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RESUMEN

Las plantas legumlnosas pueden obtener rutrogeno de la ﬁ_]acxon sxmblotlca de

de Lotus Japorucus, que contienen un’ gen quxmerxc

sxntetasa cxtosohca de alfalfa (GSl), : fusxonado al

leghemogloblna de Sesbarua rostrata (Srglb3p) Todas las :plantas transgerucas




ABSTRACT
Legume plants can obtain rutrogen from the symblotlc nltrogen fixation by the

Rhizobium bacteria- Ixyxng»m in: the -root-: nodules., Plants"»avss‘lmxlatemthewﬁxed N

seful too,, to Vtudy the gene ex ‘ress1on‘, i

expression in transgenxc plants), xs a very L

from 1mportant metabolic. In “the: presen _‘work v,we show the results of: allfalfa‘,*

genetic . transformatxon through partlcle bombardment tra.nsformatlon.;c‘a'.llus

from leaves \vere bombarded and regenerated plants were obtalned. In’ these‘
plants the presence of the transgenes was conﬁrmed by PCR. The second ‘part of
this work presents the analysis of Lotus_;apontcusﬁ transgenic plants, carrying the
chimeric gene that contains the alfalfa'eytosolicwglutamine synthetase gene (G'Si)
fused to the leghemoglobin gene promoter from Sesbania rostrata (Srgib3p). All.
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 belonglng to
different transformation events, were further analyzed GS39 and GS44 . had 2—“~
fold higher nodule GS activity and sxmllar Toot! GS’ actlvny eompared w1th the'
control plants. Overexpression of GS' 1n t:he nodules Was conﬁrmed at the level of—‘
GS transcript and protein. Sterile GS39 and 'GS44 plants, showed morphologlcal‘

alterations in pollen graJns.and

measured during early and

overexpression of GS, in reproductxve organs crxtlcally;affects thexr*development

and might be a reason for sterility of L. japonicus p]ants. -
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I. INTRODUCCION §

I.1. Ciclo del nitrégeno

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

interconversion de estas formas por procesos fisicos y biolégicos, constituyen el
Ciclo del nitréogeno (Fig. 1). En la atmosfera se encuentran grandes cantldades de

nitrégeno, pero desde el punto de v1staienergetlco es dificil para los organxsmos

incendios forestales; mlentras

el Oz o el ozono en presencia de luz

son los océanos. La brisa: del ma.r esta formada p r peq

de las plantas v1vas ’I‘ales amxnoacxdos"“pueden' ser - bsorbxdos"y metabohzados‘

por. las plantas, estos y otros compuestos' nltrogenados, contrxbuyen en una
pequena parte a la nutnc1on de rntrogeno en una forma directa. Ademas son

reservorios de nltrogenp de gran 1mportanc1a de donde provienen el NHa*y el NOas-




R_O.NH, NOg
1,0 MOy, NO!
Arassidrics

Combustién

Industrial Fujacidn
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lixiviacién

Sales ciclicas
AGUA (rios,
oceancs y lngos)

Fig. 1. Ciclo del Nitrégeno. Los compuestos organicos nitrogenados, que son
constituyentes de los organismos vivos, son liberados al ambiente por la
muerte y descomposicion y son excretados como desechos por algunos
animales. Los microorganismos desaminan el nitrégeno organico, utilizando el
carbono como unica fuente de energia y liberando amonio en el proceso. Las
plantas y microorganismos, pueden tomar el nitrato y reducirlo hasta amonio.
Varios procesos bioléogicos, que cambian el estado de oxidacién del nitrégeno
son catalizados exclusivamente por organismos procariontes. Estos incluyen la
nitrificacién (en el cual el amonio o nitrito son oxidados y la energia liberada
es utilizada para fijar carbono inorganico), la desnitrificacién (en el cual el
nitrégeno sirve como una terminal aceptora de electrones y es reducido durante
la respiracién anaerébica) y la fijacion de nitrégeno (en el cual el gas
nitrégeno es reducido a amonio) (Tomado de Salisbury and Ross, 1992).

Aproximadamente el 90% del nitrégeno total en los suelos, se encuentra en forma

de materia organica, y en algunos casos existen cantidades con51derab1es de NH4

unidos a los coloides de arcilla.

La conversion del nitrégeno organxco a: NH4
‘Este: proceso puede ocurnr en varios : tlpOS de

es llamada amonlﬁcacxon.
microorganismos en climas templados yen varios’ rangos de pH. En suelos de

clima calido con pH cercano al neutro, el NHa* es oxidado por las bacterias a

e 7

por las bactenas y hongos del suelo.
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nitrito (NO2) y nitrato (NOs-) a los pocos dias de haber sido adicionado como
fertilizante. Esta oxidacién llamada nitriﬁcacion, proporciona energla a los

mncroorgarusmos para sobrevxvxr y crecer. “Las bacterias del género Nztrosomonas

son de las mas 1mportantes en el proceso de oxidacién del amonioa’ rntntO'
‘tenas del genero Nitrobacter, reducen comunmen'e gran

mientras que las b'
cantidad del ni 0.a
El ‘nitrato, se‘
cual Nz, ‘N,’Q,

La desnitrificacidon, se da generalmente en suelos

Oz, durante la respxrac1on.

suelos compactados O en reglones rcercanas a

de la matena organxca. Ademas, las plantas pierden pequenas cantldades de
rutrogeno a la atmésfera, en forma de NH;,, NzO NOz y: NO especxa]mente ‘cuando

esta_n bxen fertllxzadas con nltrogeno (Wetselaar a.nd Farquhar 1980 Duxbury et

l » i 1982) Las formas ox1dadas ‘de rutrogeno e
ecologxcamente dado que cuando s v
HNO3 para formar la lluvia aclda,
I 2. Fijaeion de nitrogeno .
EI proceso por el cual el Na;

V(Dxxon and Wheeler, 1986)

1978' Peters ‘and «_Mee S
asoc:ados 51mbxot1camente con ralces espec1almente aquellas de plantas de la

famxha de las legumlnosas
1mportanc1a .en las cadenas alxmentxcxas de los bosques,
marxnos Y aun de las reglones articas. Ademas, la actividad de las raices ﬁ_]adoras

lagos y ambxentes

de rntrogeno beneﬁcxa a las raices de las plantas que las rodean, ya sea a ‘través

de excrecién de nitrégeno de los nédulos, la descomposicién de los mismos y mas

TEl papel ‘de la fijacidn de nitrégeno, es de gran

i
i
i
i




aun la descomposicién de la planta completa (Ta and Faris, 1987). Dicha

contrlbucmn es de gran 1mportancxa en Ja agrxcultura, sobre todo en donde se

mezclan legumlnosas y gramineas, que con frecuenma se; utxlxzan como forra_;e.

1. 2 1. Fijac:on simbidtica de nitrogeno : )
El e_)emplo clasico de fijacién sxmblotxca _de rutrogeno soﬁ'los nédﬁlos de las:
raxces de las leguminosas (soya,’ fn_]ol chrcharo, rebol alfalfa, lotus,:etc) que
thzobxaceae Aproxxmadamente el

albergan en su interior bacterias de la famlh‘
15% de las 20,000 especies en la F‘amllla Fabaceae (Legumxnosae), ‘han sido

examxnadas para deterrrunar sx f'Jan rutrogeno, y aproxlmadamente el 90% de
éstas poseen noédulos, en los cuales se lleva a cabo la fi_]ac1on de nltrogeno (Allen

and Allen, 1981) ;
te rela01onados como Rhizobium,

Bradyrhxzobzum, Y son ' las

responsables de ‘n dulos ‘en .donde se’ ﬁ_ja el rutrogeno

Rhlzobzti;%i-légumin'osa' uede clasxﬁcarse por medxo _de 1os llamados’ grupos de

ertas cepas nodulan solo a ciertas legumxnosas.

1noculacxon cruzada; énidonde
Sm.orhrzobzum melzlon : nodula eﬁcxentemente espec1es de Medicago,
nodula varias especies . de Lotus,

Por e_lernplo,
Melzlotus v { ,M'esorhrzoblum toti
An.thyllzs" y Lupznusfmlentras que Rlﬁzob um légitmznosarum by, viciae, 1nduce
nédulos en. Pisum, ‘ Vicia, Lens y Lathyrus spp. Cercanamente relacxonada a la"

cepa que nodula al chicharo (stum. satzvum) ‘se’ encuentra R. Iegumtn.

evaluados, ademas de nodular a una no legurrunos

rhizobia como las leguminosas pueden sobrevxvxr en ‘a,
simbidtica, la estrecha asoc1ac1on entre la planta Y hazobzum en la

simbidtica y la especificidad de las 1nteracc1ones, sugiere que el hospedero y el

simbionte pudieron haber evolucionado paralelamente.




I.2.2. Interaccién planta-bacteria

En presencia de una especie rhizobiana especifica, la leguminosa hospedera,
forma estructuras unicas llamadas nédulos, en los:cuales. ocurre la fijacion-de
rean un ambxente

rutrogeno. Las diversas actividades de la planta y la. bactena,
’ae Sbica’ de ATP por la

propxo para la: fijacién de nitrégeno y la su'ltesxs mx
bacterla‘, El metabolismo vegetal en el nodulo, genera
‘sirven de alimento a la bacteria y le proveen, de esqueletos de carbono. A cambio

cxdos orgarncos, que

de los esqueletos de carbono, el sxmblonte bactenano fija nltrogeno y libera el

amonio resultante a la planta.
La simbiosis - thzoblum—legumxnosa'
planta en respu 'sta a sehales bactenanas. El reconocimiento simbionte-
sfera. En diferentes especies, la planta

t:ene lugar en el nédulo formado por la

hospedero, ocurre 1c1a1mente C
es comunmente 1nfectada a traves de los pelos radiculares, los cuales responden

a sedales bactenanas, alterando Vu patron normal de crecimiento para atrapar

su'nblontes potenc1ales. La- esfructura de invasion llamada hilo de infeccion,
parece’ ser formado por la: pla_nta y esta compuesta de material de la pared
celular._ La estructura del nodulo es elaborada por divisiones celulares de la
planta, ‘el cual se origina entre la capa 1nterna y la externa del cértex radicular,
dependlendo de la especie hospedera. La planta y la bacteria contribuyen a la
matrlz que rodea a las células bacterianas en el limen de los hilos de infeccion.
Emsten dos planes principales . de desarrollo de los nédulos: determinados (o
esfencos) e ‘indeterminados (o memstemancos) En los nodulos indeterminados,

como aquellos generados por la alfalfa, el chxcharo v el t.rebol el meristemo del
S). son. continuamente

nodulo persxste y nuevas células en: d1v1sxon (no 1nfecta
forrnadas en la punta del nédulo en elongacxon. Un
noédulo, revela células en dlferentes etapas de desarrollo La; base’conuene células

eccxon longltudxnal del

senescentes, el apice esta compuesto de: pequenas celulas no 1nfectadas y entre
En Ios nodulos

ambas las células maduras (xnfectadas y ne’ 1nfectadas)

determinados, como aquellos _produc1dos por' la soya ‘el! frl_)ol y lotus

maduran 51ncron1camente, estando todas las;' . celulas
4mxsrna ‘etapa de - diferenciacion. Los'"f""riédﬁlbs

aproxxmadamente ‘en‘,.r. la '
deterrrunados maduros, carecen de te_]ldo meristematico.

TES&‘J A
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Después de la penetracién a través de los hilos de infeccion, 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:mas_ bacterias.-En
los s1mbxosomas, las  bacterias se dlferencxan en bacterondes, los.' cuales
generalmente son morfolégicamente dxstxntos de- las formas bacterianas de vida
libre. En algunas especies como la soya; ]as bacterlas y sus simbiosomas se
dividen extensivamente; en otros casos’ ‘como . -en la alfalfa, esta division esta
limitada a algunas rondas. La sintesis extensiva y la diferenciaciéon de la
membrana del simbiosoma (también llamada membrana peribacteroidal), se da
en esta etapa. Entre la membrana peribacteroidal y el grupo de bacteroides,
existe wuna regién llamada el espacio peribacteroidal. Fuera del espacio
peribacteroidal, en el citosol de la planta, se encuentra una proteina llamada
leghemoglobina (1b) (Appleby, 1984; Appleby et al., 1988; Haaker, 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 proteina
GLOBINA incolora. La leghemoglobina, da a los ndédulos de las leguminosas un
color rosado, el cual és mucho mas tenue en los nédulos de las no leg‘liminosas.
La 1b, ayuda al transporte de O2 hacia los bacteroides én cantidades
cuidadosamente controladas. El Oz en exceso, inactiva la enzima que cataliza la
fijacién de nitrégeno, pero también el O2 es esencial para la réspiraéién del
bacteroide. La membrana del simbiosoma es probablemente el - principal
determinante del flujo de nutrientes y energia entre la planta vy la bacterxa. La

membrana del simbiosoma es el blanco de varias protelnas que se expresan de
nvolucrado

novo, como el canal de amonio especifico de la sxmblosxs, Gm T,
en la transferencia del nitrégeno fijado del bacteroxde al: s1mblonte (Kmser et al.,

1998). Aunque pareciera que los ndédulos son organos relatlvamente
poseen desde docenas hasta algunos cientos de protelnas nodul‘ specxﬁcas

sintetizadas por la planta llamacdas, nodulinas. Varias de estas noduhnas estan

involucradas en metabolizar el carborio y el nitrégeno, transportar: comp estos a

través de la membrana del simbiosoma o establecer un ambiente ba_,o en ox1geno.
Otras proteinas, tales como las propias de la pared celular, pueden partlcxpar en

la estructura, infeccién o defensa; algunas otras nodulinas pueden . ser

t AL




mediadoras de senales de transduccién en rutas de respuesta celular requeridas
para el desarrollo del nédulo (Crawford et al., 2000).
1.2.3. Bioquimica de la fijacion de nitréogeno-

La reaccién general de la fijacion de nxtrogeno (reduccxon),

se ‘resumei.de la
51gu1er1te manera:
Nz + 8 e +8H* +16Mg ATP ————» 2NH3+H2+16Mg ‘ADP+16Pi

El proceso requiere de una fuente de electr‘n

Ademas,

moléculas de ATP.

la produccxon de H2

complejo enzimatico llamado nltrogenasa que catahza lared ccion de: dxferentes’,

sustratos, incluyendo el acetxleno, cianuro; az1da oxxdo nxtros dracxna La

reduccién de acetileno a etileno es una forma comun de estxmar parcnalmente los

indices de fijacion de nitrégeno en suelos, lagos y rios, debxdo asqueies’ ac1l de
medir el etileno producido mediante un cromatdgrafo de gases ; :
La nitrogenasa acepta electrones de la flavodoxina reducxda la fe edox1na o de'

FesSa. Tanto el mohbdeno como el fierro, llegan a

sen51ble a altas'

anatomicas del nodulo mxsm
vasculares y las células que contlenen los bacteroides), se ha visto que son

A Bt
( :

Sl

son desnaturahzadas oxxdatlvamente por 02. La 1b controla parcxalmente vla‘
'bacteroxde, pero las complejas caractenstxcas‘

(la corteza vy la endodermis que rodean 1los haceS‘




mucho mas importantes para mantener un nivel bajo de Oz alrededor de la
nitrogenasa, actuando.como una barrera de difusién hacia el aire del suelo
(Dakora and Atkins;-1989).- :

Flavodoxina . ° . Proteina Mo-Fe - - Na+ 8H-
" (reducida)

(reducida)

Protcina Mo-Fe
(oxidada)

Flavodoxina - Proteina Fe
(reducida)

{oxidada) -

>2N’H¢ + Ha

2MgATP

Fig;’ 2. Las tres etapas principales del transporte de electrones de la flavodoxina
‘reducida al Nz v H*.

1.3."NO3-, NO2- y NHs* como fuentes de nitrogeno para las plantas

Las plantas son organismos con una alta demanda de nitrégeno, por lo cual han
de.sa.rrollado diversas vias para la obtencidén y utilizacion de la mayoria de las
formas disponibles de nitrégeno en la naturaleza: directamente del suelo o
estableciendo simbiosis con organismos fijadores de nitrégeno.

I.3.1. Nitrato

El nitrato es la fuente mas importante de rutrogeno para’ las plantaS' de hecho, la
mayoria de las plantas dedican una porcxon sxgnxﬁcatxva de su carbono y energla

de reserva para la toma y a51m11ac1on ‘deieste’ compuesto Las plantas han .

general Estos mecanismos permlten a:l




foliarmente. Una vez dentro del simplasto, el nitrato puede ser transportado hacia
la vacuola, donde se almacena en altas concentraciones (hasta de 20 rmM). Los
pnncxpales organos de-almacenamiento de nitrato, incluyen las raices, tallos 'y
venas- de las ho_]as. El nitrato puede ser descargado también al xilema, para su
transpoﬁrte a larga distancia hacia los brotes. Diversos factores fisiologicos,

genético’é y ambientales, determinan cémo el nitrato es captado y almacenado en

la planta (Crawford et al., 2000).

Plastido

Vacuota

I NR

?
NOas- NOa-
ATP
~ Y
H- N

NOx Membrana

Plasmatica

Transportador

de Nitrato

Figura 3. La asimilacion de nitrato por la célula vegetal, comprende
el transporte de nitrato a través de la membrana y su posterior
reduccién a amonio en un proceso de 2 etapas. Una ATPasa que
bombea protones, mantiene el gradiente electroquxmlco que maneja

la entrada celular de nitrato.

En el paso del NO-3 a través de la membrana plasmatica, se ha visto que

coexisten 3 sistermas dentro de la célula (Forde and Clarkson, 1999), cada uno

11




mostrando diferentes caracteristicas con respecto a la inducibilidad por NOa3- o al

rango de concentracxon de nitrato en el medio externo (NO 3ex() en que operan El

constxtutxvo de alta aﬁrndad (cHATS), es complem ntado @ por: otr

(Behl et al., 1988' Aslam et al., 1992) Cuan
supenores a 1. O mM participa un sistema de tr

(Slddqu et al., 1990 Glass et al., 1992)

rutrato met._ibohtos rutrogenraidq
carbonados (especialmente sécéf
de los genes NR, facilita la ré'sp
post:raduccxonal permite cambios rapldos en
la actividad de la NR (desde mintutos hasta horas) (Crawford et al., 2000).

dias), mientras que una regula

12




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

algunas excepcxones tales como la soya, muestran formas tanto constltutlvas

electrones. La reduccién de rutn
fotosintéticos, tales como la T
NADPH del ciclo ox1dat1vo de l

- catalizada por la ferredoxxn NADP
NADPH + 2 Fdxx (Fes

La NiR, es una protexna c d c
terminal, que es ehmlnado de a enzxma madura. La enzima es un monomero de

: NADP’ + 2F‘dx,ed(Fe2*) + H~:
nuclearmente con un peptldo transxto N-

13




"En 'los bosques y pasnz

60-70 kDa, posee 2 dominios y cofactores que transportan electrones de la FdXcca

al nitrito (Fig. 4).

Nitrito Reductasa
(NiR) Vegetal

Dominio de 4 Fe-4S y

FdXrea Union-Fdx Sirohemo NOa-

FdxXox NHas*

Fig. ﬁﬂ.(éstructura de la Nitrito reductasa de plantas (NiR). La region
‘N-ierminali: oxida la ferredoxina. La region C-terminal que une el

centro 4Fe-4S y el grupo sirohemo, reduce el nitrito a amonio.
La NiR, -esta reguiada transcfipcionalmente, y normalmente en coordinacién con

la NR. Dado que’ el n1tnto es - toxico, las células deben contener sufimente N1R
: roducxdo por:la NR. Con ésto las plantas, ma_ntxenen

para reducxr todo el; rutnto'

un. exceso ‘de acnv1dad de Ni 1empre que a NR este presente por la 1nduc¢10i’i

“«

gen

en donde

suelos acxdos,
dlsponlbxlxdad de nitrato esv

predominante de niti‘égeﬁo

agncolas contienen algo de

ey (“:"‘,?J

ﬁ V3 :D .
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la reduccion de nitrato, la fotorrespiracién, el metabolismo fenilpropanoide, la

degradacxon del transporte de amidas y el catabolismo de protexnas (Joy, 1988).

A pesar de la 1mportanc1a del NH«"‘en el metabohsmo ‘de 'rutrogeno 'en las

plantas, se cree generalmente que la concentramon de NI—L; f en ‘plantas sanas es
baja (Hotht and Udvardx 2000), aunque existen evxdenc1as ‘ec s !

de esto (Bx‘ltto et al., 2001)' Otro dogma concernlente al NH4

rte P 'bhcado sobre transporte de

1§N NHq ,* en protoplas s

hnealm n e, : conforme la concentracion de NHq
mM Incrementando la temperatura, se 1ncre

NH y se reduce la concentracxon basal cle

también las observadas en las celulas-_ de‘ a ralz (Wang et al.,; 1993 Vanos

reportes sugieren que un transporta

encontrarse a través de un canal. de: dada la sxmllltud de las caracterxsncas

quimicas de ambos iones. Ademas,,un amplxa seleccxon de canales de K, “han

mostrado ser permeables a NH‘;*_ (Forde Vand Clarkson 1999) Sln embargo,

Nxelsen ¥ Schjoerring (1998), encontraron’ que el K+ adicionado en 10% en exceso

15
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al del amonio en solucién apoplastica, solo inhibe la entrada neta de NH4* por 3

min al 50%:. Ademés dado que se ha v1sto que la concentracxon de K+

apoplastxca :es 10 veces’ superlor Tal” de 1'
requenda una aﬁnxdad relat_lvamente
recuperacnon de amoruo. :

El transporte de alta aﬁru_ a

amonlo (transportadores AMTl), han>s1.

habilidad para restaurar el crecxmxento de
deficiencias en la toma de NHs;* y por los resultados
vivo™. :
I.4. Asimilaciéon de amonio ;
Las plantas asimilan nitrogeno lnorganxco en lps stgulentes am1noac1dos

transportadores de nitrégeno: gluta:nato,, glutamlna aspartato y asparagxna.

Estos compuestos son usados para transfe riel nltrogeno de Ios organos

productores hacia los 6rganos de consumo o reserv y a.ra la acumulacxon de

reservas, durante los penodos de dlS

subsecuente en procesos de- crecx

concentracxones de estos

TESES B e
FALLS DE ‘s
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Enzimas tales como la glutamina sintetasa (GS), Glutamato Sintasa (GOGAT),
Glutamato Deshxdrogenasa (GDH), Aspartato Amxnotransferasa (AAT) ¥y

Asparaglna Slntetasa (AS)“son' las responsables =de: 'sxntetxzar ‘os a_rrnnoacu:los e

convertir los 1ones de amonxo ye

lncorporada

los grupos amxno del glutamato y otros compuestos amino, 1ncluyendo

glutamina.

17
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GOGAT

ADP + Pi

Fig 5. El ciclo GS-GOGAT, en plantas es consxderada la pnncxpal ruta
de asimilacién primariay secundana de. amo

La adicién de inhibidéré’s,_ metionina

sulfox1m1na (MSO) ‘o la:

asimilado a través de la via GS/GOGAT.
I.4.2. Glutamina Sintetasa (GS)

(Rubisco) en el metabolismo del carbono.
La bxologla molecular de la GS vegetal

(Tumer et al 1983), seguido de la clo
anlrna.les (Culhmore et al., 1984 Do
La GS de. plantas tiene un pes 3

ensamblada de 8 subunidades xdentlca

18




al.,, 1980). Su tamaifio Yy estructura secundaria es semejante a la GS de
mamiferos, pero diferente. a la bactenana, la . cual posee, 12 subunidades de
1974 Stadtman and’ Gmsburg? 1974

aproxxmadamente 50 kD (Melster,
¥ xistencia

ATP (Mann - et al.,,

1nmunolog1cos han demos

de especies difieren en‘
al., 1984a). La estimacié

y GS2 bas‘adqsfig'rrx
ligeramenté~més gf’
et al., 1984b; La.r‘
1987 Txngeya

cloroplastlca y qu Y poseen
Blackwell et al., 1987)
I1.4.3. GS Citosdlica :
a) Funcién y localizacién :
Nédulos: Los nédulos de las legumxnosas,' son uno. de. los

abundancia de (GS en las plantas supenores b4 por lo tanto es’'la‘enzima est dlada»

rganos con mayor

(5%) a la plastidica y los bacteroxdes (Mlﬂln and Cullxmore, 1984 Bennett and
Cullimore, 1989). La actlvxdad de GS en los bacteroxdes es muy baja, por lo que el

f TESIS 727
| FALLA Do 5
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amonio generado por la actividad de nitrogenasa en éstos es excretado hacia el

citosol de la planta ¥ asu'nllado por la GS vegetal.
Lara~ y cols. (1983)* reportaron que la GS cxtosohca de nodulos de ‘P, vulgans

puede ser separad por crom tografa de 1ntercamblo 1onxco en 2 1soenztmas, ‘las
"y GSnz La GSnz,,es 1ndlst1ngu1ble de la enzima

cuales son’ demgn das’como GSn

los . determxnantes

ahsferasa, la: cual ‘fue

antigéh c6 la relacxon de actividad de’ sxntetasa/t

mucho mas ba_|a para la GSna1, que para la Gs,,2 o Iax GS La actlv1dad de GS en

- nodulos ‘de alfalfa, también puede ser separada en :2/picos 1soenzxmat1cos uno de

“los cuales es noédulo-especifico y difiere clel'de lal soforma de raxz, en ‘su

sensxblhdad al inhibidor tabtoxinina-g- lactama n o Knxght"and Langston—

Unkefer, 1988). Solo una isoenzima fue. dete a rante a'punﬁcacxon deAlav

GS de soya {(McParland et al., 1976) y luplno

es la forma predominante en raxz (Tlngey et al., 1987). En soya cada una las
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enzimas de raiz y hoja, consiste de 2 polipéptidos de 38 y 40 kD (Hirel et al.,
1987). B ’
Traba_)os postenores han demostrado que‘el patron de dlstrxbucxon es altamente j )

Brugxere y ‘cols., sugleren ‘qu
manera ascendente durant
'2000) La GS,, se encuentr‘
and  Yamaya, 2001) -y ha
(Wallsgrove et al., 1979)
b) Regulacion o
La regulac1on de la GS

existe una buena

’I‘xngey et al., : 1988

1993). Algunos de los rruembro ad




las anteras, respectivamente. La conclusion es que la complejidad de los genes y
sus promotores pueden combinarse y dar una expres:on en multlples y variadas

- celulas te_udos - organos "en" los cuales la GS }e ~'equerlda para el metabohsmor

presencia de’la

interacttia con las prote1nas
regulatorias ubicuas, encontradas vu't:ualm

eucarionte, regulan procesos fundamentales de

bioquimicas 1mporta11tes.
presentaron un modelo tentatxvo de control reverSIble de la GS por fosfonlacxon y

Mg*2 y el pegado a la protelna

desfosforilacién 1ncorporando Ios papeles del ATP

14-3-3. El modelo esta’ basado en‘el papel entral que juega la relacion ATP/AMP

en el control de la actividad Yy estabilidad de la GS.. Se propone que en la
--4—-7

T"SIQK .
| FALLA DE Q703
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obscuridad, los niveles ATP/AMP son altos y la GS, esta fosforilada y unida a la

proteina 14-3-3, lo cual le confiere proteccién contra Ia degradacxon. Contrano a

esto, en la luz, ‘la 4GS| no. esta fosfonlada y puede ser E3

regula ' indirectam »
onal; via‘exacta en’

Fig. 6. Principales rutas enzimaticas en el balance del metabolismo
del carbono y nitrégeno. AAT, aspartato aminotransferasa; AS,
asparagina sintetasa; GS, glutamina sintetasa; GOGAT, glutamato

sintasa.
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c) Genes en leguminosas
Esta bien establecido en al menos 2 especnes de legumxnosas (P. uulgans y P.
sativum), que la GS esta codxﬁcada por una pequena farnllla multlgenxca. -

Phaseolus vulgaris

Gebhardt et al.,

completas,, : Bennett




gmn—oe gin—g Gy g/n—38 gln—€

@ & @

GS,/GS, GS,.2 GS,4
hoja/raiz noédulo nédulo

Fig. 7. Genes que codifican para las isoenzimas octamencas de.la
GS de P. vulgaris en raiz, hoja y nédulo .

Pisum sativum

En chicharo han sido aisladas las clona's'"dve

subunxdad cloroplastxca lxgeramente ‘mas grande (43-45 kDa) que la c1tosohca

(37 243 kDa). La proporcion de" arnbas isoenzimas puede variar entre las distintas

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

T‘“SY’
| FALLA
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concentracion de CO:2 atmosférico (McNally and Hirel, 1983; McNally et al., 1983;
‘Tobin et al., 1985; Edwards and Coruzzi, 1989 Yamaya et al., 1992)
a) Funcidon y localizacién ; R :

donde se cree, funciona en la asxmxlacxr

En raices, sélo se detecta la 1soforma cxtos 11

isoforma plastxdxca también ha 51do repp

a.na.hzadas hasta la fecha poseen la’e

aunque la GS plastidica ha sido- tamb

cloroplasto., e

26




Ha sido obtenido un gran ntuamero de mutantes vegetales deficientes en enzimas

claves de los ciclos. fotorespxratono, del carbono Yy nltrogeno (Keys et al., 1978'

Kamachi

et al, 1980' Ot

Coruzzi, 1989).
c) Genes en leguminosas

‘la’’accion
émbién llamada

‘5)..+La - reaccién

catalizada por la GS involucra la arrunacxon dependxente de ATP del glutamato

TESIS 771
| FALLA DE
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para producir glutamina. La GOGAT, posteriormente cataliza la transferencia del
grupo amido de la glutamina al a-cetoglutarato, para producir dos moléculas de
glutamato. El'glutamato sintetizado puede ser utilizado para reponer las reservas
de glutarnato en la catdlisis subsecuente de la GS, o para donar su grupo amino

para formar compuestos nltrogenados. La funcién pnncxpal de la glutarruna y el

GOGA’I‘)(EC L1 2.7. 1), estas‘;dxﬁere

verdes. Ha sido punﬁcad

cultivos celulares de arr
al., 1995). En los nédul
se ha visto que e

su actxwdad

1993). E;




c \02 Fotosintato
Aspzlﬁ'a gina
Glucosa

* AS

Fosfoenolpiruvato

Purinas

cos PEPC Glutamina
Aspartato
Oxaloacetato
Ciclo de I MO
iclo e los
Acidos Malato Malato —M2Hl, Oxaloacetato _2AT

Tricarboxilicos

ato

GS

a-cetoglutarato
GAT
Glutamina Glutamina

\ Plastido /

Célula Vegetal

A

Fig. 8. La figura muestra la asimilacion de nitrégeno en los noédulos de
leguminosas, las enzimas que intervienen, asi como su localizacién 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 fotosintato, proporciona los
esqueletos de carbono para la biosintesis de aminoacidos, via la glicélisis y
el ciclo de los acidos tricarboxilicos. El carbono adicional, también puede
ser proporcionado por una fijaciébn no-fotosintética de CO2 via
fosfoenolpiruvato. Las enzimas enlistadas son: AAT, aspartato
aminotransferasa; AS, asparagina sintetasa; GOGAT, glutamato sintasa;
GS, glutamina sintetasa; MDH, malato dehidrogenasa; Nit, nitrogenasa;
PEPC, fosfoenolpiruvato carboxilasa L

En noédulos de frijol, la NADH-GOGAT parece encontrarse como 2 1soforma
incrementan en los adédulos fijadores de nxtrogeno cﬁéndoxla‘

II), ambas se
actividad de la nitrogenasa alcanza su maximo nivel de actividad. En str

la NADH-GOGAT, presenta un nivel de actxvxdad especifica que es 27 veces rnayor

que el detectado en raices (Chen and Culllmore, 1988)
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Los patrones de expresién de los genes que codifican para la GS citosélica y la

NADH-GOGAT, - parecen estar coordlnados en no- leguminosas, en .donde las

protexnas funcxonan Juntas en’los procesos tales como la asn'nxlacxon pnmana de -~

NH4* derxvado del NOa del suelo, la reasxmxla(:lon 'del NI-I.:+ beerado durante el

catabohs“ o‘ de"amxnoacxdos y/o la reasxmxlacxon del NI—L;+ lxberado durante la

gerrnlnacnon de la semllla (Lea et al‘, 1990 Lam et aL 1996)

'cuando se inicia la acumulacién de las pr
parte ‘de. la proteina de .la NADH: GOGAT
_]oven del grano. Estos resultadA

responsable de la sxnte51s_‘ :
transportada del tejido senescent
1.5.2. FA-GOGAT el

al., 1990) En comblnacxon con’ la 1soform plastxdlc

distinta de
codificadas
asimilacién
1 993)

"'y GLU2). El gen GLUI

‘en ho_]as y el gen GLU2 expresado mas

30
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1.5.3. Genes
Para determinar las relaciones evolutivas entre las diferentes proteinas GOGAT

eubacterianas Yy eucanoueas, se const

secuencias de a.rnxnoacndos de las reglones comunes de todas estas protelnas.
Fd-GOGAT eucarlotxcas

as

Este analisis demostro que

1998a' Inokuc}n et al

(Valentln et al., 1993).

(Temple et al., 1998a; Inokuchx et al~ 200 )
1.5.4. Regulacién : :
Se ha demostrado que la lu'

control regulatono sobre [

fitocromos tiene un efek t
Goodman, 1991) Ev1de

1ncremento en la
1997)

Un modelo

arbono. (ou‘v‘éira et : al.,

TESIS {
FALLA Db

31

“yeron "arboles filogenéticos basados® en"



Ademas de la regulaciéon por luz y suplemento de nitrégeno, se reportan como
posibles agentes reguladores diversos factores ambientales y vegetales, tales
como variaciones estacionales, reguladores de crecimiento, salinidad, estrés
hidrico, contaminantes y edad de la planta (Srivastava et al., 2002).

I.6. Glutamato Deshidrogenasa (GDH)

La glutamato deshidrogenasa (GDH), es una enzima_ presente en practicamente

todos los organismos vivos y puede catalizar tanto la su'xtes:s de glutamato como .

altos.

ﬁiosinfés}s Catabolismo

de de
Glutamato Glutamato
NADUY- __\
NADIPIH 4_/
NHa* J )
NHaeo— g a-cetoglutarato NHa®

Fig. 9. Se cree que:la ‘GDH, funciona principalmente en el catabolismo del
glutamato (desaminacidn), pero también puede asimilar nitrégeno inorganico
hacia glutamato, cuando'las concentraciones de amonio son altas.




Estudios moleculares han proporcionado algunos indicios en la regulacién de la
sintesis de GDH ‘en pla.ntas. Los genes. de GDH, han sido. caracterizados de

Arabidopsis'y: rnax' iy sus secuencxas protexcas sugleren que"codxﬁcan -para .una-

enzima dependxente ‘de NAD ‘con: \;lna secuenc:a de senahzacx n mxtocondnal El

llamadas transaminasas. La sintesis de asp

en el citosol,

mxtocondn LS, cloroplastos y perox1 omas.
En Arabzdopszs ‘ha.sido caractenzada a’ famxha geruca completa de isoenzimas de

AAT Clnco dlferentes clonas de cDNA de AA’I‘ han sido identificadas, incluyendo

aquellas que codifican para las forxnas‘ pl_asr_xdlcas, mitocondrial, peroxisomal y

[ TESIS N
LFALLY T
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citosodlica. Estudios in vitro 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 (citosdlica) y AAT3

(cloroplasto), detectadas por tincién de actividad en geles nativos de almidoén

(Coruzzi and Last, 2000).

I1.8. Asparagina Sintetasa (AS)
La armidacién del aspartato por la glutamina o el amonio, produce asparagina,’ un
aminoacido inerte utilizado para almai:ehar'niti'égeno v traxxspértéi-‘é" te de ‘los
lugares de produccién o sintesis, a los ' de consumo. La aspa_raglna es el,pnncxpal
eguminosas

compuesto nitrogenado detectado en el ﬂoema de ‘varias:
concentraciones tan altas. como. 30mM ,‘La. jenzunolcag1a deila: biosintesis: de

Last, 2000).
La clonacién de ‘AS’

34
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poseen un dominio de unién a glutamina tipo purF, que fue previamente descrito

para glutamina amidotransferasas, involucradas en la biosintesis de purinas en

-E. coli; otra caracteristica mas es que la glutamina es el sustrato de la AS vegetal

(Crawford et al., 2000).
A) Sintesis de asparagina dependiente de glutamina

T G+ o

Aspartato » Glutamato + Asparagina

Asparagina
Sintetasa

0

Glutamina +

B) Sintesis de asparagina dependiente de amonio

G+
Aspartato  +  NHa" Bl > Asparagina
Asparagina
Sintetasa

Fig. 10. Las asparagina sintetasas de plantas utilizan preferentemente
glutamina como donador de nitrégeno (A), pero pueden catalizar Ila
asimilacion de nitrégeno inorganico cuando el amonio es abundante (B).

I.9. Transformacion genética en plantas
La tecnologia del DNA recombinante la cual ha sido ampliamente empleada en

sisternas bacterianos, es también una herramienta muy importante para

manipular la expresion genética en plantas. Existe un gran numero de sistemas
eficientes para introducir DNA y vectores de expresion que trabajan en un gran

numero de células vegeta.les. Ademés, la mayoria de las células vegetales son

totipotentes, lo que sxgruﬁca que una planta completa puede ser regenerada a

partir de una celula. vegetal’ Por Io tanto, pueden generarse plantas transgénicas
Si las plantas

fértiles a partlr dez una’ celula genet.xca.rnente modificada.
r y producen semillas viables, la

tx‘a.nsgenlcas )
caractensnca cle xnteres 1ntrodu<:1da o modificada es transferida a las siguientes

generaciones.

mmcm_J
FALLA D7 0777 i 3




La ingenieria genética comprende una serie de herramientas rmmoleculares que
permiten manipular el material hereditario de un organismo. Esta manipulacién
ha sido posible gracias al conocimiento, cada vez mas amplio, de los principios
que rigen la herencia en los seres vivos. )
I.9.1. Estrategia general y consideraciones

El avance cientifico de los tultimos afios ha resultado en el desarrollo de

metodologias de transformacién genética de plantas, que funcxonan con va.nas

especies agrondémicamente importantes (Tabla 1). Sin embargo mxentras la'
relatxvarnente

obtencién de una expresion génica transitoria elevada ha: sxd

simple,

la obtencién de pla.ntas transformadas . establemente

muy altos nxveles unhzando electro or

m1cropartxculas (bxohstxca),

los transgenes es muy importante

) se de manera distinta en células

: transforrnadas establemente

s
de gran utilidad para estudiar los

spe01ﬁca de construcciones génicas

en te_)xdos bla.nco maduros, tales ‘como ﬂores o frutos. De esta manera puede

reahzarse un ensayo rap1do sobre la factxbxhdad de la estrategia de expresion de

los tra.nsgenes{ La produccxon de ﬂores yfrutos maduros mediante una estrategia

de transformamon estable,, consumlna mas tiempo y en el caso de arboles

perennes transgénicos, puede. tomar varios. afios.
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Tabla 1. Estrategias méas comunes para introducir genes en células vegetales

Procedimiento Ventajas Desventajas
de

transformacion

Agrobacterium Muy efectivo, barato y facil de Regquiere el uso de procedimientos
usarse. Puede ser utilizado en de regeneracién por cultivo de
transformacion de lineas tejidos.
germinales. El numero de copias El rango de hospedero puede ser
insertadas es en general bajo limitado por la respuesta de

hipersensibilidad de la planta

Bombardeo con Muy efectivo, sobre todo para No necesariamente requiere el uso

microparticulas expresion transitoria.. No hay de procedimientos de
problemas de rango de hospedero regeneracién por cultivo de
: : : . tejidos. i

El numero de copias de DNA
insertadas puede  ser.. alto: y
ocasionar silenciamiento/co-
supresién SR '

Electfoporacién Muy efectivo para expresion La regeneracién a “partir de
transitoria. No hay problemas de protoplastos es un -proceso
rango de hospedero. Altos niveles complicado. El ntimero de copias

de transferencia de DNA de DNA insertadas puede ser alto
y ocasionar silenciamiento/co-
supresion

1.9.2. Transformacién mediada por Agrobacterium

La transformacién estable es dependiente de varios factores, siendo el mas
importante la éspecie vegetal a ser transformada y el protocolo de transformacién
utilizado. El patdégeno vegetal Agrobacterium tumefaciens, es el vector mas
comunmente utjlizado para transformar numerosas plantaé'diéotiledéneas, tales
como el jitomate, el tabaco y el frijol (Zupan - et al., 2000) Este método tiene la
enética desarrollado en

ventaja del sistema natural de - tra.nsformacxon Y

Agrobacterium. El Agrobacterium sxlvestr’ transﬁere un segmento de DNA

(llamado T-DNA), de su gran plasmldo 1nductor del tumor (Ti), a través de la

membrana plasmatica e 1ncorpora este enel DNA gendmico de la célula
adyacente al sitio de la herida. El T—DNA esta flanqueado por 2 secuencias

directas repetidas de 25 pb, llamadas bordeS' y contxene genes que codifican para
enzimas que producen arinoacidos partxculares Hamados opinas, que no pueden
ser catabolizados por las plantas mlsmas, pero ‘que pueden ser utilizados como
fuentes primarias de carbono y nitrégeno por la bacteria co-habitante. El1 T-DNA,

incluye también genés que obligan a las células vegetales a producir hormonas
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vegetales, como las citocininas, que promueven la divisién celular y la formaciéon
del tumor. Para perrnxtxr la utilidad tecnolégica de la transformacion genética, los
genes” oncogenlcos y' ‘blosxntetxcos de hormonas del Agrobacteriurn, - fueron-
remov1dos de la bactena Yy reemplazados por sitios de clonacién, en donde pueden

!

ser 1ntegrados genes de 1nteres, asi como genes marcadores o reporteros. Los
Agrobactenum. portadores

‘de tales plasmidos Ti recombinantes, puede ser
utilizado para la 1nfeccxon de»te_udos heridos (p.ej. tejidos de hojas en cultwo) o

auin directamente en’ organos vegetales maduros, y la bacteria puede transfenr el
T-DNA modificado en a.lguna' de las’ celulas de la planta hospedera. : . i
El plasmido Ti sxlvestre e s’ mu; gran e (200 kb) y. dlf' c11 de manipular. Su unlxdad
ha sido me_jorada por el ‘desarrolloide los.vectores blnanos (Bevan,- 1984 En -t‘ales

pueden 1ntroduc1rse chferentes transgenes. De esta ma.nera, cuando el vector

acién . somaclonal no deseada, ha sido

as de regeneraciéon por cultivo de tejidos.
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Hasta hace 5-8 arnos atras se creia que Agrobacterium era incapaz de infectar
plantas monocotiledéneas (lirios, palmas y gramineas). Esto llevoé al desarrollo de
otros' 51stemas de transformacién, tales como el -bombardeo de particulas (Klein
et al., 1987) y la electroporaciéon (Newell, 2000), como un mecanismo para
transformar dichas plantas. Sin embargo, en los 1Mltimos arfios, se han obtenido
vanos exltos en la transformaciéon de plantas monocotiledéneas, utilizando
Agrobactenum (Hansen, 2000; Hernalsteens ~_et al.,, 1984; Schafer et al.,, 1987).
Cepas que poseen plasmidos supervxrulentos" han facxlxtado Ia transformacxon de

algunas plantas monocotiledéneas recalcxtrant‘ unque, tambxen exlsten vanos

a.en los niveles de
ineas - transgénicas

so de'material vegetal con elevada

: debldo a'su vanab1hdacl.,
de : regeneracxon, ha permxtldo el éxito en varias especies de

monoc nledoneas, tales como arroz, maiz y sorgo; aunque la pobre capacidad de
regeneracxon en otras especies ha llevado al desarrollo de estrategias alternativas
de transforrnacxon, tales como las que se describen en seguida.

1.9.3. Electroporacion y bombardeo con microparticulas

La electroporac1on de tejidos es otro método de transformacion que ha sido
utilizado para la transformacién de plantas monocotiledéneas (Newell, 2000;
Sorokinrbet al.,, 2000; Terzaghi and Cashmore, 1997), aunque existen pocos
reportes del uso de este procedimiento en la literatura comparados a la
transformacién mediada por Agrobacterium. Otras consideraciones cuando se
utiliza este método incluye problemas relacionados con la regeneracion y la
tendencia de la técnica a insertar copias multiples del transgen(es) en el genoma

vegetal. La transformacidén mediada por biolistica, comunmente llamada pistola
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de particulas, es un procedimiento utilizado frecuentemente que posee varias
ventajas (Klein et al, 1987; Maliga, 2001; Ye et al., 1990). Este es el

procedlmlento mas frecuentemente empleado para la transformacion transitoria--—

de te_]xdo y“'est’ basaclo en el bombardeo de tejidos con particulas mlcroscopxcas .

ro, recubiertas de DNA. Como en la electroporacién, una de las

soya (Chnstou et al.,_ 1989'

1995»

reqmeren el uso de

“que permxta regenerar las plantas

tra.nsgenlcas de 1nteres. La transformac:on de la ‘linea gerrnlna.l ha sido vista

corno el rnedxo para superar estas llmltamones (Tague, 2001). Resultados exitosos

han 51do reportados en Arabidopsis thaliana, cuando flores de esta especie,
fueron sumergidas en una solucién con Agrobacterium (Tague, 2001). Semillas
transgénicas fueron producidas directamente, pero en baja frecuencia en estas
flores sumergidas, sin la necesidad de cultivo de tejidos.

1.10. Enfoque biotecnolégico para mejorar la asimilacién de amonio en
plantas

Los avances recientes en la biotecnologia vegetal, combinados con estudios
bioquimicos y fisiolégicos mas tradicionales, han llevado a nuevas areas de
investigaciéon en las etapas primarias de la asimilacién de nitrégeno inorganico y
las rutas bioquiraicas subsecuentes 1nvolucradas en el suplemento y reciclaje de
nitrégeno. Desde el descubnmlento del papel principal del par de enzimas
glutamina sxntetasa (GS) / glutamato sxntasa (GOGAT) en la asimilacién de amonio
en plantas superiores (leflxn hd Lea, 1976), se han realizado un gran numero de

e e
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ste metodo es que pueden darse inserciones mualtiples del‘
envresultar en el silenciamiento del transgene o de sus‘
ta (Hansen and. Chilton, 1996). Sin embargo, este metodo no‘ :

s ecxe, o tzpo de te_]ldo bombardeado, Yy es utxhzado‘




estudios sobre los mecanismos que controlan la expresion de los genes que
codifican para estas proteinas.

Durante los ultimos 15 afos;- se= han

levado a. cabo vanas estrategias ~para

modificar la asimilacién de am nio uuhzando 'plantas tra.nsgerucas con

alfalfa, le corno resultad 40°/ mas




gen GS; de alfalfa fusionado al promotor 35S, incrementé la fotosintesis y el
crecimiento de tabaco, crecido en bajas concentraciones de nitrégeno (Fuentes et
al; 2001). La expresiébn constitutiva de un gen GSi: de chicharo en plantas
transgénicas de tabaco, proporciona una ventaja considerable de crecimiento a
las‘,plrantabs transgénicas comparadas con las silvestres (Lam et al.,, 1995).
Adenié‘s’ la sobrexpresién de la GS2, incrementa el crecimiento entre un 20 y 30%
y sgenlca.s de tabaco (Migge et al., 2000).

~con base en el peso fresco en plant s tr:
Sin embargo en otros estudxos contabaco’ (Eckes et al., 1989 l-hrel et al., 1992) y

GS citosdlica, fusionada a: 3 p
nédulo-especifico (LBCs) v u
con copias Unicas del gen GS
rolD-GS15, fueron evaluadas

actividad de GS, acu ula

en nédulos de las

Y en las raices’d

incremento. éxi ‘lds
actividad de, GS en estos t:e_]xdos o en:el: ‘contenido’ total de nitrégeno, fi_]amon de
entre todas las’ llneas transgerncas y

ruveles de G81 en hojas’y. odulos, no existen diferencias en la

nltrogeno, o en la acumulaclon de bxomas
las- plantas control. Sin embargo, las tra.nsformant\ s de la construcc’on

GSlS las cuales mostraron los ruve s mas‘altos de G51 en’ ralces, poseen

sxgnlﬁcauvamente mayor acnwdad de GS en, las raices que las plantas control. En
una de las transformantes rolD—GSJS el xncremento en la actividad de GS resulto

en una disminucién en el contenldo de nitrégeno y acumulacién de bxomasa,
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apoyando los hallazgos de los primeros estudios con L. japonicus (Limami et al.,
1999). Sin embargo, el contenido de nitrégeno y la acumulacién de biomasa, no

fueron negativamente afectados en las otras transformantes de esta construccién;- ==

y de hecho, estos parémetrbs fueron afectados positivamente en el tratamiehto
con nitrato (NO3-) 0.1 mM Estos resultados indican que la sobreexpresxon" de :
GS15 en varios tejidos de chxcha_ro, no resulta necesariamente en un 1ncremento

en la actividad de GS. Ademas i ue el 1ncremento en la actlwdad de GS en: Ia ra_lz"‘

no siempre resulta en un. decremento en el: nltrogeno vegetal y la® acu

biomasa; por lo que seran unportantes futuras 1nvest1gac1ones de” la' relacxon
entre la actividad de la GS en raiz y las respuestas en el crecimiento. :
Todos estos resultados tan disimiles, hacen pensar que los efectos de[la
sobreexpresion del gen GS; en el metabolismo nitrogenado y en el crecimiento
vegetal, son de amplio rango y parecen ser especie y tejido especificos (Fei et al.,
2003).

1.11. Lotus japonicus como sistema modelo de las leguminosas

Como la planta modelo Arabidopsis thaliana, la leguminosa Lotus japonicus posee ~
muchas ventajas genéticas y biolégicas (Handberg and Stougaard, 1992; Jiang
and Gresshoff, 1997). Por ejemplo, posee un genoma pequefio (400 Mb por
genoma haploide), es una planta diploide, con un tiempo de generacién cofio’, o

con flores grandes autofecundables, produce gran nuimero de semillas por planta, .

(n=6), :suglnendo co
ontraste con A. th.alzana, L Japonicus es capaz de".'

1nteraccxones sxmblotxcas durante la nodulacxon y la ﬁJaCIOn de rutrogeno




sido publicada (Kaneko et al., 2000). Las plantas desarrollan un buen tamario,

permitiendo los analisis quimicos y bioquimicos necesarios para pasar de los

estudios biolégicos moleculares a los aspectos funcionales (Jiang 'y Gresshoff

1993) Ademas, la estructura completa del genoma del cloroplasto, el analxsxs de
porciones de secuencxas 'expresadas (ESTs) en yemas florales y el : rnapa
cromosomico de Lotus Japonlcus‘ ya han sido reportados (Endo et al., 2000, Kato
et al.,, 2000; Pedrosa. et al; 2002) c
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11. JUSTIFICACION
Los recientes avances en la biotecnologia molecular vegetal, combinados con los

estudios tradicionales bloqulmxcos y moleculares han permxtldo un gran avance

en los estudios de la regulacxon y. expreszon de: enz;mas clave en dlversas rutas

Franks, 1991- Chnstou,:

diferentes rutas metabolxcas para conocer mas sobre 1 funcxon y'regu]acxon de
partlcular nos 1nteresa caractenzar plantas

dichas enzimas. ' :
modxﬁcadas en. la expresxon de enzxmas xmportantes en'la asxmxlamon de amonio

como las en21rnas ‘del cxclo GS/GOGA’I‘. Pa.rncularmente‘ cn ”eystie trabajo se

planted obtener. plantas transgénicas con modificaciones ‘néydi_‘llb ‘espégificas de la

glutamina sintetasa (GS).
El uso de secuencias promotoras especificas de tejido, como es el caso del
promotor del gen de leghemoglobina (de Sesbania rostrata), permitira restringir el

p—
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efecto del transgene unicamente al ndédulo en condiciones de simbiosis
(Szczglowski et al., 1996). De esta forma, utilizando la ingenieria genética de
plantas la estrategta de la sobreexpresidén utilizando un gen de GS, de alfalfa
fusxonado al promotor ndédulo especifico de leghemoglobina de S. rostrata, se

permxtlra aumentar la’ cantidad de esta enzima especificamente en el nédulo y

evalua.r su efecto en la simbiosis con Mesorhizobitum loti.
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I11. OBJETIVOS
111.1. Objetivos Generales
I11.1.1. Generar y caracterizar molecular y ﬁsxologxcamente, plantas transgenxcas

de Lotus japonicus con sobreexpresiéon nodulo -especifica’ de la glutam:na

sintetasa (GS).

II1.2. Objetivos Particulares

I11.2.1. Transformar genéticamente ' por "i:vlu‘mbértdycidyd "A. tumefaczens,» Lotus

japon.icus usando vectores que portan 'promotor

111.2.3.

Determinar si la expresxo'

S g b3p GUS v

isi oquxmlco del gen
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V. RESULTADOS

IV.1. Articulo:

“Overexpression of alfalfa cytosolic glutamine synthetase in nodules and
flowers of transgenic Lotus japonicus plants”
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Legumes can obtain mtrol.,cn from ﬁ‘mblouc nitrogen l'xnnon

higher nodule GS activity and similar root GS activity
pared to comrol plants. The GS39 and GS44 sterile planls

h d morp | alterations in pollen grains and in

in root nodules. The g h Sy’
cycle is responsible for the mlllal mlrogen imil.
This work rcports the analysis of tr il Lotus japonicus

plants with the chimeric gene containing the alfall'n cytosolic
glutamine synthetase (GS;) (EC 6.3.1.2) gene controlled

onllcs. An increase in GS transcript abundance and enzyme
ty was measured durmg carly and late stages of flower
of GS y l"lo\\c.rs of GS plants showed

rostrata legh lobi gene  pr

gly, all of the !rnncgcmc pnmar\ lruns—
formants analysed were sterile. Two tr
GS39 and GS44 were further analysed. GS in nodules
of GS39 and GS44 pl was upregul d, at the level
of transcript and protcin. The transgenic plants had 2-fold

glutamj in an  increascd
glutamlnc/glu(nma(c ratio. ’Ihc GS transcript and protein
were detected in ovules. These data indicate that overexpres-
\lon ol' GS, in reproductive organs critically affects their
de p and might be a reason for sterility of L. japonicus

planls.

Introduction

Irrespective of nitrogen source, the reduced form of
nitrogen ultimately available to higher plants for direct
assimilation is ammonium. In most plants ammonium is
assimilated into amino acids through the co-operative
activity of two enzymes: glutamine synthetase (GS) and
glutamate synthase (GOGAT) (l.ea and Mifflin 1974).
GS catalyses the incorporation of ammonia into glutamate
to produce glutamine. while GOGAT catalyses the trans-
fer of the amide group of glutamine to 2-oxoglutarate.
resulting in the formation of two molecules of glutamate.
Legumes can assimiliate ammonia in their root nodules
when this is provided by their microsymbiont (Rhizobium
and related species) from fixed atmospheric nitrogen.
The nitrogen reduced by the bacteroid is released to the
cytosol of nodule host cells and it is assimilated through
the GS-GOGAT pathway.

In plants, GS (EC 6.3.1.2) is an octameric protein with
a native molecular weight of 350400 kDa (Lea 1997).
Plants possess two types of GS isozymes, coded by a
gene family, located in the cytosol (GS,) or in the chloro-
plast (GS32). GS; is coded by a single nuclear gene that is
expressed primarily in leaf mesophyll cells and is tightly
regulated by light (Lam et al. 1996). GS; is coded by
multiple genes. Several members of the GS,; gene family
are expressed differently in various plant organs such as
roots, nodules, cotyledons, phloem, and senescing leaves
(Lam et al. 1996).

Less is known about the regulation of GS, gene
expression in plants or the significance of multiple GS,
family members. With the aim of improving the under-
standing of GS, gene regulation, several research groups
have attempted to manipulate GS, levels by either

Ahbreviations — dpi. days post-inoculation; GS;. cytosolic glutumine synthetase; GS;z. chloroplastic glutamine synthetase; GOGAT, glutamate

synthase: GUS, f-glucuronidase: 1b, leghemoglobin,
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overexpressing or downregulating their expression (Temple
and Sengupta-Gopalan 1997). This approach has been
used to increase our knowledge on the role and regula-
tion of GS,; in the assimilation of reduced nitrogen
provided by the bacteroid to the nodule plant cells
during the legume-RhAizobium symbiosis. Studies on the
modulation of GS; expression have been performed
in the Lotus (sp.) that establishes symbiosis with
Mesorhizobium loti.

Overexpression of the soybean GS, gene fused to
the cauliflower mosaic virus 35S promoter in leaves of
Lortus corniculatus resulted in changes in ammonium
assimilation and accelerated plant development, leading
to carly senecscence and premature flowering when plants
were grown on ammonia rich medium (Vincent ct al.
1997). During the symbiosis with M. /ori these transgenic
plants showed decreased GS activity in the nodules,
formed more nodules, and showed an increase in root
and shoot biomass, which may be due to more efficient
assimilation in the transgenic nodules, as indicated by an
increase in amino acids and a decrease in carbohydrate
content (Harrison et al. 2000).

Limami et al. (1999) reported the characterization
of transgenic L.japonicus plants that overexpressed GS,
in roots, directed by the Ro/D promoter. These plants
showed a significantly deccreased biomass, when
grown in nitrate, and a different partitioning of nitrate
between the roots and shoots was observed. The authors
(Limami ct al. 1999) proposed that the higher GS
activity resulted in an increase of the flux of amino
acids derived from glutamine and/or glutamate,
leading to a decreased nitrate uptake and assimilation
by feedback inhibition. Limami et al. (1999) also found a
significant ncgative correlation among non-transformed
L. japonicus ecotypes between root GS activity and
biomass production.

In their report Harrison et al. (2000) gave a summary
of their findings on the characterization of transgenic
L. japonicus plants harbouring a chimeric soybean GS,
gene fused to the nodule-specific soybean leghemoglobin
(1b) gene (/bc3) promoter. These plants showed a 2- to
3-fold increase in nodule GS activity, when grown in sym-
biotic conditions. Although their nodule biomass and
nitrogen fixation were unaffected. the trangenic plants
showed a significant decrease in plant biomass. The
authors suggested that the nodule GS overexpression
had a detrimental cffect on the overall metabolism of
the nodule (Harrison et al. 2000).

This paper reports on the characterization of trans-
genic plants from the model legume L. japonicus expres-
sing the alfalfa GS,; gene directed by the Sesbania
rostrata 1b (g/h3 gene) promoter (Srg/b3p). Lb is a nodu-
lin that plays a crucial role in symbiosis by facilitating
oxygen diffusion to actively respiring bacteroids
(Appleby 1984), the Srg/b3p was used with the aim of
directing GS, overexpression to the nodule. The trans-
genic plants obtained had elevated (around 2-fold) GS
activity in nodules. It was found that these plants were
sterile and had morphological alterations in ovules and
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pollen grains. Morcover, enhanced levels of GS; mRNA
and protein were detected in ovules.

Materials and methods

Vector construction

Plasmid pRS6 (Fig. 1A), derived from the pBl121 binary
vector (Jefferson et al. 1987), was constructed in two
steps. In the first step, the HindllI—-Asp718 fragment
(1.9 kb) from pLKS83E (Szabados et al. 1990, kindly
provided by Dr Frans de Bruijn, INRA-CNRS, Castanet-
Tolosan, France) containing Srgi/b3p was excised and
cloned into the same sites of pSP73 (Promega, Madison,
WI, USA), thus generating the intermediate vector

A NOSp apr1l Nost| 3ssp gus NOSt
RB

XH
L
1Kb y

Srgib3p

23kb

12kb
9.4kb

7kb
6kb

Skb

4kb

3kb

Fig. 1. Schematic representation of plasmid pRS6, PCR and
Southern-blot analysis. (A) Plasmid pRS6 harbours the chimeric
gene comtaining alfulfa GS; cDNA fused to the S.rostrara glb3
promoter (Srgib3p) and the nopaline synthase transcription
terminator (NOS1) flanked by the npr 11 and gus markers from
pBI121 plasmid (Jefferson ct al. 1987). The region is flanked by the
right (RB) and left (LB) borders of the A.fumefaciens T-DNA.
PCR: fragment amplificd by PCR. P1 and P2: fragments used as
probes. (B) BamHl, X: Xhol, H: Hindlll, A: Asp718. B. PCR
amplification of the 1.1 kb fragment containing the Srglb3p-GS,
gene fusion. (C and D) Southern-blot analysis of genomic DNA.
DNA (10ug) from GS, Cl or non-transformed (NT) plants was
digested with Hindlll and probed with the Pl fragment (C), or
digested with BamHl and probed with P2 fragment (D). The
numbers on the right refer to the positions of molecular length
markers in kilobases.
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pPRS1. In the second step the previously reported
pGHI114 plasmid (Fuentes ¢t al. 2001) that harbours a
chimeric alfalfa GS, gene was used. The Xhol-Asp718
fragment (0.4 kb) from pGHI114 containing the 358
cauliflower mosaic virus promoter was excised and replaced
by the Xhol-Asp718 fragment from pRSI conlaining
Srglb3p, thus genecrating plasmid pRS6. As shown in

Fig. 1A pRS6 bears a chimeric GS; gene, containing '
the Srg/b3p fused to the complete cDNA coding region g
of alfalfa (Medicago sativa) GS, (DasSarma ct al. 1986) .
and the nopalinc synthetase transcription terminator,’

flanked by the nprll and gus marker genes.

Plant transformation and growth

Agrobacterium umefaciens EHA105 strain with the

binary vectors pRS6 or pBIl21 were used to transform
L. japonicus ecotype Gifu B-129 hypocotyls as reported
(Handberg and Stougaard 1992). L. japonicus seeds were
kindly provided by Dr Jens Stougaard (Unwersn.y of
Aarhus, Denmark). Kanamycin 100mgl~' was used for
selection of putative transformed shoots. Transgenic
plants were transferred to pods with vermiculite for
maintenance in growth chambers at 24°C with a 16/8h
photoperiod provided by cold fluorescent lights or in the
greenhouse. The plants were watered with B & D nutrient
solution (Broughton and Dilworth 1971) supplemented
with 10mAf KNO; as the nitrogen source. Sterile
transgenic plants that did not produce seeds were
propagated clonally through stem cuttings and rooted
in vermiculite-agrolite mix (1:1). Fertile control transgenic
plants were allowed to scif-fertilize and seeds from the T,
generation were used for further experiments. For analysis
of the symbiotic phenotype stem cuttings from sterile plants
were allowed to root in vermiculite-agrolite mix and were
watered with B & D nutrient solution (Broughton and
Dilworth 1971) without nitrogen for 4 weeks. Then they
were inoculated with Af./ori NZP2235 and were analysed
at 21 days post-inoculation (dpi).

DNA isolation, PCR and Southern blot analysis

Isolation of L.japonicus DNA was carricd out using the
PUREGENE (Gentra Systemsl, Minneapolis, MN,
USA) plant tissue DNA isolation kit. PCR was per-
formed using 100 ng total DNA and AmpliTaq polymer-
ase (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The
primer pair used for the amplification of a 1.1-kb frag-
ment from the Srg/b3p-GS, gene fusion (Fig. 1A) was:
forward primer (Srglb3p) 5-'CAATCACAAGGAAT-
AACTC-3', reverse primer (GS) 5-CGCCCTGTC-
AATCTACGCTCG-3'. For Southern blot analysis 10 ug
of plant DNA was digested with BamHI, scparalcd by
clectrophoresis and transferred to Hybond N mem-
branc (Amersham Life SClCnccs. UK). Hybridization
was performed at 65°C using **P-labelled PCR amplified
1.2 kb internal gus gene fragment (P2) as probe (Fig. 1A).

B3

RNA isolation and Northern blot hybridization

Total RNA was isolated from nodules, using TRIzo
reagent (Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand
Island,. NY, . USA). Total RNA from flowers, was
isolated using RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen GmbH,
Germany). RNA samples (10 ug per lane) were separated

ITM

~ by electrophoresis on formaldehyde gels and transferred

to positively charged nylon membranes by capillary

:"action. Mcmbranes were pre-hybridized for 2h at 50°C

in DIG Easy Hyb (Roche Diagnostics GmbH, Manheim,
.- Germany). Hybridization was performed overnight at
' 50°C with PCR amplified 0.6 kb internal fragment from

the GS, gene (P1) (Fig.1A) as probe. The probe was
labelled using the PCR DIG labelling mix (Roche Diag-
nostics GmbH, Manheim, Germany) and the filters were
washed according to the manufacturer instructions.

Protecin extraction and Western immunoblotting

Preparation of protein extracts from nodules and flowers
was carried out at 4°C. Plant material was homogenized
in a mortar and pestle with 2vols (w/v) of extraction
buffer (SOmAf Tris-HCl (pH 8.3), 10mAf magnesium
acetate, 1mAf Nu,-EDTA, 10% (v/v) glycerol, and
1 mAf PMSF), and 10% (w/v) polyvinylpolypyrrolidone.
The homogenates were centrifuged at 10000g for
15min. Supernatants were fractioned with ammonium
sulphate, the 30%-75% fraction was recovered, desalted
and resuspended in 50 mAZ Tris-HCI buffer (pH 7). Pro-
tcin content was determined with a microassay based on
the Bradford procedures (Bradford 1976). Protein sam-
ples (10 pg) were scparated by discontinuous SDS-PAGE
electrophoresis (Lacmmli 1970) (10% resolving gel and
5% stacking gel). blotted onto nitrocellulose and incu-
bated at room temperature with the primary antibody
directed against bean nodule GS; (kindly provided by
Dr Miguel Lara, CIFN-UNAM. Mexico). An alkaline
phosphatase conjugated secondary antibody was used
and developed with 5-bromo-4-chloro-indolyl phosphate
and nitroblue tetrazolium salt as substrates (Sigma Chem-
ical Co., St. Louis, MO, USA).

Determination of enzyme activities

Histochemical B-glucuronidase (GUS) activity ussay was
performed as described (Jefferson ct al. 1987). GS activ-
ity was determined by the transferase and the synthetasc
assays (Ferguson and Sims 1971) from 21 dpi nodules,
nodule-detached roots, or flowers at different develop-
mental stages. Freshly cut tissues were homogenized, at
4°C, with 2 vol. (w/v) extraction buffer mentioned before
with the addition of 10% of polyvinyipolypyrrolidone,
centrifuged twice at 12000g for 15min and the clecar
supernatants were recovered to determine the GS activ-
ity. Nitrogenase activity was determined in detached
21 dpi nodulated roots by acctylene reduction assay.
The data were analysed by an unpaired s-test.
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Light microscopic analysis

Flowers in anthesis were fixed at the site of collection.
‘The material fixed in glutaraldehyde was dehydrated in
alcohols and embedded in LR white. Sections (1-2 pum)
were cut with an ultramicrotome and were stained with
toluidine blue. Photomicrographs were taken on a Zeiss
photomicroscope.

In situ RT-PCR analysis

Sections (3 uAf) of flower tissues mounted on silanized
slides (DAKO Corporation, Via Real Carpinteria, CA,
USA) were covered with EZ rTth kit reaction mix (25 ul)
(Perkin Elmer, Applicd Biosystems Division, Foster
City, CA, USA) containing 206 uAf Alexa-Fluor 594-5-d-
UTP. Before adding the reaction mix to the tissue, 25 ul
Sealing Starter Kit (MJ Research, Walthman, MA,
USA) were added to avoid the reaction evaporation.
Tissue sections with the reaction mix were covered with
a coverslip and incubated for the RT step at 65°C for
20 min. The internal GS, gene primers used were: reversc
primer: 5-CGCCCTGTCAATCTACGCTCG-3'; forward
primer: 5-GAGAGCCCATTCCCACCAACA-3'. The
PCR conditions were: denature at 94°C for 30s,
annealing 60°C 30s and extension 72°C 1 min, during
10 cycles in a PTC-100 Programmable Thermal Controller
(MJ Rescarch, Walthman, MA, USA). The slides werce
washed with absolute ethanol for ! min, then with sterile
1 mAf EDTA five times, and were incubated overnight at
4°C in a humid container protected against the light.
Samples were mounted in Fluoromount G Water Base
(Electron Microscopy Sciences, Washington, PA, USA)
and observed in a Bio-Rad MRC-600 system (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) fitted to a Zeiss
Axioskop. The sections fluorescence associated with the
Alexa-Fluor 594-5-dUTP was visualized using filter
settings at 590 nm of excitation and 615 nm of emission.

GS immunolocalization

Harvested flowers were immediately fixed overnight in
FAA solution (5% formalin, 5% glacial acetic acid, 50%
cthanol, 27% water, v/v) at room temperature. Then
tissues were dchydrated gradually in 50%, 70%, 80%.
95% and 100% cthanol solutions and transferred to a
histomatic tissue processor (Jung Histokinette 2000,
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) for infiltration
and paraffin embedding. Thick sections (3 um) were then
obtained and directly mounted onto silanized slides
(DAKO Corporation, Via real Carpinteria, CA, USA),
with the paraffin being removed by immersion of the
slides in xylene solution. The sections were subsequently
rechydrated in 100%. 95%., 80%, 50% and 30% ethanol
and distilled water and finally air-dried. Sections were
first incubated for Smin in 6% H2O». rinsed in PBS
buffer (pH 7.4) and incubated with primary antibody
directed against bean nodule GS, diluted 1:100 in PBS
buffer for 1 h at room temperature. Sections were then
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washed 3 times with PBS buffer and incubated for 30 min
with DAKO link-antibody. Then -slides were washed
3 times for 5min with PBS buffer and then incubated
30min with DAKO Streptavidin-Peroxidase antibody.
Slides were again washed 3 times with PBS buffer and
then incubated for 15-30 min. in the dark, with DAKO-
DAB (diamino benzidine) solution. The reaction was
stopped with distilled water. Tissue sections were dehy-
drated in alcohol and finally equilibrated in xylene
before mounting. Sections were viewed through a light
microscope, GS signals were visualized as ochre
precipitate. The sections were counter stained with
haematoxilin to resolve the regions without GS signals
as blue stain. ’

Dctermination of amino acids content

Amino acids were cxtracted with 80% cthanol from
50 mg fresh harvested open flowers. The extracts were
incubated at 37°C for 2 h and centrifuged (12000 r.p.m),
then the pellets were lyophilized. Amino acids were
determined by HPLC reverse phase analysis using a
pre-column derivation technique with 9-fluoromethyl
chloroformate and a Nova-Pack C18 column (Waters
International, Hertfordshire, UK).

Results

Obtaining transgenic L. japonicus plants with the alfalfa
GS, chimeric gene

Transgenic L.japonicus plants containing the napetll
and gus marker genes, plus the chimeric gene containing
the alfalfa GS; cDNA fused to the Srg/b3p and the
nopaline synthetase transcription terminator were obtained
after transformation of plantiets hypocotyls with
Agrobacterium tumefaciens harbouring pRS6 plasmid
(Fig. 1A). The Srg/b3p was previously demonstrated to
direct the expression of reporter genes to the nodules of
legumes such as L. cornicularus (Szabados et al. 1990)
and L. japonicus (Szczyglowski ct al. 1994). The presence
of the transgenes in kanamycin-resistant, primary transfor-
mants (Tg), was initially confirmed by histological GUS
activity and by PCR analysis. Thesc were designated as
GS plants. Also, transgenic L. japonicus plants contain-
ing only the marker genes from pBl121 were obtained
and used as control. The control transgenic line further
analysed was designated as C1 plant.

All the control primary transformants obtained devcl-
oped normally and were allowed to self-fertilize. All the
To control plants obtained were fertile and developed
normal seeds. Seeds from the T; generation of the Cl1
line were used for further experiments. However, while
all the GS plants obtained grew normally in non-symbiotic
conditions watcred with nutrient solution containing
nitrate as nitrogen source, they never produced seeds.
Forty two GS primary transformants analysed devel-
oped flowers but did not form pods, indicating that
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fertilization was not occurring in these plants. Cross
fertilization of the GS plants was tried using the pollen
from non-transformed plants, but no pods were devel-
oped. Onec of the GS plants designated GS44 formed
some pods after self-fertilization, but these pods were
abnormal: they were very small and very few seeds were
formed inside each pod. Few sceds from the T, genera-
tion of GS44 were obtained but only one seed germin-
ated and developed into a plant. However, the only T,
GS44 plant also formed only few abnormal pods with
few sceds in each one. The seceds from the T, generation
of GS44 showed a low percentage of germination (24%)
as compared to the average germination in control sceds
(85%). The few T2 GS44 plants that could be obtained
from the seeds that germinated had an affected develop-
ment, they grew much smaller than control plants, show-
ing a dwarf phenotype, and they could not be nodulated
by M. loti.

The only way found to analyse the symbiotic pheno-
type of the sterile GS Ty plants was to propagate them
clonally as stem cuttings, which when rooted were inocu-
lated with Af, /ori NZP2235. Small clonal populations of
cach GS line were assayed for nodule GS activity and
compared to that of control plants. One third of the 42
GS lines analysed had slightly increased GS specific
activity, which was approximately 2-fold of the activity
in nodules of C1 plants. Northern blot hybridization
analysis revealed a moderate increase in GS transcript
lcvels that correlated with the increase in GS activity
obscrved in the nodules of 14 GS plants. The GS specific
activity detected in the roots of these transgenic plants
was not altered, it was similar to the activity in roots of
C1 plants. Two lines designated GS39 and GS44, that
had similar nodule GS overexpression phenotypes to the
other GS plants analysed, were sclected for further study.
For maintenance. these lines were grown in non-symbiotic
conditions.

The presence of the Srg/b3p-GS,; chimeric gene in the
transgenic plants was confirmed by PCR analysis. Trans-
genic plants from GS39 and GS44 lines showed the
expected PCR fragment (1.1 kb) corresponding to the
Srg/b3p-GS, junction., while the control plant did not
show this fragment (Fig. 1B). Stable integration of the
GS, transgene in two GS lines was confirmed by South-
crn blot analysis. Using the P1 GS, gene fragment as a
probe (Fig. 1A). the expected hybridization band (3kb)
was observed in the A#indIIl digested total DNA of GS39
and GS44 plants (Fig. 1C). No hybridization band was
revealed for DNA from non-transformed and C1 plants
(Fig. 1C) indicating that under the stringent hybridiza-
tion conditions used. the host L.japonicis GS, gene did
not hybridize with the alfalfa GS; gene fragment used as
a probe. To assess copy number of inserted T-DNA,
DNA digested with BarnH1l was hybridized with the P2 gus
gene fragment (Fig. 1A). A non-transformed L. japonicus
plant lacked a hybridization band, while a plant from
the Cl linc showed only onc copy of the T-DNA
(Fig. 1D). The hybridization patterns indicated that
the GS39 line had at least five T-DNA inscrtions and

the GS44 line had at least two T-DNA insertions
(Fig. 1D). However, these data may not reflect the
presence of the entire Srgl/b3p-GS, transgene. The dif-
ferent hybridization patterns observed confirmed that
each -GS plants arose from independent transformation
events.

Overexpression of GS, in nodules of GS lines

GS39 and GS44 lines were propagated clonally and when
rooted were inoculated with M. /ozi. Molecular analysis
was performed to determine the overexpression of the
GS; transgene in the nodules of GS39 and GS44 com-
pared with C1 plants at 21 dpi, when mature nodules of
control plants show the highest activity of ammonium
assimilating enzymes (data not shown). Northern blot
analysis revealed a band with a molecular weight corres-
ponding to that reported for GS; 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 GS, probe with the native
L.japonicus nodule GS; RNA. The hybridization signal
in the GS39 and GS44 lines, however, was substantially
higher because the alfalfa GS, probe hybridized more
effectively with homologous alfalfa GS; RNA than
with native L. japonicus nodule GS; RNA (Fig. 2A).

The expression of alfalfa GS, polypeptide in L. japoni-
cus nodules was analysed by Western immunoblot using
bean GS, polyclonal antibodies. A significant increase in
the amount of GS, protein in extracts of the nodules of
GS39 and GS44 was observed (Fig. 2B). Quantification
of several immunoblots by image densitometry demon-
strated a consistent increase in GS protein of approxi-
mately 173% of the control in the GS39 line and of
137% in the GS44 line.

The overexpression of GS observed at the RNA and
protein levels (Fig. 2A,.B) correlated with clevated GS
activity (Fig.2C). The GS activity from nodules of
GS39, GS44 and CI1 lines was determined by the rapid
and commonly used transferase assay (Ferguson and
Sims 1971), which allows detection of high rates of
‘apparent’ activity (Lea et al. 1990). However, the syn-
thetase assay (Ferguson and Sims 1971), which measures
GS in a biosynthetic direction. was also used to confirm
the increase in GS activity in the transgenic lines
(Fig. 2C). Both enzyme assays gave identical results: the
GS specific activity from nodules (21 dpi) of GS39 and
GS44 lines was approximately 2-fold higher than the
activity present in nodules from control plants (Fig. 2C).

GS activity was also determined in roots and leaves of
transgenic GS39 and GS44 plants, compared to Cl
plants (data not shown). The GS specific 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 leaves GS specific activity was similar
in the GS and in the control plants. These results were in
agreement with the expected nodule-specific GS over-

cxpression.
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Fig.2. Analysis of alfalfa GS, gene cxpression in nodules of
transgenic GS lines at 21 dpi. (A) Northern-blot analysis of GS,
mRNA. Total nodule RNA (10ug) from transgenic and control
plants was hybridized with Pl (shown in Fig. 1A) and EtBr-stained
28S and 18S rRNA was used as loading control. (B) Western-blot
analysis, Protein _extracts (10ug) were probed with bean GS;
antibody. Shown is 4 representative immunoblot of a total of three
experiments, (C) Nodule specific activity of GS. Enzyme activity
from extracts of nodules was determined using the transferase
and the synthetase assays. Values are mean 2= standard deviation
of 18 measurements from 3 independent experiments. *Significant
difference (£ = 0.05)
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Nitrogenase specific activity determined in nodulated
GS39 and GS44 plants was similar to the activity present
in noduiated CI plants (data not shown). Nodulated
GS39 and GS44 plants showed similar growth rate, on
foliage DW basis, than the nodulated C1 plant.

Nodule GS, overexpression, that was evidenced at the
level of transcript, protein, and enzyme activity, did not
show an effect on growth of GS39 and GS44 plants in
symbiosis with Af./orsi. These transgenic plants had a
similar symbiotic phenotype to wild-type L.japonicus
plants.

ion of repr ive structures of

Microscopic ex
GS lines

Since all of the transgenic plants obtained with the
Srgib3p-GS, chimeric gene were sterile. we investigated
whether the GS39 and GS44 plants had alterations in
their reproductive structures. The morphology of polien
grains and ovules, from mature flowers of transgenic
plants, was cxamined by light microscopy and compared
to that observed in the C1 plant. The average size of the
pollen grains was estimated to be similar in control and
GS lines (Fig. 3A-C). Beside normal polien grains that
were plump and round (Fig.3A), the GS39 and GS44
lines showed a great proportion of aborted pollen grains
(Fig.3B,C). Some of thc aborted pollen grains were
severely collapsed resulting in a shrunken phenotype,
while others were empty with the cytoplasm spilled
(Fig.3B,C). Aborted pollen grains were absent in the
C1 plant (Fig.3A).

The microscopic analyses of the ovules revealed that,
as opposed to the C1 line (Fig. 3D), the GS lines showed
a necrotic zone in the chalaza, the region where the
nucellus, the integuments and the funiculus merge; accu-
mulation of dense compounds, that could be tannins,
was observed (Fig. 3E.F).

The sterility of the L.japonicus GS transgenic plants
correlates with drastic alterations in their reproductive
structures, both aborted pollen grains and dense com-
pounds accumulation in the ovules.

GS, expr i and i acids in flowers of

GS lines

To determine if the alterations in the reproductive struc-
tures observed in the GS39 and GS44 lincs (Fig. 3) might
be due to a direct biochemical effect of the transgenc
during flower development and pollen and ovules forma-
tion. flower buds were assayed for GS;j overexpression.
The GS transcript abundance and enzyme activity were
determined at three different stages of flower develop-
ment. The flowers were categorized by gross morpho-
logical features: carly buds, buds less than 5mm in length;
mid buds, petals exposed but unopened; and open
flower, flower in anthesis. Total RNA was isolated
from flowers of GS39, GS44 and C1 plants at three
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Fig. 3. Light microscopy examination of
pollen grains and ovules. (A, B and C)
Pollen grains in control and GS lines.
Bar=153um (A); 1.6 um (B and C).

P: normal pollen grain; AP: aborted pollen
grain. (D, E and F) Ovules in control and
GS lines. Bar =44 um (D); 90 um (E); and
62 um (F). Arrows indicate necrotic zones.
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different stages of development and hybridized with and open flowers (Fig.4A). Flowers of GS39 and GS44
alfalfa GS; cDNA probe. The endogenous GS; tran- lincs also showed more GS; transcript in the early buds
script in flowers from the control plant was more abun- than in the later stages of development. However, in aill
dant in the early buds and it decreased in the mid buds three developmental stages tested, the GS, transcript was
early mid open
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-— |I&S Fig.4. Analysis of alfalfa GS, gene

0.0
carly mid open

expression in flowers. (A) Northern-blot
analysis of GS§; mRNA. Total flower RNA
(10 ug) from flowers at three different
developmental stages (mid. early and open)
from GS and control lines was hybridized
with P] (shown in Fig. 1A) and EtBr-stained
28S and 18S rRNA was used as loading
control. (B) Flower speccific activity of GS.
Enzymc activity from flowers at three
different developmental stages was
determined using the transferase assay.
Values are the mecan % standard deviation
from 10 mcasurements from three
independent experiments. *Significant
difference (£ =0.05).
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Table 1. Gl ine and te in flowers,

Glutamine
Line umol mg protecin™! Glutamate gin/glu

0.041 (£0.001) 0.0056 (= 0.0002) 7.22 (+0.30)

Cl1
GS39 0.059 (£ 0.004) 0.0060 ( == 0.0005) 9.95 (£0.35)
GSsaq 0.048 (£0.001) 0.0063 (= 0.0006) 7.42 (£0.61)

Mcan (xsp). Three to six mcasurcments from flowers of three
diffcrent plants from cach line.

more abundant in flowers of the GS39 and (GS44 lines

compared to the CI line (Fig.4A). The overexpression of -

GS, during flower development correlated with the sig-
nificantly higher enzyme activity detected in flowers of
GS39 and GS44 plants compared to C1 (Fig. 4B). At the
carly stage of development flowers of GS, plants showed
113% to 141% GS specific activity, while at the late
stage of development the activity was 121% in GS39
flowers and 156% in GS44 flowers, compared to control
flowers (Fig.4B). These results suggest that the alfalfa
GS, transgene was expressed in the GS39 and GS44
flowers in addition to the endogenous L.japonicus GS,;
gene.

The glutamine and glutamate content was measured in
open flowers of transgenic and control lines in order to
determine if the GS overexpression resulted in increased
glutamine synthesis and disturbed glutamine/glutamate
ratio. Glutamine content was 20% to 40% higher in
flowers of transgenic plants than in flowers of C1 plant,
while glutamate content were not significantly different
(Table1). Consequently, a significantly higher gluta-

mine/glutamate ratio was observed in flowers of the
GS39 and GS44 transgenic plants (Table 1).

In situ RT-PCR and immunolocalization experimental
approaches were performed for further analysis of the
GS, - expression in the affected 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 GS; gene internal primers and Alexa-Fluor
594-5-d-UTP. The experiment was carried out in anthesis
flowers deprived of petals from GS39. GS44 and Cli
plants. The yeillow fluorescence of the ovule tissue
sections revealed the presence of the GS,; transcripts
around the integument that delimit the embrionary sac
and in the chalaza (Fig. 5A,B). The fluorescence signal
observed was much more intense in the sections from the
GS39 and GS44 flowers than in the Cl1 flowers
(Fig. 5A,B).

GS; immunolocalization was also performed on sec-
tions of anthesis flowers deprived of petals. The signal
that indicated the presence of GS; protein was visualized
as an ochre precipitate in Fig. 5C, that shows sections
from the ovules of the transgenic and control plants
similar, though not identical, to those shown in Fig.5B
for RT-PCR. These observations indicated that GS,
protein was primarily localized in the same ovule tissues
where the RNA was detected: 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). The signals were much more
intense in GS lines that in the control line (Fig. 5C).

GS39 GS44

Fig. 5. Insitu RT-PCR dctcction of GS| mRNA and GS, immunolocalization in flower tissues. (A and B) Confocal laser scanning microscope
images taken after in situ RT-PCR from ovary sections with GS; specific primers. The square in A panels indicate the ficld shown in B panels,
rcspccli\:cly. Bar =250 um (A) and 50um (B). Arrowhecads indicate the highest yellow fluorescence signals of Alexa 594-dUTP (Molecular
Probes) in GS lines. (C) Immunolocalization of GS, protcin in ovules of control and GS lines. Scctions were viewed through a light microscope

and signals were visualized as ochre precipitate. Bars = 50 um.
e
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Immunofluorescent analysis using similar tissue sections
from flowers of the GS and control plants gave similar
results as those obtained using the above-mentioned
immunolocalization approach (data not shown). The
different control levels (transcriptional, translational
and post-translational) that regulate plant GS; expres-
sion (Temple et al. 1993, 1998) may explain the difference
in the strength of the RT-PCR versus immunolocaliza-
tion signals that were observed in the ovules of the
transgenic plants (Fig. 5B.C).

These results indicate that GS; was overexpressed
in the female reproductive structures (ovules) of the
GS transgenic lines. The GS, expression and disturbed
glutamine/glutamate ratio correlates with the morpholo-
gical alterations of these structures and with plant
infertility.

Discussion

Due to the central role of GS in plant nitrogen metab-
olism, several groups have attempted GS; overexpression
in trunsgenic plants to improve nitrogen use efficiency,
and consequently to improve plant growth or crop pro-
duction (Miflin and Habash 2002). However, mixed
results showing either positive or negative effects in
plant growth, have been obtained. Recent reports
revealed that the ectopic overexpression of GS,; in
transgenic tobacco resulted in improved plant growth
(Fuentes et al. 2001, Oliveira et al. 2002). Fuentes et al.
(2001) demonstrated that tobacco plants overexpressing
the alfalfa GS, gene displayed a growth advantage when
compared to control plants, and proposed that this was
duc to the ability of the transgenic plants to maintain
normal photosynthetic rates under nitrogen limiting con-
ditions. Oliveira et al. (2002) reported the positive effect
of pea GS; overexpression in growth of transgenic
tobacco that correlated with enhanced photorespiratory
rates and incrcased reassimilation of photorespiratory
ammonium. Rescarch performed on cereals, such as
wheat, and on trees. such as poplar, has also revealed
positive effects on plants growth resulting from the over-
expression of GS; (Gallardo ct al. 1999, Habash et al.
2001). A transgenic wheat plant that overexpressed bean
GS, from the rbcS promoter, showed increased root and
grain dry matter as well as higher nitrogen content in the
grains (Habash et al. 2001). Increased levels of soluble
protein and chlorophyll content and of plant growth in
height have been described for poplar transformed with
GS; (Gallardo et al. 1999). Lotus corniculatus transgenic
plants that constitutively overexpressed soybean GS,
showed increases in biomass of shoots and roots
(Vincent et al. 1997). By contrast, expression of the same
gence behind a Rol/D promoter, which led to more GS; in
roots of L.japonicus, decreased biomass production
(Limami et al. 1999). The effect observed for L. japonicus
is similar to that reported recently by Fei ct al. (2002) for
a transgenic pea plant with the sume Ro/D promoter
fused to sovbean GS; gene that overexpressed GS; in

roots and showed lower biomass accumulation and total
nitrogen content. However, the authors reported that
another transgenic pea plant with similar GS, overex-
pression in roots did not have lower nitrogen or biomass
(Fei et al. 2002). They suggested that the correlation
between increased root GS activity and decreased
biomass production requires further investigation (Fei
et al. 2002). Studies have been performed using nodule-
specific promoters to direct GS; overexpression to this
organ. The work of Harrison et al. (2000) and this work,
using Ib promoters to overexpress GS, in Lotus japonicus
nodules, showed deleterious plant phenotypes. L. japonicus
plants that overexpressed GS; in the nodules had a
severe decrease in biomass production and decreased
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 affected, the upregulation of nodule
GS activity had a detrimental effect on the overall nitro-
gen metabolism of the nodule, probably related to an
inefficient competition between root and nodule GS’s.
Fei et al. (2002) reported the characterization of one
transgenic pea plant with a lb promoter-GS; chimeric
gens= that showed only a minor increase in nodule GS,
protein, but similar enzyme activity to control pea plants.
Therefore, varying results were observed in L. japonicus
and pea plants bearing a similar Ib promoter-GS; chimeric
gene (Harrison et al. 2000, Fei et al. 2002, this work).

The mixed results obtained do not allow general con-
clusions to be drawn on the effect of GS,; overcxpression
in plants. The varying results from the different studies
indicate that the expression of a GS, transgenc may vary
with the promoter or coding region used and/or with
plant species. However, some of the results obtained
are sufficiently encouraging to suggest that the manipu-
lation of nitrogen via transformation is worthwhile
(Miflin and Habash 2002).

The experimental approach followed in this work,
similar to the one summarized by Harrison et al.
(2000), included the use of a Ib promoter-GS; chimeric
gene for the transformation of L.japonicus for directing
GS, overexpression specifically to the nodules of trans-
genic plants. An alfalfa GS; gene (DasSarma et al. 1986)
fused to the g/b3 promoter from S.rostrata (Szabados
et al. 1990), a stem-nodulated tropical legume, were used
in this work. Similar to what Harrison et al. (2000)
reported, various transgenic plants harbouring the
Srglb3-GS, transgene analysed showed approximately
2-fold increase of GS activity in the nodule. However,
the most striking phenotype found was that all the trans-
genic GS primary transformants were sterile. All, but
one, primary transformants did not form seeds and the
only plant GS44 formed few abnormal seeds that did not
develop into normal plants. Harrison et al. (2000) did not
report about sterility in their transgenic plants. However.,
soybean lb promoter is naturally expressed in root
nodules while S.rostrara b promoter is naturally
expressed in aerial shoot nodules. This could be a reason
for a difference in their expression in flowers. Dasharath
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ct al. (2001) reported that when kanamycin or hygromy-
cin were used as sclective agent, up to 10-20% of the
L. japonicus primary transformants obtained were sterile,
probably due to somaclonally induced abnormalities.
However, in the present work., all (100%) of the
transgenic Srg/b3-GS; plants analysed were sterile but
neither of the control plants transformed with pBI121.
‘Therefore, possible correlation of this phenotype
with the overexpression of GS, in reproductive organs
was hypothesized. Indeed, experimental evidence of the
GS, overexpression in ovules, and the morphological
alterations in pollen grains and ovules, was obtained
and support this hypothesis.

Both soybean /bc3 and S.rostrata glb3 promoters,
have been extensively analysed through detailed dele-
tion/substitution and site-specific mutagenesis. Similar
to the soybean /bc3 promoter (Stougaard et al. 1987,
Ramlov et al. 1993), Srg/b3p harbours an enhancer-like
positive element, a positive element and the nodule/
infected cell expression (NICE) clement (Szabados et al.
1990. Szczyglowski ct al. 1994, 1996). Although Srgi/b3p
is considered a nodule-spccific promoter, it can direct the
cxpression of reporter genes in other plant organs both in
lecgumes and non-legumes heterologous systems. In
L. cornicularus Srglb3p was expressed in roots (Szczyglowski
ct al. 1994). In tobacco it was also expressed in roots,
specifically in root meristems, its expression was also
detected in stems and a background level of expression
was detected in leaf tissue (Szabados et al. 1990,
Szczyglowski et al. 1996). However, no information could
be found on whether the expression of Srg/b3p in flowers
or in reproductive structures has been assayed and/or
detected. The results shown in the present work indi-
cate that although GS, was not overexprecssed in roots
or leaves, the Srg/b3p can direct the expression of the
alfalfa GS,; transgene in L.japonicus flowers, a signifi-
cant increase in GS activity was observed in flowers at
carly and late developmental stages. The enhanced level
of GS, transcript and protein was observed in the
ovules. The in situ RT-PCR approach could not be
used to localize GS, in pollen grains due to the intense
background fluorescence observed in control prepara-
tions. However., the analysis of the Srg/b3p DNA
scquence using the plant cis-acting clement database:
PLACE (www.dnaaffrc.go.jp/htdocs/PLACE/) revealed
the prescence of the AGAAA element previously charac-
terized as required for pollen-specific gene transcription
(Bate and Twell 1998). This eclement was found in
12 different sites. three times in the +DNA strand
and nine times in the ~DNA strand of Srg/b3p. This
computer analysis indicated that Srg/b3p could be
expressed in  pollen grains. We propose that the
overexpression of GS; in reproductive organs of
L. japonicus lcads to altered glutamine/glutamate ratios
that may result in a negative metabolic effect for the
development of pollen grains and ovules.

The analysis of alfalfa NADH- dependent GOGAT
antisense plants (Schoenbeck ¢t al. 2000) evidenced
that the nodule-enhanced aspartate amino transferase
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(AAT-2) gene promoter fused to the antisense GOGAT
coding sequence was expressed in flowers. This work
reports similar effect for the 1b promoter naturally
expressed in nodules. The antisense alfalfa plant
analysed, with a decreased NADH-GOGAT activity in
nodules and flowers, showed altered pollen grains and
was male sterile, suggesting a critical role of this enzyme
in reproductive development of alfalfa (Schoenbeck ct al.
2000). It is conceivable that a decrcase in NADH-
GOGAT activity may result in a similar metabolic effect
as that resulted from an increase in GS,; activity: an
increase in the glutamine/glutamate ratio, by reducing
glutamate or increasing glutamine, respectively. The
results obtained in this work supported this assumption;
the transgenic plants that overexpressed GS, in the flow-
ers showed higher glutamine content and increased glu-
tamine/glutamate ratio.

The altered reproductive organs phenotype observed
in the sterile transgenic plants that overexpressed GS, in
the nodules and in the flowers, may be duc to a similar
metabolic effect to that reported previously for NADH-
GOGAT antisense plants (Schoenbeck et al. 2000). In
alfalfa the highest NADH-GOGAT gene expression and
cnzyme activity in flowers occurred at the early develop-
mental stages, perhaps at a critical time in pollen forma-
tion (Schoenbeck et al. 2000). In rice, NADH-GOGAT
activity increased in the apical spikelets during the first
15 days after flowering, subsequently the levels decline
rapidly at the grain filling stage (Hayakawa ct al. 1993).
The authors suggest that in rice, NADH-GOGAT
is responsible for the synthesis for glutamate from
the glutamine that is transported from senescing
tissues to the spikes. In Arabidopsis, flowers have high
proline content that correlates with high expression of
proline metabolic genes (Hua et al. 1997). In particular,
pollen grains and ovules arc known to be proline rich in
Arabidopsis and other plant species. The authors suggest
that flowers have higher proline turnover than other
plant organs, which is consistent with the function of
proline in providing energy and/or carbon and nitrogen
sources for flower development. In plants, proline is
synthesized from glutamine via two different metabolic
routes (Hua et al. 1997). High concentrations of gluta-
mate and of amino acids derived from it such as proline.
may be required for adequate development of floral tissue,
and metabolic lesions that reduce glutamate content
in flowers, such as that reported in this work and by
Schoenbeck et al. (2000). might affect flower development
and consequcntly ovules or pollen formation.
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IV.1.1. Anexo 1. Figura 5 del articulo Sudarez et al (2003)

_GS39 GS44

B

Fig. S. Deteccién del mRNA de la GS; por RT-PCR in situ e inmunolocalizacién en tejidos
florales. (A y B) Imagenes tomadas en microscopio confocal, después de la reaccion de RT-
PCR in situ en secciones de ovario, utilizando oligonucleétidos especificos de la GS:. Los
cuadros en el panel A, indican los campos mostrados en el panel B. El tamafio de las
barras 250um (A) y SO ym (B). Las puntas de flecha indican las sefiales intensas de la
fluorescencia del fluoréforo Alexa 594-dUTP (Molecular Probes) en las lineas GS. (C)
Inmunolocalizacién de la proteina GS; en 6vulos de las plantas control y GS, utilizando
anticuerpos especificos dirigidos contra ésta proteina. Las secciones fueron analizadas en
un microscopio éptico con luz directa y las senales visualizadas como precipitados ocre,
con un sistema de inmunodeteccién a base de estreptavidina-HRP y diaminobenzidina
como sustrato (Sudres= et al., 2003).
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IV.2. RESULTADOS NO INCLUiIiDOS EN LA PUBLICACION

IV.2.1 Sobreexpresion de GS,; en Lotus japonicus

Con el fin de demostrar que la expresién conferida por el promotor-: de-.
leghemoglobina de S. rostrata, es una expresién especifica de nddulo, se proégdié
a cuantificar la actividad de la GS por ensayo de transferasa en ra‘ices_y"_l}‘t_)j_a‘:s' de
las plantas transgénicas de L. japonicus, obtenidas con el plésmidoiﬂﬁR_:sé‘_}ﬁaAra_

sobreexpresion, asi como de las plantas control, obtenidas por la'tx_-axiSforrfgaciéh |

con el plasmido pBI121 (Fig. 11). Ademas se determiné el fenotipo'simbiético ' de
las plantas transgénicas, evaluando parametros como: actividad_%d‘eﬂ;rﬂxitro“gei;ijas'é:.;
nuamero de nédulos formados, proteina total de noédulos, fpes'df:s:ééo é"flfo:llaje
(biomasa) y contenido de nitrégeno total en el follaje (Fig. 12 A, B, C, D;;E y.F).i .
a) Actividad especifica de la GS en raiz y hoja R

La actividad de la GS, también fue determinada en las réiceé
plantas transgénicas GS39 y GS44 y comparadas con lap an
actividad de GS en la raiz de las plantas transgénicas; fi :
actividad detectada en los nodulos y ésta fue similar‘a;l
de la planta control (Cl). En las hojas tampoco exivste'_';:lir 7
especifica de la GS entre las plantas que sobreexpre$éh"é$té: enz rn L

(Fig. 11).

B ACTIVIDAD DE GS EN HOJAB (TRANAFERASA)

A DE GBS EN (r

0.1
2 i
2 H

.08 1

2227

0.06

0.09
10 4o P 1. i

ymol de yGHA/minimg proteina
pmol deyGHAMmin/mg proleina
]

0.02

Fig.11. Actividad de GS, por ensayo de transferasa, en raices (A) y hojas (B), de
plantas transgénicas de L. japonicus GS39 y GS44 transformadas con el plasmido
pRS6 y planta control (Cl), transformada con el plasmido pBIl121. Los valores
representan la media y la desviacion estandar de 20 mediciones de al menos 3
experimentos diferentes.




b) Determinacién de parametros simbiéticos

Con el fin de determinar el fenotipo simbidtico de las lineas GS39 y GS44 que

sobre-expresan la GS,, estas fueron propagadas clonalmente y. enrai?adas para
tividad de

ﬁrétéirié ' total

su nodulacién con M. loti. Se determinaron parametros tales cofnb‘iau
nitrogenasa (Fig. 12A y 12B), el nimero de noédulos (Flg. 12C) 1"'
del nédulo (Fig. 12D),

el peso fresco de follaje (Fig. ' 12E) yie contenxdo de

GS44 muestra

parecece no ser
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Astividad Tetal o Nitragensan

Namerc total da asdulos

|

//////////////////

Follaje

Paso Fresco de

!

GS39

c1

en plantas transgénicas

evaluados

noduladas con M. loti a 21 dpi. A. actividad total de nitrogenasa, B. Actividad

de nitrogenasa/mg de proteina, €. Nuimero total de nédulos formados, D.
Proteina total de nédulo, E. Peso fresco de follaje y F. Contenido de nitrégeno

Parametros simbidticos
por mg de peso seco. Los valores representan la media y la desviacion
estandar de 10 mediciones de al menos 3 experimentos distintos.

12,

Fig.
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c) RT-PCR en nédulos y flores de plantas transgénicas de Lotus japonicus

La expresion de un gen individual miembro de una familia multigénica, es en
general dificil de estimar, dadas las similitudes en sus secuencias codificadoras.
Los analisis tipo “Western”, ensayos de proteccién contra la RNAsa, asi como el
uso de fusiones entre genes reporteros a promotores especificos, son algunas de
las herramientas utilizadas, para obtener informacion sobre la expresién de algin
gen especifico. El analisis por ensayos tipo “Northern blot”, ha sido también

ampliamente utxhzado con este proposxto, pero requxere relatxva.rnente de gra.ndes

cantxdades de RNA y no. es la ecruca mas aproplada';_cuando se trata ‘de

Utxhzando la tecruca_

introducido -en pla.ntas

comparar entre

n todas las muestras, sé 1tilizé un control de un gen

: amphﬁcacxon del cual fue 1gua1 en todas las muestras




Fig. 13. RT-PCR en plantas transgénicas de L.
japonicus: de flores (A y B) ¥y nédulo (C y D)
amplificando los mensajeros de GS (A y C) y
Ubiquitina (B y D) en plantas transgénicas (GS) y
control (C1). En Ay B: 1, 2 y 3 representan las 3
etapas de desarrollo en las que fueron realizados los
experimentos. 1, etapa de boton floral; 2, etapa
intermedia anterior a la antesis ¥y 3 flor en antesis.
NA, en A, C y D: nédulo de alfalfa.

bt ot mm
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IV.2.2. Transformacién de L. japonicus con la fusién génica Srgilb3p-uidA
(gus)
Los genes regulables en plantas, pueden ser inducibles, tejido especificos o
ambos. Estos pueden responder a una gran variedad de estimulos ambientales,
tales como la luz, el calor, estrés anaerdbico, heridas, estimuladores fungales,
ritmos circadianos, hormonas, o sefiales de bacterias patdgenas o simbidticas.
Alternativamente, estos pueden ser activados en tejidos verdes, tubérculos,
semillas, flores, granos de polen o‘en’ nodulos fiJadores de nitrégeno inducidos
por rhizobia. Los mxembros ‘de émbas categonas pueden estar sujetos a un
et al; 1988; Weising et al.,

Sédulo; e“s‘;'v:e‘c‘iﬁc'a ‘

1pocqtilos infectados con A. tumefaciens

1nt.roduc1dos. Un total de 34 plantas,




extrajo DNA y la fusién génica Srglbc3p-GUS fue amplificada por PCR, utilizando

oligos especificos de estas dos regiones (Fig. 15).

PLKS83E

NPTII

3°nos

pLP17
RB

Fig 14. Plasmido pLKS83E, que porta la fusion génica del promotor de
leghemoglobina de S. rostrata (Srglb3p) con cl gen uidA (B-GUS) en el vector
pLP17 derivado del pROK2275 que esta basado en el vector binario pBIN19
(Bevan, 1984). LB, borde izquierdo; RB, borde derecho; NOSp, promotor de la
Nopalino Sintasa; NPT 1I, Neomicina Fosfotransferasa II; 3°nos, serial de

poliadenilacion de la Nopalino Sintasa;

De las 34 plantas analizadas por PCR, Ginicamente 4 plantas (pertenecientes a un .
mismo evento de transformacion), no mostraron amplificacién de la fusidén génica.
Las plantas positivas a la amplificacién por PCR, fueron transferidas a macetas
mantenidas en condiciones controladas de crecimiento (temperatura y
luminosidad), hasta la floracién. Flores en distintas etapas de desarrollo (al
menos una planta de cada evento de transformacion), asi como algunas vainas,
fueron incubadas en presencia de X-Gluc, para determinar histoquimicamente la

actividad de GUS (Jefferson et al., 1987).

Fig. 15. Productos de PCR en donde se amplifica la fusién génica
del promotor de leghemoglobina de S. rostrata-GUS de
aproximadamente 1.3 Kb. 1 y 18 control positivo del plasmido
pLK83E (100 ag), 2 planta transgénica transformada con el
plasmido pBl121 (control negativo), 3 a 17 plantas transgénicas
transformadas con ¢l plasmido pLK83E, de los diferentes eventos de
transformacion. M. marcador de peso molecular 1 Kb
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El ensayo de GUS, realizado en flores de plantas de L. japonicus, transformadas
con el plasmido pLK83E, confirman nuestra aseveraciéon, 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
sobreexpresion de una GSi bajo la acciéon de este promotor de leghemoglobina en

plantas transgénicas de esta misma especie (Fig. 16).

[
AR

Fig. 16. Actividad de B-glucoronidasa (GUS) en estructuras florales de
plantas transgénicas de L. japonicus, transformadas con la fusién génica
Srglb3p-gus. A, B y C flores con pétalos en diferentes etapas de desarrollo;
D y E 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 expresion del gen reportero
en las anteras y también en la regiéon basal y apical de los sépalos. Algunas
vainas fueron ensayadas y también es clara la expresion de GUS en estas
estructuras (datos no mostrados). De la misma manera se determiné la actividad
de GUS en otros tejidos de raiz, hojas y tallos, confirmando y los resultados
similares 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 organo diferente al nédulo, tal como la
flore; por’loique no debe ser considerado un promotor nédulo especifico en el
sentido estricto de la palabra.
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IV.2.3 Bombardeo de alfalfa
La transformacion genética de plantas se ha convertxdo en una plataforma comun

de mejoramiento vegetal, asi como también: par el estuclxo de la funcién génica y

la regulaciéon de procesos ﬁsxolog1cos "y ‘de desarrollo en plantas. Se han

desarrollado diferentes tecnologlas para‘la transformacion? de la’mayoria de los

cultivos y se han tenido que vencer_ vario obsta ulo antesde su'aphcacxon. Las

leguminosas de grano. tales: como

vulgaris),

Vzgna. un.gulcu lata v

adxcxonal es 'que

regeneracxon .
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Los experimentos iniciales de bombardeo, consistieron en la evaluaciéon de dos
sistemas: PDS 1000He= Particle Delivery System y PIG= Particle Inflow Gun; el
primero es un sistema comercial de Du Pont y el segundo un aparato diseniado y
construido en la Universidad de Tennessee (Fig.17A y B) (Bond et al., 1992). En
cada uno de ellos se evaluaron los diferentes tamarnos de particulas (M-5 y M-10)
con condiciones constantes de distancia de recorrido de las particulas hacia la
zona de impacto (PDS= 5 cm, PIG= 15 cm) y presion (PDS= 800 psi, PIG= 80 psi).
Esta fase del experimento se realizé 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.

Fig 17. Sisternas de bombardeo. A. sistema de alta presion (PD8= Particle Delivery
System). B. Sistema de baja presion (PEG= Particle Inflow Gun)

Se utilizaron hojas de alfalfa (trifoliadas), provenientes de plantas cultivadas en
invernadero, que antes del bombardeo fueron desinfectadas con una solucién de
hipoclorito de sodio comercial al 10% por S min y se enjuagaron varias veces con
agua destilada estéril e incubadas en medio basal MS (Murashige and Skoog,
1962). Todos los DNAs de plasmido que se utilizaron en los experimentos de
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bombardeo fueron purificados por gradiente en Cloruro de Cesio (Sambrook et al.,
1989). El DNA fue precipitado sobre las particulas de tungsteno utilizando CaClz
2.5M y espermidina 0.1M de acuerdo a Klein y cols. (1988). Después del
bombardeo, los tejidos fueron cultivados en una camara de crecimiento a 25°C
(fotoperiodo de 16 h Iluz por 8 h de obscuridad). Este periodo posbombardeo
permite la expresion del DNA transferido.

Dos dias después del bombardeo, los tejidos fueron ensayados para determinar la
actividad de B-glucuronidasa (GUS), mediante la incubacién de los tejidos en X-
Gluc (acido S-bromo 4-cloro 3-indolil B-D glucordénico) por 12 h a 37°C (Jefferson,
1987). Los tejidos fueron clarificados con una soluciéon de acetona-metanol (1:3) y
conservados en glicerol 50%. La expresién génica transitoria, visualizada como
puntos o zonas aziles, fue examinada y cuantificada bajo microscopio
estereoscopico (Fig.18).

B

-

25

Fig 18. Visualizaciéon de la actividad transitoria de GUS en hojas de alfalfa
bombardeados con el sistema de alta presion PDS 1000He, utilizando
particulas M-5 acopladas al plasmido pBl1426.
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El plasmido utilizado en este experimento fue el pBI426 (Fig. 19), cuya
caracteristica principal es que posee el gene de GUS, fusionado a un promotor
doble ‘35S 1o que le confiere una capacidad mayor de expresion de este gen, en
comparacion a los vectores que posee un promotor sencillo.

PBI426
B-GUS NPTII 3 'nos

358-358 AMV

B-Gus T7pa

qmi—

B-GUS T7pa

Tmi—

B-GUS T7pa

i

Fig 19. Plasmidos utilizados en los experimentos de bombardeo. 358-3SS,
promotor doble 35S del virus del mosaico de la coliflor; AMV, aumentador
transcripcional del virus del mosaico de la alfalfa; B-GUS, p-glucuronidasa;
NPTII, 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, senal de
poliadenilacién (terminador) del virus T7; HYG, gene que confiere resistencia a
higromicina.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 2.
Tabla 2. Comparacién entre los sistemas PDS 1000He y PIG, utilizando 2

tamanos de particula
PIG - PDS L
y M-S - M-10

M-S

19 135 i - 79
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De estos resultados, se concluye que de los dos sistemnas de transformacién por
ma basandose
US. De los dos

mbinacion con

on resulto ser el

bomba.rdeo empleados, el de alta pr j¢
en los a.na.lxsxs de: expreSIOn transxtona del gen reportero,de

tamarios de partxcula empleadOS' M s y M- 10 ‘M-5 es me_]or

el sistema de alta presién (Tabla 2).
Debido a que en el laboratorio, se contaba con el sxstem‘
baja presion (PIG), se procedié a optxmxzar las condxcx

hojas. Para esto se tuvieron que evaluar dlferentes parametro

ﬁfahsformacién de

nes d bombardeo de

y cond1c1ones,

mismos que se describen enseguida:
a) Bombardeo de hojas de alfalfa S
La primera etapa consistié en bombardear ho_]as de alfa.lfa de o l Variédad

Rangelander, previamente reportada como una variedad con capacxdad altamente
regenerativa (Bagga et al., 1992). Se uuhzo el plasmido pBI426 (Flg 13), ‘dos:
presiones distintas (80 y 120 psx) Y dlferentes dxstancxas de recom,o & ‘
0 5 y 20.5 cm). Se colocaron

particulas a la zona de impacto; (3

alfalfa en el centro de una’c »
: mbardeo. Los . foholos fu
rante 12 ha 37°C despu

repetxcmnes en cad

S una soluc1on d 1"

31do~bomba;'d lo folxolos fueron 1ncu

la '- cloroﬁla :

de acetona-met

expresién transitoria‘de

Distancia 80 psi:
3.0 cm . 5.0:
10.5 cm 2.0
20.5 ecm 1.0~ T i s
Los resultados estan expresados én pﬁ,lp;os de expresion, t:ansitoria/.fqlipl.é bpmbardeadt_) 5

De los resultados obterudos se concluye que 1a presxon de . 120 psx y 1a dnstancna
de 10.5 cm de recomdo de las: mlcropameulas, son las mejores condlcxones en

cuanto a expresion de GUS ('I‘abla 3)

{ TES]S (O3
FALLA DT
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Una vez establecidas las condiciones para el bombardeo, se procediéo a
bombardear hojas para someterlas al proceso de regeneracién y tratar de obtener
plantas transformadas de manera estable. Las condiciones de bombardeo fueron:
120 psi de presion, 10.5 cm de distancia, particula M-5, plasmidos pGH222,
pPD7 y pRS2 (Fig. 19). Uno de nuestros objetivos era deterrminar como afectaria
la seleccion el proceso de regeneracion por lo que se decidié emplear 3 plasmidos
con genes para resistencia a diferentes agentes selectivos (Fig. 19): pGH222 para
seleccion con higromicina, pPD7 para selecciéon con kanamicina y pRS2 para
regenerar en ausencia de seleccidén y una vez las plantas regeneradas, seleccionar
las transgénicas, mediante la aplicacién via foliar del herbicida Basta o
Bialaphos, al cual confiere resistencia el gen pat, clonado en este plasmido. Se
bombardearon 10 cajas con 6 foliolos cada una por cada plasmido 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 regeneracion (Bagga et al.,, 1992). Los resultados fueron: una clara
expresion transitoria de GUS a las 24 h, pero una escasa respuesta callogénica

de los tejidos bombardeados atin en ausencia de seleccion (Fig. 20).

Fig. 20. Respuesta a la callogénesis en foliolos de alfalfa bombardeados con
los diferentes plasmidos, 120 psi de presién, 10.5 cm de recorrido de las
particulas y tamarno de particula M-5. Se observa una pobre respuesta
callogénica, asi 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 como explante para
bombardeo, no resulté ser el idéneo, ya que no hay callogénesis y no es posible
regenerar plantas via embriogénesis somatica.

b) Bombardeo de callos de alfalfa

Con base en los datos negativos obtenidos al bombardear hojas de alfalfa, se
procedi® a establecer las condiciones éptimas de bombardeo, utilizando callos
como tejido blanco. Para é€sto se utilizaron callos de 2 semanas en medio para
inducir callogénesis (TM1) (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 plasmido pBI426 y 2 tamarios de particula (M-5 y M-10). Se
efectuaron 2 repeticiones por cada condicion. En el desarrollo del experimento se
observé que los callos explotaban en la distancia de 10.5 cm, por esto se optdé
unicamente por evaluar las otras 2 distancias (15.5 y 20.5 cm). Se determiné la
actividad histoquimica de GUS 48 hrs posteriores al bombardeo. La evaluacién de
este experimento unicamente estuvo basado en la visualizacién 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
tamario de particula, a una presién de 120 psi.

Fig 21. Expresion de B-GUS en callos de alfalfa. a, Callo bombardeado con
particulas sin DNA (control negativo); b, callo de alfalfa bombardeado con el
plasmido pBI426 y tamario de particula M-5; e, callo de alfalfa bombardeado
con el plasmido pBlI426 y tamario de particula M-10.

Con el fin de obtener plantas transgénicas de alfalfa mediante bombardeo, se

procedié 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
pre51on 15.5 cm de dxstancxa Y tamano de particula M- 10) y utilizando diferentes
plasmxdos (pRS2 pGH222 y pPD7) (Fxg 19) ; :

Moapa’" 143

Iroquois 56

Iroquois.54

T pGH222
PRS2
pPPD7,

Ra_ngelander, i

inducir la germlnacxon y 1a’ obtencxon de plantas regeneradas (Bagga et al., 1992;
Fuentes et al.,, 1993).
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En la tabla 5, se muestran el naumero de plantas regeneradas a partir de los

callos bombardeados con los diferentes plasmidos.

Tabla S. Plantas regeneradas:a.partir de los callos bombardeados con. los diferentes

plasmidos R

Variedad pGH222 pRS2 pPD7
Moapa 143 e 74 4
Iroquois 56 [ o . TO 19
Iroquois 54 O - a2 [¢]
Rangelander o) ~18 15

A partir de los callos bombardeados . lasmldo pPGH222, cuyo proceso de
regeneracion se llevé a cabo én presencxa del agente de seleccién higromicina, no
regeneraron planta alguna. Este agente ‘selectivo es demasiado agresivo para los
callos de alfalfa, ademas de que es muy probable que no se haya dado una
insercién y expresxon eﬁcxente de los transgenes Con los plasmidos restantes, se
regeneraron un total cle 163 plantas con el plasmido pRS2 (ausencia de seleccién)
y 38 plantas con el plasmxdo pPD7 en. presenma de kanamicina). Las plantas
o de entre 6 'y 8 semanas posteriores al

regeneradas apa.remeron en u
bombardeo Yy se mantuweron en‘cajas: genta con medios de cultivo especificos

selecciéh) pPPD7: (con seleccion)
Para ; corroborar :la 1ntegra01on Ade “os, genes:introducidos por bombardeo, se

extrajo’ DNA genornxco con un kxt comerma.l’ (Gen a:Puregene System) de plantas

e invernadero, de cada una de

adultas, mantenidas en macetas en condxc;one
las lineas obtenidas con los distintos plé.sinidos. ‘Se amplificaron los genes de

GUS y NPTII, por PCR (Fig. 22 A y B) y¥ se hibridaron los productos de PCR contra

sondas especificas marcadas radiactivamente (Fig. 22 C y D). Dichas sondas
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fueron obtenidas a partir de productos de PCR utilizando como DNA templado, el

plasmido pBI426 (Fig. 19).

Fig. 22. Analisis molecular de las plantas de alfalfa regeneradas a
partir de callos bombardeados con el plasmido 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: 1,
planta no transformada; 2, control positivo plasmido pPD7 (GUS); 3
al 18 plantas rcgeneradas después del bombardeo con el plasmido
pPD7. B: 1 control positivo pPD7 (NPTI); 2 al 10 plantas
regeneradas a partir de callos bombardeacdos con el plasmido pPD7.
C: 1, control positivo del plasmido pPD7; 2 al 10 plantas
regeneradas después del bombardeo. D: 1, control positivo del
plasmido pPD7; 2 al 10 plantas regencradas después del
bombardeo.
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El nuamero de plantas transformadas obtenidas con los diferentes plasmidos, se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Plantas transgénicas obtenidas mediante bombardeo de DNA

Plasmido
Variedad pPD? (gus-npt II positivas) PRS2 (gus positivas)
Moapa 143 ViR o2 (S0 %) 8 (11 %)
Iroquois 56 = 1.(5 %) 6 (9 %)
Rangelander 6 (40 %) 6 (33 %)

La presencia de los transgenes fue conﬁrmada por PCR y ensayos tipos southern y slot

blot.

A partir de los. dato obtenidos del bombardeo de callos de alfalfa con dxferentes
plasmxdos, podemos coﬁ;:lulr que en ausencia de agente selectivo, los porcentajes
de regener‘acxon; ‘se elevan considerablemente, pero los de transformacién
dismir'x‘u'y‘ern;' cOhtrariamente a lo gque sucede si se utiliza antibiético en el proceso
de regeneracién, como la kanamicina en este caso. Se corroboré la presencia de
los genes introducidos mediante amplificacion de los mismos por PCR.

IV.2.4. Bombardeo de frijol (Phasecolus vulgaris var. Negro Jamapa)

Uno de los principales intereses de nuestro grupo, es montar sistemas eficientes
de transformaciéon 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 transforrnacién basado en la técnica de bombardeo, se procedié a
montar las condiciones fisicas para esta especie y tipo de tejido. Los reportes
sobre regeneracion de fn_;ol basados en sistemas de brotacién mnltiple a partir
de menstemos aplca.les de embrxones c1gotxéos eran los unicos conocidos. Por
esto, obtenlendo estos te_udos“de semlllas de’ fn_jol variedad Negro Jamapa, se
evaluaron: d1ferentes dxstancxas de. recomdo de particulas, utilizando 120 psi de
presién, partxculas 'M 10 B el plasmldo pRS8 (Fig. 23B), un derivado del pBI426.
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358-358

Fig 23. A: Actividad transitoria de B-GUS en meristemos apicales de frijol
bombardeados con el plasmido pRS8 (B). B: plasmido pRS8 empleado en el
bombardeo de meristemos apicales de frijol, pSrlbe3, promotor de
leghemoglobina de Sesbania rostrata; G8r, cDNA de la GS de alfalfa; 358-358,
promotor doble 35S del virus del mosaico de la coliflor; p-QUS, p-glucuronidasa;
NPTII, Neomicina Fosfotransferasa

Los ensayos de estandarizacion 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 dias
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 habia tejidos con 50 y hasta 70
puntos, pero sin una relacion directa entre el numero de puntos y la distancia del
bombardeo. Varios de estos embriones bombardeados del mismo experimento en
donde se evalué la actividad de GUS fueron llevados hasta la regeneracion
obteniendo algunas plantas completas, en las que se determind nmuevamente la
actividad de GUS, pero con resultados negativos. Esto se debié posiblemente a
que los meristemos de los cuales se regeneraron las plantas, pudieron no haber

recibido particulas con DNA o que este DNA no se integroé al genoma.
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Con los experimentos de transformacién mediante el bombardeo de

mxcropartlculas el ob_]etlvo pnncxpal era el de establecer un sistema eﬁcxente de

Flnalmente, ‘se. dcscart

rinar P! oloexlsteun reporte de
transforrnac1on' estable - de- alfa.l L b eo de ~rl‘p‘arti¢v'.11asr ‘en - callos -
ong1nados de pec1olos y seccxones-de tallo péro con una baja frecuencia de
plantas transfonnadas. de un total de >2035 explantes bombardeados solo 7

plantas fu ron regeneradas ¥ las 7 pertenecientes al mismo evento de

transforrnacxon (Pereira and Erickson, 1995).

En ,evste ,t‘raba_jo, se presentan las evidencias que indican que es posible la
regénéfaéién de plantas después de bombardear callos con las distintas
coxiStifilcéioneé empleadas en el estudio. Se regeneraron rmas plantas en ausencia

de seleccién (164 plantas), en comparacién con las sélo 38 plantas regeneradas

TESIC _""773
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en presencia de kanamicina.
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Se determiné la presencia de los genes introducidos (transgenes) por PCR, uidA y
npt II, presentes en 9 (23 6 %) de 38 plantas regeneradas en kanarmicina y en 20
(12%) de 164 plantas_regeneradas sin agente de seleccidén.

Al reahzar un anallSls npo “Southern blot” a partir de DNA gendmico digerido con
ferentes, no fue posible determinar el numero de copias

sgenes, debido a que nunca se pudo detectar senal alguna
5 éonda marcada y €l DNA de la membrana. Una de las
o puede ser que las plantas transgénicas regeneradas sean

Ltdeéir, plantas que poseen células transformadas y no

étxcos lo que asegura que las
Unica transformada (Pereira y
; El- Shemy et al.,, 2002).

sgregar los callos y facilitar con
as. variedades de alfalfa como
bombardeo, ya que esta técnica
otlpo (Chnstou, 1992). Esto hace




(1993), de estudios de expresidon transitoria y transformacion genética de P.
vulgaris, mediada por bombardeo de DNA respectivamente, se establecieron las

condiciones 6ptimas de bombardeo basadas en la expresioén transitoria del gen de

uidA, del :plésmido pPRS8 (Fig. 23A y B). La visualizacién de cerca de 300 puntos

de expi'eSién transitoria de GUS en embriones cigéticos de frijol (Fig. 23A), abre la

i
!

posibilidad'de proponer este sistema como una alternativa de transformacién
genéticé, ‘_dadés "los problemas existentes con el sistema mediado por
Agrobacterium.
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V. DISCUSION
La fase experimental 'y central de este trabajo, consistié en transformar la

leguminosa modelo L. Japorucus (51stema heterologo), con un gen GS; de alfalfa,

con el fin de sobreexpresar esta en: lma especxﬁcamente en el nédulo, mediante

un promotor nodulo especxﬁco‘correspondlente al promotor de la leghemoglobina

de S. rostrata (Srglb3), éomo una contnbumon pa.ra tratar de determinar el papel

de esta enzima en’la’ asu’rulacxon de amonxo, ‘durante la simbiosis.
specxﬁco de nédulo y la transformacién

Mediante el uso de’ un promotor tEJldO
genetxca mediada por A., tumefactens' se’ obtuvxeron 189 plantas regeneradas en

un medio con seleccxon a: base de kanamlcxna, la caractenzacxon 1ruc1al cOnSlSth

evento,'rﬁisifriés quc 1e’fueron
compara'.duas'ic,bn"guﬁ el’blaéfhido ;‘)8112'1.
Los datos ,
(2000) en donde U
utilizando el promotorv :
fusionado a una GS lc1 osohca’ de 'soya (GS1S5) e introducidas en este mismo

eportados por Harrison et al.
ategla sxmxlar de sobreexpresion, pero

cxﬁco de leghemoglobina de soya (LBC3)
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sistema vegetal. Los autores reportan un incremento de 2-3 veces la actividad de

GS en el nédulo, lo que resulta en una consnderable disminuciéon de la biomasa

vegetal f——el contenxdo de- amnnoacxdos en:los: nodulos dxsmxnuyo’un 50%, yeal..

anahzar por separado los amln acxdos e‘ detecto } dlsmlnucxon en el

‘somaclonal producxdo en el p

Descartamos la p051bxhdad’

electlvos, tales corno, : la

n'-10:20%  de plantas de’ L.

analisis mxcroscoplcos revelaron que las lxneas transgenxcas GS tenlan
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alteraciones tanto en la parte masculina (granos de polen), como en la femenina
{6vulos). Hasta ahora, ninguan reporte ha descrito la presencia de fenotipos
SImllares a.l -del - presente -estudio manxpulando este tipo de genes en plantas
transgenlcas. Pero si existe un reporte ‘de esterilidad masculina, como resultado
deila 1nh1bxc1on de'la NADH GOGA’I‘ en flores de alfalfa, al introducir en estas
de NADH GOGAT bajo el control del promotor de la

plantas una. construccxo"

aspartato amxnotransferasa" (AAT—2), una isoforma aumentada de nédulo, y que

dlo como resultado una esterilidad: mascuhna como producto de la formacion de

expresién de GUS, se’ ob
transformadas con la fu
actividad de GUS, r’ v
la antera y en los

(Marsolier et al.,” )¢

Posterior a e‘ste

en y que quxzas ésta es -
s autores no. dxscuten :

1na desde un punto de



1-3 y Gln 1-5), aislados de plantulas de tabaco. Las regiones codificadoras de

ambos genes eran muy sxmlla.res, pero las secuencias 5~ y 3 no traducxdas, eran

los transcntos
que 1ncluyen a

la GS, no s‘61" . > ién o :

se ‘encuentrz

en cuanto a la expresxon del gen reportero. Por 1o que optamos por transformar L.
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Jjaponicus, con el gen quimérico Srglb3p-GUS y evaluar la expresion de GUS bajo
el control de éste promotor. Los resultados mostrados en la Fig. 16, fueron claros
el promotor de. leghemoglobina de S. rostrata, tiene la capacidad

dxferentes e_]ldos de la flor (pétalos, sépalos y anteras), algo no

Ly cont'undente'S' :

de expresarse er

reportado antenorrnente :
En el presente traba_]o los estudlos de expresion basados en actividad de la GS,

itu-e:inmunolocalizacién, mostraron siempre que el
3 o3 plaritas transgénicas de L. japonicus tendia a estar
el:tejido floral de las plantas transgénicas GS,
p;{ql;(Cl), lo cual era indicio: de que el transgen
en este tejido, y que ésto pué;lngrray tener una
'fértilidad obtenido (Suérei_et al.;2003).

glutamato

desbalance la: ~relaciéon

transgerncas.

Estos datos del

eles de recamblo y movﬂxza01on de prollna, lo cual

la fun on ‘del’ a.rmnoacxdo en proporcionar energia y una

fuente cle carbono y/o rutrogeno para el desarrollo de la flor.
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En las plantas, la prolina es sintetizada a partir de dos rutas rmetabédlicas

diferentes, ambas ‘rutas 1nvolucran al semxaldehldo y-glutamxco el cual es

polen y que,la AGPasa, regula la bxosuxtesxs
modlﬁcacxon en la expresion y func:onam1ento de esta enznfna,v puede afectar el

desa.rrollo y viabilidad del grano de polen (Bae et al., 2001 Zhang et al., 200 1).
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El fenotipo de los granos de polen entre una planta con esterilidad masculina por
una alteraciéon en el metabolismo de carbohidratos y wuna planta con

_sobreexpresion .de_ . GS, son muy similares: granos de polen colapsados,

c1toplasma reducndo y a_lgunos gra.nos de polen con el citoplasma derramado (Bae

lantas de L. Japonzcus, puede interpretarse

CC-oxidasa o ACO), enzima
1s ‘de etileno. Esta manxpulacxon,
ue a.fecto el desarrollo del ovulo y

et-al., 1997;
: 1ntésis, -puede
199 1, Minocha and

Kumar and M ocha,r 1‘§§8) T Ad

1e posee un papel

fundamental en: el desarrollo vegetal n también jugar un

papel en la modulac1on del nltroge o reducidc
en la celula (Lovatt, 1990; Slocum and Wel“
biosintesis de putrescina, ocurre yartir de 'Ia ornitina y/o arginina y esta

regulada por las enzimas omlnna deca.rboxllasa (ODC) y arginina decarboxilasa

ecuestro del amonio libre
©1990). En plantas, la

teiﬁ,
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(ADC) (Slocum, 1991; Cohen, 1998). La espermidina y la espermina, son

sintetizadas a partn- de la putrescina por adiciones secuenciales de grupos

amxnopropll denvados de la metxonlna S-adenosil decarboxilada (chAM), en una

Con estas ’referencxas propone o

poham1nas, mismas que al competx

Japornicus, ocasiona un fe 1 obl X ' nto, I e i

la sintesis fde 'prolihé,




ingenieria genética es compleja. La introduccion de genes homdélogos en el
genoma vegetal, puede dar como resultado una inhibicién de la expresién de los
genes enddgenos: (Napolx’et al., 1990) Por esto, la introduccion de secuencias
heterdlogas como fue el aso de este trabajo, es preferida para sobreproducir una
A e as, dxversas enzimas clave en distintas rutas

proteina . de.- 1nteres

metabolxcas, s n 1gomérjcas Yy el ensamblaje de sus subunidades en

los sxstemas heterol go S reqixerida para la obtencién de la enzima funcional.

utlllzando esta tecnologla (Temple et a.l.,' 1993' Harrison et al., ¢
(sistema’ heterologo), en donde :han’ logrado reducir con 1d emente el

mensa_]e“o de la GSl, estas plantas no presentan cambxos
actividad ‘enmmanca aunque se demostré ‘una reduccxon ‘en- e peso “fresco
(Temple‘:'et al., 1993) En nuestro grupo, tambxen se ha tratado de reducir la
expresxon de esta enzima medxante RNA antlsentxdo, pero los resultados tampoco

han sido favorables, e 1r1d1can que no existe una correlacién directa entre la

dxsmlnucxon del mensa_]ero y la cantidad de proteina de la GS,, lo que apoya un
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mecanismo de regulacion traduccional y postraduccional a la que se encuentra
sujeta esta enzima (Temple et al., 1993; Temple et al., 1998b)
Oaks (1992) suglere que la: asnmxlacxon,,de amonxo en. las raices es mas bien

1neficxente, debxdo a que la reduccnon de nltr ocurre pnncnpalmente en las

a n las raices, es exportada
pnxo ‘es desviada hacia la

asi corno la 1nterre1ac1on que gua.rda“este ‘proceso con'e del metabohsmo del

carbono. N
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VI. CONCLUSIONES
e Mediante la transformacion genética, fue posible aumentar la expresién de la

GS, en el sistema heterdlogo de L. japonicus:

e La sobreexpresion de la GSa; en el nodulo, fue de dos veces en las plantas

transgénicas con respecto.a la planta control sxn cambios en la expresion de esta

enzima en raiz y hojas y sin

e Las plantas que sobr

gnﬁbil_‘as flores de las plantas GS fue
] iutamato permanece sin cambio.
re.lacxon . glutamina/glutamato,
sxgnxﬁcatlvam‘

ke lyas‘ ﬂores -de las plantas
transgenlcas GSSQ y GS44. e
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VII. PERSPECTIVAS

® Analizar y determinar si la alteraciéon en la relacxon glutamnna/glutamato,
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