.1. Objetivos Generales 

III. l. 1. Generar y caracterizar molecular y fisiológicamente, plantas transgénicas 

de Lotus japonicus con sobreexpresión nódulo-especifica de la glutamina 
sintetasa (GS). 

111.2. Objetivos Particulares 

turnefaciens, ·. Lotus 

japonicus usando vectores que portan un geri CJ.':1iIY1•éricC> con , un promotor 
específico de nódulo (SrLbc3p), fusionado "1J. ;gen :.Gs, de:alfalfa, 1 

III.2.2. Demostrar que las plantas. de,L."'Í~P~~i~~i-reg6I"l.eradas d.i~~ués ·de la 
transformación poseen integrados en s~•g~riorii~ íó~ tr~s~~~e~ usad6s .. ' ., ... 

III.2.3. Determinar si la ~prei;;iÓrii~¿~·: l~:,ius'> ~·n:·~Í~:SiJ:,1k1:.i~ 'b'.~¡~é-ni.;as se 

encuentra alterada (sobre-exp;...,-sEict~) en i6s•ri'.ódulc>"s;,d1.ira.At::;:1a.sirnbiosis con M . 

111.2.1. Transformar genéticamente por el mé,todo de A. 

. ·'.·~:Y ;-..... ., ·.~·;',{: ·--: _,.··:''·.:::-'-~··2~::.~·-:,'. ,,;~:·.;-~·-, ... -, " - »-;~·-

loti, a través de: .• : . :·~·······,•,,:>e'". >..-;;.,:>·;. ,.... ··:;. /},; . .,. ·< .. 
*.Cuantific~la. conc~I1tradc5ri.Ciel'rnRNA~de,.18.Gs'("Nor'th.e~ blot"¡· 
* cuan tlfic~ la ~6ii~Jri~f~.;ióri d.;;. 1;._ ~~6~ei:;:¡i 'éi~ c:.w.;,;.~~~ !bio~;,l 
* cu~titÍc~l;_~~f¡~~~~e;~~~6if1J_~~d'~ ii3__o~ .·~-.. '' . ·. 

m.2 .4; * :~ft~n~:eE}~~~tÍii~~~r~~t1~~~ d~ 
1

::~º.¡~idosfccorno producto de 

esta sobt~éRfi~~i~~-·E •.•:.·. , .... :.~ '.·\ ,;::¿· ;;"·;'·<_._,:,,·::~~:;,, ~'.,c.2\ '' .', .¡• .·.·•· .· .. :•,·. . ... :: .. · ... . ., 
III.2.5. L;?~~~ar el mRNA'dc;:1~pf3 •. eri'c!iíererite~~~·:Ui~c:>~ :P?r RT~PCR 'in situ. 
m.2. 6. 1rirriüno~~~~iz~.·,1~\~·r~~F~?;~{a~iªi~·.;f ~:.€Cf:~~~.~:;;t~. difere~tes. ~t~jidos · de 
plantas trarisgéniC::as:•: . :. . . , 
m.2. 7 .. T;~~fdi2:rne;?pt~t;;;; 'ct'e :i,jdpCC,'iiiC:ti,s; C::óri la :fusión •.génicasrglb3p-Gus y 

evaluar el\p;itiórié:te e;;:p~ksióO. delf~ro~'bto;•.pé.r e'n:Sliyo····hi:Stdqi:li~ico del gen 

reportero erl. diferentes ~«°!jidci~ de 1:oi:S pl~ta'~. transforni~das. 
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IV. RESULTADOS 

IV.1. Articulo: 

"Overexpression of" alf'alf"a cyt:osolic glutamine synthetase in nodules and 
flowers of' transgenic Lotusjaponicus plants" 
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Lcgumcs can obtain nitro~cn from symbiotic nitrogcn fixation 
in root nodulcs. Thc J?lutaminc synthctase/glutamatc synthasc 
cycJc ÍS rcsponsihlc ÍOr the initial nitrOl!CO &S."iÍmilation. 
This work. rcports thc analysis of transgenic Lolu.v japonicu.v 
plants "'ith the chimcric gene containini: thc alfalfa cytosolic 
i:lutamine synthctasc (GS 1) (EC 6.3.1.2) gene controlled 
by the Se.-ohania ro.'itrata leghcmoglobin gene promotcr 
(Sr¡:/h3p). Surprisingly,. ali of thc transgcnic primary trans­
formants analyscd wcrc stcrile. Two transformants dcsil!nated 
GS39 and GS44 wcrc furthcr analyscd. GS in nodulcs 
oí GS39 and GS44 plants "·as uprcgulatcd. at thc Je"·cl 
of transcript and protcin. Thc transi:cnic plants had 2-fold 

lntroduction 

lrrcspcctive of nitrogcn source. thc reduccd form of 
nitrogcn ultimatcly availablc to highcr plants for dircct 
assimilution is an1monium. In most plants amn1onium is 
assimilatcd into an1ino acids through thc co-opcrativc 
activity of nvo cnzymcs: glutaminc synthctasc (GS) and 
glutamate synthase (OOOAT) (Lea and Mifnin 1974). 
GS catalyses thc incorporation of an1monia into glutan1ate 
to produce glutan1inc. whilc GOGAT catalyscs thc trans­
fcr of thc amidc group of glutan1inc to 2-oxoglutaratc. 
rcsulting in thc formation of two molcculcs of glutamatc. 
Lcgun1cs can assimilatc arnmonia in thcir root nodules 
whcn this is providcd by thcir microsymbiont (Rhi=obitun 
and rclated spccics) from fixcd atmosphcric nitrogcn. 
Thc nitrogen rcduccd by thc bacteroid is rcleascd to the 
cytosol of nodulc host cclls and it is assin1ilatcd through 
thc OS-OOOAT pathway. 

higher nodulc GS acth·ily and similar root GS acth·ily 
compared to control plants. The GS39 and GS44 stcrile planL,¡¡ 
shoM·cd morphological altcrations in pollcn grains and in 
o\·ulcs. An incrcasc in GS transcript abundance and enzymc 
acth·ity ~·as mcasured durinl! carly and late stages of nowcr 
dc,·elopmcnt of GS plants. ¡.~Jo"·crs of GS plants sho"·cd 
highcr glutaminc contcnt. resultini: in an incrcascd 
glutaminc/glutamate ratio. Thc GS transcript and protein 
"·ere detcctcd in º"'oles. Thesc data indicare that o\·crexprcs­
sion of GS1 in rcproductivc orl!ans critically affccts thcir 
dc,·elopment and might be a rcason for stcrility of L.japonicu.'i 
plants. 

In plants. GS (EC 6.3.1.2) is an octameric protcin \.Vith 
a native molecular weighl of 350-400 kDa (Lea 1997). 
Plants posscss two typcs of GS isozymcs. codcd by a 
gene family. located in thc cytosol (GS 1) or in thc chloro­
plast (OS:;:). GS2 is ceded by a single nuclear gene thal is 
cxprcssed primarily in lcaf n1csophyll cclls and is tightly 
regulated by light (Lam et al. 1996). OS 1 is ceded by 
multiple genes. Scveral membcrs of the GS 1 gene family 
are cxprcssed differcntly in various planl organs such as 
roots. nodulcs. cotylcdons. phlocm. and scnescing leavcs 
(Larn et al. 1996). 

Lcss is known about thc rcgulation of GS 1 gene 
exprcssion in plants or thc significancc of multiple GS 1 
family membcrs. With the aim of improving the under­
standing of GS 1 gene rcgulation. severa) rcsearch groups 
have attempted to manipulatc GS 1 levels by either 

Abhrt•i•itJ1io11s - dpi. days post-inoculation: GS,. cy1osolic glutaminc synthctasc; OS,:. chloroplastic glutaminc synthctasc; GOGAT. glutamatc 
synthusc; GUS. tJ·glucuronidasc: lb. lcghcmoglobin. 
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ovcrcxpressing or downregulating thcir exprcssion (Temple 
and Scngupta-Gopalan 1997). This approach has bccn 
uscd to incrcasc our knowlcdgc on the role and regula­
tion of GS 1 in thc assimilation of reduced nitrogcn 
provided by thc bactcroid to the nodule plant ccl1s 
during the lcgume-Rhi=obiu1n symbiosis. Studies on the 
modulation of GS 1 cxprcssion have bccn performcd 
in the Lotus (sp.) that cstablishes symbiosis with 
Mesorhi:ohi11111 /oti. 

Ovcrexpression of thc soybcan GS 1 gene fused to 
thc cautinowcr mosaic virus 355 prometer in leaves of 
Lorus cor11ic11/at11s resuhcd in changes in ammonium 
assimilation and accclcratcd planl development .. leading 
to carly scncsccnce and prcmaturc nowering when plants 
wcrc grown on ammonia rich mcdium (Vincent et aL 
1997). During thc symbiosis with M. lori these transgenic 
plants showcd decrcascd GS activity in the nodulcs. 
formcd more nodules. and showed an increase in root 
and shoot biomass. which may be due to more efficient 
assimilation in thc transgcnic nodules. as indicated by an 
incrcase in amino acids and a dccrcase in carbohydratc 
contcnt (Harrison et al. 2000). 

Limami et al. (1999) reportcd the characterization 
of transgenic L.japonicus plants that overcxpressed GS1 
in roots. dirccted by thc Ro/D promoter. These plants 
showcd a significantly dccrcased biomass, when 
grown in nitratc. and a different partitioning of nitratc 
betwccn thc roots and shoots "\vas observcd. The authors 
(Limami et al. 1999) proposcd that the higher GS 
activity rcsultcd in an increasc of the flux of amino 
acids dcrivcd from glutaminc and/or glutamate .. 
Jeading to a dccreascd nitrate uptakc and assimilation 
by feedback inhibition. Limami et al. (1999) also found a 
significant ncgativc corrclation among non-transfonned 
L.japo11ic11s ccotypcs bctwecn root GS activity and 
biomass production. 

Jn thcir report Harrison et al. (2000) gavc a summary 
of thcir findings on thc charactcrization of transgcnic 
L.japonicus plants harbouring a chimcric soybean GS 1 
gene fuscd to thc nodulc-specific soybcan lcghemoglobin 
(lb) gene (lbc3) prometer. These plants showed a 2- to 
3-fold incrcasc in nodulc GS activity. ·when grown in sym­
biotic conditions. Although thcir nodulc biomass and 
nitrogcn fixation "vcrc unaffcctcd. thc trangcnic plants 
showcd a significant dccreasc in plant biomass. Thc 
authors suggcstcd that thc nodulc GS overexprcssion 
had a dctrimcntal cffcct on thc overall n1ctabolism of 
thc nodule (Harrison et al. 2000). 

This papcr rcports on thc charactcrization of trans­
genic plants from thc modcl lcgumc L.faponicus expres­
sing thc alfalfa GS1 gene directcd by the Sesbania 
rostrata lb (g/h3 gene) promoter (Srg/b3p). Lb is a nodu­
tin that plays a crucial role in symbiosis by facilitating 
oxygcn diffusion to activcly rcspiring bacteroids 
(Appleby 1984). thc Srg/b3p was used with the aim of 
dirccting GS 1 ovcrcxprcssion to thc nodule. The trans­
genie plants obtained had elevated (around 2-fold) GS 
activity in nodulcs. 1t was f'ound that thcsc plants wcrc 
stcrilc and had morphological altcrations· in ovules and 
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pollcn grains. Morcover,. enhanced levels ofGS 1 mRNA 
and protein were detected in ovules. 

Materials and methods 

Vector construction 

Plasmid pRS6 (Fig. JA). derived from the pBII21 binary 
vector {JefTerson et aL 1987) .. was constructed in two 
steps. In the first step. the Hi11dlll-Asp718 fragment 
(1.9 kb) from pLK83E (Szabados et al. 1990. kindly 
providcd by Dr Frans de Bruijn. INRA-CNRS. Castanet­
Tolosan. France) containing Srglb3p was exciscd and 
cloned in to the samc si tes of pSP73 (Promega9 Madison .. 
WI. USA).. thus generating the intennediate vector 

e 
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1.1 kb 
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Fig. 1. Schcmatic rcprcscntation of plasmid pRS6. PCR and 
Southcrn·blot analysis. (A) Plasmid pRS6 harbours thc chimcric 
gene containing alfalfa GS1 cDNA fuscd to thc S. rostrata glb3 
promotcr (Srg/b3p) and thc nopalinc synthase transcription 
terminator (NOSt) flanked by thc npt 11 and gus markcrs from 
pBrt21 plasmid (JcfTcrson et al. 1987). Thc rcgion is flankcd by the 
right (RB) and left (LB) bordcrs of thc A. tumefaciens T-DNA. 
PCR: fragment amplilicd by PCR. PI and P2: fragmcnts used as 
probcs. (B) BamHI. X: X/Jot. H: //indlll. A: A.'E'p718. B. PCR 
amplilication of thc l. t kb fragment containing thc Srg/h3p-GS1 
gene fusion. (C and D) Southem-blot analysis of gcnomic DNA. 
DNA (IOµg) from GS. CI or non-transfonned (NT) plants was 
digcsted with Hindlll and probcd wilh thc PI fragmcnt (C). or 
digestcd with BamHI and probcd with P2 fragment (D). The 
numbcrs on the right refcr to thc positions of molecular lcngth 
markcrs in kilobases. 



pRSI. In the second step the prcviously reportcd 
pGHI 14 plasmid (Fuentes et al. 2001) that harbours a 
chimcric alfalfa GS 1 gene was used. The Xltol-Asp718 
fragment (0.4 kb) from pGH 114 containing the 35S 
cauliflower mosaic virus promotcr was cxcised and rcplaccd 
by the Xlrol-Asp718 fragment from pRSI containing 
Srglb3p. thus generating plasmid pRS6. As shown in 
Fig. 1A pRS6 bears a chimcric GS, gene. containing 
the Srg/b3p fused to the complete cDNA coding region 
of alfalfa (Medicago satfra) GS 1 (OasSarma et al. 1986) .. 
and thc nopalinc synthetasc transcription tcrminnt<?r• 
nankcd by the nprll and gus markcr genes. 

Plant transformation and growth 

Agrobacteriz1111 111n1efacie11s EHAlOS strain '\Vith the 
binary vectors pRS6 or pBI 121 were used to transform 
L.japonicus ecotype Gifu B-129 hypocotyls as rcported 
(Handberg and Stougaard 1992). L.japonicus secds were 
kindly provided by Dr Jens Stougaard (University of 
Aarhus. Denmark). Kanamycin IOOrngl- 1 was used for 
selcction of putative transformed shoots. Transgenic 
plants were transferred to pods with vermiculite for 
maintenance in gro'\vth chambcrs at 24ºC with a 16/8 h 
photoperiod providcd by cold Ouorcsccnt lights or in thc 
grccnhousc. The plants '\verc watcred with B & D nutrient 
solution (Broughton and Dilworth 1971) supplemented 
'\Vith 10 rn.Af KN03 as thc nitrogen sourcc. Stcrilc 
transgenic plants that did not produce secds '\Verc 
propagatcd clonally through stcm cuttings and rootcd 
in vcrmiculitc-agrolite mix ( 1: 1 ). Fcrtile control trJ.nsgenic 
plants werc allowed to sclf-fertilizc and seeds from thc T 1 

gcneration wcrc used for furthcr cxperimcnts. For analysis 
of thc symbiotic phenotype stcm cuttings from sterilc plants 
'\Vere allowcd to root in venniculite-agrolite mix and were 
"vatcred with B & D nutrient solution (Broughton and 
Dilworth 1971) without nitrogcn for 4 '\Vccks. Thcn they 
'\Verc inoculated '\\.'ith Af. loti NZP2235 and '\Vcre analysed 
al 21 days post-inoculation (dpi). 

DNA isolation,, PCR and Southern blot analysis 

lsolation o.f.L.japo11ic11s DNA was carried out using thc 
PUREGENE (Gentrn Systemsl. Minneapolis. MN. 
USA) plant tissuc DNA isolation kit. PCR was pcr­
formcd using IOOng total DNA and AmpliTaq polymer­
asc (Applied Biosystcms. Foster City. CA. USA). The 
primer pair uscd for thc amplification of a J .1-kb frag­
ment from the Srg/b3p-GS 1 gene fusion (Fig. JA) was: 
forward primer (Srg/h3p) 5-'CAATCACAAGGAAT­
AACTC-3'. reverse primer (GS) 5'-CGCCCTGTC­
AATCTACGCTCG-3'. For Southern blot analysis IOµg 
of plant DNA was digcsted with Ba111HI. scparatcd by 
elcctrophorcsis and transfcrrcd to Hybond N+ men1-
branc (An1crsharn Lifc Scicnccs. UK). Hybridization 
was pcrforn1cd at 65ºC using .J:?P-labcllcd PCR amplified 
l.:? kb intcrnal gus gene fragn1cnt (P2) as pro be (Fig. 1 A). 

RNA isolation and Northern blot hybridization 

Total RNA was isolatcd from nodulcs. using TRlzolTM 
rcagent (Gibco BRL. Life Tcchnologics. lnc .• Grand 
lsland •. NY. USA). Total RNA from flowers. was 
isolated using RNcasy Plant Mini Kit (Qiagen GmbH. 
Geirnany). RNA samples (IOµg per lane) were separated 
by electrophoresis on fonna)dehyde gcls and transferred 
10· positivcly chargcd nylon membrancs by capillary 
action. Mcmbrancs wcrc prc-hybridized for 2 h al 50ºC 
in DIG Easy Hyb (Roche Diagnostics GmbH. Manheim. 
Gcrmany). Hybridization was perforrncd overnight at 
50ºC with PCR amplilied 0.6 kb interna) fragment from 
the GS 1 gene (PI) (Fig. JA) as probe. The probe was 
Jabelled using the PCR DIG labelling mix (Roche Diag­
nostics GmbH,, Manheim. Gcrmany) and the filters wcre 
washed according to thc rnanufacturer instructions. 

Protein extraction and Western immunoblotting 

Prcparation of protcin cxtracts frorn nodules and nowers 
was carried out at 4ºC. Plant material was homogcnized 
in a rnortar and pestlc with 2 vols (w/v) of cxtraction 
bufTer (50mM Tris-HCI (pH 8.3), IOmAf magnesium 
acetate. 1 mM Na2 -EDTA. 10°/o (v/v) glycerol. and 
J mM PMSF). and 10% (w/v) polyvinylpolypyrrolidone. 
The homogenatcs wcrc ccntrifuged al IOOOOg for 
1 S min. Supcrnatants were fractioned with ammoniun1 
sulphate. thc 30o/o-75°/o fraction \Vas recovcrcd. dcsalted 
and rcsuspended in 50 mM Tris-HCI bufTer (pH 7). Pro­
tein contcnt was dctcrmined with a microassay based on 
the Bradford proccdurcs (Bradford 1976). Protcin sam­
ples (1 O µg) were separated by discontinuous SDS-PAGE 
elcctrophorcsis (Lacmmli 1970) (10°/o resolving gel and 
So/o stacking gel). blottcd onto nitrocellulose and incu­
batcd at room tcmpcrature with thc primary antibody 
dirccted against bcan nodule GS 1 (kindly provided by 
Dr Miguel Lara. CJFN-UNAM. Mexico). An alkaline 
phosphatasc conjugatcd sccondary antibody was uscd 
and developcd with 5-bromo-4-chloro-indolyl phosphate 
and nitroblue tetrazolium saltas substr..ites (Sigma Chem­
ical Co .• St. Louis. MO, USA). 

Determination of enzyme acth·ities 

Histochemical J3-glucuronidase (GUS) activity assay was 
performed as described (JefTerson et al. 1987). GS activ­
ity was detcrmincd by thc transferasc and thc synthetasc 
assays (Ferguson and Sims 1971) frorn 21 dpi nodulcs .. 
nodule-dctached roots. or nowers at diffcrcnt develop­
mcntal stagcs. Freshly cut tissues wcrc homogcnizcd .. at 
4ºC. with 2 vol. (w/v) cxtraction buffer mentioncd beforc 
with the addition of 10% of polyvinylpolypyrrolidonc,. 
centrifugcd twice al 12000g for 15min and thc clear 
supcrnatants werc rccovcrcd to determine thc GS activ­
ity. Nitrogcnase activity was dctcrrnincd in dctached 
21 dpi nodulated roots by acctylcnc rcduction assay. 
Thc~ d~ta wcrc analyscd by an unpaircd t-tcst. 
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Light microscopic analysis 

Flowers in anthesis werc fixed at the sitc of coilection. 
The material fixed in glutaraldehyde was dehydrated in 
alcohols and embedded in LR white. Sections (l-2µm) 
were cut with an ultramicrotome and were stained with 
toluidine blue. Photomicrographs were taken on a Zeiss 
photomicroscopc. 

In situ RT-PCR analysis 

Sections (3 µJW) of nowcr tissucs mountcd on silanized 
slides (DAKO Corporation. Via Real Carpintería. CA .. 
USA) were covered with EZ rTth kit reaction mix (25 µI) 
(Perkin Elmer. Applicd Biosystems Division.. Fostcr 
City. CA. USA) containing 206 µM Alexa-Fluor 594-5-d­
UTP. Bcforc adding thc rcaction mix to the tissue. 25 µI 
Scaling Starter Kit (MJ Rcsearch. Walthman. MA .. 
USA) wcrc addcd to avoid the reaction cvaporation. 
Tissuc scctions with the rcaction mix were covcred with 
a coverslip and incubated for thc RT stcp at 65ªC for 
20 min. Thc internal GS 1 gene primers uscd were: reverse 
primer: 5'-CGCCCTGTCAATCT ACGCTCG-3'; forward 
primer: 5'-GAGAGCCCATTCCCACCAACA-3'. The 
PCR conditions "vcrc: dcnaturc at 94ºC for 30s. 
annealing 60ºC 30s and cxtension 72ºC 1 min .. during 
1 O cyclcs in a PTC-100 Programmable Thcrrnal Controller 
(MJ Rescurch, Walthman, MA, USA). Thc slides wcrc 
"vashcd with absolute cthanol for 1 min. thcn with stcrilc 
1 n1A/ EDTA tivc times. and "'ere incubatcd overnight at 
4ºC in a humid container protcctcd against the Jight. 
Samples wcre mountcd in Fluoromount G Water Base 
(Electron Microscopy Scicnces. Washington. PA. USA) 
and obscrvcd in a Bio-Rad MRC-600 systcm (Bio-Rad 
Laboratorics. Hcrculcs. CA. USA) fitted to a Zeiss 
Axioskop. Thc sections nuoresccnce associated with thc 
Alcxa-Fluor 594-5-dUTP was visuatized using filler 
settings at 590nm ofcxcitation and 615nm ofemission. 

GS immunolocalization 

Harvcstcd flowcrs 'verc immediatcly fixed overnight in 
FAA solution (5°/o formalin. 5% glacial acetic acid .. 50o/o 
cthanol. 27°/o water. v/v) at room tcmperature. Then 
tissucs werc dchydratcd gradually in 50º/o. 70º/o. 80%. 
95°/o and 100°/IJ cthanol solutions and transferrcd to a 
histomatic tissuc processor (Jung Histokinette 2000. 
Leica Microsystcms. Wctzlar. Germany) for infiltration 
and paraftin embcdding. Thick scctions (3 µm) were thcn 
obtaincd and directly mountcd onto silanized siides 
(DAKO Corporation. Via real Carpintería. CA .. USA). 
with thc paraftin bcing removed by imn1crsion of the 
slidcs in xylcne solution. Thc scctions wcrc subscquently 
rchydrated in 100°/o. 95°/o. 80°/o, 50o/o and 30o/o ethanol 
and distillcd "vatcr and finully air-drit!d. Sections wcrc 
first incubatcd for S n1in in 6°/o H 2 0 2 • rinscd in PBS 
buffer {pf-17.4) and incubatcd with primary antibody 
dircctcd against bcan nodulc GS 1 dilutcd 1:100 in PBS 
buffer for 1 h at room tcmpcraturc. Sections were thcn 

l'h"· .. 101. J>lan1. 117. ::!oo:-

washed 3 times with PBS buffer and incubatcd for 30 min 
with DAKO Iink-antibody. Thcn · slides werc washcd 
3 times for 5min with PBS buffer and thcn incubated 
30min with DAKO Strcptavidin-Peroxidase antibody. 
Slides werc again washcd 3 times "vith PBS buffer and 
thcn incubated for 15-30min. in the dark. with DAKO­
DAB (diamino benzidinc) solution. The rcaction was 
stopped with distillcd water. Tissuc sections wcre dehy­
drated in alcohol and tinally equilibratcd in xylenc 
before mounting. Scctions were viewed through a light 
microscopc. GS signals wcrc visualized as ochrc 
prccipitate. The sections were countcr stained with 
haematoxilin to resolvc the rcgions without GS signals 
as blue stain. 

Dctcrmination of amino acids contcnt 

Amino acids were cxtracted with 80% cthanol from 
50 mg fresh harvested open flowers. The extracts were 
incubated al 37ºC for 2 h and centrifuged (12 000 r.p.m). 
then the pellets were lyophilizcd. Amino adds were 
determined by HPLC reverse phase analysis using a 
pre·column derivation tcchnique with 9-fluoromethyl 
chloroformate and a Nova-Pack CJ 8 column (Watcrs 
lntcrnational, Hertfordshire .. UK). 

Rcsults 

Obtaining transgenic L.japonicu.'f plants with thc alfalfa 
GS1 chimcric gene 
Transgenic L.japonicus plants containing the nptll 
and gus marker genes .. plus the chimeric gene containing 
thc alfalfa GS 1 cDNA fuscd to thc Srg/h3p and thc 
nopaline synthctase transcription tcnninator wcrc obtained 
after transformation of plantlets hypocotyls with 
Agrobacterit1111 tunU?faciens harbouring pRS6 plasmid 
(Fig. IA). The Srg/b3p 'vas previously demonstrated to 
direct the cxpression of reporter genes to thc nodules of 
legumes such as L. cornicu/atus (Sza.bados et al. 1990) 
and L.Japonicus (Szczyglowski et al. 1994). The presencc 
of thc transgcncs in kanamycin-rcsistant .. primary transfor­
mants (To), was initially confirmcd by histological GUS 
activity and by PCR analysis. Thesc were designated as 
GS plants. Also .. transgcnic L.japonicus plants contain­
ing only thc markcr genes from pBl121 were obtaincd 
and used as control. Thc control transgcnic line further 
analysed was dcsignated as CI plant. 

Ali the control primary transformants obtained devcl­
opcd normally and were allowed to self-fcrtilizc. AIJ the 
To control plants obtaincd werc fcrtilc and dcveloped 
normal sccds. Seeds from the T 1 gcncration of the CI 
Jinc were uscd for further cxperimcnts. Howcver. whilc 
all thc GS plants obtaincd grew normally in non-symbiotic 
conditions watcrcd with nutricnt solution containing 
nitrate as nitrogcn sourcc .. they ncvcr produced secds. 
Forty two GS primary transformants analyscd devcl­
oped no,vcrs but did not form pods. indicating that 



fcrtilization was not occurring in thcsc plants. Cross 
fcrtilization of the GS plants was tried using the polten 
from non-transformcd plants. but no pods \.Vere devel­
opcd. Onc of the GS plants dcsignated GS44 formed 
sorne pods aftcr self-fcrtilization,. but these pods wcrc 
abnormal: they wcre vcry small and very fcw seeds were 
forn1ed inside each pod. Fcw sccds from thc T 1 genera­
tion of GS44 wcrc obtaincd but only onc seed gennin­
atcd and dcvcloped into a plant. However. the only T 1 
GS44 plant also fon11ed only fcw abnormal pods with 
fc\v sccds in cach onc. The sceds from the T 2 generation 
ofGS44 showcd a low pcrccntage of germination (24%) 
as compared to the average germination in control sccds 
(85o/o). Thc fcw T, GS44 plants that could be obtaincd 
frorn thc sceds that gcrrninated had an affcctcd devclop­
mcnt. they grcw much smallcr than control plants. sho\v­
ing a dwarf phcnotype. and they could not be nodulatcd 
by l\f. lori. 

The only way found to analyse the symbiotic pheno­
type of the sterilc GS T 0 plants was to propagate them 
clonally as stem cuttings. which when rootcd were inocu­
latcd with l\f. lori NZP2235. Small clona! populations of 
each GS linc wcre assayed for nodulc GS activity and 
comparcd to that of control plants. One third of the 42 
GS lincs analyscd had slightly increascd GS specific 
activity. which was approximatcly 2-fold of the activity 
in nodulcs of Cl plants. Northern blot hybridization 
analysis rcvealed a moderatc incrcase in GS transcript 
levels that corrclatcd \Vith the increase in GS activity 
obscrved in thc nodulcs of 14 GS plants. The GS spccific 
:tctivity dctcctcd in the roots of thesc transgenic plants 
\Vas not altcrcd. it \Vas similar to the activity in roots of 
CI plants. Two lincs dcsignatcd GS39 and GS44, that 
had simiJar nodulc GS ovcrexpression phenotypes to the 
oth\!r GS plants analyscd. wcrc sclected for further study. 
For n1aintenancc. thcse lincs \\"ere grown in non-symbiotic 
conditions. 

Thc prcscncc of thc Srg/h3p-GS 1 chimeric gene in the 
trunsgcnic plants was confirmed by PCR analysis. Trans­
g~nic plants from GS39 and GS44 lines sho·wcd thc 
cxpcctcd PCR fragment (1.1 kb) corrcsponding to thc 
Srg/h3p-GS 1 junction. while the control plant did not 
sho\v this fragmcnt (Fig. 1 B). Stable intcgration of the 
GS1 trunsgenc in l\\'O GS lincs was confirmcd by South­
crn blot analysis. Using the PI GS 1 gene fragmcnt as a 
prnbc (Fig. IA). thc cxpcctcd hybridization band (3 kb) 
was obscrvcd in the Hi11dlll digcstcd total DNA ofGS39 
and GS44 plants (Fig. IC). No hybridization band was 
rcvcalcd for DNA from non-transformed and Cl plants 
(Fig. IC) indicating that undcr the stringent hybridi7..a­
tion conditions uscd. the host L.japonicus GS 1 gene did 
not hybridize with thc alfalfa GS 1 gene fragment used as 
a probc. To assess copy numbcr of insertcd T-DNA. 
DNA digcstcd with Ban1HI was hybridizcd '""ith the P2gus 
gene fragincnt (Fig. JA). A non-transformcd L.japo11ic11s 
plant lackcd a hybridization band. while a plant from 
thc CI linc showcd only onc copy of thc T-DNA 
(Fig. 1 D). Thc hybridization patterns indicatcd that 
thc GS39 linc had at lcast fivc T-DNA inscrtions and 

the GS44 line had at least two T-DNA insertions 
(Fig. 1 O). However. thcse data may not reflect the 
prcsence of the entire Srg/b3p-GS1 lransgene. The dif­
fercnt hybridization patterns observed confirmed that 
cach GS plants arosc from independent transfonnation 
events. 

o,·erexprcssion of GS1 in nodulcs of GS Unes 

GS39 and GS44 lincs were propagated clonally and when 
rooted werc inoculated with M. loti. Molecular analysis 
was performcd to determine the ovcrcxpression of thc 
GS 1 transgcne in the nodules of GS39 and GS44 com­
pared with Cl plants at 21 dpi. whcn mature nodules of 
control plants show the highest activity of ammonium 
assimilating cnzyn1es (data not sho\\.'n). Northern blot 
analysis revcaled a band with a nlolecular weight corrcs­
ponding to that reported for GS 1 RNA .. with stronger 
intensity for GS lines (Fig. 2A). The faint hybridization 
signal in the control plant was due to the cross­
hybridization of the alfalfa as, probc with the native 
L.japonicus nodulc GS 1 RN~. The hybridization signal 
in the GS39 and GS44 lincs. however .. was substantially 
highcr because the alfalfa GS1 probe hybridized more 
cffectively with homologous alfalfa GS 1 RNA than 
\vith nativc L.Japo11icus nodule GS 1 RNA (Fig. 2A). 

Thc expression of alfalfa GS 1 polypeptide in L.japoni­
cus nodules was analysed by Western immunoblot using 
bean GS 1 polyclonal antibodies. A significant increase in 
the amount of GS 1 protcin in cxtracts of the nodules of 
GS39 and GS44 was obscrvcd (Fig. 28). Quantification 
of several immunoblots by imagc densitometry demon­
strated a consistent increase in GS protcin of approxi­
mately J 73o/o of the control in thc GS39 line and of 
137º/o in the GS44 line. 

The ovcrexpression of GS observed at the RNA and 
protein lcvels (Fig. 2A.B) corrclatcd with clcvatcd GS 
activity (Fig. 2C). Thc GS activity from nodules of 
GS39, GS44 and CI lincs was detcrmincd by thc rapid 
and commonly used transferase assay (Fcrguson and 
Sims 1971). which allows detection of high rates of 
•apparenC activity (Lea et al. J 990). Howcver .. thc syn­
thetasc assay (Ferguson and Sims 1971). which mcasurcs 
GS in a biosynthctic direction. was also used to confirm 
the increase in GS activity in thc transgenic lines 
(Fig. 2C). Both cnzyme assays gave identical results: the 
GS specific activity from nodules (21 dpi) of GS39 and 
GS44 lines was approximatcly 2-fold higher than the 
activity present in nodules from control plants (Fig. 2C). 

GS activity was also dctermincd in roots and leaves of 
transgcnic GS39 and GS44 plants. comparcd to Cl 
plants (data not shown). The GS spccific activity in 
roots of the transgenic plants was much lower than in 
nodules and it was similar to activity in the roots of 
control plants. The lea ves GS spccific activity was similar 
in the GS and in the control plants. These results werc in 
agrccment with thc cxpected nodule-specific GS ovcr­
cxprcssion. 
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Fig. 2. Anulysis of alfalfa GS 1 gene cxprcssion in nodulcs of 
lransgcnic GS tincs al 21 dpi. (A) Northcrn-blot analysis of GS 1 
mRNA. Total nocJulc RNA (IOµg) frorn tmnsgcnic and control 
plants was hybridizcd with PI (shown in Fig. IA) and EtBr-staincd 
28S and 18S rRNA was uscd as loading control. (B) Wcstcrn-blot 
analysis. Protcin cxtracts ( 10 µg) wcrc prohcd with bcan GS 1 
antihody. Shown is a represen ta ti ve immunoblot of a total of threc 
cxpcrimcnts. (C) Nodulc spccil1c activity of GS. Enzymc activity 
from cxtructs of nodulcs was dctcnnincd using thc transfcrasc 
and thc synthctasc assays. Valucs are mean ± standard dcviation 
of 18 mcusurcmcnts from 3 indcpcndcnt cxpcrimcnts. •significant 
ditTcrcncc ( P =O.OS) 
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Nitrogenasc specific activity determined in nodulatcd 
GS39 and GS44 plants was similar to the activity prescnt 
in nodulated CI plants (data not shown). Nodulated 
GS39 and GS44 plants showed similar growth rate .. on 
foliage DW basis .. than the nodulated CI plant. 

Nodule GS 1 ovcrexpression .. that was evidenced at thc 
levcl of transcript .. protcin,. and enzyme activity. did not 
show an cffcct on growth of GS39 and GS44 plants in 
symbiosis with M. loti. Thcsc transgenic plants had a 
similar symbiotic phcnotypc to wild-type L.japonicus 
plants . 

Microscopic examination of reproductive structures of 
GS lines 

Sincc all of thc transgenic plants obtained with thc 
Srg/b3p-GS 1 chimeric gene wcrc sterile. we investigatcd 
whether the GS39 and GS44 plants had alterations in 
thcir reproductive structures. The morphology of pollcn 
grains and ovules. from mature flowers of transgcnic 
plants. was cxamined by light microscopy and comparcd 
to that observed in the Cl plant. The average size of thc 
poHcn grains was estimated to be similar in control and 
GS lincs (Fig. 3A-C). Bcsidc normal pollen grains that 
wcrc plurnp and round (Fig. 3A). the GS39 and GS44 
lincs showcd a grcat proportion of aborted pallen grains 
(Fig. 3B .. C). Son1e of thc aborted pallen grains werc 
scvcrcly collapscd rcsulting in a shrunken phcnotypc, 
whilc others wcrc empty with thc cytoplasm spilled 
(Fig. 38.C). Aborted pollcn grains wcrc absent in the 
CI plant (Fig. 3A). 

Thc microscopic analyses of the ovules rcvealed that. 
as opposed to thc CI linc (Fig. 30). thc GS lines showcd 
a nccrotic zonc in the chalaza, the rcgion where the 
nuccllus. thc intcguments and thc funiculus merge; accu­
mulation of dense compounds .. that could be tannins, 
was observed (Fig. 3E.F) . 

Thc sterility of the L.japonicus GS transgenic plants 
corrclates with drastic alterations in their reproductive 
structures. both abortcd pallen grains and dense com­
pounds accumulation in the ovules. 

GS1 cxpression and amino acids contcnt in no,..·crs of 
GS lines 

To determine if the alterations in thc rcproductive struc­
turcs observed in the GS39 and GS44 lincs (Fig. 3) rnighl 
be duc to a dircct biochcmical cffect of thc transgenc 
during flowcr dcvclopment and pollcn and ovules forma­
tion. nowcr buds werc assayed for GS¡ overexpression. 
The GS transcript abundancc and cnzymc activity werc 
detcrmined al thrcc different stagcs of flower develop­
ment. The flowcrs wcrc catcgorizcd by gross morpho­
logical fcaturcs: carly buds .. buds lcss than 5 mm in length; 
mid buds.. pctals exposcd but unopcncd; and open 
flower.. flowcr in anthesiS. Total RNA was isolatcd 
frorn flowcrs of GS39. GS44 and CI plants at thrce 



diffcrcnt stagcs of dcvclopment and hybridizcd with 
alfalfa GS 1 cDNA probc. Thc cndogcnous GS 1 tran­
script in Oo"vcrs fron1 thc control plant was more abun­
dant in thc carly buds and it decrcascd in thc mid buds 
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Fig. 3. Light microscopy cxamination of 
pollcn grains and ovules. (A. B and C) 
Polleo grains in control and GS lincs. 
Bar= 15.3 µm (A); 11.6 µm (B and C). 
P: normal polleo grain; AP: aborted polleo 
gruin. (D. E and F) Ovules in control and 
GS lines. Bar=44µm (D); 90µm (E); and 
62 µm (F). Arrows indica te nccrotic zones. 

and open Oowcrs (Fig. 4A). Flowers of GS39 and GS44 
lincs also showcd more GS1 transcript in the early buds 
than in thc latcr stages of development. Howcver. in all 
three devclopmental stngcs tested .. the GS 1 transcript was 

28S 

INS Fig.4. Analysis of alfalfa GS 1 gene 
expression in flowers. (A) Northcrn-blot 
analysis of GS1 mRNA. Total nowcr RNA 
(lOµg) from flowcrs at thrcc diITcrcnt 
dcvcloprnental stagcs (mid. early and open) 
from GS and control lincs was hybridizcd 
with PI (shown in Fig. 1 A) and EtBr-staincd 
28S and l SS rRNA was used as Joading 
control. (B) Flowcr spccific activity of GS. 
Enzymc activity from nowcrs ut thrcc 
diITcrcnt dcvclopmcntal stagcs was 
dctcrmincd using thc transfcrasc assay. 
Valucs are thc mean ± standard dcviation 
from 10 mcasurcmcnts from thrcc 
indcpcndcnt cxpcrimcnts. •Significunt 
diffcrcncc (P=0.05). 
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Table J. Glutaminc and glutumatc contcnt in Oowcrs. 

Line 

Cl 
GS39 
GS44 

Glutamine 
µmol mg protcin- 1 

0.041 (±0.001) 
0.059 (±0.004) 
0.048 (±0.001) 

Glutnmatc 

0.0056 ( ± 0.0002) 
0.0060 ( ± 0.0005) 
0.0063 ( ± 0.0006) 

gln/glu 

7.22 (±0.30) 
9.95 ( ± 0.35) 
7.42 (±0.61) 

Mean (±so). Thrce to six measurcmcnts from Oowcrs or thrcc 
differcnt plants from each linc. 

more abundant in nowers of the GS39 and GS44 lines 
compared to the Cl line (Fig.4A). The overexpression of 
GS 1 during nower development correlatcd with the sig­
nificantly highcr enzyme activity detected in flowers of 
GS39 and GS44 plants compared to Cl (Fig.48). At the 
carly stage of dcvelopmcnt nowcrs of GS. plants showed 
113º/o to 141º/o GS spccific activity. while al the )ate 
stage of devclopment the activity was 121 % in GS39 
flowers and 156°/o in GS44 nowers. compared to control 
flowers (Fig.48). These results suggest that the alfalfa 
GS 1 transgene was expressed in the GS39 and GS44 
flowers in addition to thc endogenous L.Japo11icus GS1 
gene. 

The glutaminc and glutamate content was rneasured in 
open flowcrs of transgenic and control lines in order to 
determine if the GS overexpression resulted in increased 
glutamine synthcsis and disturbed glutamine/glutarnatc 
ratio. Glutaminc contcnt was 20o/o to 40o/o higher in 
flowers of transgenic plants than in nowcrs of e 1 plan t. 
while glutamatc content werc not significantly different 
(Table 1). Consequently, a significantly highcr gluta-

CI 

A 

B 

e 

mine/glutamate ratio was obscrved in flowers or thc 
GS39 and GS44 transgenic plants (Table 1). 

In situ RT-PCR and immunoJocalization experimental 
approaches were perfonned for further analysis or the 
GS1 expression in the afTected reproductive organs of 
flowers from the GS39 and GS44 lines (Figs3 and 4). 
To analyse the expression of the transgene at the RNA 
level, RNA detection was performed by in situ RT-PCR 
using specific GS1 gene interna) primers and Alexa-Fluor 
594-5-d-UTP. The expcriment was carried out in anthesis 
nowers deprived of petals from GS39. GS44 and CI 
plants. The yellow fluoresccnce of the ovule tissue 
sections revealed the presence of the GS1 transcripts 
around the integument that delimit the embrionary sac 
and in the chalaza (Fig. 5A,8). The nuorescence signal 
observed was much more intense in the sections from thc 
GS39 and GS44 flowers than in the CI nowers 
(Fig. 5A,8). 

GS1 immunolocaJization was also perfonned on sec­
tions of anthesis nowcrs deprived of petals. The signal 
that indicated the presence ofGS 1 protein was visualizcd 
as an ochre precipitate in Fig. se. that shows scctions 
from the ovules of the transgenic and control plants 
similar. though not identic31. to those shown in Fig. 58 
for RT-PCR. These observations indicated that GS 1 
protein was primarily localized in the same ovule tissues 
where the RNA was detectcd: the integument that 
delimits the embrionary sac and in the chalaza~ but also 
intense ochre precipitate can be observed in the central 
part of the ovule (Fig. 5C). Thc signals were much more 
intense in GS lines that in thc control line (Fig. 5C). 

GS39 GS44 

Fig. 5. In situ RT-PCR dctcclion ofGS1 mRNA and GS1 immunolocalization in Oowcr tissucs. (A and B) Confocal lascr scanning microscopc 
imagcs takcn aftcr in situ RT-PCR from ovary scctions with GS 1 spc..'"'Cillc primcrs. Thc square in A pancls indicatc thc field shown in B pancls. 
rcspcctivcly. Bar= 250 µm (A) and 50 µm ( B). Arrowhcads indicutc thc highcst ycllow fluorcsccncc signa Is of Alcxa 594-dUTP (Molecular 
Probcs) in GS lincs. (C) lmmunolocaliz.ation ofGS 1 pro1cin in ovules orcontrol and GS Jincs. Scctions wcre vicwcd through a light microscopc 
and signa Is wcrc \.·isualizcd us ochrc precipita te. Bars =SO µm. 
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lmmunofluorescent analysis using similar tissue sections 
fron1 tlowers of the GS and control plants gavc similar 
results as thosc obtained using the abovc-mentioncd 
immunolocalization approach (data not shown). Thc 
different control Jevcls (transcriptional. translational 
and post-translational) that regulate plant GS 1 expres­
sion (Temple et al. 1993. 1998) may explain the difTercnce 
in the strength of thc RT-PCR versus immunolocaliza­
tion signats that werc observed in the ovules of the 
transgcnic plants (Fig. 58.C). 

Thcse results indicatc that GS1 was ovcrcxprcsscd 
in thc fcrnalc reproductive structures (ovules} of the 
GS transgenic lines. Thc GS1 cxpression and disturbcd 
glutuminc/glutamate rJtio corrclates \.vith the morpholo­
gica.l alterations of thcse structures and with plant 
infcrtility. 

Discussion 

Due to the central role of GS in plant nitrogen metab­
olism. severa} groups havc attcmpted GS 1 ovcrexprcssion 
in transgenic plants to improve nitrogt:n use efficiency. 
and consequently to improve plant growth or crop pro­
duction (Miflin and Habash 2002). However. mixed 
results showing either positive or negative cffects in 
plant growth. have been obtaincd. Rcccnt reports 
rcvcalcd that the cctopic ovcrexpression of GS 1 in 
transgenic tobacco resulted in improvcd plant growth 
(Fuentes et al. 2001. Oliveira et al. 2002). Fuentes et al. 
(2001) demonstrated that tobacco plants overexpressing 
the alfalfa GS 1 gene displayed a growth advantage when 
con1parcd to control plunts. and proposed that this \Vas 
duc to the ability of the transgenic plants to maintain 
normal photosynthctic rutes undcr nitrogcn limiting con­
ditions. Olivcira et al. (2002) rcported the positive efTcct 
of pcu GS 1 ovcrexpression in grov.:th of transgenic 
tobacco that corrclated with enhanced photorespiratory 
ratcs and increased reassimilation of photorespiratory 
amrnonium. Rcscarch performed on ccreals .. such as 
"'-'he.at. and on trces. such as poplar. has also revealed 
positive cffccts on plants growth rcsulting from the over­
exprcssion of GS 1 (Gallardo et al. 1999. Habash et al. 
2001). A transgcnic \Vheat plant that overcxprcssed bean 
GS 1 from thc rbcS prometer~ showed incrcased root and 
gr~1in dry muttcr ns well us higher nitrogen content in the 
grains (Habash et al. 2001). lncrcascd lcvels of soluble 
protcin and chlorophyll content and of plant growth in 
height have bccn describcd for poplar transformed with 
GS 1 (Gallardo et al. 1999). Lotus cornicu/atus transgcnic 
plants that constitutively overcxpressed soybean GS 1 
showcd incrcases in biomass of shoots and roots 
(Vinccnt et al. 1997). By contrast. exprcssion of the same 
gene behind a Ro/D promoter. which led to more GS 1 in 
roots of L.japonic..·us. dccrcascd biornass production 
(Limami et al. 1999). Thc cffcct obscrvcd for L.japo11ic11s 
is similar to that rcportcd recently by Fci et al. (2002) for 
a transgcnic pea plant with thc same Ro/D promoter 
fuscd to soybcan GS 1 gene that ovcrexpresscd GS 1 in 

roots and showcd lower biornass accumulation and total 
nitrogen content. However. the authors reported that 
another transgenic pea pJant with similar GS1 ovcrex­
pression in roots did not have lowcr nitrogen or biomass 
(Fei et al. 2002). They suggested that the correlation 
betwecn increascd root GS activity and decreased 
biomass production requires further investigation (Fci 
et al. 2002). Studies have bcen pcrformed using nodule­
specific promoters to direct GSa overexpression to this 
organ. The work of Harrison et al. (2000) and this work. 
using lb promoters to overexprcss GS1 in Lot11sjapo11icus 
nodules. showed delcterious plant phcnotypcs. L.japonicus 
plants that overexpresscd GS1 in the noduJes had a 
severe decreasc in biomass production and dccreased 
concentration of amino acids (such as asparagine) in 
the nodules and roots but not in shoots (Harrison et al. 
2000). The authors suggested that although nitrogen 
fixation was not afTected. the upregulation of nodule 
GS activity had a dctrimcntal effect on the ovcrall nitro­
gen metabolism of thc nodulc. probably rclated to an 
inefficicnt competition betwecn root and nodule os·s. 
Fei et al. (2002) reported the charactcrization of one 
transgenic pea plant with a .lb promoter-GS1 chimcric 
gen-e that showed only a minor increase in nodule GSa 
protein. but similar enzymc activity to control pea plants. 
Therefore. varying results werc obscrved in L.japonicus 
and pea plants bearing a similar lb promotcr-GS1 chimeric 
gene (Harrison et al. 2000. Fei et al. 2002. this work). 

The mixcd rcsults obtained do not allo\.\.' general con­
clusions to be drawn on the effcct ofGS1 overexpression 
in plants. Thc varying results from the different studies 
indicate that thc expression of a GS1 transgcne may vary 
with the prornoter or coding region used and/or with 
plant species. Howcvcr. sorne of the results obtained 
are sufficiently encouraging to suggcst that the manipu­
Iation of nitrogen via transformation is worthwhile 
(Millin and Habash 2002). 

The experimental approach follo\ved in this \vork. 
similar to the one summarized by Harrison et al. 
(2000), includcd thc use ora lb promoter-GS 1 chimcric 
gene far the transformation of L.japonicus for directing 
GS 1 ovcrexprcssion specifically to the nodules of trans­
genic plants. An alfalfa GS 1 gene (DasSarma et al. 1986) 
fused to the g/b3 promoter from S. rostrata (Szabados 
et al. 1990). a stem-nodulated tropical legumc. were used 
in this work. Similar to what Harrison et al. (2000) 
reported. various transgenic plants harbouring the 
Srg/b3-GS 1 transgene analyscd sho\ved approximatcly 
2-fold increasc of GS activity in the nodule. Howcver. 
the most striking phenotype found \Vas that a11 the trans­
genic GS primary transformants were sterile. AH. but 
one .. primary transformants did not form seeds and the 
only plant GS44 formcd few abnormal seeds that did not 
develop into normal plants. Harrison et al. (2000) did not 
rcport about stcrility in thcir transgenic plants. Howevcr. 
soybcan lb prometer is naturally expressed in root 
nodulcs while S. rostrata lb promotcr is naturally 
expressed in aerial shoot nodules. This could be a rcason 
for a differencc in their cxprcssion in no,vers. Dasharath 
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et al. (2001) reported that whcn kanamycin or hygromy­
cin werc uscd as sclectivc agcnt. up to 10-20% of thc 
L.japo11icus primary transformants obtained were sterilc. 
probably due to somaclonaJly induccd abnormalities. 
However .. in the present work. all (100°/o) of thc 
transgcnic Srg/b3-GS 1 plants analysed were sterile but 
neither of the control plants transfonned with pBl121. 
Thercfore. possible corrclation of this phenotype 
with thc ovcrexprcssion of GS 1 in rcproductive organs 
was hypothcsized. lndeed. experimental evidcnce of the 
GS 1 ovcrcxpression in ovules. and the morphological 
altcrations in polleo grains and ovules. was obtaincd 
and support this hypothcsis. 

Both soybcan /hc3 and S. rostrata glb3 promoters. 
havc becn cxtcnsivcly analysed through detailed dcle­
tion/substitution and sitc-spccific mutagencsis. Similar 
to thc soybean lbc3 prometer (Stougaard et al. 1987. 
Ramlov et al. 1993) .. Srglb3p harbours an enhancer-like 
positivc elcment. a positivc element and the nodule/ 
infccted ccll cxpression (NICE) clemcnt (Szabados et al. 
1990. Szczyglowski et al. 1994. 1996). Although Srglb3p 
is considcred a nodulc-spccific prornotcr. it can direct thc 
cxprcssion ofreportcr genes in other plant organs both in 
lcgumes and non·legurnes hetcrologous systems. In 
L. cor11ic11/a11L1o· Srglb3p was expressed in roots (Szczyglowski 
et al. 1994). In tobacco it was also cxpressed in roots .. 
spccifically in root rncristems. its expression was also 
dctccted in stems and a background lcvcl of expression 
was detcctcd in lcaf tissue (Sz..,bados et al. 1990, 
Sz.czyglowski et al. 1996). Howcver. no information could 
be found on whcthcr thc exprcssion of Srglb3p in nowers 
or in reproductivc structurcs has bccn assnyed and/or 
dctcctcd. Thc rcsults sho\vn in the present \.Vork indi­
cate that although GS 1 \Vas not overexprcsscd in roots 
or lcaves. thc Srg/h3p can direct thc expression of the 
ulfalfa GS 1 transgcnc in L.japonicus Oowers .. a signifi­
cnnt increase in GS activity was obscrved in flowcrs at 
curly and late devclopmental stages. Thc enhanccd level 
of GS 1 transcript and protcin was obscrved in the 
ovules. The in situ RT-PCR approach could not be 
uscd to localizc GS1 in pallen grains duc to the intense 
background fluorescence obscrved in control prepara­
tions. Ho\vcvcr. thc analysis of thc Srg/b3p DNA 
scqucncc using thc plant cis-acting clcrnent database: 
PLACE (www.dna.afTrc.go.jp/htdocs/PLACE/) revealed 
the prcsencc of thc AGAAA eleni.cnt previously charac­
terizcd as requircd for pollcn-specific gene transcription 
(Bate and Twcll 1998). This clcmcnt was found in 
12 diffcrcnt sitcs. thrce times in the + DNA strand 
and ninc times in thc - DNA strand of Srg/h3p. This 
computer analysis indicatcd that Srg/b3p could be 
cxpresscd in polleo grains. We propose that the 
ovcrcxprcssion of GS 1 in reproductive organs of 
L.juponicus lcads to altcrcd glutaminc/glutamatc ratios 
that may rcsult in a negativc mct-.1bolic cffect for the 
dcvclopmcnt of polleo grains and ovules. 

The analysis of alfalfa NADH- dependent GOGAT 
antiscnse plants (Schoenbcck et al. 2000) cvidcnced 
that the nodulc-cnhanccd aspartatc amino transfcrase 
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(AAT-2) gene prometer fused to thc antisense GOGAT 
coding scquencc was expressed in flowcrs. This work 
rcports similar elTect for thc lb promoter naturally 
expressed in nodules. The antisense alfalfa plant 
analysed. with a decreased NADH-GOGAT activity in 
nodules and flowers. showcd altered pallen grains and 
was male sterile. suggesting a critica) role of this enzymc 
in reproductive developrnent of alfalfa (Schoenbeck et al. 
2000). It is conceivable that a decrcase in NADH­
GOGAT activity may rcsult in a similar metabolic effcct 
as that resulted from an increase in GS 1 activity: an 
increasc in the glutamine/glutamate ratio .. by reducing 
glutamate or incrcasing glutaminc.. rcspectivcly. The 
results obtained in this work supported this assumption; 
the transgenic plants that ovcrexpressed GS 1 in the now­
ers showed higher glutamine contcnt and increased glu­
tamine/glutarnatc ratio. 

The altered reproductive organs phcnotypc observcd 
in thc sterile transgenic plants that overcxprcssed GS 1 in 
the nodules and in the flowers .. may be duc to a similar 
metabolic cffcct to that reported previously for NADH­
GOGAT antisense plants (Schoenbeck et al. 2000). In 
alfalfa the highest NADH~GOGA T gene expression and 
enzyme activity in flowers occurrcd at thc early develop­
mental stages, pcrhaps at a critica) time in polleo forma­
tion (Schoenbeck et al. 2000). In rice. NADH-GOGAT 
activity increascd in thc apical spikclets during the first 
1 s days after nowering .. subsequcntly thc levcls decline 
rapidly at the grain filling stage (Hayakawa et al. 1993). 
The authors suggest that in rice. NADH-GOGAT 
is responsible for thc synthesis for glutamatc from 
the glutaminc that is transported from scncscing 
tissues to the spikes. In Arabidopsis. nowers have high 
proline content that correlates with high exprcssion of 
prolinc rnetabolic genes (Hua et al. 1997). In particular. 
pollen grains and ovules are kno\vn to be proline rich in 
Arahidopsis and othcr plant species. Thc authors suggest 
that flowers have higher proline turnovcr than other 
plant organs .. which is consistent with the function of 
proline in providing energy and/or carbon and nitrogcn 
sources for flower dcvelopment. In plants. proline is 
synthesizcd from glutaminc via two different metabolic 
routes (Hua et al. 1997). High conccntrations of gluta­
mate and of amino acids dcrived from it such as prolinc. 
may be rcquired for adcquate developmcnt of floral tissue. 
and mctabolic lesions that reduce glutamate contcnt 
in flowcrs. such as that reportcd in this work and by 
Schoenbeck et al. (2000). might afTect nower development 
and consequently ovules or pallen formation. 
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J:V.1.1. Anexo 1. Fisura S del articulo Suárez ee al (2003) 

,\ 

e 

Ftg. S. Detección del mRNA de la OS1 por RT-PCR in situ e inmunolocalización en tejidos 
florales. (A y B) Imágenes tomadas en microscopio confocal, después de la reacción de RT­
PCR in situ. en secciones de ovario~ utilizando oligonucleótidos específicos de la GSi. Los 
cuadros en el panel A, indican los cainpos mostrados en el panel B. El tamaiio de las 
barras 2SOµm (A) y SO µm (B). Las puntas de flecha indican las señales intensas de la 
fluorescencia del fluoróforo Alexa 594-dUTP (Molecular Probes) en las líneas OS. (C) 
Inmunolocalización de la proteína OS1 en óvulos de las plantas control y OS, utilizando 
anticuerpos específicos dirigidos contra ésta proteína. Las secciones fueron analiza.das en 
un microscopio óptico con luz directa y las señales visualizadas como precipitados ocre, 
con un sistema de inmunodeteccíón a base de estreptavidina-HRP y diaminobenzidina 
como sustrato (Suáre& ..&- cal., 2003). 
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JV.2. RESULTADOS NO INCLUiDOS EN LA PUBLICACIÓN 

JV.2.1 Sobree.xpresión de GS1 en Lotu.sJaponicus 

Con el fin de demostrar que la expresión conferida por el promotor-- de 

leghemoglobina de S. rostrata, es una expresión específica de nódulo, se_ procedió 

a cuantificar la actividad de la GS por ensayo de transferasa en raíces_y hojas de 

las plantas transgénicas de L. japonicus, obtenidas con el plásmido_·pR_~6. para 

sobreexpresión, así como de las plantas control, obtenidas por la·transformación 

con el plásmído pBil 2 1 (Fíg. 11). Además se determinó el lenotipo · si.hbic)t:i;;o de 

las plantas transgénicas, evaluando parámetros como: actividad-de J"lii;Jgenasa, 

número de nódulos formados, proteína total de nódulos, peso. sec6>cie;·_follaje 

(biomasa) y contenido de nitrógeno total en el follaje (Fig. 12 A, B, C; o::E y F). 

a) AcUvidad especifica de la GS en raiz y hoja , .> ,,_:•.: , •:,-
La actividad de la GS, también fue determinada en las raíces y.:Í~s-heij~s- de: las 

plantas transgénicas GS39 y GS44 y comparadas con la- plant~ ¿c;d&;;:i;cl. La 
actividad de GS en la raíz de las plantas transgénicas,' fue rnuchc)''rn'Jiior''q~e la 

actividad detectada en los nódulos y ésta fue similar a la a6tl~cl~~ '~ri.~1::il. rafees .,,_ ... ,.' 

de la planta control (Cl). En las hojas tampoco existe dif~~énda e~ la.lictiVidad 
.;-. ·, '" .. - .,. -. 

específica de la GS entre las plantas que sobreexpresan esta enzirn-a'y_las.control 

(Fig. 11). 

rACTIVIDAD D .. a._ JU.ICES rr ....... """""'. 

1 º·12 1 

1
1 F Jj=-.--~~--

~ 0.06 l -- - --

/ 
i- 0.04 i- --
'O 1 

'a. 0.02 l - -
1 
1 

o--

D ACTIVIDAD DE OS ICll' HOJAS (TJlAll8PZaASAI 

Fig.11. Actividad de GS, por ensayo de transferasa, en raíces (Al y hojas (B), de 
plantas transgénicas de L. japonicus GS39 y GS44 transformadas con el plásmido 
pRS6 y planta control (C1), transformada con el plásmido pB1121. Los valores 
representan la media y la desviación estandar de 20 mediciones de al menos 3 
experimentos diferentes. ..---------------·- ·-... 
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b) Determinación de parámetros simbióticos 

Con el fin de determinar el fenotipo simbiótico de las lineas GS39 y GS44 que 

sobre-expresan la GS 1 , estas fueron propagadas clonalmente Y- enraizadas para 

su nodulación con M. loti. Se determinaron parámetros tales como_ la_actividad de 

nitrogenasa (Fig. 12A y 12B), el número de nódulos (Fig. 12C)/la:pr.;teina total 

:;:ró::::

1

:n <~~~-aj~2c~:~. e:2;~s;:.,:r::::1t::o~1~~:~:=~ :i::Pf;~_~r~~:&:~~~~ar:: 

::::~:::.::~-:1I::::~~~::::;~~~3~~~~~~~~~~~zt~: 
GS44 muestra , eÍ (;~ayo~ , ,;-ürb~r¿; de -nódulC>s 'fonri.ad~~;:;-a,:l~q'i_i¿; eli'te factor 

parecece ~o ~~r clet~~in~te l:>'ai-a\~aU:O'<a.1- algún efe~tÓ fi~i~íó'gi~6 er1 l~ sirii.hiosis. 
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Fig .. 12. Parámetros simbióticos evaluados en plantas transgenicas 
noduladas con M. loti a 21 dpi. A. actividad total de nitrogenasa, B. Actividad 
de nitrogenasa/mg de proteína, C. Número total de nódulos formados, D. 
Proteína total de nódulo, E. Peso fresco de follaje y F. Contenido de nitrógeno 
por mg de peso seco. Los valores representan la media y la desviación 
estándar de 10 mediciones de al menos 3 experimentos distintos. 
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las plantas as_: co~p~adas;'con las plantas control (Cl). Para verificar 

cantidad de RN"A°~ra igúál en todas las muestras, se utilizó un control de un gen 

endógerio de :i:_i¡j¡~{iiti;,.a; Í~ ~plificación del cual fue igual en todas las muestras 

tanto trans~ér:.i~;s ~~IYlO las control en flores y nódulos (Fig. 13). 
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Fig. 13. RT-PCR en plantas transgénicas de L. 
1aponicus: de flores (A y B) y nódulo (C y D) 
amplificando Jos mensajeros de GS (A y C) y 
Ubiquitina (B y D) en plantas transgénicas (GS) y 
control (C1). En A y B: 1, 2 y 3 representan las 3 
etapas de desarrollo en las que fueron realizados Jos 
experimentos. 1, etapa de botón floral; 2, etapa 
intermedia anterior a la antesis y 3 flor en antesis. 
NA, en A, e y D: nódulo de alfalfa. 
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IV.2.2. TransCormación de L. Japonfcus con la Cusión génica Srglb3p·ufdA 

(gus) 

Los genes regulables en plantas. pueden ser inducibles. tejido específicos o 

ambos. Estos pueden responder a una gran variedad de estímulos ambientales. 

tales como la luz. el calor, estrés anaeróbico. heridas. estimuladores fungales. 

ritmos circadianos, hormonas, o señales de bacterias patógenas o simbióticas. 

Alternativamente. estos pueden ser activados en tejidos verdes, tubérculos, 

semillas, flores, granos de polen o en nódulos fijadores de nitrógeno inducidos 

por rhizobia. Los miembros de ambas categorías pueden estar sujetos a un 

proceso de control coi;i.base•én él ?es>UT.Óllo (Schell et al., 1988; .Weising et al., 

1988; ael"lr~y ==e;~e~~;' 1i;~:9.!/>:· ,, ; :'.. ·.•.· ·•·.· .. ; . ·> . •< 
En nuestro intel"lt<>:pors()l:>reexpre~ar 1.J.r1~··a.s cJ_e 1.J.l'lª·m~era nód\.llC> especifica 

2.~~,~~~~~~f~~J~~~J~-f~ll~~ 
El trabajo de Szabad~s ~¿aJ. (1990)/report~:~u'e al ·;~~i6~~ ~i ~ro~ofo; hóctulo­

especifico··· de·. Ú:ghe~o~lobi~~· ·~(g~A"ú~'Pc>rt;;;ro'1• uidA(~sJ e ·.introducirlo por 

transrC>i:macióri ge~éti~a ~ri''i'. .corniC:U1c.i:ú'S, .na· se detectó actividad en tallos ni 

hojas y un bajo nivel de/eJCp~~~i~fü.~~'),k.s ,:.aices de las plantas transgénicas 

á.nalizadas, pero no se hace·~~Ii'~ión'.sobre la expresión de este promotor en 

tejidos florales. . . ·· .· 

Por tal motivo y con el fin de~Y:alid'~lk>s.resultados reportados en nuestro trabajo 

de sobreexpresión de la'Gs; :e'J1j~~qa.Ponicus (Suárez et al., 2003), se llevó a cabo 

la transformación genéti6a•:"~n:e,cii'~;i,;•por A. t:urnefaciens (EHAlOS) con el plásmido 

pLK83E (Fig. 14) en este':.~is'te~;,.,·'.modelo. El vector pLK83E, posee la región 

::;::::::=~~=~Fi:.li~1·f~~.~~f:~ija de S. rostrata de 1.9 Kb, fusionada al gen 

:::::s. r:~e:¡:i:Ei!~~~?il~~~J·~il~:Sº;º~~==o~n~=:::::sas c:n ..:~i:::~a::: 
comprobar ia p~~s.;~d.~. de :)o~.{géi;nes introducidos. Un total de 34 plantas, 

regeneradas de 5 caJlos dÍ~tiril:6~' 't\1é;.;ri analizadas por PCR, para lo cual se 
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extrajo DNA y la fusión génica Srglbc3p-GUS fue amplificada por PCR, utilizando 

oligos específicos de estas dos regiones (Fig. 15). 

pLPl.7 

NPTll ...... :;.;.: 

pLK83E 

-GUS 

Fig 14. Plásmido pLK83E, que porta la fusión génica del promotor de 
leghemoglobina de S. rostrata (Srglb3p) con el gen uiclA (J3-GUS) en el vector 
pLP 1 7 derivado del pROK2275 que está basado en el vector binario pBIN 19 
(Bevan, 1984). LB, borde izquierdo; RB. borde derecho; NOSp, promotor de la 
Nopalino Sintasa; NPT 117 Neomicina Fosfotransferasa II; 3"'nos~ señal de 
poliadenilación de la Nopalino Sintasa; 

De las 34 plantas analizadas por PCR, únicamente 4 plantas (pertenecientes a un 

mismo evento de transíormación), no mostraron amplificación de la fusión génica. 

Las plantas positivas a la amplificación por PCR, fueron transferidas a macetas 

mantenidas en condiciones controladas de crecimiento (temperatura y 

luminosidad), hasta la floración. Flores en distintas etapas de desarrollo (al 

menos una planta de cada evento de transformación), asi como algunas vainas, 

fueron incubadas en presencia de X-Gluc, para determinar histoquimicamente la 

actividad de GUS (Jefferson et al., 1987). 

l 2 \ l ) f) l H IJ l l) 1 1 l 2 l \ l ·l l ) 1 f) 1 l 1 H 

._ ----~~ ...... ---... ~,.., ~- -

Fig. 15. Productos de PCR en donde se amplifica la fusión génica 
del promotor ele leghernoglobina de S. rostrata-GUS de 
aproximadamente 1.3 Kb. 1 y 18 control positivo del plásmido 
pLK83E ( 100 ,,g¡, 2 planta transgénica transformada con el 
plásmiclo pBl 121 (control negativo), 3 a 17 plantas transgénicas 
transformadas con el plásmido pLKS3E, de los diferentes eventos de 
transformación. M. marcador de peso molecular 1 Kb 
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El ensayo de GUS, realizado en flores de plantas de L. japonicus, transCormadas 

con el plásmido pLK83E, conf'"irman nuestra aseveración, de que el promotor de 

leghemoglobina de S. rostrata, tiene la capacidad de expresarse en flores de L. 

japonicus, lo que apoya definitivamente los datos previamente reportados de 

sobreexpresión de una GS1 bajo la acción de este promotor de leghemoglobina en 

plantas transgénicas de esta misma especie (Fig. 16). 

e 

e D 

.. 
E F 

Fig. 16. Actividad de 13-glucoronidasa (GUS) en estructuras florales de 
plantas transgénicas de L. japonicus, transformadas con la fusión génica 
Srglb3p-gus. A, B y C flores con pétalos en diferentes etapas de desarrollo; 
D y B flores en antesis sin pétalos y F, antera de una flor en antesis .. 

En la Fig. 16, se muestran los datos de la actividad de GUS en flores completas 

en diferentes etapas de desarrollo; es notoria la alta expresión del gen reportero 

en las anteras y también en la región basal y apical de los sépalos. Algunas 

vainas fueron ensayadas y también es clara la expresión de GUS en estas 

estructuras (datos no mostrados). De la misma manera se determinó la actividad 

de GUS en otros tejidos de raiz, hojas y tallos, confirmando y los resultados 

sir:n.ilares a los ya previamente reportados por Szabados et al. (1990). 

:-----~·-- ~-· 
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Estos datos apoyan claramente que el promotor de leghemoglobina de S. rostrata, 

tiene la capacidad de expresarse en un órgano diferente al nódulo, tal como la 

flore; por lo que no debe ser considerado un promotor nódulo específico en el 

sentido estricto de la palabra. 
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IV.2.3 Bombardeo de alf'alf'a 

La transformación genética de plantas se ha convertido en una plataforma común 

de mejoramiento vegetal, asi como también·para.'el'estudio de la función génica y 

la regulación de procesos fisiológicos··.y, de·'ciesariollo~·en·. plantas. Se han 

desarrollado diferentes tecnologías para la tf~~fo~~~iÓn de la·:r;nayoria de los 

cultivos. y se han tenido que venceryarios'¡ob~tttcÚ16s áiifos de su aplicación. Las 

§~~~f ~ii~~if l!i?l!l!il~~~~:~ 
fª1~}~illillllíi!!~~~~fª 
Esta etapa.;de1>"u-0.baJ~ c~~.iis1:iÓén e~"thiar/siste~asdebombardeo en propulsión 

por 

143 e Iroquois. El uso 

los otros dos sÍsteinas (IrC:Íquois'yiMpápa)/nú'7,stz:o grupo estableció los sistemas 

de regeneración por>ernbl:-iogé~'e',;¡is ·sofrif..tica: (fueri:tes et al., 1993). Una ventaja 

adicional es que esi:a:s ·'1~~ci~d~s Ínostraron las mejores frecuencias de 

regeneración .. 
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Los experimentos iniciales de bombardeo, consistieron en la evaluación de dos 

sistemas: POS lOOOHe= Particle Delivery System y PIG= Particle Inflow- Gun; el 

primero es un sistema comercial de Ou Pont y el segundo un. aparato diseñado y 

construido en la Universidad de Tennessee (Fig.17A y B) (Bond et al., 1992). En 

cada uno de ellos se evaluaron los diferentes tamaftos de partículas (M-5 y M-10) 

con condiciones constantes de distancia de recorrido de las partículas hacia la 

zona de impacto (POS- 5 cm, PIG= 15 cm) y presión (POS= 800 psi, PIG= 80 psi). 

Esta fase del experimento se realizó en el CINVESTAV-Irapuato en el Laboratorio 

del Dr. Luis Herrera Estrella, en donde contaban con ambos sistemas de 

bombardeo y la infraestructura necesaria para los estudios preliminares. 

FI¡& 17. Sistemas de bombardeo. A. sistema de alta presión (PDB= Particle Delivery 
System). B. Sistema de baja presión (PIG= Particle Inflow Gun) 

Se utilizaron. hojas de alfalfa (trifoliadas), provenientes de plantas cultivadas en 

invernadero, que antes del bombardeo fueron desinfectadas con una solución de 

hipoclorito de sodio comercial al lOo/o por 5 min. y se enjuagaron varias veces con 

agua destilada estéril e incubadas en medio basal MS (Murashige and Skoog, 

1962). Todos los DNAs de plásmido que se utilizaron en los experimentos de 

{----f fi'.~~T-·~ ,· ~ .. ~ ~7 
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bombardeo f"ueron purificados por gradiente en Cloruro de Cesio (Sambrook et al., 

1989). El DNA f"ue precipitado sobre las partículas de tungsteno utilizando CaCh 

2.5M y espermidina O.lM de acuerdo a Klein y cols. (1988). Después del 

bombardeo, los tejidos fueron cultivados en una cámara de crecimiento a 25°C 

(fotoperíodo de 16 h luz por B h de obscuridad). Este período posbombardeo 

permite la expresión del DNA transf"erido. 

Dos días después del bombardeo, los tejidos f"ueron ensayados para determinar la 

actividad ·de 13-glucuronidasa (GUS), mediante la incubación de los tejidos en X­

Gluc (ácido 5-bromo 4-cloro 3-indolil 13-D glucorónico) por 12 h a 37°C (Jefferson, 

1987). Los tejidos f"ueron clarificados con una solución de acetona-metanol (1:3) y 

conservados en glicerol 50%. La expresión génica transitoria, visualizada como 

puntos o zonas azúles, fue examinada y cuantificada bajo microscopio 

estereoscópico (Fig. 18). 

25 
/ 

~·· -~ 

FI& 18. Visualización de la actividad transitoria de GUS en hojas de alfaHa 
bombardeados con el sistema de alta presión PDS lOOOHe, utilizando 
partículas M-5 acopladas al plásmido pB1426. 
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El plásmido utilizado en este experimento fue el pBI426 (Fig. 19), cuya 

característica principal es que posee el gene de GUS, fusionado a un promotor 

doble 358 lo que le confiere una capacidad mayor de expresión de este gen, en 

comparación a los vectores que posee un promotor sencillo. 

pBl426 

3SS-3SS 

pUC19-~llllill!!llllll!!llll 
P-GUS 

pRS2 

3SS PAT a·nos Pca/b 

plC20R 1¡;;;;;;u: :: :: :;;;;;;;;1 
pGH222 

3SS HYG 3'"nos Pca/b 

i;;;;;;u: :: :: :;;;;;;;;1 plC20R 

pPD7 

NPTll a·nos 

r:;;;;;;;;;;11111111--

!3-GUS 

fl·GUS 

f!-GUS 

T7r 1111111--

T7r 1111 111--

Fig 19. Plásmidos utilizados en los experimentos de bombardeo. 3SS-3SS, 
promotor doble 35S del virus del mosaico de la coliflor; AMV, aumentador 
transcripcional del virus del mosaico de la alfalfa; 13-GUS, 13-glucuronidasa; 
NPTll, Nemocina Fosfotransferasa; 3 .. nos, terminador de la Nopalino Sintetasa; 
35S, promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor; PAT, Fosfinotricina 
Acetiltransferasa; Pca/b, promotor de clorofila a/b; T7pa, señal de 
poliadenilación (terminador) del virus T7; HYG, gene que confiere resistencia a 
higromicina~ 

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 2. 

Tabla 2. Comparación entre los sistemas POS lOOOHe y PIG, utilizando 

tamaños de particula . . 

PIG PDS 
M-5 . M-10 M-5 1 M-10 

·'·· 
1 

1.9 2.5 135 79 . . 
Los números indican puntos de expresión de GUS/foliolo . 

.. 

2 

62 



De estos resultados. se concluye que de los dos sistemas de transformación por 

bombardeo emple~dos, «:l de al~a presi_ón ~esultó ser el mejor sistema basándose 

en los análisis de expresión transitoria del gen reportero de GUS. De los dos 

tamaños de partícula empleados: M-5 y M-10,··M-5 es rnejoren•combinación con 

el sistema de alta presión (Tabla 2). 

Debido a que en el laboratorio, se contaba con el si~tema' cié .tr~sformación de 

baja presión (PIG), se procedió a optimizar las condiciones d~' bombardeo de 

hojas. Para esto se tuvieron que evaluar diferentes pá.rámetro·s y. condiciones, 

mismos que se describen enseguida: 

a) Bombardeo de hojas de alf'alf'a 

La primera etapa consistió en bombardear hojas de alfalfa. de . la variedad 

Rangelander, previamente reportada como una variedad con capacidad: altamente 

regenerativa (Bagga et al., 1992). Se utilizó el plásmido pBl426 (F'ig'. 13), ·dos 

presiones distintas (80 y 120 psi) y diferentes distancias de recC>rriC:io•de· :las 

partículas a la zona de impacto (3.0, 10.5'y 20.5 cm). Se colocaron 6•ie:;H;;;IC>s de 
~ .. -· .. ~.- ... 

alfalfa en el centro de una caj;;..•petri, con el medio basal MSys~·efeC:tu~roJ'.1 2 

repeticiones en cada · condicióh°Cd.¿; bb~bardeo. Los foliolos . fuerC:,';;. i'rié:Übiii:ctós en 

:i:: :::~!;d!:~;r~~:Jf~á~~~f~~=:t;º:i~l:s ªf:::~~ .:::::1~¿1~~t~fl~ffe::;: 
de acetona-metanol • (1 :3); ;para;,elimin~ la clorofila y :.r;.sÜ:al~~;ié:>~ j;'riti~bs' de 

expresión tránsitoria.del:g~~fci~J?ysist;,~ ;·~. -~~·,. [fi ;,;g; ;;'<; 

Los resultados óbtenidos Cie este e]Cpen~ento son mostr~d.;~ ei{'·:1~;r~~1ii::3·. 
Tabla 3. Comparación entre •la, ¡:>resiór:t •Y• diferent~s distancias , de: l,>,()J:llbardeo . con la 

pistola de Baja Presión (PIG), ~I plás;.nidó pE3~"1.26•./¡;arti.:,ul':Í: rvi;s/' '.:;e>'~"'"~"' · · :: 
Dist:ancia 80 psi 

3.0 cm 5.0 

10.5 cm 2.0 

20.5 cm 1.0 

De los resultados obtenidos .• se ccn1.cluye .que l~ pre~ión de 120 psi y la distancia 

de 10.5 cm de recorrido de las micropartÚ:ulas, son las mejores condicio.nes en 

cuanto a expresión de GUS (Tabla.3). 
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Una vez establecidas las condiciones para el bombardeo, se procedió a 

bombardear hojas para someterlas al proceso de regeneración y tratar de obtener 

plantas transformadas de manera estable. Las condiciones de bombardeo fueron: 

120 psi de presión, 10.S cm de distancia, partícula M-5, plásmidos pGH222, 

pPD7 y pRS2 (Fig. 19). Uno de nuestros objetivos era determinar como afectarla 

la selección el proceso de regeneración por lo que se decidió emplear 3 plá.smidos 

con genes para resistencia a diferentes agentes selectivos (Fig. 19): pGH222 para 

selección con higromicina, pPD7 para selección con kanamicina y pRS2 para 

regenerar en ausencia de selección y una vez las plantas regeneradas, seleccionar 

las transgénicas, mediante la aplicación via foliar del herbicida Basta o 

Bialaphos, al cual confiere resistencia el gen pat, clonado en este plásmido. Se 

bombardearon 10 cajas con 6 foliolos cada una por cada plá.srnido empleado. Se 

utilizaron 2 cajas (12 foliolos) para determinar actividad transitoria de GUS (48 h 

posteriores al bombardeo) y el resto se mantuvieron en medio de cultivo TM 1 para 

el proceso de regeneración (Bagga et al., 1992). Los resultados fueron: una clara 

expresión transitoria de GUS a las 24 h, pero una escasa respuesta callogénica 

de los tejidos bombardeados aún en ausencia de selección (Fig. 20). 

Fic. 20. Respuesta a la callogénesis en foliolos de alfalfa bombardeados con 
los diferentes plásmidos, 120 psi de presión, 10.5 cm de recorrido de las 
partículas y tamaño de partícula M-5. Se observa una pobre respuesta 
callogénica. así como una necrosis celular en algunos sitios en donde iniciaba 
la respuesta a la callogénesis ---··--··-·-··· 
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Con estos resultados, concluimos que el tejido de hoja corno explante para 

bombardeo, no resultó ser el idóneo, ya que no hay callogénesis y no es posible 

regenerar plantas vía embriogénesis somática. 

b) Bombardeo de callo• de alf'alf"a 

Con base en los datos negativos obtenidos al bombardear hojas de alfalfa, se 

procedió a establecer las condiciones óptimas de bombardeo, utilizando callos 

como tejido blanco. Para ésto se utilizaron callos de 2 semanas en medio para 

inducir callogénesis (TMl) (Bagga et al., 1992), los cuales fueron sometidos a 

bombardeo, evaluando 4 distancias (10.5, 15.5 y 20.5 cm), 2 presiones (80 y 120 

psi), utilizando el plásmido pBI426 y 2 tainaiios de partícula (M-5 y M-10). Se 

efectuaron 2 repeticiones por cada condición. En el desarrollo del experimento se 

observó que los callos explotaban en la distancia de 10.5 cm, por esto se optó 

únicamente por evaluar las otras 2 distancias (15.5 y 20.5 cm). Se determinó la 

actividad histoquúnica de GUS 48 hrs posteriores al bombardeo. La evaluación de 

este experimento únicamente estuvo basado en la visualización directa de zonas 

con actividad de GUS en los callos bombardeados (Fig. 21). Los datos indican que 

la mejor distancia para bombardear fue de 15.5 cm, utilizando M-10 como 

tamafto de partícula, a una presión de 120 psi. 

• e 

. '":-

Ftg 21. Expresión de 13-GUS en callos de alfalfa. a, Callo bombardeado con 
partículas sin DNA (control negativo}; 'b, callo de alf"alfa bombardeado con el 
plásmido pBI426 y tamaño de partícula M-5; e, callo de alfalfa bombardeado 
con el plásmido pBl426 .V tamaño de partícula M-10. 

Con el fin de obtener plantas transgénicas de alfalfa mediante bombardeo, se 

procedió a bombardear mediante esta técnica callos de diferentes variedades de 
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alfalfa (Tabla 4), con las condiciones previamente establecidas (120 psi de 

presión, 15.5 cm de distancia y tamaño de partícula M-10) y utilizando diferentes 

plásmidos (pRS2;0 pGH222.y-pPD7) (Fig.19). 

Tabla 4. 

plásmidos, . 

Variedad·; 

Moapa 143 29 

26 

27 

lroquois 56 10 

11 

10 

Iroquois 54 6 

6 

pPD7 

Una semana posterior al bombardeo, los callos b<:>mbéll'"ci<!~do:"::coi;i _lc:>s<plfü;midos 
pGH222_ypPJ:>7,fueron sometidos a proceso d.;sel~cció,:,;·l.ltl1~d¡;·t,'i~omici~a (20 

m~/l) -~- k~~iCina (SO mg/l) respectivar.:iente:(Li;~:;:,~l~s~!b_6~~;;cl1~~b~- :é~ri el 

plásmido pRS2, fueron cultivados en ausencia r:J.e seleé~_ión;• ;:;~:';~Y 'i9ii.";'., 

::?::º::=.:r:: ::=:;::::i~I~7~2J;},t1{~~~i~~JK~~~~~~i'~ 
callo a partir de un tejido vegetal '.<erribiÍ6n~¿ .;;·~c:iÜrt'&);.~'.i~fd~'};ü'¡;';j~::~~éraiz, 
hojas, peciolos, hipocotilos o. cotil"d.<:>hes;;; ;el.e, ios.· c8.llé:is ,_:c>J:·igín~d6; c:l¡,;• ~st<'.>s 
tejidos, inducir mediante ~ re'::gl,l1a(i_.;i::.,s de ~re6Í~iC::rit~ ' " vegetales 

(auxinas/citocininas) )a formacfon ;de;e~bricmes sorná.ticos (se~ejantes a un 

embrión cigótico; pero que,nC> sori-:I:>rc:idué:to de la fecundación); dichos embriones 
.···- -,'\; . ·. 

son separados del callo, y en. med,ios de cultivo sin reguladores de crecimiento 

inducir la germinación y la obtención de plantas regeneradas (Bagga et al., 1992; 

Fuentes et al., 1993). 
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En la tabla 5, se muestran el número de plantas regeneradas a partir de los 

callos bombardeados con los diferentes plásmidos. 

Tabla s. Plantas regeneradas a ·partir de los callos bombardeados con los diferentes 
plásrnidos 

Variedad pGH222 pRS2 pPD7 

Moapa 143 o 74 4 

Iroquois 56 o 70 19 

Iroquois 54 o 2 o 
.. 

Rangelander o .1s 15 . 
. ... . ·' 

A partir de los callos bornba.X°cieiid¿';;;. con .c:;l plásmido pGH222, cuyo proceso de 

regeneración se llevó a cabo en.f>resenC:ia·del agente de selección higromicina, no 

regeneraron planta alguna; Este:·agente. selectivo es demasiado agresivo para los 

callos de alfalfa, además de que es múy probable que no se haya dado una 

inserción y expresión ·eficiente. de los transgenes. Con los plásmidos restantes, se 

regeneraron un total de 163 plantas con el plásmido pRS2 (ausencia de selección) 

y 38 plantas con el·plá.smido:pPD7 (en presencia de kanamicina). Las plantas 
·- _, - ., - - -

regeneradas .aparecieron en un ·:~ernPº: de entre 6 y 8 semanas posteriores al 

bombardeo y se, mantuvieron en cajas magenta con medios de cultivo específicos 

(Bagga . . et al., 1992; 'F{Íeri_f~s "ét 'C2z.;-: ;).993) hasta adquirir una tamaño 

::::~::rt1tL~i¡~~º::~t;:~~~é:~ri~~W~:::::n:;;;:::::::.s:::::: 
condici~ries deiri~e~~d..;¡;¿~,i;;-t/(\¡\ .·\.;·: ,¿ y .. •;e ··· '\ 

De estos resÜitaélbs~c,o~iéluiirios q\i~ f;e'~o'sible}á obteJ:'.lción. de plantas de alfalfa, 

::~::::t1~sp;~~}~± .. ~s~:e:~~~~~S:~~~;~d,,~~~~~~.~~~'n ~los plásmidos pRS2 (sin 

Para corroborar fa integración de 1.:.s cgenes,.Í~tr<?ducidos por bombardeo, se 

extrajo DNA genómico con un kit comercial:(Gerí'tra"f>Uregene System) de plantas .· ,.,.,_.,, - _,-., ·• 
adultas, mantenidas en macetas en condiciones':'Cle.hnyernadero, de cada una de 

las líneas obtenidas con los distintos plásmidos. Se amplificaron los genes de 

GUS y NPTII, por PCR (Fig. 22 A y B) y se hibridaron los productos de PCR contra 

sondas específicas marcadas radia~tivamente (Fig. 22 C y D). Dichas sondas 
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fueron obtenidas a partir de productos de PCR utilizando como DNA templado, el 

plásmido pBl426 (Fig. 19). 

~ ~ -A ~ 1 ~ 3 .. 5 6 7 111 9 10 11 la¡ 13 14 IS 16 17 1111 w;,~ .... - --~ ·--- ---..-.------~ GUS 1.2 kb 

~1.a .. .;;i.:¡ -;~ .. -~ .... , ..:;. .. 

e 

PTII 0.7 kb 

e • 7 s 9 10 
., ji ,. -GUS 

• 2 3 4 s 6 7 s 9 10 

-NPTll D 

Fig. 22. Análisis molecular de las plantas de alfalfa regeneradas a 
partir de callos bombardeados con el plásmido pPD7. A y B 
productos de PCR, C y D, productos de PCR hibridados con sondas 
especificas de GUS (C) y NPTII (D) marcadas radiactivamente. A: l, 
planta no transformada; 2, control positivo plásmido pPD7 (GUS); 3 
al 18 plantas regeneradas después del bombardeo con el plásmido 
pPD7. D: 1 control positivo pPD7 (NPTII); 2 al 10 plantas 
regeneradas a partir de callos bombardeados con el plásmido pPD7. 
C: l, control positivo del plásmido pPD7; 2 al 10 plantas 
regeneradas después del bombardeo. D: 1~ control positivo del 
plásmido pPD7; 2 al 10 plantas regeneradas después del 
bombardeo. 
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El número de plantas transformadas obtenidas con los diferentes plásmidos, se 

muestran en la Tabla 6. 

Tabla 6. Plantas transgénicas obtenidas mediante bombardeo de DNA 

·. Plásmido 

Variedad pPD7. (gus-npt: D positivas) pRS2 (gus positivas) 

Moapa 143 
. 

2 (SO o/o) 8 (11 o/o) 

Iroquois 56 .. 1 (S o/o) 6 (9 o/o) 

Rangelander .... 6 (40 o/o) 6 (33 o/o) : . . 
La presencia de los transgenes fue .confirmada por PCR y ensayos tipos southern y slot 

blot. 

A partir de los datos obtenidos del bombardeo de callos de alfalfa con diferentes 
. ,. .. 

plásmidos, podernos concluir que en ausencia de agente selectivo, los porcentajes 

de regeneración se elevan considerablemente, pero los de transformación 

disminuyen; contrariamente a lo que sucede si se utiliza antibiótico en el proceso 

de regeneración, como la kanarnicina en este caso. Se corroboró la presencia de 

los genes introducidos mediante amplificación de los mismos por PCR. 

IV.2.4. Bombardeo de f'rijol (Phaseolus vulgaris var. Negro Jamapa) 

Uno de los principales intereses de nuestro grupo, es montar sistemas eficientes 

de transformación en frijol dada la importancia de este cultivo desde el punto de 

vista alimenticio a nivel mundial. En un intento por tratar de implementar un 

sistema de transformación basado en la técnica de bombardeo, se procedió a 

montar las condiciones fisicas para esta especie y tipo de tejido. Los reportes 

sobre regeneración de frijol, . basados en siste:mas de brotación múltiple a partir 

de meristemos apicales de embriones ·.;¡góÚ.:::os eran los únicos conocidos. Por 

esto, obteniendo estos .tejidos:.d7 se°ri1Úfas de frijol variedad Negro Jamapa, se 

evaluaron difererites disfa:ricias de: recorrido de partículas, utilizando 120 psi de 

presión, particul~s M~lO y ~l ;·1E\.~biido pRS8 (Fig. 23B), un derivado del pBI426. 
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B 
pRB8 

pUC19 

1 . 
..,,.-

FlC 23. A: Actividad transitoria de 13-GUS en meristemos apicales de frijol 
bombardeados con el plá.smido pRSB (B). B: plá.smido pRSS empleado en el 
bombardeo de meristemos apicales de frijol, p8rLbc3, promotor de 
leghemoglobina de Sesbania rostrata; OSr, cDNA de la GS de alfalfa; 358-358, 
promotor doble 35S del virus del mosaico de la coliflor; P-GUS, 13-glucuronidasa; 
RPTD, Neomicina Fosfotra.nsferasa 

Los ensayos de estandarización fueron satisfactorios y muy alentadores para 

trabajos posteriores. En meristemos apicales bombardeados, se llegaron a 

contabilizar hasta 296 puntos de actividad transitoria de GUS a los 8 días 

posteriores al bombardeo a 5.5 cm de distancia en un grupo de 10 meristemos 

bombardeados (Fig. 23A). En los diferentes experimentos se promediaron datos 

de 25 puntos por meristemo, aunque también había tejidos con 50 y hasta 70 

puntos, pero sin una relación directa entre el número de puntos y la. distancia del 

bombardeo. Varios de estos embriones bombardeados del mismo experimento en 

donde se evaluó la actividad de GUS fueron llevados hasta la regeneración 

obteniendo algunas plantas completas, en las que se determinó nuevamente la 

actividad de GUS, pero con resultados negativos. Esto se debió posiblemente a 

que los meristemos de los cuales se regeneraron las plantas, pudieron no haber 

recibido partículas con DNA o que este DNA no se integró al genoma.. 
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Con los experimentos de transformación mediante el bombardeo de 

micropartículas, el objetivo principal era·e1 de establecer un sistema eficiente de 

tra.IlsíormaC:iórí de aiiáfra. ·· 
Con base en el reporte de Bond et al. (1992), se.logró establecer las ·condiciones 

que resultaron en la tran~formación de mayor numero. de célula"''de'.l"lC.jas de 

alfalfa, .determinado por la expresión transÍ.té:>ria. de GUS, que es '~ii~~ri-~~~ort~ro 
presente en ~l ~lá!>mldo pa1426 u"'ado para trru';:~r~·~~~i,óri (F~g: .l,?lc i .... , ... 

ª:~~~: ªEi·~~b~~~i~:h;t~~~~~i~~if ~t¡í1~±;~ 
resultados compar~bles, pero .utiliz~d~ ~l ~i~te~~'.~-~-.-~ta;pr,7sié>p.-'(PD~:lOOOJ:;Iel 

~::n~::· :::::e;::s;;~~:::jse~e;~~;i~~%~~~!~;@f [~~L~i~S~~;J(¿:Sara: 
proceso de ·regeneración/la·· respuesta·.callogénicaYde;_este·-.teJido_: fue. nula;· es decir 

no hubo·· roriri~ciÓn. de· dal1b;,p'6~; Í~~.ri~6i.;5¡~ <li;i '. ~~jid.'.; ;;;h ,.i';i'~;;;~~~~ pósterlor al 

::x:::::~()ri : la.~ c:6deiiC:~~~:·~ .''!:";:·; ~ol~ru-~~t.::·tZ~~~·j: d~\ 2;~j~'. ya ·que el 

::::::: i:t:a:~r1~:2r::it:!:j:g~~ti~~:~:~6~:Jt\~::~ttf f:gi~{'~±:i::: 
en· inducir .un calló a partir de diferer;.1:es~t'~]Ídº6~ 'í\irnli'fiori~ós' o lid.U:í.tosTen donde 

~;::{~::=~:::~~~~~i~~=~~~;:::~::: 
originados de peciolos y secciones ~de'.tailo./pero con una baja frecuencia de 

plantas transformadas: de un total de. ·2035 explantes bombardeados solo 7 

plantas :fueron regeneradas y las 7 pertenecientes al mismo evento de 

tran.sformación (Pereira and Erickson, 1995). 

En este trabajo, se presentan las 

rege,neración de plantas después 

evidencias que indican que es posible la 

de bombardear callos con las distintas 

construcciones empleadas en el estudio. Se regeneraron más plantas en ausencia 

de selección (164 plantas), en comparación con las sólo 38 plantas regeneradas 

en presencia de kanamicina. 
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Se determinó la presencia de los genes introducidos (transgenes) por PCR, uidA y 

npt ll, presentes en 9 (23.6 %) de 38 plantas regeneradas en kanamicina y en 20 

(12o/or-de 164'pl~tas-regeneradas sin agente de selección. 

Al realiz~ uri a.ii:áJ.i~f~ tipo "Southern blot" a partir de DNA genómico digerido con 

al. menos 2 :<:?ri~im:iiii -diferentes, no fue posible determinar el número de copias 

insertada:,,¡;d~~l¿~t~~~genes, debido a que nunca se pudo detectar señal alguna 

de hÍbrldaciÓn-;~'ntr«;)a sonda marcada y el DNA de la membrana. Una de las 

posibÍ~,,,i .;¡i'i.i;;;~~~:d~ "esfo puede ser que las plantas transgénicas regeneradas sean 

plantas - quiI'fíe~~s. ;,e-s 'decir, plantas que poseen células transformadas y no 

trarisf~í:TI-i.-.id~i:.)':P~~o además que el porcentaje de _células transformadas sea muy 

bajo- en ies~.isj"plantas; por lo que los genes i¡.:¡;;.,;,;.tados solo pueden ser detectados 

p·~r mé~Od.6'~_:riJ.éÍ-~- ~ensibles corno PCR. ,._ 

En co.rlc'}{i:kió~'-iiemos demostrado que es •posible obtener plantas transgénicas 

mediante_elbo~bardeo de DNÁ, pero' íes-:riecesarlo una considerable optimización 

en el -pr~c-.;;sc:> de selección _de 'las;cell.il~~ transformadas con el fin de evitar la 

generaciórÍ. de plantas transgé~úc.is quÚTI.éricas. Los sistemas de regeneración 

empleado~ en lo,s difere~tes:reP:cn1:es de:transformación estable de leguminosas 

por bombardeo, - involucrari Xia :;::;:.itiiización - -de . _medios líquidos de cultivo para 

disgregar y seleccionar Ías C:é1l.ilas'.fndividuales transformadas. A partir de estas 

células pueden g~~eraise {()s;':.:e~brii.ri~s so;riá.ticos, lo que asegura que las 

plantas regel"l~rad.is : i:>ro,i~rig~ ,d6 una célula única transformada (Pereira y 

con 

~sn:1 ::j1:i~c:~!~~~f iA~7~:f z.i.if J~i ::: :: ~:::::;::dª:r::::::sal;:;º:c:~ 
investig~;;-iói,:'';;~··~Í _mundo (incluyendo el CIFN-UNAM), están interesados en el 

establecit~i~rito::·d.e- ~n siste:i-na: de éregeneración y transformación genética para 

esta especie. Basados en los reportes de Aragao et al. (1993) y Russell et al. 

TESIS C:0N 
FALLA Df c_··-".·.~TL 
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(1993), de estudios de expresión transitoria y transformación genética de P. 

uulgaris, mediada por bombardeo de DNA respectivamente, se establecieron las 

C:oridiciones óptimas de bombardeo basadas en la expresión transitoria del gen de 

uidA, del plásmido pRS8 (Fig. 23A y B). La visualización de cerca de 300 puntos 

de expresión transitoria de GUS en embriones cigóticos de frijol (Fig. 23A), abre la 

posibilidad de proponer este sistema como una alternativa de transformación 

genética, dados los problemas existentes con el sistema mediado por 

Agrobacterium.. 

TESlS CON \ 
FALL.A DE _Qill.Q:EN \ 
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V. DISCUSIÓN 

La fase experimental y central de este trabajo, consistió en transformar la 

leguminosa modelo L. japonicus (sistema •heterólogo), con un gen GS 1 de alfalfa, 

con el fin de sobreexpresar esta .en:zirna específicamente en el nódulo, mediante 

un promotor nódulo especifico.correspondiente al promotor de la leghemoglobina 

de S. rostrata (Srglb3), ci:>rr1c'. un:acor:ÍtrÍ.buciÓn para tratar de determinar el papel 
- .. - - • -o - , . .,: ...• - -·· -

de esta enzima en·la asimilación·de·arrionio.durante la simbiosis. 

Mediante el uso de un.promotor tejido.:Cespecifico de nódulo y la transformación 

genética mediada po,:. A. fi..rnefaciens, se .6btuvieron 189 plantas regeneradas en 

un medio con selección a· base de kanamicina, la caracterización inicial consistió 

en realizar el ensayo. histiquin1ic6 d~ GlJ~ y el. análisis por-P~R;.para determinar 

la presencia de los transgenes (npt Ü, f;rgl~3p-GS,. [/U~);'E~fe;~~~si~ inicial.arrojó 

un total de 42. plantas traiisgénicas ~~e; p.ortabari· C:bn1i;t~~e.'~f.~::.DNA ii:isei:.tado en 

su genoma. ::::,0~~art~~=te:r:~i:fZLt:t~~=~~; noriiiaí') eii;;(=ondieiones no 

ff2~~t~~~~f~f~~~~~(~lf~~~ 
defeci:o.: · .. ;S<: e>:.// ~- ~.i "" ::_:."· . '.:":.· '.·. ~:· ;•· •· · s·-'.·~~: • {'· .. : • .·.---. ·,,-·, .- -- ·-'~·~·tr;~J;~·:~-· ---- ··~-·:-·- --·,. ·:·_.O.e.~· -:~íú~·: __ ,.,,::

0
·?----- ~ 

El. análisis ~~steriC>r c.~Il.~istió en cuaritificru- .1~: a~tlyid;;;,cl de': G~).~~·1\~ódulo; por el 

Los datos de sobre~}C¡:>;;o.;sign_·; son:: aé::ord~·~·a·los reportados por Harrison et al. 

(2000) en donde titi1~ifo'• •(ih~ ¿~;;;ateg¡~ similar de sobreexpresión, pero 

utilizando el promC>~o;, nódhlo;. ~s~.;ciflco de leghemoglobina de soya (LBC3) 

fusionado a una GS citosólic~ de soya (GSl 5) e introducidas en este mismo 

r TESTS 
. F'A.LT . .! 
'----·- ···--···- -

···r r 
! 
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sistema vegetal. Los autores reportan. un incremento de 2-3 veces la actividad de 

GS en el nódulo, lo que resulta en una considerable disminución de la biomasa 

vegetal,---ebé::ontenido de aminoácidos-_en ;1os~nódulos· disminuyó _.un .:50%,.y-al 

analizar por sepá.rado los aminoácidos se- dete'ctó -una . disminución en - el 

contenido de asparagina, uno delos pri~cipElles corrip~es~C>s'niti-og<!~aclos que se 

transporta~•ª é:iist,;mcia, _especi~.rierfie.~n'ia.s:;'.1~~mir1~~as]flj~~~ra.~;dci"piiró~eno. 
Este nó:rue-el 'caso··del. sistema estudiado;~eri~donde.ilas.oplantasjtrari.sgénicas:de 

S?~~~~1$~1~~~~~1lll~~l~~~lt~~; 
~~1E~~~~~~~~~~~~~·~~~lm~~~~2~ 
~0e:==~:::d;::~:n::ª~·¿r]c¡~:i~:·::~~~=~rf~i:~t~~Jr~1f~1~·;::á···~ci~~¡ál- .. a_ un 

efecto de mutación somática.· (vaji~~iÓ~~-s?_~:;¡'.clopaI)·~ ,r:esul~'3-Clº (:lel efi~cto del 

agente selectivo (kanamicina).ya, qu~7la'5:;B¡ru;t:;;\5\'tr~sgénicá8'; de L~ )aponi~s 
obtenidas con los · plá~hiid¡;s :i:;a1Í2 i'~~]:'¡;f3:1-Ni9jfi{~'rci{~~.;~ ;:>1~t:ás' tiáüsÉiénicas 

infértiles y dichas :P1~tas p~oduciri:f!?~e~•.-y.\desru'.:rC>11;n vainas y semillas 

::s::::::~ s::-i=~~:-l:.i~i~~~~~~~~:s~f 4~~~~~~;~~tzr!:~~~i::.ª::::d:oc;:.1:: 

~~~1E:i~~~~i:ffi~~~J~~ft;1?:::::::=:: :";s;:~: 
Flores d.;p;¿~~t~s\cie\los pét~bs•ic:i~'1a:8¡Iin.eás Gs y control, fuerC>~úf¡j;;._-dás y 

procesad~s>·· cC:,¡.,_ ;~l --~~···ci~ ! r'ei.ibi~ linT'an'á.lisis -histológico · compár.,;_ti:,:,;; .'e d~' la~ 
estructur~s re~ro,d~ctoi;as &as~Üli['].a-y fe~enina (granos de polen y Ó~los). Los 

análisis microsc6picos revelaron· que las lineas transgénicas GS, tenían 
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alteraciones tanto en la parte masculina (granos de polen), como en la femenina 

(óvulos). Hasta ahora, ningún reporte ha descrito la presencia de fenotipos 

similares - al del presente estudio -_manipulando este tipo de genes en plantas 

transgénicas. Pero sí existe un reporte de esterilidad masculina, como resultado 

de la inhibición de la NADH-GOGÁT en flores de alfalfa, al introducir en estas 

plantas una construC::ciói'i de NAoii;(iOGAT bajo el control del promotor de la 

aspartaÍ:o aminotransferasa (AAT-2);;•_una.isoforma aumentada de nódulo, y que 

::::::f tºt::~~?f fbt~~1~1~~f~~T;kc:l1~i:z~ :0o:~>~:d:::iz: :::0

;::::::: :: 

activiciad y 6Cpre.,iónyde_1a'SN'Ál'.)tt4G:OGAT;:'a l~largo del_:desarrollo de la flor, 

==~::r1e¡:::·~:¡;liJ~IT~l~-á\~fü7~lfrff-~~~~~jt~~~~JiT ;i:c;~:e:::z::p;:;::: 
una· etap~{~rlti6~ en '1á' rorrh~ción de. éste g~~t~. :-p.,,ro 'los autores no discuten 

~::a e:::~~:~i:;,~e~~ ~~ii~~,~~~.san~~;t},i~~e~li~~~:;~~~c~lina desde un_ punto -de 

Existen ,' t~abajC>iÍ ! i:íue apuntan _.;;.- q~e. '1a, Gs : es;\iii~ enzima 'clave que' juega 'un 

:7t:~1~:~±iá~ri:ei~~~s~Tif~!~;;E~~;:;~t?'.;~~°:~~~B2~~7f:~~~!§~~:~fó~ªd:~ 
amonio ~cin~~~clo en el nódufo (Marsolier:'ét :at;'01 ~9,p;"pubois:'et;az.~:¡1996; Temple 

' '_, 1998bJ. '.'•.·.·~•.--_'_,·,:/_-_-_-_-•-.·-_._-_i,- ''/i2 
.. 't_'_- __ :1_•-'.-_·-~-_:,_-~.·--_;_i·_: •.• , .•.. ~'-""'".,,. .• --::· ··--~"--et al . ._ _ __ __ _ _____ "_ _ __ -'"'••-'"-c_·,c,•:.-•·•· 

En el trabajo de Marsolier et áz.•­

del gen GSlS, un gen de 

correspondientes se expresar_on ··<le 
expresión de GUS, se 'obhi~i:;' ::'en· , transgénicas L.corniC:Úl_at:Us, 

transformadas con la fu~iÓri-;iérii'c:::i'as.ldibtrs: La localización histoquímica de ia 

actividad de GUS, revelo q_{ic:i~s't¡f~~nfi:J.e·os citosólica, se expresa en las tecas de 

la antera y en los_ g'rru;'¿;~:Cd.i:~·¿¡:._;¿}e~''i~;;; et~pas tardías del desarrollo de la flor 

(Marsolier et al.,'-I993f;º';:;: \':°'<<· ·:, << : ;: 
Posterior a este trabaj~'; D~b"C:;f5··;,;~~z.'· (1996), reportaron la localización subcelular 

y la expresión diÍei'enÍ::ial ·ci.;; dos gci;l'Íes que codifican para las GS citosólicas (Gln 
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1-3 y Gln 1-5), aislados de plántulas de tabaco. Las regiones codificadoras de 

ambos genes eran muy similares, pero las secuencias s·y 3"no traducidas, eran 

distintas. --Para determinar -los-.- niveles -de:_ transcripción: de-_ éstos-• dos genes, se 

realizaron -erisayos'._d.e • protección. contra: la, RNAsa y _los -resultádos-- demostraron 

claramén te que ~l g~ri Gl;¡_'l ~3; ·se expres~c en rÉií~ y: flo~es; fiiien.tr'a~ qú'e el gen Gln 
' • ¡·-· '·· ,, -,¡·. 

1-5, setr~scribe ailltos niveles enta'.llos y a u.n r1ivel-bajo cin'~aiz'.}inor.Además 

:~b:::~:::b7;f º;i~:;~1~~~r~r~~~~~-~~~i~:,~~~i~~4~~~1f~~~~~~~~~t~~J:_:::t: 
los transcritos, ·comp .Ja •prptfir18: <:l<! ;la\ GS, '.son¡ e~presados '~J.'l/~~íer-ente~·:_órg~os 

que incluyer1 a· la ~&z/\~.1-~~1~,fY~~;-~f 1)~§~.-,~~~~ _{o~~{'lH;.~~~~tf~sl1~:i~g'~é~ -_étue 
la GS, no sólo s.e local~a-e11. óI"g~os,]"lo ·I"~proij_u~tC>I"~.-; d:•li;LflºI";;s~I1.C)Aue .también 

::~:~~u~ntra· •. _ ~~--: e~·~-~~;~~~f ~~e·· ;:~~~·:i~'*í<:>_~é,Y,:~i,os.j•~r~~/~~~ '@C>}~n~fé~~~oi~'-':et_ al .• 

En el trabajo de;Tefii!'le et ~f.~("J:998b), ;-l1ti1¡2an?<:>-l1n gen•de,'ia•_Gi:;;-~~Gsl.oo¡, ~ue 

·:~- ~r:. . - .. 
::·· ~:-~·: ~) 

no 

expresió1{~ · -al., la 

expresión ele ·1eghemoglobina c1.c;2s. .'d<:.iisi~Úeron 
en íusionarÍ~_i:/~ Egeri' reportero de Gusé'é';.-fn'ti-c>~ii'¿i.ri¡;- 't~to en plantas 

IeguminosiiS. 'ci'.~ dbi-rl.ici.¿l~tl.t.S¡, como 1"16' 1~~~¡:,ii;~~~ '(N. - tabc:ieum) mediante 

?.i=~~~~~~~~l!~~ff~~~f&1~~~~~ª~~~~~g~~ 
ana'.lizado fas .estructurasfl_óra'.1.es-.• de)ás plantas_.transgénicas de ambas especies 

en cuanto a Í~~~~;~~iÓ'ri~~l,~eíi~~pc);:'.i~r~. Por lo que optamos por transformar L. 
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japonicus, con el gen quimérico Srglb3p-GUS y evaluar la expresión de GUS bajo 

el control de éste promotor. Los resultados mostrados en la Fig. 16, fueron claros 

y.contundentes~-el;promotor_de_ leghemoglobina de S. rostrata, tiene la capacidad 

de expresarse:en-dife'réntes.tejidos de la flor (pétalos, sépalos y anteras), algo no 

reportado ~terioriri~r:1,te. 
En el presente:n:a:1:l:3-jC>·;_10~ 'e'studios de expresión basados en actividad de la GS, 

"Northernblot", RT:-PCRcin;;situ e inmunolocalización, mostraron siempre que el 

gen de la as; int:f-6~'\i{;¡cj_~-~:i;/phul.tas transgénicas de L. japonicus tendía a estar 
. - ~ '\• . 

incrementado 'o aulrien_t:a,ctó)_en ei tejido floral de las plantas transgénicas GS, 

comparadas con las·;~l~tás'cbntrol (Cl}, lo cual era indicio de que el transgen 

estaba siendo· exP,re~a:<l~;',iiJ{~'~l1.te _en este tejido, y que ésto pudiera tener una 

relación directa: 6c>ri·C!1},;;i'.i:~fii;C>·Cie-infertilidad obtenido (Suárez et al., 2003). 

Los datos del C::onte;;'ici6·\1;;.~inoácidos cuantificados en las fl~i-es durante la 

antesis de<plan __ tá_.-•. ~_-':'_ tr_'_· -~-·-__ sgé_J."lÍcas que sobreexpresan GS1 .y pl~i~¿ 'control 

mostraron un'il"l6,re~ento en la síntesis de glutamina en las '~i~f:i~ GS39 ; 

GS44, prod;_;cto_dela· sobreexpresión del transgen introd~C::id.o,•lo:~ue ocasiona 

:: ~::~~c;a::::~ri::::é~li~:~i:::asun:a:::ac:e~ e~:~::~~~~:~1~~1~::::: 
glutamina/glutamato, producto del aumento .en ·la aC::ú:.rid~d.';>ci~'la GS, apoyan 

fuertemente nuestra propuesta de que la' infertilidad e:ii'-1~·5-'J.~iiia.s':ti-ansgénicas de 
- . - .- . ,-~,- • - " - ---- -- --- - ·¡:::-· . ---

L. japonicus, se debe a la sobreexpresión<í::tet·;t:ra.D.sgé:O.,Gs~fde~é;alfalía en esta 

leguminosa y que el promotor de leghe~'og10-bina"de'·s.:?'ó.Sir'aici;_escé1•responsable 
de dirigir la expresión de este gen ha~ia:IE'.. ri~r, La:'so~,;.e~fe'sióri' d.e la GS1 en los 

órganos reproductores de L. ~(2P,i'}i~;5{oc~sie>_l'ló iúia-·alte,i-aé:ión en la relación 

glutamina/glutamato,lo qlle pud~'.re,sultar eri un•eíécto metabólico negativo para 

el desarrollo de los gran~s Y.10;;¡ Ó~16s (~u~ez et ~z:; 2oo3). ~s flores en general, 

poseen un· alto cc;;nt~i-iic:Íc; ele '}:li-búná, en particular lo~ granos de pOlen y los 

óvulos, scm <ricos ·';·.;,;[l.,.;este 'aril.in~ácido, tanto .en Arabidopsis, como en otras 

especies ~e~~tale~'.-(~~~;~~ O:L,' 19~7). Se pr~pone, que en las flores rr.as que. en 

otros órgru;6;i;',''~c:i:{{;e~·calt6s nivdes de recarribio y movilización de proUna, lo cual 

ha sido ~ei.a.d~ii."1.c:lC> é::on :1a f~rición del amin~áCido en proporcionar energía y una 

fuente de carbono y/onitrógeno para el desarrollo de la flor. 
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En las plantas, la prolina es sintetizada a partir de dos rutas metabólicas 

diferentes, ambas rutas involucran al semialdehido y-glutámico, el cual es 

sintetizado de glutamato -por-·la···pirrolina-5'-carboxilato reductasa. (PSCS), o de 

ornitina por '-la Órnitina-B::arnino transfe~á.~á.- (Hua et'. al., 1997). Altas 

concerl.tr~ci:=.n~~ 'cie>gh.it~ato y •de'.· anl:inl:>ácidos: cl~?JadC.s d~ :ést.;,, como es el 

caso de 
1

1~ Jr61i;:i~r ~ued~n ser requeridos .P~i...· ~.;; ade~'G.~d.C>' d~s~ollo del tejido 

flor0.I ;_ ia.~·1~.;¡¡C)rl.~s metabólicas que redl.icen'''el~cc:>nte'nido:éle,glut~ato .en -las 

;:~~~~±~~~::~:~::i.~h:=~t~~~§1~~~Jl~;¿:,~: 
granos . de-~ P6Ien, se puede de her a una·: ·disffiiri:.;.;¡'órti~~i;~C, 1~'¿·¿;~-ri6e~ trii6fóri :~ de··-ATP, 

_ ... _. ._ ·~- --,-- __ ··." :.:._. ·: - - .... - '>: -!.',-.,. ·.- -·v··- : .. :\::1-·-: :";~ .... . ;.: .. ~;';::'·.--j~.c \.·--~ -~ ·\;-'·-'{~f_>-r.:: . .,:,:-J-~-'.~:·-! ':.'.·:·-: , · \: -· · -: 
consum_ido_;por.la GS al tener una ·actividª.'t;;;increi:nee,~i;ld~),en~.~~ta'iestiuctura 

reprodÚctiva.~ . Una de las principales. causas d~ ~Jterlli,c:l~d-~a~6~uii~c;:ri· plFtas, 

::::~fr~~:;~::g~m::t:ª~er;1:::01::t:!!r~~~~~~~1t¡~;~~{~~:~::;t: .:: 
polen;• y:.ta' ¡,;_cu~ulación de almidón .. esiun~ éarEl:C::t:~~s~c~~;~~A+~.~f \i~?:r:C:~":á. ·en 
las angiospermas (Baker and Baker; 1979);!Una/deficienciá. en elirnetabolisrno de 

carbohidrat6;; • en. • la antera.·• ocasiona • ~~a:;; p~é5é:i:.idció~ : ¿¡~-··. · gi'a.rici~ ;· d•~ ~ polen 

~onnale~ (sa~h~eyand Bhadula; 198Sj. 'E:n;.l~~'~t~~as 't~m;i-a:n·a'~iáf!1 'c1~;;~ollo 
del grano' de. pole~. el contenido de ~I"r1id.óri:- eri las anterasi se -~cumula 
mayorJ:ne!-it:e'y se consume confÓrme ei·~~:c, d~ polen madur~'cdérrient et al., 

1996) .. Por. lo t~to el ;tlmidÓ~. es ":Piobii.1::>1~.:0ente ··.la prin~Í;aÍ fuente de 

carbClhidr~~6s cluránte el des~oUo .~el iir:él..l'Ío de polen (Bae et az,~ 2001). Por esto 

las•.noi.:e;;ºd~ L'. cJápé::,,iíezl:S'~;estar•sobJ:"e~presando· la- GS en la.antera pudieran 
1 - • -· -'· '' -.- •• --· ••• - • ' --·-- ,.,. , ••• -· - , - --- ·--, -·-

estar C::onsurniendo-_.A.'ff>en•,rnayorcan~da.d •• 10 que conlle.¡,a.ria.·aque las enzimas 

involucradas: en•e1;iné.tabolisrn6_ de carbÓhldrafos como'ia' g1Ü60~~ pirofosforilasa 
' '' · .. ;-·' • ... ' .. : ' : ;>- .. ::-·':·. ---.~ : ... - - - ·_ ' : .•. :''. ·:·' .: "'', '. 

(AGPasa); r10.co1:1.tar~:: con la cantidad~s.;:J.ficiente de ATP, para Üevar a cabo la 
. .· ,.. . -- - ·. __ -,.·,-~-,_-,,, :-·-~~:_:.;_=_,'._~~.::-.:-;·>'···> '/-:·· .-··.-.;-. , .. -, - --. :'.-;,<;--·,-;;;_~·;.... ··; 

síntesis _de_• ADp"glucosa; ·que es el su trato principal. para.la síntesis de almidón. 

~=l:~d;1:~~() l!~:~~:::id::u~: · l:p~~=:~±If;.!ti~~e1t~~~t:u:-:t:1 
:::ui:: 

modificaC::ión: en la expresión y fu~ciona:Triient~ d6 é~t;¡:.eri~iril.a, pl.J.ede afectar el 

desarrollo y viabilidad del grano de polen (Bae· et al., 2001; Zhang et al .• 2001). 
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El fenotipo de los granos de polen entre una planta con esterilidad masculina por 

una alteración en el metabolismo de carbohidratos y una planta con 

sobreexpresión,. _de, __ Gi:;L son __ muy similares: granos de polen colapsados, 

citoplasma reducido y algunos granos de polen con el citoplasma derramado (Bae 
'_,;-· ,,_, -. ,. ,-,-·'. -'·-

etal., 2001; Suá.i~:Z.<O<tal.i ~003). 
La esterilidad q femenin:i.:·: er:í :;'las ':plantas de L. japonicus, puede interpretarse 

tomando eri cÚ~nt~:2;a_;;~ec1:08'ét.;1metabolismo vegetal: la biosintesis de etileno y 

· 1a. biosínte;i~ d~-,:~6li~i~ii~'.'(F;i.i-~i trabajo de De Martinis et al. (1999), se reporta 

la esterililidad)}ei:D;eí:1:ina' enjflores de plantas transgénicas de tabaco, que tienen 

disminuida la-;i'r:ít.;;,;i;.:i::ie etiÍel'io (por efectó de,un RNA antisentido y por efecto de 
. - , ' . • "i• .•• -. ., •• • - - ' • .-~ . . . • " - - ~ . ' - • . - • ·• 

cosupresión);.'i:tebidD_'.ala introducción;_í:lei:'ger:i que codifica para la enzima 1-
- -- :>t.·· -:::·_.»,,:">,' :~::_~,_- '. -._- :~-~ '.. :· '.'' -~·-;- -.- ··--: . ·.::. '. . ·. _:; -. ::= -: ;-::. :: 'J.:·· .. :-:- Á'. :· :' ~ --~- ': 

aminociclopr<:Jp~o~l~carboxilato -,·._.oXid~~a,',;;_ (ACC-oxidasa o ACO), enzima 

involucra:ci.i2el'i::·la:\,iÍtirnE{ etiitpk: de_- la :bÍo~i~t?~is de etileno. Esta manipulación, 

resultó eri-ui=ia:'.d~s?ninución de la_:el"l:.!:im~·-~c(); c:¡ue afectó el desarrollo del óvulo y 

el p~oceso d; re-rtiii>'!a;;_ió~~,E~t7 ~eji'c;>ti~~;fü.;";.:;~~rtldo por la adición de una fuente 

externa de_etilef.o·_~ 18-·fior,-lo'quedemóstró._la'f'unc'ión y el papel de ésta hormona 

en el desarrollo '<ie1' Ó~l()~ Po~- e1' d6ritr'~8·hl-iicti;;i6l'iar etileno y' u':n· iI'lhibÍdor. de.l.;;_ 

acción de esta.h6~6n~i'.' •. }c:;;;: 1Ó~¿~~ i:>;~~~~ian -. en .. uria; etapa'. fri.ri~d_ü;a (De 
MartinÍs ¡,,t ,:,1.,)9gg¡J _:· · > < ·' -·.·,, <:./• . y-· ·-.·-. 

Las poliamiI'las ---- (putr~s;~~~f .. espe~.i<Íina·· 'Y..•• ~~P~~~ÍnE\J;t : !~~~.-~n~;~ ~l:se _ de 

aminas alifáticas que'{ ~on>ubicuas, (!n plan t:is y qUe ·~e e1'1<71fer:ítran '6~ , tode>~ -los 

organismos viv_os: :¡ni~eii:elÚlartas -poliruninás est~:i;:{0;;i;:~c~~ti~~fl~)~ir~ientes 
procesos, talesº c:6riío: '1.;;_; si?'lte~is de DNA . Y.." p;oteitl;~;:. -~~~t~Bili;.;~;;-ión de 

membranas;-:pegad~ ª r~dicai¿s _ libres y m6d~iE\bióiiT"ci·~1~6ti'~'á~~·;;~,·eAzimáticas 

:~::::2d:~~;~~:,::;-1::.~:~t=i~4tli~~I~~~:~:::::: 
Minocha; 1995; Turano et al., 1997), una d~ l~s::tioiffi~·nasrque posee un papel 

fundame~-ital en .el desarrollo veg~tal<~:;i,¡;'?.U~iE~~~ip{J'e:<'.i·~n también jugar un 

papel en.la modulación del nitrógeno reducido'y·eri•éf:séctiestro del amonio libre . · ... ·· .,,,_. -.,,''" ... ·.,, .. ·.· '·) 

en la célula (Lovatt, 1990; Slocum • ánd'_ W~ih'~teoÍI'l, 1990). En plantas, la 

biosintesis de putrescina, ocurre.~ partir de la ornitina y/o arginina y está 
: . \· .. ·' ·-· .. --:·-,;·. 

regulada por las enzimas ornitina decarboxilasa (ODC) y arginina decarboxilasa 

80 



(ADC) (Slocum, 1991; Cohen, 1998). La espermidina y la espermina, son 

sintetizadas a partir de la putrescina por adiciones secuenciales de grupos 

aminopropil, derivados de;la metionina S-adenosil decarboxilada (dcSAM), en una 

reacción -catalii~da: po~·la~e;perniidina y espermina sintasas, respectivamente. La 

metionina - S-adenC:>~n _d~<'.:!iit-boxÜada, es producida a partir de metionina S­

aderiosn,·- poi;)a;~n~i§Éts~ _de~W-boxilasa (SAMDC). 
La biosiritesiS,:de;·ó:í:-riiti~a':eJi~plantas ocurre principalmente a partir de glutamina 

~!:~7ff~~~~~,~~~~l1~~f;~?j~:::_ :i::c~a:e::::~qkeg~;:::::z:;i~~ .. -=:-.-~:-.. 
argii:ii.~a.' -~~~i~~~~~-~Si~;i~e\.~,~;~i~if.rit-;~i~ ~~--.~-1,~~~i~:~f,gl:it~~tC>··· ~.~--<>~~tina _Y · 
el consumo/, de~:.éstos ;,_ ariiinoácidos ,_para:;; la.',•:pródúé::Ción '•·de·,;' ptitresciria -y- :la 

;. . .-:o··~·-:-,, ·;·.;< ,.,.¡-;_-';:::,! ·. :-':i.~·:,:-. .• :-:.:;-;:-'·:'- ;,-::-;;_~:--:-:;-·;·:~\;,~_:;_\·_:;·; ·.<·X.-:_:.:-:·.:~ •. _;.·:.~t:c·.··_,<::,,;}.~:_;,_:/1_;::r·>-~"·'f;;.:>>-~:1 ·:-\:'.> -~-. .<~· _-,'_:,-'_ : · .:/ ·;-·.; ¡._:.;:,..,,-·,_,_ . ... -.'}' -_,-~:~:. · : 
biosíntesis :de .• _prC>liria,•d~ben\ser,part~_-d_e:un_a i;e:"puestaco~rdinadtOJ.--C::o~--C::l estrés 

en ,¡;lM~~~- u~ *~~~é4~o.dé ~~ta ~t~;/~~~i;~:f 5:~~~~.?rh~~te ·para 1~5~~~~C:i~J1 dd-
amonio _.libre ___ ef1 __ la••-(::élula; · asi c:omo t.am biéJ:1'.'PIOJ.l'.'EI. l,EI. inhibición de ·-la síntesis··- de 

::::· ~:::t:;i::: ~:::º:~r::~f:~r~¡jitrzt:;_c:~1r~~ l~~ ~~úarri~~ªs y 

Con estas · referencias propon~:<nos 2 qu'~' : h..;_( ;,¡_.urri'.érito ·. en la - ·:relación_ 

glutamina/ glutamato en las · floie~_ ;i-;; &L..ji}l,'P~~i~~; ·r0.vbrece ; 1~;,.si~~~~is · -de 

=~;=~y:: :s:::u::i:n~loco::t~d~t~:¡~ª1_qn'.~m-Ta~~d-;u,~rto;s_'1,_an_;~it(!t;Jffkt;i:~¿:~le:: sobreexpresión de GS. produzcan 1:6~1C>s;';· y:::-no ':apf~~- ;para· la 
fertilización. · • •, - :~.?.;. ·-- · ''Ce~ __ :_.,_\ ··· '"~ ". -é~•-.'_(· _ Y~·c-•?'-'..- --:>·'--e " 

~- = 
;:o:i:::e:c::~:::r::p;::j~~~t~l~·~t~~tii~á~~d~~Y~~t~~~~t#!!E7~~·i§i;::: 
masculina, por una disminJ1:ióii'2';r,'(í~~~b'ifvid.ii.:d.~f'd,i';'};i~':'g'i-iii~~i;';iJ~',J;Jt.'i;i~das en 

la síntesis de prolina;• .·a~Í'. ;~~~o·;·e;.'.·;~1L:;ht'~1.i~bÍÍ~~g:0(~~-:'C•~arbohidratos, 
principalmente almidón. 'y · por' la•' t~e •· f:~fu~h.: i~~é, ;;;g;;ü_ "n_' 'J Zirihil:>i~Ú:m en la 

biosíntesis de etileno, al C:~~~~~ir,;p:¿~•si:i:~tr;;i'.to PC-o~'.'ilá.•rGia; de· bíosíntesis de 
poliuminas. · •· •:~·_-;_./'·''··"· '<· ... ;'.'';·;:·:: 

Las enzimas clave del metabCllis:m:(;~pl-i~~o,;fu~ron primeramente consideradas, 

como enzimas blanC-C> én Jas'.'estrateiiá.s pára incrementar la producción de la 

biomasa en las esJ;>f::ciés herbác~ás'.{Foyer and Ferrario, 1994). Sin embargo, el 

incremento de· un enzima _en particular utilizando las herramientas de la 
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ingeniería genética es compleja. La introducción de genes homólogos en el 

genoma vegetal, puede dar como resultado una inhibición de la expresión de los 

genes endógenos .. (NapolLet_al., 1990). Por esto, la introducción de secuencias 

heterólogas como fÚe·. el' cas'o' de este trabajo, es preferida para sobreproducir una 

proteína de interés.. :A_ci~'~its, diversas enzimas clave en distintas rutas 

metabólicas;: son'i:>rc>~.eiria~{_oligoméricas y el ensamblaje de sus subunidades en 

los sistemas h~te'~ó1C>gos .~s·: ~equ~rida para la obtención de la enzima funcional. 

Por otro' lado:'éi'i'fric'femeritÓ ·en la actividad de una enzima de interés puede 

dificultafse;··si'úo:;; niveÍ'es .endógenos de esta enzima son altos en los tejidos 

vegetales' bl~bci; 'º ~i ia.;~nzima: está. sujeta a regulación post-traduccional, como 

comün:rri~~te .,-~ ei ~a.sC> en ias en~i.rn:as: ~1a.-\ic;.s, de rutas rnet;.,bólicas primarias (Fu 
et ·az. ~·;'20'63f ~~:~·;:.~ :/; '·;,··.: :· .. ''. ·: ·::-.:" ,' .-~:" .e:_ :,.-. ~~~- - .::~:,·:;.~ •. ·.··-· 

Los ~esitlt~dc>i. •cori el'uso de prn;~t,~~s;'nódulo-especm~~s.;nos hacen pensar 

~::1li~1: :~;~i~~:º·~:.~:~~~=~=i~~~;-~~f¡~~~t~í0~~7::). n;a::~it:a::: 
central que. JÚegac en el 'rnetabolisrnÓ ;C:te't' nitrógeno'. iL6s.'resultados o reportes de 

sobreexpresiÓn ;c·n:~ ;V~,~_'J:iiits ~~{i;,;:(:¡'~{iÉi'.~:·; 2'03·;~e,2~~:'d.e· .·incremento adicional 

~::t~::~s :~¿,ff·i~~~~~~:~#ali~l1~tt~t~6ntt;ª:1.~~~·~;ls;::;:s c=: :~::::: 
simbiÓticcis> ap~~;tes'(sJ~e;~ et al., 2oos)i Una posibilidad para el mejor 

en tendimi;,,~ 1:c)'. d,,;;,'~~tEl.. einzi~a ·.en la . sim biosi~: ·.· seria -la utilización de un sistema 

homÓlogo;'f6'~6'aiíaiia; para la ini:roducóión de este transgén mediante ingeriieria 

genéticacori'.:i;i~ ~~trategias experimentales que permitan la sobreexpresióri.y la 

inhibiciÓ~ ~~dianl:e la tecnologia del RNA antisentido. Si bien ya existe11 tra~ajos 
utilizando esta' tecnologia (Temple et al., 1993; Harrison et al., 2000) ;eri···t.;._bÍ;tcc) 

(sistema 'heterólogo), en donde han logrado reducir consider,,;.,bl~i:h~n.te el 

mensaj.:;ro de la GS1, estas plantas no presentan cambios a nive1\:Í~'p~;:)teina ni 

actividad. enzimática, aunque se demostró -una reducción ''~I'J.:·'.'~{:/peso' ·fresco 

(Temple ·et al., 1993). En nuestro grupo, también se ha-tratado de reducir la 

expresión de.esta enzima mediante RNA.antisentido, pero los resultados tampoco 

han sido favorables, e indican que no existe una correlación directa entre la 

disminución del mensajero y la cantidad de proteína de la GS1, lo que apoya un 
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mecanismo de regulación traduccional y postraduccional a la que se encuentra 

sujeta esta enzima (Temple et al., 1993; Temple et al., 1998b). 

Oaks (1992),, sugiere.que-la,'asimilación __ de:amonio,,en.las raíces es más bien 

ineficiente; ·debidoca que,,la ,reducción, de,nitrato;:'ocurre principalmente en las 

hojas y que la ni~yor. parte d~ la glutlllnina sintetizB.da en las raíces, es exportada 

hacia la parte aél"ea~ Por lo tanto, si l; ~siihÚ~cÍÓ~.d~-á_m~nio es desviada hacia la 

:::~::::º~?::~~~'.¡:z~~~,td~e,jº1'.~,'..~c.~otn~tr·~·0~1·~!,.i'~{f ~·e,ªd:e~:~::~::: pueden darnos un> mejor ~nt~ndirhi:;,itc; ~olec~i~.. e.sta ruta 
.· .• '; _.o~;';,' , ,- -. ··, , •j. ~· '' 0 

Í '.-."~<·'·~~ ,., ,_ • !' ;·· ·. ·- <:· ,;> ':·.·~'. ,.. . ~ . ,. , .~.'o·. :. ' 

metabólica. _ ', .. /:•,,',e,>~'.;·: ...... ''·· , ... y., .,, .. ,,,, ...•. 0 ,. ,- ',,,., ,. ,, :.· ... , 

~~:~0ª~i~~~~j~~~ffe~i~~4~~¡~~í~~~~~~ 
transformada. ::· Sin ' e"~~~~'?; lEtlg{l~()~\i ,de los,' : resultadoSí . obtenidos , .. son. lo 

suficien teJ:Il~l"1 t~' inter~sái:ítés/ Parª sugerir que . la manipulación •• d~}la'asiffiilación 
de1 · nitrógeii.'? vi~ l;,Ltt-ah;;i.;~~c;ü5n., ger;ética.: ésriiuy'.t:itú. <M:ifii¡:,: y rla.i>a.sh.; 2002¡, 

así como la i~¡errétB.cifü{ que guarda éste proceso con ~l del ~etabolismo del 

carbono. 
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VI. CONCLUSIONES 

• Mediante la transformación genética, fue posible aumentar la expresión de la 

GS 1 en el sistema heterólogo de L. japonicu.s; 

• La sobreexpresión de la GS1, en el.nódulo, fue de dos veces en las plantas 

transgénicas con respecto a la planta control, sin. cambios en la expresión de esta 

enzima en raiz y hojas y sin feriot:i~·o·:~i~biótico aparente. 

• Las plantas que sobre.J~l':~i~ ¡~~;d~.- son plantas infértiles. Tanto la parte 

masculina (granos de p~ii:.I"l¡; ~~x~}t1.i.'.Jr~Ei,<;n,ina (órulos), resultaron afectadas por 

la sobreexpresión .• La r;fe'cU.11.cl"1cÍÓri·,é~a.da. en las plantas GS, con 

plantas control (Ci¡y's°i.lvest~.;: ii~:/x'.e~é;;;;; ~i. fenotipo de infertilidad. 
' -.': '• .,, . ' . -·, .. ,_ ,·· ·-

polen de 

• La expresión d~l prom()tor "s~~;~3~ ;J~-:~fio~~s. ·fue evidenciada por actividad de 

GUS. Se demostr61a s.;,b·r~~~ie;ión'cleÚ~'os bajo el mando de éste promotor en 

flores (órgános,.florEllei;;); p¡,r rrí'.edio de í;,;:, actlvfdad de la enzima, RT-PCR in situ, 

RT -'-PCR e inmiinoloc0.lización. · 

• La esteriÚdá.d: dé :_las .. piEÍ.ntás:, t:r~.sgénicas de L. japonicus se debe a la 

sobreexpresiÓn'de'l.aGS1·-~en·e~trúctiiras:reproductivas (granos de polen y óvulos). 

• un inc~e~e;to ~;,_· ia'.~ík:tr:E dl: gh'.ita.ffiil"la .en las flores de las plantas GS fue 
; . :¡ «.-.' ~-; ;'_ : . ·._ ;..._ -"~:. ·. -~- > -

claraménte:evíi1ente' c2ó.:,4o~¡; :mientrasque; el glutamato permanece sin cambio. 

Como · .· conse~uéncia- de .·.·cé;to¿;_ un'a· . :relación glutamina/glutamato, 

significa~v~~ht~• •. sÚ~eri~~·. fue · observado: en las flores de las plantas 

transgénicas GS39 ·y GS44. 
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VII. PERSPECTIVAS 

• Analizar y determinar si la alteración en la relación glutamina/glutamato, 

repercute en la síntesis de prolina y -ésto a ·su vez;eri -ef büeri-~desarrollo y 

funcionaineinto de los órganos reproductores (i;;ano;;--de.poleny·ó~lo~)-

~:~~~~~~~i;~~:~:~1~~~í~~J~~~l~e¿;:·: 
. º"-,~-c-t~:,:0 ,;2~~x. ,~;::z-., ·:< <-·J~ '-~'l ··'..:;:;/.,'- ; .. -;_.'"-": ·: ~1r{i--.º.;{~-~; ·«,·. ·; · 

:tl~:n~u: ~:·::c~~:,ri;~~~~, ~l~f\W~~m~~\~i~~zr~:;:::.:: 
controlcon_eltipo'süv~~·t;e~X ·_·_. '\;¡i:_- __ , ... -.---.'.>;.'.',- __ J.; ___ .... 
• Aplicar.una fuérite ~¡j~~:,cÍ~·etl;e~:;' l:rl-ei•ii~/~~ 'ci~í:~Jiff;!~-¿¡.;~¡¡;-tevierte el 

:::~=~og:.,'.;;~t~~y:~'l~;V~tt~~~~~B'.~!~~~!l~_:_t;~;~~~;~a- sea 

,•:-:->· ., :~·.·.-·:-'.'.'-,- ·,:_:·):':~,---. 

• Mediante el Úso'de inÍiÍbidotes específicos dela GS (MSX;•.Ll.ppf ocTabtoxina 13-

lactaina), disi:D:i.iiÜfr~;,~giairiiehte· l~- '--expn!sión·- de-· .ia.·· •GS -··~ri 'las '·plantas 

transgénicas y dete~ina;. ~ie~ta: i~hibici¿;n reVierte el íeriotipo de: estei.ilidad. 

--TE--"s-1-=-_s-c=_.,..=:_1.,,:::;;rf _____ "\ 

FAIJ_~\_L -:__~·:;gEN 
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