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ABSTRACT 

Legume plants may establish symbiosis with the nitrogen-fixing soil bacteria 

Rhizobium and related genera. This interaction induces the formation of a new 

plant organ, the nodule, where bacteria are housed in the form of bacteroids. 'Ihe 

plant provides carbon skeletons to the bacteroids and in turn, the nitrogen fixed by 

the bacteroids is provided to the plant in the form of ammonium, which is 

incorporated in organic molecules through the action of the GS (glutamine 

synthetase)- GOGAT (glutamate synthase) cycle. GS produces glutamine (gln) 

from glutamate (glu), ATP and ammonium, and GOGAT catalyzes the 

transamination of 2-oxoglutarate to produce glu. Gln and glu serve as organic 

nitrogen donors for the biosynthesis of other nitrogen compounds such as 

asparagine (asn). In alfalfa both, gin and asn, are the principal compounds that are 

transported·to nitrogen sink organs. The carbon metabolism is in close link with 

amm6niurn assimilation during symbiosis. For this process carbon skeletons are 

provided· bythe activity of SS (sucrose synthase) and PEPC (phosphoenolpyruvate 

carboxylase). In this study we describe the impact of nodule-specific decrease in 

NADH-GOGAT expression during the alfalfa-Sinorhizobium meliloti symbiosis. The 

characterization of four independent stable alfalfa transgenic lines (designated as 

GA lines) with an antisense NADH-GOGAT fragment driven by the nodule

specific soybean leghemoglobine (Lbc3 ) promoter is presented. The lines that 

showed diminished NADH-GOGAT enzyme activity in nodules presented lower 

levels of mRNA, protein and specific activity of enzymes involved in C and:N 

metabolism. The alterations in N and C metabolism were more drastic in the GA89 

line that presented the least NADH-GOGAT remaining activity (33°/o) with respect 

to control plants. The GA89 plants showed important alterations iri the overall 

metabolism., nodule amino acids and N content in the shoot were decr'eased, 

accompanied by a reduction in the chlorophyll content and in. ph~tb~ynthetic 
capacity. The nodule-specific inhibition of NADH-GOGAT during symbiosis 

resulted in an impaired metabolic flux of carbon and nitrogen between 

photosynthetic and nodule tissue. 
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RESUMEN 

Las plantas legwninosas establecen simbiosis con bacterias del suelo fijadoras de 

nitrógeno, pertenecientes a las Rhizobiaceas. Esta interacción induce la formación 

de un nuevo órgano vegetal: el nódulo, donde se albergan las bacterias en la forma 

diferenciada de bacteroide. Durante la simbiosis, la planta proporciona esqueletos 

carbonados a los bacteroides, a cambio los bacteroides suministran a la planta el 

nitrógeno fijado, en forma de amonio, el cual es incorporado en moléculas 

orgánicas a través del ciclo GS (glutamina sintetasa)- GOGAT (glutamato sintasa). 

La GS produce glutamina (gln) a partir de glutamato (glu), ATP y amonio, 

mientras que la GOGAT utiliza gln para catalizar la transaminación del 2-

oxoglutarato produciendo glu. La gln y el glu son donadores de nitrógeno 

orgánico para la biosíntesis de otros compuestos nitrogenados como la asparagina 

(asn). En la alfalfa, la gln y la asn son los compuestos que principalmente se 

utilizan para transportar el N hacia los tejidos demandantes. El metabolismo del C 

se encuentra en estrecha relación a la asimilación de amonio durante la simbiosis, 

las actividades de las enzimas SS (sacarosa sintasa) y PEPC (fosfoenolpiruvato 

carboxilasa), suministran la mayor parte del carbono necesario para este proceso .. 

En este trabajo se presenta el impacto de la reducción de la expresión de la NADH

GOGAT en la simbiosis de alfalfa con Sinorlzizobium meliloti. Se caracterizaron 

cuatro líneas transgénicas de alfalfa transformadas con un fragmento deLcDNA 

que codifica para la NADH-GOGA T en sentido inverso regulado por el p~oÍriotor 
nódulo-específico de la leghemoglobina de soya (Lbc3 ). Las líneas COf\ disminución 

en la. actividad de la NADH-GOGAT en nódulos, presentaron una reducción en los 

niveles de mRNA, proteína y actividad de enzimas que participan en el 

metabolismo de C y N en simbiosis. Las alteraciones en el metabolismo de N y C 

fueron más drásticas en la línea GA89, la cual presentó la menor actividad 

remanente de la NADH-GOGAT (33°/..), con respecto a la línea control. Las plantas 

derivadas de la línea GA89 n-iostraron alteraciones en el metabolismo general, el 

contenido de aminoácidos en los nódulos y N total en el follaje disminuyeron, 

presentando una reducción en el contenido de clorofila y en la capacidad 

fotosintética. La inhibición nódulo-específica de la NADH-GOGAT durante la 

sin-ibiosis dio con-io resultado la alteración del flujo n-ietabólico de C y N entre el 

tejido fnto~in.télicn ~· L~l nód uln. 



I. INTRODUCCIÓN 

I.1. El nitrógeno (N), elemento Jirnitante para las plantas. 

El crecimiento y desarrollo de las plantas depende de diversos factores , entre éstos 

del suplemento de nutrientes, de la disponibilidad de agua, intensidad de luz y 

temperatura. 

Entre los nutrientes, el nitrógeno (N) es un elemento esencial requerido en 

grandes cantidades por las plantas, ya que comprende alrededor del 1.5°/o al 2°/o de 

su peso seco y es uno de los constituyentes principales de las proteínas (16°/o), 

ácidos nucleicos y otras moléculas de la célula (Frink et al., 1999). Además las 

diferentes formas en las que el N puede ser utilizado por las plantas, actúan como 

señales que disparan procesos metabólicos que regulan diversas respuestas 

morfológicas y de desarrollo. Sin embargo, la disponibilidad del N en el suelo lo 

hace .:lli nutriente limitante. 

Las formas de N disponibles para las plantas que se encuentran en el suelo 

son formas inorgánicas tales como No,· y NH4 •, y orgánicas como la urea y los 

aminoácidos, pr-incipalmente. De éstas, las primeras son las formas relativamente 

más abundantes. 

La utilización de las diversas fuentes nitrogenadas se encuentra limitada por 

su disponibilidad y accesibilidad,, ambas en estrecha relación a las condiciones 

ambientales, particularmente'ª las características de los suelos (van Wirén', et'aL:, 

1997). Es así como en IOs suelo-s de agricultura altamente aireados, el N03-- es la 

forma de N más disponible, mientras que en suelos inundados o de climas fríos la 

forma abundante y disponible es el NH4 •• En suelos donde existe una :baja 

mineralización de materia orgánica debido a pH ácidos, bajas temperaturas y 

actividad microbiana reducida, los aminoácidos son la fuente mayorit~ria de N. 

Sin embargo, los nitratos son altamente móviles en los sue,los, mientr:as _que el 

amonio tiende a ser secuestrado por partículas con carga negativa pres,~ntes en el 

suelo, limitando, por lo tanto, su disponibilidad. 

En suelos utilizados para la agricultura se han estimado concentraciones de 

6 n-tlvl de NO; y de 0.77 m.M de amonio, aunque esta alta concentración de NO; no 

puede ser n~antenida por largos períodos debido a su alta movilidad, por lo que las 

concL•ntr¡"lciones de N0'1 pueden variar rtipidan'lente (Cra\vford y Glass. 1998). Se 
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han reportado concentraciones que van de 10 mM de N03 • (en una media de 7), a 

70 mM, ésta última en 0.4'Yo de los suelos analizados y de O hasta 1.8 mM de N03 • 

en el 5°/o de los suelos. 

La mayoría de las plantas son capaces de absorber y asimilar N03",·NH4 +, 
urea y aminoácidos como fuentes de nitrógeno, pero la respuesta a una fuente en 

particular puede variar entre las especies. Entre estas fuentes, el N03• es 

considerado como la fuente.preferencial de Nen varios tipos de suelo, aunque la 

absorción de NH4 +.y N03" mantiene un balance catiónico-aniónico entre la rizósfera 

y las plantas, por lo que .una mezcla de ambos en la nutrición favorece el 

crecimiento y desarrollo de la mayoría de las plantas (Kronzucker et al., 1999). 

1.2. Estrategias de las plantas para la obtención de N. 

Debido a su alta demanda por nitrógeno, las plantas han generado diversas 

estrategias para utilizar a la mayoría de las formas disponibles de N, con excepción 

de la forma diatómica (N,), que se encuentra restringida a especies de plantas que 

pueden establecer simbiosis con bacterias fijadoras del nitrógeno atmosférico. 

1.2.1. Transporte de NO,". 

Siendo el N03" la fuente más abundante de N en lossuelos, las plantas han 

desarrollado mecanismos particulares para su absorciÓri·:ciel•sh~lo .. Las plantas 

adquieren el NO> del suelo por absorción a travé!i :;de.;\1r:..- sistema de 

transportadores que se encuentran en.Ja-.membrana · plasnclática _de Jas células 

epidérmicas o corticales de la raíz. Esté si~tema de transp.;rt~clores se encuentra 

acoplado a un bombeo de H•, por lo que se trata de un sistema activo, aún en altas 

concentraciones de NO,-. 

En las plantas se han evidenciado al ni.en.os tres sistemas de-transporte de 

NO;, que se han clasificado de acuerdo a sus propiedades cinéticas, de los cuales 

dos son de alta afinidad y el tercero de baja afinidad. Los sistemas de alta afinidad 

(NTR2), corresponden a transportadores constitutivos (con una afinidad por NO; 

de 6-20 µM), e inducibles por No,- externo (Km= 13-79 µM). Los_ sistemas de 

transportadores de baja afinidad (NTRl), parecen ser constitutivos y su actividad 

se presenta a concentraciones ni.ayores de 1 rnivt de NO;. 
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Los genes que codifican los transportadores de N03 - de alta afinidad, NTR2, 

han sido clonados de varias especies de plantas como cebada (Hordeum vulgare) 

(Trueman et al., 1996), soya (Glycine max) (Amarasinghe et al., 1998}, tabaco 

(Nicotiana tabacum) (Quesada et al., 1997) y Arabidopsis thaliana (Filleur y Daniel

Vedele, 1999; Zhuo et al, 1999). Los genes de los transportadores de baja afinidad 

(NTR1), se han aislado de A. thaliana (Huang et al., 1996), Brassica napus (Muldin e 

Ingemarsson, 1995) y Lycopersicon esculentum (Lauter et al., 1996). 

· Los genes NTR2 y NTR1 se expresan principalmente en la raíz, mientras que 

en tejidos aéreos (hojas, peciolos y flores) y en semillas su expresión es muy 

reducida. En la raíz, NTR2 y NTR1 se expresan diferencialmente dependiendo del 

tipo celular y estado de desarrollo de la raíz. NTR2 se expresa en más altos niveles 

en las células epidérmicas y de la endodermis de la punta de la raíz, en las partes 

maduras de la raíz se expresa en las células de la epidermis y en los primordios de 

raíces laterales (Krapp et al., 1998). En la punta de la raíz, NTR1 se expresa 

principalmente en la capa de células epidérmicas, mientras que en las partes 

maduras de la raíz se expresa en el cortex y en la endodermis (Huang et al., 1996). 

La expresión de los dos sistemas de transportadores se encuentra regulada 

por No,- externo- La expresión de los sistemas de alta afinidad inducibles aumenta 

rápidamente en presencia de No,-, mientras que los niveles basale's de expresión 

de los sistemas constitutivos de alta y baja afinidad se inC:rem~~tai-Í.: Los ri.ivel~s de 

transcrito y proteína de NTR2 se incrementan rápidamente C:u.élndC> Ías raíces son 

tratadas con concentraciones de 10-50 µM de No,-, previá incub'~ciórien':~in."medio 
libre de fuentes nitrogenadas. '•·\ 

La expresión de los genes NTR2 está regulada ademá~/ por:Ios pro.duetos de 

la asin-iilación del NO," mediante un proceso de retroalirne1.:..tal:_ión; -ante la 

presencia de amonio o glutanüna, se observa una disminución· en los niveles de 

n-iRNA de NTR2, que es n-iayor cuando se aplican externamente arginina y 

asparagina (Zhuo et al., 1999). Aunque se desconoce exactamente qué producto de 

la asinülación del No,- ocasiona este efecto se propone, como en otros sistemas, se 

trate de glutamina o de una relación glutamina:2-oxoglutarato, u otros 

an,inoácidos con-io arginina o asparagina (Zhuo et al., 1999). 

En A. tlwliana la expresión de transcritos de NTR2 se eleva cuando las raíces 

"ºn transferidas a un n,edio libre de N. con un n,áxin,o de expresión dentro de 24 a 
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48 horas del tratamiento. Se postula que este efecto puede deberse a que al retirarse 

el suplemento de N03·, existe una activación de los genes que se encontraban 

reprimidos por el efecto de retroalimentación, posteriormente se inhibe la 

expresión de NTR2, debido al agotamiento total de NO;. De esta manera los genes 

NTR2 están siendo activados tanto por el agotamiento paulatino como por 

suplemento de N03 • (Filleur y Daniel-Vedele, 1999). 

Los genes NTRl parecen no estar siendo regulados por los productos de la 

asimilación del N03• y a diferencia de los genes NTR2, presentan un decremento en 

los niveles de transcrito ante la falta de NO;. 

Se ha demostrado una fuerte relación entre la toma de N03 • con el 

fotoperíodo. La expresión de los genes NTR1 y NTR2 tiene un pico de máxima 

inducción durante el período de iluminación que coincide con la mayor toma de 

N03·, la cual disminuye en. la oscuridad, aún en presencia de nitrato (Lejay et al., 

1999). 

Debid.; a que la única forma de N que es asimilable por las plantas es el 

amonio, e1::r-;¡03 ·/.tornado del suelo debe ser reducido hacia esta forma. Es así como 

la mayor. prppti~~iÓn del NO; que adquieren las plantas es traslocado hacia los 

tejidos fotoshÚ:éi:icos; principalmente a las hojas, aunque cierta proporción del N03 • 

se asimilá· eri;la raíz. En las hojas, el nitrato es reducido a nitrito en el citosol, por 

medio de la• actividad de la nitrato reductasa (NR). Posteriormente el nitrito es 

reducido a NH4 •, a través de la actividad. de la nitrito i:eductasa (NiR), en el 

cloroplasto (Inokuchi et al., 2002). El amonio prod.uc;ido·po~ estas reacciones se 

encuentra disponible para las enzimas que pélrtl~ipar\ .en su asimilación en 

moléculas orgánicas como los aminoácidos. 

1.2.2. Transporte de NH4 •. 

Las plantas obtienen el NH4 • a través de dos sistemas de transporte de 

arnonio, uno que actúa en concentraciones por debajo de 1 mM de NH4 •, 

tratándose de un sistema de alta afinidad saturable, y un segundo sistema no 

saturable, que actúa en concentraciones por encima del 1 mM de NH.; · externo 

(von v\lirén et al., 1997). 

A través de la con~plementación funcional de mutantes de levadura, 

deficientes en la to1na de NH" ·. se han ai..;lado los genes que codifican para los 
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transportadores de NH4 • en A. thaliana (Ninnemann et al., 1994; Gazzarrini et al., 

1999) y L. esculentum (Lauter et al., 1996). En A. thaliana se han encontrado al menos 

tres transportadores de amonio de alta afinidad (AMT1), que se encuentran 

codificados por una familia multigénica (AtAMT1.1,AtAMT1.2 yAtAMT1.3) 

(Gazzarrini et al., 1999). En tomate se han descrito dos genes para estos 

transportadores, LeAMT1-1 y LeAMT1-2 (Lauter et al., 1996). Estos genes codifican 

proteínas integrales de membrana que poseen una alta afinidad por NH4 y que 

utlizan una fuerza protónica para transportar el NH4 • al interior de la célula. 

La localización de estos transportadores de NH4 • se restringe casi 

exclusivamente a la raíz, indicando su importancia en la adquisición del NH4 • que 

se encuentra en el suelo. Los genes AtAMT1.2 y AtAMT1.3 se expresan únicamente 

en.la raíz/ mientras que AtAMT1.1 se expresa en todos los órganos examinados 

(tallo/hoj.as 'jó~enes y maduras y en primordios) (Gazzarrini et al., 1999). Las 

propiedades bioquímicas y cinéticas de los transportadores podrían explicar esta 

expresiór\ diferencial er\ los diversos tejidos, AtAMTl.1 muestra la mayor afinidad 

por NH4 ": (Km= 8 µM); AtAMTl.3 y AtAMTl.2 tienen un valor de Km por NH4 • de 

11µMy24.~/~.;~¡j~ctiva~ente. 
Loi/genE?sieA.'VfTl-2 y LeAMT1-1 se expresan también preferéncialmente en 

. '· .. - . ~·· ._ .·. ,. .. . ' .. '. ' ' . - ' •, ' 

la raíz; áGnqueLeAMT1-1 se expresa principalmente en los p~losf~adiculares y 
LeAMT1-2 se expresa además en el resto de la raíz (von Wirén.et'~L:;3997; 'La u ter et 

al., 1996). 

Los genes AMT1 se encuentran reguladosdiferericúiih1~Ft~'pC)rAtt;·, por el 

período de iluminación. así como por No,·. Se evidenció qJe'AtAMTJ ,J'se expresa 

en condiciones de deficiencia de N; plan.tas sujetas a tratamierlto~· d~ .precultivos en 

KNO, o NH4 NO, y transferidas a un medio sin fuente nitrogenada, presentaron un 

incremento en los niveles de mRNA de AIAMT1 .1 y en menor nivel de AtAMTJ .2. 

El gen AtAMT1 .3 se encuentra regulado por la luz, se in.duce en el período de 

iluminación que coincide con un.a alta demanda de carbohidratos por la raíz para 

la asimilación de NH4 • sugiriendo además, que se encuentra regulado por la 

disponibilidad de carbono en las raíces. Los tres genes AtAMT se reprimen. en la 

oscuridad (Cardenas-Navarro et al., 1998). 
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Los genes LeAMT1 tienen una expresión constitutiva; se expresaron en todos 

los tratamientos con diversas fuentes nitrogenadas, incluyendo NH4+, aunque su 

acumulación fue menor en presencia de N03 •• 

Debido a que los genes AMT son expresados en bajos niveles en otras partes 

de la planta, se postula que tienen un papel importante en el transporte de NH4 • en 

estos tejidos. Se ha evidenciado un transporte de NH4 • a través del sistema 

vascular, probablemente estos transportadores participen en el proceso de 

distribución del NH4 • tomado del suelo, así como en la reasimilación del NH4 • 

proveniente de la fotorrespiración. 

1.2.3. Simbiosis con bacterias fijadoras de N 2 • 

Otra estrategia que ha generado cierto grupo de plantas es la adquisición del 

N a través del establecimiento de una asociación mutualista con bacterias fijadoras 

del nitrógeno atmosférico. 

Existen al menos 2 tipos de asociaciones: 1) asociaciones con bacterias 

ectosimbióticas como Azospirillum, Azotobactcr, que viven en la rizósfera de las 

plantas hospederas, Hcrbaspirillum y Azoarcus, que vhrerl '.,en· l_os espacios 

intercelulares de las raíces o de las partes aéreas de las pl_anfas_, 2). Asociaciones 

endosimbióticas con bacterias de los géneros Bradyrltiz'abi11n1, Rhizobi11 m, 

Azorhizobi11n1, Mcsorhizobium, Si11orhizobi11111 (que pertenecen a· la familia 

Rhizobiaceae) y Actomycctcs, que viven la mayoría de ellas en la raíz, albergadas en 

estructuras especializadas. 

En particular, las plantas de la familia Leguminosae, cuando crecen en 

condiciones limitantes de N, pueden establecer simbiosis con bacterias de la 

fan~ilia Rhizobiaceae. Esta asociación da por resultado la formación de estructuras 

especializadas, los nódulos, donde las bacterias diferenciadas en bacteroides, 

cotnienzan a fijar el nitrógeno atmosférico, reduciéndolo a la forn~a de NH
4 
•. Este 

a1nonio es exportado hacia el citosol de las células de la planta hospedera y 

finalrnente asirnilado en. n1oléculas orgár1ic;is. A can"lbio del N aportado por la 

bacteria, lil planta provee de esqueletos carbon.'.ldos a su sini.bionte. 

L<.."lS rhizobia son bucterins Grani.- que en vida libre se encuentran en el suelo, 

dnnde llt.~getn il percibir lo~ exudados de las raíces de su l .. H..1Spedero específico. La 

prin1t...'ril f,,~Ll d<..' l,1 intt...·1·~1cci6n entr<...• estas bucteriils ~· la~ le~urninos,,s se establece 
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cuando la bacteria percibe y es atraída por estos exudados de la raíz, generalmente 

compuestos fenólicos, dando como resultado una atracción quimiotáctica positiva 

hacía las raíce;;: de la planta (Caetano-Anollés et al., 1988). Es así como la 

interacción éritre ·los rhizobia y ·su hospedero depende del reconocimiento 

esp~cffico c:lE!.'~stas moléculas señalizadoras (Bladergroen et al., 1998). 

Durante las etapas tempranas de esta asociación, los flavonoides secretados 

por lapl~rita inducen en la bacteria la síntesis de los denominados factores Nod. 

Éstos séu-{·íik~C],~Íto~li~osacáridos (LCOs) (Figura 1), que a su vez actúan como 

molécutas:~~éAal~;j:>e'~rnitendo el,l:"ec<>nocimiento de la bacteria por su hospedero 

. En' la s~t~sis'.Ci~ los fai:tc;res Nod participan los· .. denominados genes nod. 

::::~~~I~2=~~2r;~~ij:~~!l!i~rrr~!i&Í~~~f;:~:::~::::::: ~~ 
extremo no reducido un ádd6'.g~aso''(Fig~'ra''.l)/l:.os•factorési!Nod presentan 

diversas sustituciones o cÍe¿c;r~.;io~'l~s l:~rii:o é''ri. el e~ti~~o;redÚC:ido como el no 

reducido, que son sfotetiz;das .por dÜe;~ntes p~oteínas Nod ew las diversas 

especies de rhizobia. En el caso particular de Sinorl1izobi11m meliloti, las proteínas 

NodH y NodPQ partiéipat"\ en la sulfatación del esqueleto básico del factor Nod 

(Fisher y Long, 1992; Cullimore et al., 2001). Esta sustitución tiene un papel 

importante en el reconocimiento del simbionte por parte de su hospedero, ya que 

deternünan la infección de esta bacteria sólo a especies de Medietzgo. 

Una vez sintetizados, los factores Nod son excretados a la rizósfera donde 

interactúan de manera específica con el hospedero. En este proceso se ha 

propuesto, participan receptores que se encuentran en la superficie de Ja raíz 

(Geurts et al., 1997; Niebel et al., 1997). Recientemente se han identificado 

receptores tipo cinasa que particpan en la percepción y transducción de la señal de 

los factores Nod (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). Estos factores aden"\ás 

in.ducen varias respuestas relacionndns con la irticinció1, de la formación de los 

nódulos en la5 raíces, corno lo son la dL~forn1ztci(ln de los pelos radicul'1res, la 

fL'lrn1ación de los hilos de infecci6n. así Cl1111l.l de la inducciún de la división de las 

células corticales de la raíz (Figur¡¡ 2) (Schultze \" Kondorosi, 19CJ8). 
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Fatty acyl: 

r¡;;¡'\-_ _:__ L --.._ __.......__ _-.._---....._ ----- c1•:01c1e.o 
~1c J.- - - - - -

r¡;;;j\_._ L L --- --------------- c 1s:11c1a:11c20:1 ~ -gL Jn - - - - - -

l"M'\.._ :...._u__] --- _-._ --- ----· Ct•:21C1•:31Ct8:<& 
~llí :.r :r.: - - - -

~ o· '. · '"' ~ .. Jm ' 
Ct8.3 I C20:2 IC20:3 IC20;4 

Figura 1. Estructura de los factores Nod. Se 
esquematizan las posibles sustituciones en 
los residuos de la cadena de N
acetilglucosamina y los ácidos grasos más 
comunes en el extremo no reducido. Ac, 
acetil: Ara, arabinosil; Cb, carbamil; Fue, 
fucosil; Gro, glicerol; Man, manosil; Met, 
metil; S, sulfato. 

En la superficie de la raíz, los rhizobia, degradan las paredes celulares y 
penetran a través de una estructura denominada hilo infectivo. Estos hilos 

infectivos que se ramifican, conducen a las bacterias en división activa hacia las 

células del cortex de la raíz donde finalmente penetran. Durante esta etapa las 

bacterias inician un proceso de diferenciación hacia la forma de bacteroide. 

Finaln"'lente las bacterias son endocitadas por las células del hospedero, lo que las 

hace estar rodeadas por una membrana de origen vegetal, llamada membrana 

peribacteroidal. 

Este proceso está acompañado de cambios morfológicos significativos de la 

bacteria, dando por resultado la generación de bacteroides diferenciados con 

importantes adaptaciones fisiológicas con respecto a sus capacidades enzimáticas, 

entre ellas, la producción de la nitrogenasa para la fijación del N 2 atmosférico y de 

una oxidasa tenninal altamente eficiente, requerida para la respiración aeróbica en 

un ani.biente n1icroaeróbico. 

En esta etapa tan1bién la planta presenta cambios en la expresión de genes 

qu<.' participan en la forn1ación y funcionalidad del nódulo, denominadas 

nodulinas l1,._•n¡pr~1na=--- y tu.rdías (Pa"'·lo\'vski, 1997). 
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En las leguminosas se distinguen 2 tipos de nódulos: los nódulos 

determinados y los indeterminados, que se diferencian por su desarrollo y 

morfología (Figura 2). El primordio de los nódulos determinados deriva de la 

división de las células del cortex externo, mientras que el de los indeterminados 

deriva de la división de las capas internas. Los nódulos determinados presentan un 

desarrollo temporal, es decir, sus etapas de diferenciación se presentan 

consecutivamente a través del tiempo. La actividad meristemática del primordio 

desaparece en etapas tempranas de la formación del nódulo, a partir de este 

momento el crecimiento del nódulo se genera por expansión celular (Figura 2). 

Posteriormente los nódulos alcanzan su madurez, convirtiéndose en nódulos 

funcionales para finalmente entrar en la etapa de senescencia, donde el nódulo 

comienza a degenerar y deja de ser funcional (Crespi y Gálvez, 2000). 

Condiciones 
limitantes de N, 

:i-r.:lidulo 
indt..•lcm1in..ido 

Flujo deC Tiempo 
después de la 

infección 

Nódulo 
dctcrmin..ido 

Figura 2. Esquema del desarrollo 
de los nódulos indeterminados y 
detenninados. Bajo condiciones de . 
limitnción de fuentes nitrogenadas 
inorgánicas, los rhizobia 
interactúan con )Qs pelos 
radiculares de Ja raíz , induciendo 
su deformación. Las bacterias 
penetran por mt..•dio de los hilos 
de infección, al mismo tiempo que 
se activa la división celular en el 
periciclo y en .._.¡ Cl)Ttt..•x intcmo 
(nódulo indctern1inado) o externo 
(nódulo dctl.:'rmin."'tdn), pura t.:i 
formación de los primordios 
nodulares. En los nódulos 
indeterminados se distingue la 
zona meristem.itic~-,, de crt..>cimicnto 
continuo (I). mk•ntr.:ls que en los 
nódulos dt.!tl .. •rmin.l.dllS t::-.ta zon~-,, 
t:s tr.:lnsitori~-,, .. l. zon;i 
mt:ristemátic .. -,,; 11. zonu de 
invasit.\n; 11-111 interzona; 111. zona 
d...- fijación y IV, 7.l1n;i de 
scnL-scencia de los nddulos 
indeterminados .. 
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A diferencia de los nódulos determinados, en los indeterminados, las etapas 

de desarrollo se encuentran representadas a lo largo del nódulo. Se caracterizan 

por presentar un merist_errio apical persistente a partir del cual se genera el 

crecimiento del nódulo;~~e~~distinguen principalmente 5 regiones (Vasse et al., 

1990): zona 1, que compre:i-t.de .. el meristemo; zona 11, la zona de invasión; la 

interzona (11-111), q.{e :~-¿\c'a~acteriza por ser una zona con alto contenido de 

amiloplastos y donde lél~ bac;lerias se diferencian hacia bacteroides; la-;;mnél_m,·que 

contiene a las céllllas"frífectadas,donde se lleva a cabe>, la.fijai:ión deN2')' l_a .. z<:)ria IV 

o zona de senesce~ci~~ donde las células degen~ran: ~~b~s;~ip'o"sfif;'rióa~lÓs se 

encuentran rodeados por un cortex interno y ex·t~r~Ó, así';;;;;~;;·<lt'(~júi·.;·~a~~iilar 
' )·.~ ..• : .. :;_. :;;_,:; :-·.¡-'.:~fé>\.i ·;:·.-'-'·~-: - \ -· 

(Figura 2). ·0: .• _,, .. •·_:, 

Las leguminosas de climas tropicales como e~ frijol:)';iasClya°'.fo~man 
nódulos determinados exportadores de ureidos~ mienttai;c}Jc;;'l~ltiegt:ir'..inosas de 

climas templados como la alfalfa, el chícharo y el hab~~" f;;frfiaÜ -~6dUlos 
indeterminados, exportadores de amidas. >.; · ... <:· ····=:>.-'·. 

Es conocida la paradoja que existe entre la demanda Cié ~Bi;~gra:' para la 

fijación de N 2 y la limitación de oxígeno en el nódulo para el-~úncié>A~ini"e;;to de la 

rutrogenasa. Debido a que la nitrogenasa es inactivada por oxidaciót:,_ irreversible 

de sus centros metálicos, así como su expresión y síntesis inhibidas por 0 2 , es en el 

nódulo donde se encuentra un ambiente microaeróbico idónec>"para su expresión y 

funcionan1iento. Sin embargo, a su vez, la fijación de N 2 es un proceso que 

den;anda energía y poder reductor, por lo que los bacteroides deben rnantener una 

respiración altamente activa para proveer a la nitrogenasa de suficiente ATP. 

Las plantas n;antienen este microambiente (p02< 25 nM), por n;edio de 

.. barreras" físicas y biológicas que controlan el flujo de oxígeno al interior del 

nódulo. En este proceso intervicner\ carnbios en el potencial osmótico de las células 

del cortex interno del nódulo, que generan una barrera can"'lbiante para la difusión 

de oxígeno (Purccll y Sinclair, 1994). Aden1ás de esta barrera mecánica, las plantas 

sintetizan una proteína acarreadora de oxígeno, que facilita el transporte de éste 

hacia In,- b,1cten,id'-'"· la leghetnoglobina (Lb) (Applcby, 1984). La Lb es una 

prnteína citosúlica quL' cnn1prende alrededor del 35 1 }~. del totul de proteínas del 

nódulu qu(-i. ~<..:~ induce prt.:_'\'i .. 1n1entc u In ilCtividad de lu nitrog:enas¡\ en nódulos 
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efectivos (Marcker et al., 1984), mientras que su expresión y concentración 

disminuye en nódulos inefectivos. 

Uná vez establecido el núcroambiente en el nódulo, el bacteroide inicia la 

fijación de :N-:icpor~~e<liO'de la flitrógen.'.lsa a través de la siguiente reacción de 

reduccióri: j,:,.;:t, i6ATP + s'H~'i s ~- 2 NH3 + H, + 16 ADP + 16 P, 

El : :N-}:¡;; pro~16~t;;;cld ~~i~ r~ácción es transportado hacia la membrana 

peribacteroidal (que rC>d.ea 'al' bact¡;roide}, donde se protona para producir 

final~e...;~~ NH4 :, el ~ual ~s ~ia~;c:;·~:t~do hacia el citoplasma de la célula vegetal. 

En ei' movirnie~to de NH4 • 'él·travéi'.d~ la membrana peribacteroidal participan 

canales de cationes monovalent~~··q'tÍ~ han sido identificados por medio de la 

técnica de "patch-clamp", a partir d~ s'C>ya y Lotus japonicus (Tyerman et al., 1995). 

Se han identificado proteÍna~;clel nódulo que participan en el traJ:lSporte de 

amonio. A partir de una librería de ;¡Óclulo de soya, se ha logl"ac:ici aislar.un cDNA 

(GmSAT1 ), que podría codificar. para un canal de amonio; ci~·{1~/fli:einbrana 
peribacteroidal. GmSAT1 codifica para una proteína membran~l'c:Íe'3'9.koa que no 

presenta homología con otras proteínas que funcionan como trahS'portadores, por 

lo que se postula que más bien que ser el propio canal se trata 'd~ uné\·p~oteína que 

internctúa con él, promoviendo su actividad y cambios en sus propiedad.es. Debido 

a que GmSAT1 tiene dominios de unión a DNA del tipo hélic~-yuelta'-J:lélice, que 

presentan ciertos factores de transcripción, se cree funcione adicionalmente como 

un factor transcripcional (Day et aL, 2001). 

Estudios con ''N: en nódulos, indican que el prin"\er producto de la fijación 

de N 0 es el "N H ,, que posteriorn"\ente es excretado en forma de NH4 • hacia el 

citoplasma de las células del hospedero. Conjuntamente con la evidencia de que 

los bacteroides poseen bajas actividades de las enzimas requeridas para la 

asimilación de NH4 ·, y que las células de la planta hospedera presentan altas 

actividades de estas enzin"las (GS y GOGAT), durante la simbiosis en los nódulos, 

se h;i aceptado que el N: fijado por los bacteroides es excretado como NH4 • y que 

es ésta la forn-.a de N asin'lilada en arninoilcidos en el citosol de las células de la 

~"'lantL"l. Sin cn"lbargo. datos recientes indican gue los iln1inoácidos podríiln ser 

t:ln1bién el producto nit1«,genado excretadn por los bacteroides hacia el hospedero. 

En ~oy¡¡ ~e h.:i evidenciado que lit itlaninll es el principal cornpuesto nitrogenéldo 
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excretado por los bacteroides (Waters et al., 1998), mientras que en chícharo los 

bacteroides excretan una combinación de alanina y amonio (Allaway et al., 2000). 

Una vez que el amonio ha sido liberado en el citoplasma de las células del 

hospedero, éste es rápidamente asimilado por medio de un ciclo metabólico en el 

que participan 2 enzimas: la GS (glutamino sintetasa) y la GOGAT (glutamato 2-

oxoglutarato amino transferasa o glutamato sintasa). 

1.3. La asimilación de amonio: el ciclo GS-GOGAT. 

Independientemente del origen del NH4•, ya sea tomado directamente del 

suelo, producto de la reducción del N03 -, proveniente del proceso de la 

fotorrespiración o de la fijación de N 2 , las plantas lo asimilan a través de la acción 

conjunta de las enzimas GS (glutamino sintetasa) y GOGAT (glutamato' 2-

oxoglutarato amino transferasa o glutamato sintasa), que confor~ai;:t:e1:i;:~c1~,GS -
GOGAT.(Figura 3).. .-.·J .. :._ 

Los estudios bioquímicos y moleculares han revelado Ja ._exi~-terti:ia _de 

múltiples .isoformas de estas enzimas que son reguladas diferenciah,Tiente por 

estímulos ambientales, control metabólico y el desarrollo, además de presentar una 

especificidad celular. Dependiendo de la procedencia del amonio, las diversas 

isoformas de estas enzimas cumplen diferentes papeles en su asimilación. La 

localización de estas forn1as en Jos distintos tejidos, así como su patrón diferencial 

de expresión en éstos, han evidenciado el posible funcionamiento de estas enzimas 

en Ja asinülación de amonio. 

Las plantas pueden asimilar el amonio al menos de dos maneras: algunas 

plantas pueden asinülarlo en las raíces (o en los nódulos de leguminosas), donde 

participan principalmente las forn1as de GS y de GOGAT que se encuentran en 

este tejido, la isoforma GSl (Lam et al., 1996; Temple y Sengupta-Gopalan, 1997) y 

Ja dependiente de NADH, respectivan1ente (Hayaka~va et al., 1999). Otras plantas, 

en can"\bio, toman el nitrato del suelo transportándolo hacia las hojas donde es 

reducido a .-in1onio en el cloroplasto y <1sin1ilado por Ja acción de las isoformas GS2. 

y Fd-GOGAT, que participan en 1<1 asinülación primari<1 de amonio, derivado de 1<1 

reducción del nitrato o de Ja fotorrespir<1ción. así como en la reasin"\ilación del 

an1nnin. 
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1.3.1. La Glutamino Sintetasa (GS). 

La GS cataliza la síntesis de glutamina (gln) a partir de glutamato (glu}, ATP 

yNH..•: 

NH..·+ 
COOl-I 
1 

11-C-NH, + ATP 
1 

fl-IJ 
fl-11 
COOl-I 

L-glutarnato 

Me2+ COOH 
1 

11-
1
c-NH, + ADP +Pi 
r••, 
Cll1 
1 

O•C-NH1 

L-glutamina 

La GS es una proteína octamérica, con un peso molecular que va de 320 a 

380 kDa, donde cada subunidad tiene un peso de alrededor de 38 a 45 kDa. La GS 

presenta una afinidad muy alta por amonio (Km= 3-5 µM). Cada una de las 

subunidades que componen a la GS se encue~trá codificada por distintos genes 

que son miembros de una familia multigénica. Las distintas isoformas de GS que 

se encuentran en las plantas derivan de la multiple combinación de cada una de las 

subunidades para formar octámeros, ya sean horno- o heteroctámeros. 

glutamato 

glutainato 

ATP ADP+Pi 

CICLO 
GS-GOGAT 

ó 
Fd(ux) 

ó 
Fd(red) 

glutamina 

2-oxoglutarato 

Figur-a 3. Ciclo GS -COCAT t!n planta~ p.:lra In nsin1i1adún dt! an1unio . 
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En las plantas existen 2 isoformas principales de GS, una de ellas citosólica 

(GS1) y la otra cloroplástica/plastídica (GS2), que se han identificado por sus 

propiedades inmunológicas e isoeléctricas. 

El .papel fisiológico de la GSl y la GS2 se ha atribuido de acuerdo a su 

distribución.órgano-específica. La GS2 es una isoenzima que predominantemente 

se encuentra ·en las hojas, participando en la asimilación primaria de amonio, 

derivado de la reducción del nitrato y en la reasimilación del amonio, producto de 

la fotor;;;spir~clón. La GS1 se encuentra principalmente en la raíz donde asimila el 

amonio 'ab~orbido del suelo (Lam et al., 1996), o producido por otros procesos 

fisiológicos,·' incluyendo el catabolismo de aminoácidos, metabolismo de 

fenilpropanoides y la fijación biológica de N 2 (Temple y Sengupta-Gopalan, 1997). 

En el nódulo la forma abundante (que puede llegar a representar hasta el 2º/u 

de la proteína soluble total), es la GSL Su actividad se incrementa durante el 

desarrollo del nódulo alcanzando:un:nivel máximo cuando se detecta el inicio de la 

actividad de la nitrogenasa y cori la ~~~~ición de la leghemoglobina (Cullimore et 
·: ,.,, ",' 

al., 1984). La GS1 de nódulo se ha C:áracterizado ampliamente en diversas especies 

de leguminosas, a partir d~ ·nÓd~l~s· de Pltaseolus vulgaris (Bennett y Cullimore, 

1989), Medicago sativn (Temple et aL, 1995), Medicago truncatula (Stanford et al., 

1993), soya (Morey et al., 2002) y Pisum sativum (Tingey et al., 1987). 

La familia multigénica de la .GS de P. vulgaris está compuesta por 4 genes: 

gin-a, gln-{3, gin-y y gin-o. Los tres primeros codifican la GSl, presentando una 

hon"l.ología que va del 76'X, al 86'X, entre sus secuencias nucleotídicas. Las formas 

abundantes en el nódulo son las subunidades codificadas por los genes gln-{3 y gin

y, aunque ésta última se encuentra en mucho mayor proporción que la primera. Es 

así como el producto de gin-y es la forma que se expresa en altos niveles en las 

células de los nódulos fijadores. Una parte minoritaria la compone el producto del 

gen gin-a (Benn.ett y Cullimore, 1989). El gen gin-o codifica la isoforn"la plastídica, 

se expresa principalmente en tejidos fotosínteticos, encontrándose en los 

cloroplastos de las hojas. 

En alfalfa se han identificado dos genes que codifican par.a dos forn"las 

distintas de GSl, las cuales con"lparten una identidad del 90'X, a nivel de secuencia 

de ilnÜnoácidos y que 1nuestran diferentes patrones de expresión en los nódulos 

(Ten"lple et aL. 1995). 
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1.3.2. La Glutamato Sintasa (GOGA T). 

La GOGAT que funciona en conjunción. con la GS para asimilar .el amonio, 

cataliza la tra~fereJ.:cia del grupo amido de la gluta~iná ~1.2:-<!,~()gl_ut~rato, dan.cio 

como resultadó la síntesis neta de dos moléculas de. glutamato. (}"igúra 3). En las 

plantas existen dos. fo.t;:n:\as distintas de GOGAT'. ~a forrna•í:iue'pu~de utilizar 

como agente red .... ctor a la ferredoxina (Fd) y otra dependie~í:é'ci~·ru.Í~leótidos de 

piridin.a (NADH), de acuerdo a la siguiente reacción: -

[

· .. COOll] COOl-t 
1 

1-1-.;p__;NH, + 
fH, 
CH, 
1 

o-c-N11, 

: ·--<> COOll 
1 

f"• + 2 NADH [6 Fd~1] 
CJI, 
I· 
Ca O 
1 

COOll 

2 -p-Nu, + 2 NA·D~ [6 Fd.,,] 
fHa 

--pn, 
COOH ' 

L-glutamina 2-oxoglutarato 

de 

Ambas isoformas se presenta como un monómer;:-~~g~peso aproximado 

180 kDa para la Fd-GOGAT y de 240 kDa para la:,~~DH-GOGAT. La Fd-

GOGA T funciona óptimamente a un pH de 6.9-i5·y s"iis"váfores de Km por la 

ferredoxin.a son. de 2-6 µM, glutamin.a 100-1000 µM::y·22~xoglutarato de 7-70 µM. 

La NADH-GOGAT trabaja óptimamente en. un rango de pH de 7.5 a 8.5 y tiene 

valores de Km por NADH, glutamina y 2-oxoglutarato de 4-13, 400-1000 y 39-960 

p!vl, respectivan•ente (Temple et al., 1998b). 

Se han aislado clonas de cDNA que codifican la Fd-GOGAT en 6 especies de 

plantas: n<aíz (Sakakibara et al., 1991), tilbaco (Zehn.acker et al., 1992), cebada 

(Avila et '11., 1993), espinaca (Nalbantoglu et al., 1994), de una especie de pino 

(García-Gutiérrez et al., 1995) y Aml1idopsis (Coschigano et al., 1998). En casi todas 

estas especies se ha identificado un único gen que codifica esta forma de GOGAT, 

aunque en Aral>itfopsis se han distinguido dos genes GLU1 y GLL/2, los cuales 

codifican distintas isoforn0<1s de Fd-GOG.t-\. T. En raíces de arroz y de rnaíz se han 

detectado forn"\as inrnur1ológicar11.entc distintas a la que se expresa en hojas, lo que 

sugiere podrían ser codificadas por genes distintos (Suzuki y Gadal, 1982; Lam et 

al.. 1996; Redinbaugh y Campbell, 1993). 

Se hnn obtenido clonils genón1icas y de cDNA corn.pletas quL' codific;in. la 

forma NADH-COGAT de :?. especies de plantas: alfalfa (Gregersnn et al., 1993; 

Vanee et .il., 1995) v .orroz (t ;oto el .il., l<J98). La secuencia de cDN~\. Lk la NADH-
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GOGAT de nódulo de alfalfa tiene 7.2 kb y la genómica mide alrededor de 12 kb, 

con 22 exones y 21 intrones. La NADH-GOGAT de alfalfa guarda una alta 

identidad con la subuitldad grande (46%) y pequeña (38%), de lá NADPH-GOGAT 

de E. ~oliycC>i:(1a:Se(:'u~ndai:lel<l-Fd~OG~T de máí2:~(4S'Jl~)~a'IÜvficl de sect:ú?ricia 

de aminoácidos: En alfalfa Ías secuencias de las suburúdadl?s C:o~respo¡..;dientes a 

las grande y pequeña de E. coli, se encuentran urticta.s ¡;oi-;'ilna' s~c.;enci<l -cte 57 

aminoácidos; El gen que codificafa NADH-GOGAT'~.e·~r;C>:¡:~ro'ide 17.l kb; con 

una región traducible de 11.7 kb, que contiéne 2:3é:Xoiié~-~~({iJ_:á~isf>oi;:22ii:<t~cm.es, 
en un arreglo similar al de la secuencia de alfalfa; tá ¡¡¡ecu~ncia de <lminoácidos de 

la NADH-GOGAT de arroz tiene un 75°io de identid~d ~ori la NADH-GOGAT de 

alfalfa y un 45 % de identidad con la Fd-GOGAT de maíz. 

NADH-GOGAT de alfalfo 

Fd·GOCAT de Arnbidupsis 

NADPH-GOGAT dt:c> E!»cl1cricl1ia ,-oli 

Residuos d~ .:t.ntinoácidos 

500 1000 

1 1 - lll ~ 
u ~ 

GltB • m ®-~~ 
A1t•tlia1111n1cci1 ... ;11111111 .. cl11i 

GltB 

1500 2000 
1 1 

Pyrocc,ccu ... 'I'· KL....,V1 
CltA 

Figur01 -1. Sunilitud t..•ntn ... • l.1~ ~t..·cuench1 ...... h· .1111inu.,.._·1 ... h•-.. 1..h· l.1-.. ~lut.1nh1to ~1nt.1~.1~ dt.• ."lrqu ..... , .... b.1ct~n_, .. v 
pl.:t.nt.:t.s .•• reprt.."scnt.a n.·~ione~ dt..• poca ~i1nilitud, qut..• no ~t.· t.•1lt.:::ucntr.1n t..•n l.:1 proh.>ll"h1 111 .. 1dur.a. D-. 
currt!spunde .a n~~inncs que gu .. 1rdL111 :-.i111ilitud t.•ntn.• 1.a~ ~lut .. -i111.:1to :-.int.a:-..a~ dt..~ pl.lnt.:1:-. v E. co/i.lii.ESJ v C'23, 
represent.an secu"'°ncia~ con sirnilitud en toda~ las prut,.-in.1:-.. qut.• corrt..•spond..-n il los ~itio:-. c.ntaliticus -V dt: 
unit,."lll .:1 cof .. 1cton..'s.lii:I. :-.011 rt..·~iune ... 1.p.1t.• no t1t.•nen :-.i1111litud '\' IID, indicil l.:1 st.."CUt.·nci.1 "cont.•ctc.:,rLi" d~ 1.1~ 
:-.ubunid;idt..·~ C1..trrt..•spondit.•11tt.- ... .:1 l.1 gr.1ndt..• v pt.·1.1ut."i'\.1 d._. E. co/Í" en l.1 NADH-COGAT dt..• .11f.1lf.:i. To1n.1dc.1 dt! 
Tt..•ntplt.• t.•t .11 .. l"-' .. ~Sl., 

El alincan1iento de lils secuencias de an"'linoácidos de la NADH-GOGAT de 

alfalfo y arroz, Fd-GOGAT de Aml>idoJ'sis y NADPH-GOGAT de E. co/i, permite 

evidenciar que las NADH-GOGAT (de plantas), contienen secuencias que 

corresponden a las subunidades grande y pequef1a de E. coli. Con"lo la secuencia de 

alfillfL1, la de ilrroz n1uestril una regil1n de an1inoácidos uconectora", que une a lo 

quL' cnrrespnnde a l,"l~ ..:.ubunidudes grande y peque1"'a ele la NADPH-GOC..~i-\T de E. 
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coli. Esto indica que en las plantas ambos genes están fusionados y dan lugar- a l..lna 

proteína de 204 kDa (Figura 4). Las regiones conectoras en la NADH-GOGAT de 

alfalfa)' arroz e~t¡in _conformadas por !57 y 36 _él_n:1iJ"lC>á<:idos, respectivamente, 

conservando_l..lna homología del 31º/.• (Gato et aL, 1998). --·-

Las GC)GA T ;de plantas tienen l..lna localiza-ción plas~dica, Las secuencias de 

los genes'q\:i'e lás codifican revelan una presecueridi'l de 99 yde 101 aminoácidos en 

arroz (Gotc)'•~t ~l./:1_998) y alfalfa (Gregerson et'aL;'.1993), respectiva~enté: Estas 

presecuen~ias .·tienen características de péptidos Jide'~; qúe .- guían la internalización 

de las prC>teínas haciá los plástidos (donde se enc'u:~ni:ran sus cofactores>Ypo~een 
una carg~ ~eta positiva y una alta proporción de resich.ios de treonina y/o serina 

(Gre'gersC>n et al., 1993, Gato et al., 1998): E~tas pr;,;sec;uencias son ilná evide'ncia 

que apoya la suposición de que los genes fueron transferidos al t'.i:dc1eó.~e'fi':las 
plantas (después del establecimiento de la endosimbiosis con los ance's-t~;;~ d~jlb~ 

. • . . J·· .... ;,J ', 

cloroplastos de eucariotes), y que guardaron su funcionalidad en los-plástidos, 

mientras que las algas representan el paso intermedio de este f,'~~2'E!so'.--de 
transferencia, debido a que aún en algunas de ellas los genes de GOGAT tie'iteri 

una localización plastídica (Temple et al., 1998b). 

Las glutamato sintasa han sido purificadas de diversas especies de· plantas. 

An-1bas formas de GOGA T se encuentran confinadas a los plástidos (Sakakibara et 

al., 1991; Gregerson et al., 1993). La Fd-GOGAT se ha purificado y caracterizado a 

partir de tejidos fotosintéticos de espinaca (Hirasawa y Knaff, 1991), maíz 

(Sakakibara et al., 1991). arroz (Suzuki y Gadal. 1982) y tomate (Avila et al., 1987). 

La Fd-GOGA T es la forn"\a predominante en cloroplastos de tejidos fotosintéticos 

(Suzuki y Gadal. 1982; Botella et al.. 1988). participando en la asimilación de 

an"lonio derivado de la reducción del nitrato y de la fotorrespiración (Lam et al.. 

1996), aunque también se han localizado isoformas de Fd-GOGAT en raíces de 

maíz, Am/Jidopsis y arroz (Redinbaugh y Campbell, 1993; Coschigano et al., 1998). 

La NADH-GOGAT ha sido localizada principalmente en los plástidos de 

tejidos no fotosintéticos. tales con10 raíce,; (Hayaka\va et al., 1999) y nódulos de 

legun"linosas (Chen y Culli1norc. 1988; ;-\.nderson et al., 1989; Gregerson et al. 1993; 

Trepp et al.. 1999b; lshi~-.1ma et al.. 1998). donde tiene un papel importante en la 

asin1ilación del amonio derivad,, de la reducción del No,-. del ton1ado del suelo o 

dL'I que proviene de lu fij~1ciún binlógica de N:. Esta i~ofnrtT\¡i de c-;oc~AT &.;e hit 
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logrado purificar a partir de nódulos de leguminosas (Matoh et al., 1980; Anderson 

et al., 1989) y cultivos de células de arroz (Hayakawa et al., 1992). 

En .los nódtdos de frijol se han identificado dos. isoenzimas, la NADH

GOGA T Ijda N ADH-GOGA T 11, ambas se incrementan: en los nódulos- fijadores 

de N 2 , cuancibiaactividad de la nitrogenasa alcanza su máximo ni'\'~1 de actividad, 

En este tejiéio5l:_".-'f..T~DH-GOGAT, presenta unnivel ele actividad ~spe~íficaque es 

27 vece~ ~ayb; ~u~ ~l detectado en raíces (Chen, y éulllmore~'19s8). Eri alfalfa se 

~:::r:~cl~~~~tr~:b~~rr:ª;:r:3~~::i:,:•~=::.tt:1;!!:;1rz::~~~~: 
como raÍ~~~·y il.~j~~ ¿Anct~i:'srin et a.i., 1989) o ~ódulos inefectivo~ (Egli et al., 1989). 

LCI. ~bt.Ül..ja.n~i~éde los transcritos y proteína de la isC:.forma NADH..:GOGAT 

de nódulo, se ~~remertta durante la simbiosis (Gregerson et al., 1993; Egli. et al., 
, .. , . . . 

1989). Se ha detectado en diversas leguminosas un incremento en los niveles de 

transcrito de NADH-GOGAT durante el desarrollo del nódulo. En alfalfa se ha 

determinado, por medio de hibridización in situ, una elevación en los niveles de 

transcrito de la NADH-GOGAT en los nódulos maduros funcionales, 

principalni.ente en la zona de fijación y en la interzona, mientras que en simbiosis 

no efectivas no fueron detectados transcritos de NADH-GOGAT (Trepp et al., 

1999a}. 

La disección y estudio de las secuencias regulatorias en el promotor del gen 

de la NADH-GOGAT, han perni.itido establecer las posibles secuencias o motivos 

que participan en su expresión tejido-específica (Trepp et al., 1999a). Estos daros 

correlacionan con la ubicación de la proteína dentro del tejido del nódulo. Por 

ni.edio de inmunocitolocalización se ha determinado que la NADH-GOGAT se 

encuentra principalni.ente en la zona de fijación, ubicándose en la periferia de las 

células infectadas y no infectadas (aunque en éstas últimas la se1'1al obtenida es más 

débil}, por lo que se le ha atribuido la función como la enzima, que en conjunción 

con la GS, participa en la asimilación de amonio derivado de la fijación de N, 

(Trepp et al., 1999b). 

1.3.3. La Gluta1natu Dcshidrugcnasa CGDH). 

La GDH cataliza la reacción reversible de producción de glutani.ato a partir 

de 2-nxuglutarah."' ~· an1on10 1(.)<1k~, ¡91..L.J.): 
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roo11 

11--r-NH1 

f 111 + NAO• + H 20 
CDH 

f"l 
COOll 

L-glutamato 

.. 
COOll 
1 

f111 
c¡:n, + NADH + NH3 

C=O 
1 
COOll 

2-oxoglutarato 

Esta vía f':1e C()nsiderada como la ruta principal de la·asimilación de amonio 

inorgánico en lás plantas hasta el descubrimiento cie1· ~_icl() GS -, GO~AT (Lea y 

Miflin,1974). · , .. 

Se coiiocen dos isoformas hexaméricas de GDH, ~a 'c:ie 'ellas dependiente de 

NAD(H)·'cl.J~ se localiza en las mitocondrias y Ia·'s~g{mda;dependiente de 

NÁDP(H);'qtie se encuentra en los cloroplastos (Lam etal:i·1996) .. ' 

Debido al descubrimiento de la vía alternativa de ·asimilación de amonio, 

por elciclo GS-GOGAT, el papel de la GDH quectó·a discusión. A pesar de que la 

actividad de GDH se presenta en niveles relativamente altos en las plan.tas, su 

papel fisiológico ha permanecido en debate, debido a entre otras cosas, a sus 

propiedades cinéticas. El nivel de actividad de la GDH en plan.tas es baja en 

con-.paración con. Ja GS y GOGAT, presenta un.a Km alta por el an-.on..io (>1 mM) 

con. respecto a Ja GS (Kn-.= 3-5 µ~1), por Jo que su afinidad por el amonio es baja. 

Estos datos sugieren que Ja actividad de GDH se presenta en altas concentraciones 

de amonio, que serían perjudiciales para las células vegetales. En nódulos de 

alfalfa se detern-.inó una Kn'\= 80 n-.M por el an1onio y para otras legun-.inosas un 

valor que va de 40 a 100 n-.M para la GDH que se encuentra en los nódulos (Groat 

y Vanee. 1981; Temple et al., 199Sb). 

Se ha planteado que la GDH tiene principalmente un papel catabólico, n-.ás 

que bosintético, participando en la ren-.ovilización del an-.on.io del glutamato, al 

n-.isn-.o tiernpo produciendo además, cuerpos carbonados para el ciclo de los ácidos 

tricaboxílicos en. condiciones donde el carbono es lirnitante, con-.o en períodos de 

oscuridad o en ausencia de sacarosa (i'vlelo-Oliveira et al., 1996). El papel catabólico 

de lil c-;01-1 tan"lbién se ha ilSociado con la rcn"lovilización del a1nonio del glutamato 

durélntL• k1s pn.-..cesos de senescencia .Y n1aduración de frutos, puesto que se ha 

'-ibs.er\·~"ldl.'l una inducción en la expresión de l;¡ GDH bajo estas con.diciones 

(l-1,1rri~,"' c't .11.. 200ll; Lancien et al., 2000). 
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Se ha reportado un.a alta actividad de la NADH-GDH en nódulos fijadores 

de N 2 , sin. embargo su papel en. la simbiosis permanece sin elucidarse. Los datos de 

Groat y Vanee (1981) y. Egli et al. (1989), sugieren que no existe una relación entre 

la fijación del ·ri.ifrógéi<oatiJ'iosféricó y fa ácti vi dad de la· GD~ en nódulos de 

alfalfa. Los autoresasociat•·Íaactividad'de la NADH-GDH con la':ásirnÍlaéiÓnde 

amonio duran.teel.p~Oce~6 d~senescencia, debido a que se p~~~erita i:iri.;' a~tlvidad 
relativamente alta e1' i:lócthlossenescentEis que es más consister\te'i:cn'1 u1~ pá'pel en 

el reciclamie1~to -del:N·y;c'én fos,nÓdulos (Egli et al. , 1989):. 
,- ,,.,- :'_'-, 

Otra . funi::ión que 'se le, atribuye a la GDH es el de partic:ipa.r ei.:1 la 

destoxificación de los tejidos sujetos a condiciones que. indu'.~en altas 

concentraciones dé.amonio. Algunos estudios han derriostrado que, lafáctividad 

enzimática de la GDH se induce en plantas expuestas a altas coi:tcE?ntr"':Í::i()nes· de 

amonio. Mediante el uso de plantas mutantes de Arabidopsis en}a'.GDH,:se' han 

observado cambios en los niveles de sus transcritos dependiendo 'de los nivele.s de 

C/N suplen"lentados, sugiriendo que la GDH no tiene un papel·r;durlcli'lnte en la 

asinülación de amonio en condiciones de exceso de nitrógeno inorgánico (Melo

Oliveira et al., 1996). 

1.4. Metabolisrno del carbono en el nódulo. 

El funcionanüento del nódulo depende del importe y n-tetabolis1no de la 

sacarosa, así con"lo de la fijación de C02 , como fuente de energía y esqueletos 

carbonados para la fijación del N 2 atn"losférico y asimilación del an"lonio, así como 

para la exportación de compuestos nitrogenados. 

El costo de carbono (C) para la asin"lilación de amonio en el nódulo es n"luy 

elevado, se ha estin"lado se requieren de 5 a 10 g de C por 1 g de N reducido, por lo 

que existe una estrecha dependencia por el aporte de C para este proceso. 

La fuente principal de C para el metabolismo del nódulo es la sacarosa que 

proviene de las hojas con"lo producto de su actividad fotosintética, la cual es 

n"letabolizada en el nódulo hacia ácidos orgánicos (Figura 5). Estudios con '"CO: 

hun den,l.....,Strildll que lil sacarosa forni.ada en las partes aéreas fotosintéticas ~s 

tr.:insportad~1 haci~1 Iu~ nndulos (t..~n 15 rninuto~), donde alcanza cnncen.trilciones de 

3 .:i 6 ll'lg/ pt..'"'t" fre~cn ( }{t._•ib .. 1ch y Streetcr, 1983). 
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En el nódulo, la sacarosa es rápidamente metabolizada hacia ácidos organ1cos 

(Rosendahl et al., 1990), principalmente malato (el cual se cree es la fuente 

carbonada. principa(utilizada~ por )a·. bacteria endosimbiótica), a._través .. de Ja 

actividad·· .. de 3·erl:zii'ri.as/la•sacarosa;sintasa (SS), fosfoenolpiruvato carboxilasa 

r:;Ef~;1~~fi~;~i~~~f ::::::::~:01:::: :~~i~i:~¡;;: 
fosfoenoipi;uv~t~jfü"{c>~i6eri'olpiruvato sirve como sustrato para la fijació~éae'c62, 
por la a~ti~icti~'fCJ.~'J.¡i•;pEPC,~;oporcionando una importante cantidad de ca~bono 
en form~ d~~·oi~i_::,~¿~tatl:>, necesario para la formación de malato y aspartató. El 

malato s'e tbrri\;; 'p6r la actividad enzimática de la MDH (Figura 5). 

Bacft'roide 

Cé/11/a 
Hospedera 

G>H~e--\ 
fosfocnolpiruvato 

~ .. ~ 
glutam.ato slutamin.3 

~ oxal=cetato 

glutamato cf?-T : 2-oxo;;lutarato ~ 
\.. oxaloacetato ----- malato 

""-- AAT ~-¡;-lu_t_a_m-in..Ja'--y--' 

~-"-SF'-'-"_rn-'¡;"'irn_a_~ 
aspart."lto ~ a~para~ina 

Figura 5. :Vlet.:lbolismo del C y N en el m .. 'lduln de alfolfo. El C necesario par.:1 lil fij;ición 
y asimilación del N proviene de la parte .:ukea de l.:t plilnta hospedera en forma de 
sacarosa, producto de la fotosíntesis, la cual es primeramente escindida en hexosas 
por la SS (sac.:lrosa sintasa) y posteriormente metnbolizad.:1 hacia ácidos orgánicos,. 
mcdinntc l~"l ~"lctividud de In PEPC (fosfocnolpiruvilto carboxilasa) v de la MDH 
(malato dc!-ohidrogenasa). -

Se ha evidenciado unn actividad importilnte y expresión elevada de estas 

enzin"las en nódulos efectivos de varias especies de Iegu1ninosas, que demuestran 

h1 p1·L·sencia de i~oforn1a~ nódulo-específicas, que han sido reportadus con'1o parte 
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de las llamadas nodulinas tardías (Gordon y James, 1997; Pathirana et al., 1997; 

Miller et al., 1998; Fedorova et al., 1999; Hohnjec et al., 1999). 

· 1;4;1:La Sacarosa·'si~tasa (SS): · 

La ·sacarosa cC>mo prod l.lctb de la· fotos~nt~~is, es la formá ·.principal de C 

translocad~ § el primer"sustrato •para lÓ~teJidos d~rnéU'\dantes cle carboi'io; Como el 

nódulo .•. i,:¿i. SS es la enzima enca"rg~d~ d~ 'ini¿i~;: el~ ~etaboli~irlo de la s~cai.=osa 
mediai:'.i.te"si.i hldrólisis, eri fas éélÜlas"d~lriódulÓ~. 

· Saéarosa _;_~ {i~~. ·~ UD;~g~u'~~.:~.)~~f;t~f~sa • ... 
Esta ,pr<:>te~na es ul"\a enzima hornotetra~érica, 'C:orn¡:>~~!ita por subunidé\d,es 

de 92 ª 93. koa, que pres~nta una a1t~· actividact ·~'n las rió<l~!c;s;~~P~.e:sel"ltªndo 
cerca del 1..;/.; d~l total de la~ protefrtas solubles en e~t~,teJido' <~?~-~?n et aL, 1999; 

Anthon y Emerich, 1.990). · · 

A partir de diversas leguminosas se ha logrado aislar el ·cDNA ··que codifica 

para la SS nódulo-específica, entre éstas Vicia faba (Kilster et al., 1993), M. · trzmcat11la 

(Hohnjec et al., 1999), P. sativum (Fedorova et al., 1999), M. sativa (Robinson et al., 

1999), P. <mlgaris (Sil vente et al., 2003) y de L. japonicus (Sk0t et al., 1996). 

La longitud del cDNA de la SS va de 2.5 a 2.7 kb entre las diversas especies 

de legun'l.inosas cuyas secuencias guardan entre sí una alta homología. Las 

secuencias de aminoácidos deducidas a partir de las secuencias nucleotídicas 

revelan una alta identidad que va del 80 al 90'X., que es menor cuando se les 

con"Lpara con otras SS provenientes de plantas no legun"Linosas con"Lo A. t/ialia1111 o 

n"Laíz con las que guardan una identidad del 75'X., o con otras isoenzimas de SS de 

legun"Linosas que no son nódulo-epecíficas como la SS de chícharo, que se 

encuentra en la testa de la semilla~ con la que guardan una iden.tidad del 70'X, 

(Buchner et al., 1998). 

Otra característica que con"Lparten las SS de plantas es que presentan una 

secuencia consenso para la fosfori!ación por proteínas cinasas dependientes qe 

calcio. Este n1<)tivo se encuentra en el extren"Lo amino tern1inal y posee un residuo 

de serina factible paro:i. la fosforilación {Hohnjec et al., 1999). que se encuentra 1nuy 

conservado en todos los genes de SS caracterizados hasta ahora. Zhang y Chollet, 

(1997a). evidt..•nc1arun por cxperin"lentos ín r1ílro, que lél SS de nódulos de soyn es 
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susceptible a ser fosforilada por una proteína cinasa dependiente de calcio en ese 

residuo de serina. Se ha postulado que la fosforilación .de la SS es un mecanismo de 

regulación post-:tr~duC:ciC>r\ªl de~stél <:?.r\~ilYl.ª· 
L~-exp;es

0

iÓ~. a'-ni ve~ de t;ansc.rÜos del~ isoforma . ele. SS de. nódulos se 

detecta e~ bajqsAiyé}fo?s (alred~d.;rdi iO ~~c~~ ~~~o~),:ei-tot~.os teji.j.;s C(:>1~0.raíces 
no infectadas/tallos y' hojas (KÜste~'et al.; 1993; Hohfljé.~'ét ál:} H~99; Fed()rova et al., 

(Hohnjec et al., 1999). · 

Se ha evidenciado. qu~ '~)cisté \J.r;_a estrecha r~Íaciót"\ entre' la éxprésión de la 

SS con la fij~ción de N; en P. saúvum y soya (Gordonet al.; 1?99; G¡,rd¿;~ et al, 

1997). Cuando los nódulos se someten a un estrés ambiental qué induce un cambio 

en el flujo. de o, al interior del nódulo, se observa una reducción en la actividad de 

la nitroger\asa y una alteración en los niveles de expresióii. de la SS que 

correlacionan con el efecto de disminución de la actividad de la nitrogénasa 

(Gordon y James, 1997). Este efecto correlativo no se observa en ninguna de las 

otras proteínas analizadas, GS y GOGA T, entre otras. 

Utilizando una mutante r11g4 de chícharo (Craig et al., 1999), que muestra 

una severa reducción en la actividad de SS en nódulos (-90'Y., menos que la 

actividad presente en la planta silvestre), observaron que existe una reducción en 

la actividad de otras enzimas que participan en el n"\etabolismo de carbono y 

nitrógeno en el nódulo con,o GS, GOGAT, AAT, PEPC y en la fosfofructocinasa, 

además evidenciaron una reducción en la fijación de N 2 con una consecuente 

disn,inución en el contenido de N y un efecto clorótico en el follaje de las plantas. 

Estos datos indican que la SS parece ser esencial para el metabolismo del 

bacteroide y la asin,ilación de an,onio en la sin,biosis (Craig et al., 1999; Gordon et 

al., 1999). Por lo tanto la funcionalidad del nódulo está estrecharnente relacionada 

con su potenci<ll de n1et.:iboliz<lr la ~élCill"OSil <l trllvés de la SS. 
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Sin embargo, estudios recientes del m.ismo grupo (Gordon et al., 2002), 

indican que la regulación de la SS no está mediando la . regulación del 

funcionamiento dd nódulo._Ésto a partir de las observadonesenla expr(!~ión del 

gen de la SS e1-i.-plantas·tratadas con·NO;; que se conoce alte~a i~ fJi"-..ci~~~Íidad.del -

nódulo, reduciei~do la áb:ivÍ.dad de 1~itrogenasa ypo~ lc>_ ú,J:i.t:c>';'iá""fij~cióri'dé Nz 

atmosférico.· Tratand<:> plantasnod~ládas de soya inediánt~·;~i;;g<:>s C::l:)n No3·, 

observaron ~a disminudÓrlen l~ -~~tividad de lanitrogen~s#: p~fé"li~iá~ki~te ~--una 
disminución en el "nivel de mensajeros de SS; pero· que no:correfocionaba con el 
rLivel de activid~d de-ss (GO~d¿~~:~·t-a'.L, 2002)-~_;: A , - , "-_-

Todo apunta a qt.1~ ia SS ~s lá vía prh~cipál' p~r la que el C::arl::><:>no necesario 

para tales procesos es aportado ai" nódulo, aunque aún falta- por entender mejor 

acerca de la correlació1"\ ;;ntre la e~presión de la SS .Y la regulación de la fijación y 

asimilación de amonio en el nódulo. 

1.4.2. La Fosfoenolpiruvato Carboxilasa (PEPC). 

Además de su papel en plantas de metabolis1no CAM como fijadora de C02 

atmosférico, la PEPC participa en varios procesos no fotosintéticos, como en el 

n1etabolisn"Lo de los nódulos fijadores de Nz (Anderson et al., 1987). Se ha estin-..ado 

que alrededor del 25'X, del carbono requerido para la actividad de la nitrogenasa 

proviene de la actividad de PEPC. La fijación de CO,, vía la actividad de PEPC. 

tiene un papel importante en el aporte de carbono para los diversos procesos. 

n1ctabóliCt.l5 que ni.arltienen }¡i tuncionu.lidild del nódulo pues proporciona el C 

necesario cr1. forn1a de oxuloaceti\to para In síntesis de rnal'1to y aspartato. La PEPC 

es una proteína abundante en el citosol de las células vegetales (con-..prendiendo 

ni.ás del 2·;{, del total de las proteínas ~olubles), donde se preser1ta en diversas 

isoforn1as. una de ellas h.él sido caracterizada con10 una forrna específica de nódulo. 

La reacción que llcvil a Cilbo lil PEPC es lil [3-ci1rboxilación del 

fosfoenolpiruvato. proveniente del proceso glucolítico. para producir oxaloacetato 

y Pi: Fosfoenolpiruvato + CO: ----;.. '-'>xaloacetato .,... Pi 

En h .. ""lS nódul'-)S, la PEPC, ~e prc..:.L•ntu con-in unu enzin1a hon1otetrnrn.érica 

cornptu¿sti.l por subunidade~ de alrededor· de 100 kDll. Su actividad es elevada en 

núdulos activn~ fijadnn .. •s dL• N_-. 
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Se han caracterizado diversas isoformas de PEPC tanto en tejidos 

fotosintéticos como no fotosintéticos. Aunque se conoce mucho menos acerca de 

las PEPC no fotosintéticas, las isoformas nódulo-específicas son de las más 

estudiadas:. Se han .. aislado fos.gei-les y~DNA que codifi~an la PEPC, a partir é:ié 
diversas éspe'cies'de legi.imir\osas:>M. saÚva (Pathfrána et al., 1992; Pathirana et al., 

1997), G.nUlX (~t.lgirnoto et .,:;1:~ 1992; Vá°z:qu~~--rello et al., 1993), P .. ~ulgari~ (Lara ét 

aL, CIF!'J:~AM;·c:iat~s 'no ptibHca,ci?~> ),_ ~~' s'!tfrn.1.m •·(Suganuma et ál.~ 1~9?2<Eri 
estas pÍant~s,\ las PEPC .. se·· enéuentra~ 'codificfdas . por peq':'eñas 'familias 

multigé~ca~; que en algunos casos p()dií~n ~st-~·~ representando gen~~ ~e ~eci'7rite 
duplicación; debido a su alta homología.' ·· · ,., 

En general, con muy pocas excepcioÍ"les;.los genes de PEPC'C:onse~'1~ri un 

orden similar. El gen de alfalfa (PEPC~7);.corifiervá. fos 9 intronespro;s~n,teseri'todos 
los genes de PEPC estudiados, que además tienen una locaÜzáclóri' id.éntiéa con 

•. • • " - - . e·.~ •' ;: ~ '.' -- ' ,· .. ' -· . 

respecto a las regiones codificantes, aunque pueden variar en longitüd•(Pát.hirána 

et al., 1992). 

Por medio de alineamientos de las secuencias de aminóacidC>s··deducidas a 

partir de las secuencias nucleotídicas, se observan residuos y motivos ·altamente 

conservados, que son parte de los dominios funcionales y regula.:torios de la 
- ' >···· ¡. 

enzima (Chollet et al., 1996). En el extremo amino terminal se localizan.los motivos 

de naturaleza regulatoria, mientras que en el extremo carboxiló terminal se 

encuentran los dominios catalíticos. 

Coni.o en el caso de la SS, todas las PEPC estudiadas hasta ahora contienen 

un motivo de fosforilación en el extremo amino terminal que incluye' \.11~ residuo de 

serina y 5 residuos de cisteína, éstos últini.os se han propuesto participan en la 

regulación y estabilización de la estructura tetramérica de la holoex'i.zima ··(Chollet 

et al., 1996). 

La isoforni.a de PEPC de nódulo de las leguminosas se clasifica dentri:>de las 

PEPC tipo C3, agrupándose, con base en análisis de secuencias parciales de cDNA, 

con las PEPC de plantas de metabolismo C3 (Gehrig et al., 1998). 

i\unque su expresión no se restringe exclusivani.ente al nódulo, ya que se 

expresa en raíces y hojas, la PEPC se encuentra muy elevada en los nódulos, 

alrededor de lO veces ni.ás en co1nparación con los otros tejidos. Los transcritos se 

detcct;u1 en el n1oni.ento en que la nitrog:cnas;i cornienza a ser activ.:t (Pathirana et 
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al., 1992). La expresión de los.transcritos y actividad dela PEPC se incrementan 

rápidamente en nódulos fw"'lcionales, que correlaciona con el nivel de proteína de 

PEPC detectado, mient~asqué en .. simbiosis}!'efecHvas se .. reduce·severam~nte 
(SuganutriaecaÍ:;1997; J.>c\~r~na;~i: a:1:;1.9~7); f/~·0·~_:: ,':' ••··. • ~~º ·~;. · •• ··· 

Mediante•hibiidÍzaciónín síiu,se'cietectó·.C¡üe··1os transc~itC)s de.la P,EPC se.·. 

f ~~~I::f.i~~~1~f~J~f~~~~~~~~i1~~Fi~~~~&:f~~~ 
transcritos fueróri cieté'ctados tarlto en células infectadas como no. infeé:_tacias, que 

correlaciona: coí:t1o;;~·estud~os,.dE! ininunolocalizáción, donde se ha detectado á la 

proteína en ainbi'.,s tipos de'é::él'ulas (Robinson et al., 1996). 

Se ha~idehú.fibiiddalgúnos elementos que están regulando la transcripción 

elevada de·.1<t'.PEPC.de nódulo, encontrando ciertos motivos en el promotor que 

participan.eri..i~·~~p~~sión nódulo-específica del gen PEPC7, a través de fusiones 

con el:gen reportero de 13-glucoronidasa (Pathirana et al., 1997). 

Además de ser regulada a nivel transcripcional se ha evidenciado que la 

PEPC está sujeta a una regulación post-traduccional que implica su fosforilación en 

el residuo de serina antes mencionado. Esta fosforilación altera su sensibilidad al 

malato, haciéndola menos sensible a la inhibición alostérica por malato e 

incrementando su actividad específica (Zhang y Chollet, 1997a). Estos cambios en 

sus parámetros cinéticos se deben aden1ás, a la estabilización de la holoenzima por 

fosfoenolpiruvato en la forn"'la tetramérica (Vanee y Gantt, 1992; Schuller y Werner, 

1993). 

La PEPC cinasa se ha purificado a partir de nódulos de soya, y por medio de 

ensayos .. in i•itro" se ha den1ostrado su actividad de cinasa mediante la 

fosforilación de PEPC de otras especies de plantas, así como su incapacidad para 

fosforilar fftutantes de PEPC en el sitio de fosforilación (Zhang y Chollet, 1997b). 

La fosforilación de la PEPC ha sido amplian"'lente estudiada. Zhang et al. 

(1995), observaron que en nódulos de soya. la condición fosforilada de la PEPC se 

encuentra ni.odulada por los fotosintatos recienteni.ente trartsportados hacia los 

nódulnsr debido a que en plantas decapitadas lél PEPC se encontraba 

desfosfl"1rilada, siendo rnás sen~ible i\ J,1 inhibición por rnalato. !vlediante 
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tratamientos de oscuridad de plantas noduladas de soya se observó un aumento en 

la sensibilidad de PEPC por malato, que era abatida cuando las plantas se 

transferían a la luz, acompañada de un cambioen_Ia c~nc:l.iciórl. d<O> _des_fos_forila<:ión 

a fosforilación en cada uno de los tratamientos, respectivamente, evidenciado por 

un marcaje "in situ" con 32Pi (Zhang et aL;
0

1995)~ . 

Se ha determinado que la luz; activa_ a ia PEPC- cinasa, mientras que su 

actividad es menor en condiciones de_o_s_cuddad.prolongada, sugiriendo que.el 

aporte de fotosintatos de los tejidos fot6sintéticos participan como señales que 

inducen los cambios en la condición de activación por fosforilación de la PEPC 

(Zhang y Chollet, 1997b). A partir de estos resultados se postuló que los esqueletos 

carbonados están regulando directamente a la PEPC cinasa, o bien alterando· los 

niveies de ATP en el citosol, sustrato de la PEPC cinasa (Zhang et al., 1995). 

El papel de la PEPC en el metabolismo del nódulo ha sido estud_iado 

utilizando la estrategia "antisense", reduciendo la expresión de Ja PEPC en el tejido 

del nódulo mediante el uso de un promotor nódulo-específico en alfalfa. Se 

obtuvieron plantas transgénicas que presentaron una reducción en la expresión de 

la PEPC tanto a nivel de mensajero como de proteína y actividad específica con 

una conconütante reducción en la fijación de CO,. Además, estas plantas 

"antisense" de PEPC presentaron una reducción en Ja acti\1idad de nitrogenasa y 

acumularon menor biomasa (medida como peso seco de follaje) y nitrógeno 

(Schulze et al., 1998). Estos resultados confirman una fuerte interdependencia entre 

la PEPC del nódulo y la actividad de nitrogenasa, siendo la PEPC la enzima 

encargada de aportar la n-iayor cantidad del C utilizado para la asimilación de 

NH4 • de la simbiosis por medio de la fijación no fotosintética de C02 • 

I.4.3. La Malato Deshidrogenasa (MDH). 

En las plantas se han encontrado múltiples formas de MDH: fornas 

citosólicas, cloroplásticas, mitocondriales así como las que se ubican en 

n-iicrocuerpos como los glioxisomas y peroxison-ias (Ocheretina y Scheibe, 1997), 

donde su papel principal es la producción y distribución de n-ialato y equivalentes 

reductores entre los diferentes con-ipartimentos celulares. Tanto el n-ialato con-io los 

equiv;dcntcs reductores pélrticipan. en diversas funciones, son fuentes de carbono y 

L'l1L'rgí .. , nec<.:.'saria..:. pélra el n1etabolisn1u de los plantns Col, tienen un p<1pL•I 
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importante para mantener el balance del pH, movimiento estomático, respiración, 

13-oxidación de .ácidos grasos; entre otras. D.ebido a que l.a MDH participa en 

diversas funciones, sus isoformas preseri:tan una expresiór{ diferencial entre los 
-- - -- - - ---- _; ____ --·--'-~. - . . .. 

tejidos de las plaJ'.l.tas. .. . ·· ··· · 

La MDH ·.cat~liza :1a . redu~ción reversibl~ · del; ;;~;..loa~etato ·a malato, 

utilizando NADH óNAÜPfl ¿C,í-Ji() agéntes redÚ~tore~;, x 

.vf0011 ~ , ,_ 

110-c=o. + NAD(Pr 
·~ 1 . -' ·.- , -,.-•. : . ' .. 

CllJ · 1 - ,. 

COOll 

Oxaloacetató 

coo~-~.'...; 
. ;m~¡:_::~;. + NAD(P)H 

Cll 1 
1 
COOll 

Malato 

La MDH se presenta como un homodímero con ~n peso molecular que va 

de 32 a 43 kDa. 

En Jos nódulos de las leguminosas, Ja MDH participa en Ja síntesis de la 

fuente principal de los productos carbonados para sostener los requerimientos 

energéticos de los bacteroides, el malato. El incremento de la concentración del 

ni.alato en el nódulo está acompañado por un aumento en la actividad de la MDH. 

Los estudios en nódulos de alfalfa indican que las altas concentraciones de malato 

en el nódulo son producto de la actividad de la MDH puesto que esta enzima 

presenta una Kn'\ n'lenor por sus sustratos oxaloacetato y NADH (Kn'l= 0.076 n'lM y 
0.078 mM, respectivamente) que por los productos malato y NAo· (Kni.= 2.22 mM 

y 0.328 rn!vl, respectivan'\ente). 

Aunque en el nódulo se expresan las distintas isoformas de MDH, sólo una 

de ellas se ha caracterizado como una forma abundante en el nódulo cuya 

actividad respresenta el SO'X, de la actividad de la MDH detectada en este órgano, 

n'lientras que la isoforn'la citosólica representa sólo el 20'1. •. Se ha determinado que 

la forma de IvlDH que se incren'lenta en los nódulos (nMDH), se expresa entre 5 a 

15 veces n'lás que en otros tejidos de las plantas legurninosas (Miller et al., 1998). La 

n:rvlDH es la responsable de la producción del n'lalato que se exporta a los 

bacteroides para sc,~tener su ni.etnbolisrrto por lo que se requiere en altos niveles. 

El cDNA que codifica para In n!vIDH se ha aislado y secuenciado a partir de 

<>lfolfa (:'>.lilkr et .11.. '19Y8). chícharo (Fedorova et al., 1999) y soya (Isn'\ande et al., 

TESIS CON 
FALhfl~ DE OPIGEN 



2001). Las secuencias de aminoácidos derivadas de estas secuencias de cDNA, 

guardan entre ellas de 91 a 93% de identidad. 

Las isoformas nMDH están más relacionadas con las MDH mitocondriales y 

glioxisomales,. todas ell~s dependientes del cofactor1'J;AJ?I-J:C:Si~~rnliargo~a partir 

de la comparación de secuencias de- affiirioácid~~~ s'~ C:i::lrififiri~-C¡üe la5-I\Mritts son 
- -- . . ' '.. '". _., _·. . .. , - . ·" - ' . -. . ~ ' .. . . . . ,· 

una clase independiente, separada d~ fas .oti-as:MD:t-Is;-d~~.i(io 'a"que:sü iclentidad 

interespecífica es mayor que la intr.ae~p~~ífié:a. E:t~~s'í\~f~o·.i~ NrI:>Í:-i cloioplástica 

~~=-~:·~~::;~~~~;2?1:tS~~f~~liti~~fiEiff.~~·:: 
glioxisoma, la nMDH, guardá••uria similitÜd{def62°/.Ay'!6S0/o';~~~'k-s:p~cti.vaÍnente 
(Miller et al., 1998). · · "-; .... · · --'"' ·;;;;:e- ;:.· ; · ···::: -~·-·· ---·· 

de las ~~~~:S:S;:::::=:i~:~;::f~~~Zi~f~;·~lÜ~:~~~~Ze!l:::á~¡:;;~:~ 
extremo amino terminal, que tiene ~a i<le:r;:tid:~t~rb~]a cdnotÍ-a~ MDH (de -3l%) y 

una mayor con otras nMDH (de - 76ú/.,) y q~e p~~ecé ser w~a sec~e~eia que dirige a 

la MDH hacia él plástido. 

Los transcritos de la nMDH son muy' 'abun.dantes en' nódulo.sefectivos, 

mientras que disminuyen en simbiosis no efectivas (Miller et al.; 199S).- En alf~lfa, 
la abundancia de transcritos de nMDH, alcanza su mayor nivel alréded°'·r deLdía 

19 después de la inoculación con S. 111cliloti, cuando se ha alcanzado)a:máxima 

actividad de nitrogenasa (l'Vliller et al.. 1998). 

Por medio de hibridación in sit11 se determinó que la mayor expresión de la 

nMDH se encuentra en la zona de fijación de los nódulos efectivos~ tanto en células 

infectadas como no infectadas. aunque tan~bién se detectó sefial a lo .fargo de.todo 

el nódulo (Fedorova et al., 1999). El patrón de expresión que se observó es un 

reflejo de la estrecha relación que existe entre el n~etabolismo de C y producción de 

ácidos orgánicos con el proceso de fijación de nitrógeno. 

Se sabe menos de su regulación. sin en~bargo se ha hipotetizado que así 

con~o otras enzin~as del n~etabolisn10 de C en el nódulo (con"lo la SS y la PEPC). la 

n?v!DH. se encuentra regulada por las concentraciones internas de 0 0 (Vanee y 
G.-intt, 1992). 
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1.5. Las moléculas transportadoras de N. 

Una vez que el amonio se ha asimilado en forma de aminoácidos como 

glutamato y glutamina, estas formas de N orgánico,funciorian com? donadores de 

nitrógeno para diversas vías metabólicas. Los~am.in~~cido_s,;ca~':ITl'.Í~·d~ ~'::1~cionar · 

como unidades estructurales de las proteínas, ·precursore~ en la,s.íntesisde la 
clorofila, fuente de C y N para la producció~ de·.rnetabolitos:se2ti~d~~ios; etc., 

tienen un papel como moléculas tra~p~rta_do;~~:r.Y:/?J~~Í~l:~ib~ia~r~~ ·d~l ~N· 
orgánico. Una de las formas para el tránspo~rí:e'.'deXeste·.·i:ilfró&eno.:orgánií:O lo 

::-~· .-::-:(}: . '-,,--">-:~:>-~ -'. ··1 .:-:_,¡~;~:.;,,-:.."-::.!\c..1.;_::;;:.~-:~~~,\,yt:.-rc-~, --'~·'.: ~: ~.1.~,::':'' ·':';o;;_~.~- ,-,~c.:..;.:.~; .. -."-'""'' .-
constituyen las amidas como la as paragina . (asrt) y, l¿i glu t<l?'i.J::la: (g~), • q~e~ scm ,unas 
de las principales moléculas que funcio~a~ ,c<;>~6~·ct6!-i<\'ct~~~~·d~ ~í.tióg~ri~~:¡·~nt~ 
con el aspartato (asp) y el glutamato (giü)}distrip'u~~rid~ló\~riire los iejidcis di? la 

planta (Parsons et al., 1993). 

El flujo de estos compuestos nitrogenados depende del tejido y de la especie 

de planta. Por ejemplo, las hojas de algunas plantas reciben el No3 • directamente 

del que se ha tomado del suelo, asimilándolo en glu y gin. En estas plantas el N 

orgánico se distribuye a partir de las hojas hacia Jos tejidos demandantes de N. En 
otros casos, como en las leguminosas, el NO," es reducido y asimilado en las raíces 

y transportado hacia las hojas en forma de asn y gln, principalmente (Parsons et al., 

1993). 

En el caso particular de las legun"linosas en condiciones de simbiosis, existen 

dos tipos de moléculas que se utilizan con"l.o distribuidoras del nitrógeno 

asimilado: las an"lidas y los ureidos. 

La síntesis de amidas es de particular importancia en los nódulos de las 

legun"linosas templadas (alfalfa, chícharo, etc.), donde la mayoría del N 2 fijado es 

rápidamente incorporado en asparagina (Figura 5), que es Ja forma en la que el N 

es distribuido en el xilema hacia el resto de los tejidos de la planta. Otras 

legun"linosas utilizan preferentemente a la gin para la distribución del N, producto 

de la fijación, en lugar de la asn. 

En las leguminosas tropicales (frijol, soya, etc.), los ureidos como la citrulina, 

alantoína y ácido alantoico, productos de Ja oxidación de las purinas, son los 

co1npuestos utilizados co1no transportadores de N. Cuando estas leguminosas se 

encuentran en condicit..)nes no sin"lbióticas son productoras de an"lidas, que utilizan 

p.lril cti~tribuir L .. l N. Sin c111b;irgc,, ~il establecer sin"lbiosis estos con"lpuestos 
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cambian por ureidos. En soya alrededor del 90°/o del nitrógeno fijado se distribuye 

en forma de ureidos (Parsons et al., 1993). 

~e sabe que el costo energético para la producción de las ,amidas es mayor 

en cornpara;:;iÓn c:;;n. los ureidos, debido a que en fa síritesis de 1.lreidos se utiliza 

menos e para -transportar la misma cantidad de N que en las arÜidas~- -

F;n los l"lóci{i1~s de ambos tipos de leguminosas, se~hal"l!cieteé:tado _altos 

niveles de'tas'en:i;irnas encargadas de la síntesis d~-los respe~tivos co~puestos 
nitrogeri~dbk ~iie ~tiÍiz~n para l;,_ distribución del N fij~d~ (R¿.yij;;ici.;·~t al., 1982). 

En el caso-d~ las, leguminosas templadas la síntesis de amid~s se Ü~\ra a cabo por la 

acción cC>;{2ertad'3 -_de la; as parta to amino transferasa y_ la' as'paragino sintetasa, 

producieildC>-a'spirtatÓ y aspa~agina, respectivamente, así co~C> por el ciclo GS -

GOGAT,pC>r efqGé,se f'roducela gfotamina. 

1.s.1. La;~s~a:tctt~':Alnino Transferasa (AA T). 

La sínte~i;;;_dJ :·~spartato es llevada a cabo por la AAT, bajo la siguiente 

reacción re,,e;sibÍe: 

COOll 

11o·_:f.,.,.o ~ + 
f•'· 
CC>Oll 

oxaloacetato 

COOll 
1 

11-:-f-N11 1 

flli 
f"~ 
COOll 

glutan1ato 

COOll 
1 

11-c-r-:11 
1 

fll· 
COOll 

aspartato 

+ 
COOll 
1 

c¡:-11: 
Cll,1. 
1 
c ... o 
1 

COOll 

2-oxoglutarato 

La actividad de la AAT permite una rápida transferencia de los grupos 

amino del glutamato hacia la asparagina, permitiendo el reciclamiento del 2-

oxoglutarato que entra de nuevo al ciclo GS-GOGAT para colectar nuevos grupos 

amino, participando de esta manera en la regeneración de esqueletos carbonados 

(2-oxoglutarato), para la asi1nilación primaria de nitrógeno. El aspartato es 

utilizado para sin.tetizar varios aminoácidos esenciales como la asparagina, 

n-ietionina, treonina e isoleucina. Además, contribuye en gran parte al 

funcionarniento de los n1ecanisn1os de distribuciórt del n1alato y de cquivéllentes 

1·eductores entre Jos diversos organelos celulares y el citoplasn-.a (Larn et aL, 1996). 

La AA T de las plantas es un homodín-.ero que va de 80-84 kDa, cnnforn-.ada 

por ~ubunidadcs que \" .. 111. de -10 .. 1 -12 kD .. 1. r>or n1edio de L"Sludins binquí1nicn..;. ..:.t.' 
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han identificado diversas isoenzimas de AAT que se localizan en diferentes tejidos 

y compartimentos.subcelulares, lo cual indica que éstas tienen diversos papeles en 

el metabolismo. de. las plantas. Se. han distinguido isoformas que se encuentran en 

mi focori.drias~ dordplast<:>s;c peroxü~~~as; :glio,¡isornas, así como ci toplás~icas 
(Schultz y cC'>ru~zi,i99s)~ ):,> · ... >;e~; : :\ . > 

2Ef ff~~~~~~i~~f~~t~Jt~~~1~~:~~~~~tE 
cloroplásÍ:icas se han esclarecido mediante e~ úso de· mutantes en cada \Ínª el~ ellas 

(Miesaky Coruzzi, 2002). 

Et"\ leguminosas se han evidenciado también diversas isoformas, en el caso 

de soya existen 5 isoforn"\as de AAT que se localizan en el glioxisom.é\ <.A~Tl), 
citosol (AAT2), mitocondrias (AAT4) y cloroplastos (AATS). Aúri no<se ha 

determinado la localización subcelular de la isoforma AAT3, aunque s.~ <encuentra 

abundantemente en tejidos fotosintéticos (Wadsworth et al., 1993; Wadsworth et 

al., 1994). En chícharo, se han detectado al n"\enos 3 isoformas plástídicas (Weed,~n 

y Gottlieb, 1980), n"lientras que en alfalfa 2 isoenzimas de AAT han sido 

identificadas: la AATl es una isoforma citosólica, que se expresa en.hojas, tallos, 

raíces y nódulos y la AAT2, isoforma plastídica abundante en nódulos (Vanee et 

al., 1994; Gregerson et al., 1994). 

Se han aislado y secuenciado las clonas de cDNA que codifican las 5 

isoformas de AAT de Ara/Jidopsis (Schultz y Coruzzi, 1995). A partir de soya se han 

aislado diversas clonas de cDNA que codifican para las isoformas de AAT 

(VVadsworth et al., 1993; \A/adsworth et al., 1994), la caracterización de una de ellas 

ha pern"litido identificar que las formas citosólica y glioxison"\al se encuentran 

codificadas por un único gen (Gebhardt et al., 1998). En alfalfa se han secuenciado 

el cDNA y los genes que codifican para las dos isoforn"\as identificadas hasta ahora 

(Gregerson et al., 1994). 

Las secuencias de las A.1-\. T que se ubican dentro de cornpartin"\entos 

subcclul'1rcs se caracterizan. por tener una presecuericia ·que c<;>difica pára el 
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péptido líder que participa en la internalización hacia éstos (Schultz y Coruzzi, 

1995; Gebhardt et al., 1998; Gregersonet al., 1994). 

En l¿t!;legt.unin()Sél!i se ha c:leterminado que una de .las isoformas de AA T es 

la predominante en los nódulos, encargada de la síntesis de aspartato en la 

simbiosi!-Í: En los nóc:l.~los de alfalfa se expresan dos isofÓrmas de AAT, que se 

di~tinguen por sus propiedades inmunológicas (Griffith y Vanee., 1989; Farnham et 

al.> 1990). Una de eÚas; la AAT2,"eúina forma abundante e~ nódulos. La expresión 

de transcritos de AA T2 es de IS.a 20 veces mayor en nódulos efectivos que en otros 

tejidos (Vanee et al., 1994; Gregerson et al., 1994). Paralelamente, los niveles de 
. . 

proteína de AAT2 y su actividéld aumentan durante el desarrollo del nódulo (Egli 

et al., 1989). En nódulos inefectivos se observó una disminución. en el contenido y 
actividad específica de la AAT2 (Egli et al., 1989; Gan.tt et al., 1992). 

Los estudios de in.munolocalización., utilizan.do anticuerpos 

mon.oespecíficos contra AA T2, evidenciaron su ubicación. dentro de los 

amiloplastos de la zona infectada de los nódulos de alfalfa (Van.ce et al., 1994). 

Estos datos confirman. que la AAT2 es la forma abundante en los nódulos. 

La otra isofornrn en alfalfa, la AATl, también se expresa en los nódulos, sin 

embargo su expresión no se modifica durante el desarrollo de este órgano. Esta 

isoforma se localiza en el citosol de las células de la raíz y nódulos, prin.cipaln"lente. 

Sin embargo se ha observado que la AATl en los nódulos, se ubica alrededor de la 

men"lbrana peribacteroidal, donde podría estar participando en la distribución del 

n"lalato hacia el bacteroide (Vanee et al., 1994). 

1.5.2. La Asparagino Sintetasa (AS). 

En ciertas especies, la asparagina, puede llegar a comprender alrededor del 

so·x. del nitrógeno transportado, como en condiciones de exceso de an"lonio 

(Parsons et al., 1993; VVaterhouse et al., 1996; Pate et al., 1981). La asparagina 

constituye un.a manera n-tás económica de transportar y distribuir el N, debido a 

que tiene una relación N:C (2:4), rnás baja que otros con"tpuestos, con"lo la 

glutun1ina (2:5) . .r~dc1n(Í~ la ;isparaginn es una rnolécula n"'lás soluble y 111enos 

reactivn que la glutan1.ina, lt....., que hace unél ni.olécula irnportar1te con'"\o 

transportudoru de N. 
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El sitio principal de síntesis deasparagina es la raíz, mientras que en las 

leguminosas éste se ubica en los. nódulos (Shelp y Atldns, 1984), de aquí es 

transportada. hacia lélsh()jas u otros ~ejicf,C)s ;,de~an,dant~s>,?-e>~~é C()J.<!5tituy~ la 

~If if t~f Et~~~~~i~i~ti~ttf ltl~l¿~~~i~~· 
COOll 
1 

11-C-NH, 
1 + 

Cll; 
1 

pi. 
<>=C-Sll, 

glutamina 

COOIJ 
1 

11-¡:-N11, + ATP __ A_S_ .. 

fil, 
COOll 

aspartato 

A~·+ Pi 

asparágiria 
-· ' .·_;,,:.·.:.c<i'-· 

Aunque existen AS dependientes de NH~ • ert<()tr'os ~rganismos como las 

bacterias, en plantas, sólo se han detectado las que son depe.ndientes de glutamina 

(Sivasank.ar y Oaks, 1996). 

La AS dependiente de glutamina está· cOnEC>rmácla ,por subunidades de 160 

kDa, que se asocian en dímeros de 320 kDa en presené::ia de ATP. Su actividad se 

ha detectado en distintos tejidos de las plantas, fricluyendo el nódulo. de las 

leguminosas (Egli et al., 1989). 

Se han aislado y secuenciado clonas de cDNA que codifican para la AS, a 

partir de Aspamgus officinalis (Davies y King, 1993), P. sativum (Tsai y Coruzzi, 

1990), L. /t1po11ic11s (Waterhouse et al., 1996) y V.faba (Küster et al., 1997), entre otras 

especies. En L. fapo11ic11s y chícharo se han identificado dos clonas de cDNA que 

codifican para isoformas de AS, n1ientras que de V. faba se ha aislado sólo una 

clona de cDNA para la AS. 

La caracterización de estas clonas ha revelado que codifican enzin1as 

ho1nólogas a AS dependientes de glutamina. Entre éstas guardan una identidad de 

-ss·~~' y una si1nilitud del 93"X. en secuencia de an1inoácidos (Küster et al., 1997; 

\V;:iterhouse et ;:il., 1996). Todas l;:is secuencias de AS presentan en el extren10 

an1ino ter1T1inal el dorninin de unión n gluta.111in.a, altamen.te con.servodo y en el 
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extremo carboxilo el posible sitio de unión al aspartato. El extremo carboxilo de las 

AS de las leguminosas guardan un.a alta identidad, que disminuye al compararse 

con AS provenientes de plantas no leguminosas como espárrago y Arabidopsis 

(Waterhoi'.is~ et al., 1996; Davies y King; l993). 

Los transcritos de AS. en leguminosas se elevan considerablemente,· en 

comparación con otros tejidos, en los nódulos funcionales. Se ha identificado a una 

de ellas como una forma de alta~xpresión en nódulos. La inducciónde't.rahscí-ito 

de AS1 er\ nódulos de chícha~o, es 20 :VE.?ces mayor que la det~.;f;j:<lii>~ri; ~aí.;es, 
·'-. ''·''"-,._,,•;,e,•;,···"·• : -

mientras que la AS2 se expresa sólo 5 veces más _en. los·J:lódti:loS':"(T~ai'y Coruzzi, 

1990). En L. japonicus, la ASl tiene tiria alta <;?XPJ."esión;~_n:r'aí~e~;·au~que sus 

transcritos también se detectaron en tejldo Íostó~in"té~ic6. La :A:s:;{é:Íe L; japonicus se 
- - ' ~- .. - ' .. -, . - - ~-- ' . . -, . . . ' 

expresa específicamente en la raíz y en' los nódulds'i"(Wat'e~~ou.se:et"al./1996). Por 

medio de hibridización en "p~intiflg",< lo~;; tr~~s~i'¡t'g'5 de~"<'As1; i:i~ VJfaba, se 

detectaron principalmente en los 1-\ódulos, en la z~ilade.fija'cióri: > r 
Se ha determinado que la AS s~ induc~ en condici¡;r\e~.de "defi.;iericia de 

carbono, donde la relación N/C es alta, observándose una acumti:lación.:de los 

transcritos de AS en condiciones de oscuridad con una subsecuente·disminución 

en presencia de luz, tanto en plantas leguminosas (chícharo y haba)~ corno en no 

leguminosas (tabaco y Aral1idopsis), en tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos (Tsai 

y Coruzzi, 1991; Küster et al., 1997). La expresión de los genes de AS en la 

oscuridad correlaciona con el hecho de que la asparagina sea un compuesto 

transportador de nitrógeno, que es utilizado cuando las condiciones de carbono 

son Jimitantes, debido a que posee una baja relación C/N. Sin embargo este patrón 

de expresión no se presenta en leguminosas con nódulos determinados, donde Ja 

síntesis de asparagina es constante a lo largo del día, como L. japonicus. Los 

can1bios de condiciones de ilun-.inación a oscuridad no mostraron aun1ento en los 

niveles de transcritos de la AS en esta Jegurninosa (Waterhouse et al., 1996). 

r 
TESIS Cúil 

FALLA DE OFJGEN 



1.6. La transformación genética de sistemas vegetales. 

La transformación genética podría definirse como la introducción de 

material genétic? en las· células, resultando en su posible integración cromosomal 

(en el rn:icfoo\.i-orga:i'té105);~eshble y neredable a través del proceso de meiosis. 

Se hari'desa'rroUado diversos métodos para introducir el material genético a 

las célul~~--y~ge'taÍ~;;;~q~ese clasifican en dos tipos: 1)_IC>s que se valen de una 

transferEiri~i.~--di;~;:ta o por métodos físicos del DNA y 2) los que utilizan sistemas 

"nah..;3¡;;;~:i:~-.;;''f;~~iC,riliación, haciendo uso de patÓgen'osnaturales de las plantas . 

. La,tri'Í.~~fb~fuacÍÓn genética acoplada a un protocolo de regeneración in vitro, 

permite'I~ g~ner.ación de plantas transgénicas para genes específicos. 

-1.6:1; Métodos <le transformación directa.:·· 

o~~tro cie este grupo se encue~tra1~ los rriétodos que permiten depositar el 

DNA directamente en la célula, donde algu-n:as moléculas se incorporaran 

eventualmente en el genoma vegetal. La biolística, la microinyección y la 

electroporación son, entre otros, métodos que permiten la introducción directa del 

ni.aterial genético. La biolística se vale de la aceleración de micropartículas 

recubiertas de DNA, que son lanzadas hacia los tejidos vegetales, permitiendo la 

introducción del DNA en la célula vegetal y su posible integración en el genoma. 

La electroporación hace uso de protoplastos que son sometidos a descargas 

eléctricas, produciendo poros en la ni.embrana plasmática, permitiendo el libre 

paso del DNA hasta alcanzar el núcleo. La microinyección utiliza microcapilares 

que son introducidos en la célula para depositar el DNA directamente en el núcleo. 

1.6.2. Métodos naturales de transformación: la transformación genética vía 

~\grobnctcriu111 tu111efacic11s ... 

Entre los rnétodos naturales de transforni.ación, el mediado por las especies 

de Agro/mctcriu111 t1u11t:fácie11s y Agro/Jacle1·iI1111 r/1izogc11cs, es de los ni.ás utilizados 

(Nliki et al., 1993). Estas bacterias poseen un mecanismo natural para la 

transferencia de un frngn1cnto de su genorna, denon1inado T-DNi\, hacia el 

interior de lL,~ células vegetales. Esta bacteria del suelo es un. patógeno que 

transfortTlil u la~ células vegetales genétican1ente, produciendo un crecitniento 

éllll.)rJT\ill de é~t,1..;;._ di111dll lug~11· il f¡¡ fOr!11Z\Cil.~ll"\ de lll1 tUn10r l) raÍCCS u\.'ClllldilSu. 
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Los genes implicados en este proceso patogénico se encuentran codificados 

en plásmidos, denominados pTi (de las iniciales en inglés de "tumor inducing") y 

pRi ("root inducing"), para A. tumefaciens y A. rltizogenes, respectivamente. En el 

mecacismoC:let:r¿\~5fe~encia~delT.:;DNA,que en las cepas naturales contie~e g~nes 
que codifican"erizimas'irivolucradas en la biosíntesis de hormonas y opinás~ 
participan prC>tefuéls ;;oclHicacÍéls por los genes que se encuentran en la regió~~?>ir 
del plásrnid()iElT-~NAse ~ncuentraflanqueado por secuencias repetidas'diréctas 

de 2S pbf:.~1 ;:¡;.;~d.; izqi;ie'rd~;y· b.;rde derecho del T-DNA, l.;s.;'.~'..i'~ie~:'s:¡,n 
reconocidos'pdr las ~roteírnis Vir. ' ';, . . 

La interacciórí entre AgrobacterilÍm y su hospedero comienza 'cuando la 

bacteria detecta señales específicas produC::idéls por. lél plaiita. qU.e'• áctúélh' C::omo 

quimioatrayentes, principalmente compuestos fenólié:os. Estas· señales son. 

percibidas por la proteína receptora VirA que junto con la proteu'.tél virG,forman 

parte de un sistema de dos componentes. La percepción de dicha :5efia'1 por la 

proteína VirA, produce su autofosforilación y la posterior fosforilaeión y ·activación 

de VirG que a su vez induce la expresión de los genes de la región vir. Después de 

la inducción de la maquinaria de síntesis y transferencia del T-DNA, las proteínas 

VirDl y VirD2 actúan como .. nickasas ... produciendo un. corte en los bordes de la 

cadena complementaria del T-DNA (3'-5'), produciendo una molécula de DNA de 

cadena sencilla, Ja cadena T. La proteína VirD2 pern1anece anclada al extremo 5' de 

la cadena T, mientras que Ja proteína VirE2 recubre el resto de la cadena para 

formar al con'lplejo T maduro (Zupan y Zambryski, 1995) (Figura 6). Este complejo 

de n1oléculas, junto con otras proteínas Vir, es exportado hacia la célula del 

hospedero a través de un. canal formado por las proteínas VirD4 y VirB. 

La integración de la cadena Ten. el cron1oson1a de la célula hospedera es un. 

evento al azar que se ertcLu~ntra n1ediado por diversas proteínas, entre las que 

pudieran participar las 1nisn1as proteínas VirD2 y VirE2 de Agrobacteri11111, así como 

proteínas de la plan.ta (Tzfira y Citovsky. 2002) (Figura 6). 

r\.provechando esta 111aquinaria natural de transferencia de DNA, se han 

desi'I rrollado vectores a partir de A. t 11111t:ft1cu·ns que poseen al plásmido Ti 

desarn1adt..), que ha perdidt.."l su capttcidad oncogénica al elirninar el fragmento de 

T-DN1-\. y sustituirlo por un gen de interés 111~-ls un gen selectivo (Hooykaas ~· 

Schi 1 pprnort, 1992). La 1"\ue\'il C4lrttcterística que ha adquirido la cél ultt infcctad¡i 
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puede ser, por lo tanto, transmitida durante la división celular a todo el Organismo 

y consecuentemente a su descendencia. De esta manera se han desarrolla.do 

vectores cointegrados y binarios. Los vectores cointegrados p~s~e.::i e),_-el.;mismo 

plásmido Ti (desarmado o nati.v'o),-_la secuencia de DNAdeseado;~e!t~-d?.e.~ ~ste 
mediar1te un mecanismo 'de- rec.ómbinación homóloga entre-los_-::}>C>,réies ;_del 

plásmido Ti y el sistema vir de transferencia. Los vectores binarios,- más útÚi:iados 

en la actualidad, consisten de-dos elementos: un vector q~e Íl~-.;;~;~i .~ateriaÍ 
genético a transferir eril:re::1e>_!d:>oides que flanquean al T-DNAy Uri segundo 

elemento que corre~pond~; al 'pliÍ~mido Ti desarmado, que posee la_ región. vir 

necesaria para la trans.ferencia det'T:-DNA. 
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Figura 6. Eventos de la interacción de Agrobacterium con una célula hospedera durante la transfonnación 

genética. 1., exL..;te un reconocimiento y unión de Agrobactrrium hada la célula hospedera a través de receptores 

específicos .. 2, el sistema de dos componentes de Agrobacterium CVirA-VirG), percibe sei'lales específicas. 3, VirC 

es activada e induce la transcripción de la región vir del plásmido Ti. 4, generación de una copia móvil del T

ONA, la cadena T. 5, formación del complejo transportador VirB-VirD4 y transferencia de la cadena T hacia la 

célula hospedera- 6, formación de la cadena T madura. 7, el complejo Tes importado hacia el núcleo, facilitado 

por proteínas del mismo hospedero. 8, transporte intranuclear del complejo T e integración en el genoma de la 

célula hospedera, mediada por VirD2 y/o VirE2 y otros factores de la célula hospedera. (Tomado de Tzfira y 

Citovsky, 2002). 
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1.6.3. Aplicaciones de la transformación genética. 

La transformación genética ha permitido manipular el genotipo de las 

plantas y con esto obtener variedades, entre otras cosas, con ciertas ventajas 

selectivas. Se han generado plantas con ciertos caract.ires que
0

les ay~dan a 

contender con condiciones desfavorables del medÍo'~mbi,e~_teuqué púeden ser 

adversas para su desarrollo y crecimiento. De esta maneras~ .han obten.ido plantas 

resistentes a bajas temperaturas Oaglo-Ottosen et ~l., 1998)/b.~on la capacidad para 

defenderse de ciertos patógenos como los insectos (Dixon.et"'aL; 19915; Kota et al., 

1999). 

La ingeniería genética a través de la transformación genética ha permitido 

modificar una amplia variedad de características de las plantas para desarrollar 

nuevos cultivos transgénicos que producen específicamente compuestos naturalés 

así como n'~~~os productos, de un.a man~ra más eficiente. Entre éstos se incluyen 

vacunas y·:·atios fármacos, plásticos, aceites y ciertas proteínas que permitirían 

utilizar a las·· plarltas transgénicas como herramientas efectivas par<!. la 

fitorremediación (Topfer, et al., 1995; John y Keller, 1996; Raskin, 1996; ArntZen, 

1997). 

Utilizando la genética reversa por medio de la transformación genética ha 

sido posible modular los niveles de expresión de genes endógenos~ PE?rrnitiendo 

entender su contribución y papel en un proceso en particular, ya sea;:en .una vía 

metabólica o de señalización. La modulación de los genes implica una alteración en 

sus niveles de expresión, ya sea elevándolos o reduciéndolos. 

Para incrementar el nivel de expresión. de un gen., se ha desarrollado la 

estrategia de sobre-expresión, que implica la expresión ectópica de genes cuya 

transcripción se encuentra regulada, generalmente, por promotores de fuerte 

expresión. y /o constitutivos (Stitt y Sonnewald, 1995). Con esta herramienta es 

posible dilucidar el mecanismo de regulación. a la cual se encuentra sujeto algún 

gen en. particular, por ejemplo, cuando la sobre-expresión. de ciertas enzimas no 

resulta en un incremento de la actividad enzimática podría sugerir que la enzima 

esta sujeta a una regulación post-transcripcional. 

Con la finalidad de reducir los ni veles de expresión, se ha generado la 

tecnología "antisense" o Ri'JA en sentido inverso. El "antisense" ha resultado ser 

una herramienta alternativa en casos donde la generación de mutantes en genes 
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específicos por los métodos clásicos resulta difícil, debido a que el gen de interés 

forma parte de una familia multigénica o el fenotipo no se puede predecir y por lo 

tan.to resulta difícil seleccionarlo,_ o };iien la mutación sería letal. Esta_ estrategia se 

basa en. la inserción de un fragmento de DNA (3'-5'}, con respecto al promotor que 

lo regula, que corresportdc;!ál in:RN.A'en se;.tido inverso. A partir de este fragmento 

"antisense" se transc~ib~.t.Úl~;c~cI~ri~ de RNA complementaria (anti-RNA) al RNA 

derivado de la sec:tle.n.c:iél~~ri'.Ci~i~rta,'hlbridizando con ésta y formando una cadena 

doble de RNA, impidÍeÍ:-tcÍ.osü':expresión (Bourque, 1995). 

Aunque el mec~ri'i~ci:o de inhibición de la expresión por medio del 

"antisense" ha permanecido sin entenderse claramente, se ha postulado que este 

tipo de silenciamiento utiliza mecanismos similares a los que se han evidenciado 

en sistemas de silenciamiento por RNA de doble cadena, que producen el 

denominado RNAi (RNA de interferencia). El RNAi utiliza un mecanismo de 

silenciamiento post-transcripcional, en el que la transcripción del gen. blanco no se 

encuentra afectada, sin embargo la expresión a nivel de la transcripción se 

encuentra reducida debido a la inestabilidad del híbrido de doble cadena de RNA 

(Hammond et al., 2001). Debido a que en un.a planta con "antisense", se detecta 

una reducción en el nivel de n1ensajeros del gen blanco hasta ser difícilmente 

detectable. se postula que el híbrido de RNA sufre una degradación por nucleasas 

en el citoplasma o que de forn1a directa, la cadena en sentido inverso interfiere con 

la transcripción del gen endógeno. Otras hipótesis han planteando que el 

"antisense" interfiere en los eventos de procesamiento del RNA mensajero hacia la 

forma n1adura ("splicing"}, en su exportación hacia el citoplasma y en la 

traducción del RNA endógeno, por medio del bloqueo del sitio de unión al 

ribosorna (van der Krol et al., 1988; Rodermel et al., 1988; Temple et al, 1993; 

Bourgue. 1995) (Figura 7). 

Por otra parte el mecanisn10 que se ha estudiado ampliamente en el RNAi es 

el silencian1iento a nivel transcripcionaL donde la expresión de los genes se 

encuentra reducida por un bloqueo a nivel de la transcripción debido a w1 posible 

rt .. ?il rreglo de la conforn1ilción de la cromatina o a la n"letilación del DNA 

(\·\7L1ssenegger y Pclissier, 1998; l-lannon, 2002). Se ha evidenciado que el estado de 

111ctilación de los trilnsgcncs puede presentarse ert diferentes grados·, donde una 
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estado hipermetilación induce un silenciamiento a nivel transcripcional (van 

Blokland et al., 1997; Han.non, 2002). 

CITOPLASMA 

NUCLEO 

1 11'rri7r1 1 

"'"""" 
m ANA anli·mRNA 

iliiiiillll iilllliilli 

mRNA 
illlliiilli 

anli·mRNA 
11111111111 

rl~ma 

@) 
:::::::::::~(2) 

duplex 

Figura 7. M..-canisnlos de acción de 
un "antisense". A p.3rtir de la 
inserción de una secuencia de un 
gen en sentido inverso, con respecto 
n un promotor, se transcribt:> una 
cadena complementaria de RNA al 
de la secuencia endógena <D, t!st.3s 
cadenas forman un híbrido que 
puede ser sujeto a degradación pur 
nucleasas <2), o bien interforir con los 
procesos de maduraci6n, 
exportación hacia el citoplasma CU y 
tr.ad uccii"1n (4) del mensajero. 

1.7. Modulación de Ja asin1ilación de a1nonio en plantas transgénicas. 

Con Ja finalidad de entender Ja regulación. identificar y cuantificar la 

in-.portancia de las enzin-.as que participan en el metabolismo de C y N en el 

nódulo, se ha manipulado su expresión a través de la generación. de plan.tas 

transgén.icas por medio de la sobre-expresión. o inhibición específica. 

Por lo que respecta al ciclo GS-GOGAT. se han gen.erado plan.tas 

transgénicas leguminosas y no legun-.inosas con el objetivo de sobre-expresar o 

inhibir Ja expresión génica de estas en.zin-.as (Hirel et al., 1997; Temple y Sengupta

Gopalan., 1997; Harrison. et al., 2000) y en.tender n-.ás acerca de su papel en la 

asin-.ilación de an-.onio en Jos distintos órganos de las plantas. 

1.7.1. JVlodulación de la CS. 

La sobre-expresión de la isoforn-..-. citosólica de la GS (GS1), se ha efectuado 

t:.•n ll·1..;; sisten1as dt.) tl\b¡1cn. lllfalfa v L. iapn11ic11s. Distintos grupos l,an tratlldo de 
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incrementar los niveles de la GS1 a través de un promotor constitutivo de fuerte 

expresión, como lo .. es el el CaMV355. Se generaron· líneas de tabaco que 

presentaron un i~crernento de' ent~e un 10 y 25o/o en la actividad pero con sólo un 

relativo a.um:;;;;tc;·i~'JZ~º1~'C:a~tid~<l~<l;;:··1~~p;:c.t~í~iCc!:r,a··pesar -cte'°'pi-esentar un 

§~fg:~~i:A~t~~~~~il~~~~r~~f i~~~i~~~~~i~~ 
1997). '·/.: ,.,,, 'i ,,; .. •,·~;~~.··y.·· ,, :•: :.·~·:. ,.·, 

El estudio de otras ifrteéls't~~~·gé:n.ic~s efe t~bac:b, spbre-~xpresoras de GS1, 

reveló un incremento en laéxp~esió,n'a nivel de transcritos que correlaciorió con un 

aumento de la proteína y enla'a~~·vidad eiü:imática (de fosta ·6 v~ces en uria de las 

líneas). Aunque esta sobre-expr~~iÓr{hc) ca.:.isó efeeto algun6 en el fenotipo de las 

plantas bajo condiciones norrri.al~s de crecimiento, éstas obtuvieron ventajas en 

condiciones de privación de :N: (previo tratamiento con un exceso de fuentes 

nitrogenadas), presentando un mayor crecimiento tanto del follaje. como de las 

raíces, así como un incremento del área foliar, debido a su mayor capacidad 

fotosintética en estas condiciones (Fuentes et al., 2001). 

Plantas de L. japonicus que sobre-expresan la GS1. mostraron un incremento 

del SO'X, al 80'X• en la actividad total de GS en las hojas, pero no en raíces, a pesar de 

utilizar un promotor constitutivo. El contenido de aminoácidos y amonio en las 

raíces aun"lentó en presencia de 12 mrvl de NH4 •• mientras que el contenido de 

carbohidratos disminuyó. Las plantas presentaron un crecimiento más rápido, 

adelantando su tiempo de floración (Harrison et al., 2000), sugiriendo que Ja sobre

expresión de Ja GS, induce un desarrollo acelerado, con una senescencia y floración 

pren1atura. cuando las plantas crecen en presencia de altas concentraciones de 

an1onio (Harrison et al., 2000). En condiciones simbióticas estas plantas mostraron 

una reducción de la actividad de GS (-40'X.), presentando un incremento en la 

biomasa del follaje, raíces y nódulos. que se explica como una manera más eficiente 

dL' 41sin"lila1· el illl1.nnio en los nódulos, aden1ás se detectó Ltt"l auni.ento en la 

c ... ..,ncentración de asparagir1a, élSÍ con"\O una disn"linución de an"l\."">nio en las raíces 

(l-l;irri,.on et al.. 2000). 
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La expresión de· 1a GSl se elevó_ de 2 a 3 veces, bajo el promotor nódulo

específico del gen de leghemoblobina de soya en L. japonicus, pero las plantas no 

presentaron cambios fenotípicos en condiciones simbióticas (Harrison et al., 2000). 

Esta rnisrria =enzima bajo.el =prornofcfr ae· la ·-1~ghemoglobina de Sesbania rostrata 

(Srglb3 ), produjo un fenotipo _estéril'en.las·plantas con sobre-expresión, causando 

alteraciones en los granos de. polel-t ,y•, óin.Ílos, por lo. tanto el incremento de, la 

actividad de GS en el tejido de .. ta~~iíor'esiafeetó-el desarrollo de los órganos 

La reducción ·de la .expresió~'.<lJ la 'cs:p8r'.!rri~c:li;; ciJ. ''antí.sense" no ·ha 

~ªe;ªe::::::~!::t::::t~:0r:~~t1if~~·~~fp~far!t~'.z¡f i;~~:ci~ª~:5;:~:::::::: 
de. GS, no mostraron cambio's 'con\~Jspecto a .la~ 'plantas control, a pesar de 

acumular de 2 a 5 veces inás·~ritohic!. (HarrÍsori et al., 2000). ResuÍtados similares se 

obtuvieron tratandode ii-tlúbir la expresión de la GS1 en tabaco y alfalfa utilizando 
' . . 

un· promotor constitutivo; las plantas que mostraron reducción en el nivel de 

mensajeros no 'présentaron cambios a nivel de proteína y actividad enzimática, 

aunquese evidenció una reducción en el peso fresco de aproximadamente 30º/., en 

el sistema de tabaco (Ten'lple et al., 1993). Estos resultados indican que no existe 

una correlación directa entre la reducción de mensajeros y la cantidad de proteína 

de la GSl, evidenciando un mecanismo de regulación traduccional y post

traduccional a la que se encuentra sujeta la GSl (Temple et al., 1993; Temple et al., 

199Sa). 

A partir de estos estudios, encan'linados a n'lodular la expresión de la GSl, se 

ha evidenciado que la alteración de los niveles de esta enzima ha resultado en una 

variación de efectos, que no han inducido cambios correlativos en los diversos 

sistemas de plantas. La sobre-expresión de la GSl no ha resultado en la mayoría de 

los casos, en un aumento de la capacidad de asin'lilar amonio, bajo condiciones 

normales de crecimiento, mientras que la reducción de expresión de la GS1 ha sido 

sólo limitada a ciertos niveles donde no se han observado efectos claros de su 

inhibición. 

Tratando de dilucidar el papel de la isoforn'\a cloroplástica de GS, se han 

generildo pl;111tas trL"ln~génicils de tabaco que sobre-expresan o tienen niveles 

reducidll~ de c.._;s::!. El ~1n¡llisis de las plantas dcrnnstró que l;i GS2 tiene un papel 
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importante en la asimilación. de amonio proveniente de la fotorrespiración ya que 

las plantas sobre-expresaras presentaron un.a mejor capacidad para asimilar el 

amonio.en estas condiciones, mientras que las cque presentaron niveles reducidos 

de esta enzima mostraro:n una fuerte fotoiflhibición. en condiciones de alta 

intensidad luminosa (Kozaki y Takeba, 1996). Este estudio apoya que la principal 

función. de.la GS:i es la de a~irnÜar'el a'mOrl:ioque proviene de Ja fotorrespiraciÓn. 

1.7.2.:Modu1ación1de ia GoGAT. 

Se h~ tratádo.cte\ú1i'.icidar la función de cada una de las diversas isoformas 

de la GOG~f. P'ai~~l C:ª~º 'particlllar de la isoforma de GOGAT dependiente de 

ferredOxina; 5{e han.'ái~lado mutantes en Arabidopsis, cebada y chícharo~ A parl:ir de 

estas rnuta~~t~~;:'sé d'emostró que la Fd-GOGAT participa en la.reasimÜaciÓn'ctel 

amOnio/productó de la fotorrespiración, principalmente (Somerville y Ogren/1980; 

Kerid~lJ,'ét'al:, 1986; Coschigano et al., 1998). Estas mutantes que pr:esentarOn 

menos del s•y., de actividad de la Fd-GOGAT, mostraron severos síntom.as de ·estrés 

por acumulación de NH4 ', producto de la fotorrespiración, así corno clorosis, que 

fueron revertidos en condiciones atmosféricas ricas en C02 (0.7°/o v /v}, que 

n-tinimizan la fotorrespiración. (Somerviile y Ogren, 1980; Kendall et al., 1986). 

El mismo fenotipo se observó en plan.tas tran.sgénicas de tabaco con una 

reducción. en la expresión. de la Fd-GOGAT, por medio de un "antisense". Estas 

plantas presentaron síntomas de toxicidad por amonio en ambientes que permiten 

un.a alta fotorrespiración (Harrison et al., 2000), creciendo favorablemente en 

atmósferas ricas en CO, (1 'Y..). En condiciones de fotorrespiración, estas plan.tas 

acumularon altas concentraciones de amonio, glutamina y 2-oxoglutarato 

principalmente, que correlacionaron con los niveles de inhibición de la Fd

GOGAT, mientras que el contenido de glutarnato disminuyó en proporción a la 

actividad re1nanente de la Fd-GOGAT (Ferrario-Mery et al., 2002). La acumulación 

de estos con1puestos atiende a la elevación de la actividad enzin1ática de la NADH

GDH. PEPC e ICDH (isocitrato deshidrogenasa) (Ferrario-Mery et al., 2002). Es así 

con1.n esttts pl<lntus llurnentan la expresión de algunos gcrtes que regulan el flujo 

1netabólico biljn condiciones de fotorrespiración. Estos estudios apoyan que la Fd

c-;oc.;AT es L1 isoforrTlí.1 encargada de asitTtilar el arn.or\io producido en l<l 

ft.)h)JTL'..;.pi r,1cit.,)ll. 
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A diferencia de las múltiples mutantes y líneas transgénicas de la Fd

GOGAT en diversas especies, par.a la isoforma NADH-GOGAT se ha reportado 

únicamente la generación de, plant~s transgénicas de tabaco con sobre-expresión 

(Chici-\ko,7a é(ál:, 2()01) e iruubición_E?n"C plan fas· d(!: alfalf~ (Sch¿)enb-eck);it a[~~ 2000). 

de est.a é~ilT\a~ Se. ge~éra~on p~antas de tabaco: sob~e-expre~oras dei<l NAÓH

GOGAT. ·.• cJ1-ld(.) es. re~ulada f>.;r :un 'promot6r 35S, la exp~esi·~~·:a~ l<l'. ~1C>H.: 
GOG~T s'~ increm~~ta·a' niv~l de t~anscrito;, que se. r~fÍefa>~n un <l\.ln{ento e~ la 

canÚd~d :if~ ¡;;C>t~í~~:. <lsi como una actividad enzimátlca''éi~Ya~~:~~-:~:ri";i§~ 4ci% .. 
coi: respe-¡:;tÓ ·~ l<l línea. control. Este porcentaje de incr.etTI~~t6\el,-ú1él\act\~;¡dad de 

GOGAT fue suficiente para permitir que las plantas acuiri~1<lr~n' ~n ·in~yor 
contecldo total de carbono y nitrógeno en el follaje, en é:c:mdi~Í<.:,.l"'\~sc:i~\~pi~ir;É!J:'\to 
de fuentes inorgánicas de N (Chichkovaet al., 2001). · ;; 

Utilizando parte del cDNA de la NADH-GOGAT, f,;sionadoéri:-~i;;ntido 
in.verso al promotor del gen de la AAT2, se obtuvo una línea transgénica:cl~.alfalfa 
que presentó un.a disminución en la expresión de mensajeros, proteír"la y áctivÍ.dad 

específica de NADH-GOGAT en nódulos, de alrededor del 50%. El efecto de esta 

disminución n.o fue muy severo, pues sólo se evidenció un ligero efecto c'iorótico 

en el follaje de las plantas noduladas, como consecuencia de la reducción en el 

contenido de N total en la parte aérea de la planta. Aunque no se observó una clara 

reducción. en la actividad de nitrogenasa, las plantas presentaron una disminución 

en el peso fresco total de nódulos (Schoenbeck et al.. 2000). Sin embargo, aunque 

inesperado, la expresión del antisentido no se restringió al tejido del nódulo. sino 

que se presentó en las flores, produciendo un efecto deletéreo en la viabilidad del 

polen, provocando la infertilidad masculina de las líneas transgénicas. Estos 

resultados sugieren que la NADH-GOGAT tiene un papel importante en el 

n~etabolismo del N durante el desarrollo del polen y que es necesaria para el 

establecinüento de una simbiosis eficiente (Schoenbeck et al., 2000). 
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II. JUSTIFICACIÓN 

La NADH-GOGAT se .encuentra de manera abundante en los nódulos de las 

leguminosas y ésto~--!tai'.i-m~sti-adC>se~ un sistema en el que se.Pueden estudiar las 

relaciones entre los -rnetábolismos de C y N durante la asimilació¡;_'del arnoriio. La 

generación d~ pfa~l:a's ·~ltera'd~s en la expresión de la NADH-GOGAT nos 

permitirá entender~cói'no-participa esta enzima en la asimil~c.iónde:arnohio y la -

compleja m~triz:d~·;~g~lación que existe entre los diverso~-geri~s',i'~y¡;{J~rados en 

este proceso, así como su implicación en el establecil!l-ieritÍ:> •. d~'Ur\a ~imbiosis 
efectiva y más eficiente. 

Con base en estudios de expresión, actividad ei-izimática y localización, se 

ha propuesto que la NADH-GOGAT cataliza el paso limitante en la asimilación de 

amonio en los nódulos de las leguminosas (Temple et al., i99SbiTrepp et al., 1999a, 

b). La falta de mutantes o plantas transgénicas con alteración en la expresión de 

esta enzima no ha permitido comprobar esta hipótesis, es así como la modulación 

de la NADH-GOGAT, nos permitirá entender su función crucial en la asimilación 

de an,,onio en simbiosis. 

La alfalfa es una legun-iinosa que posee una importancia econón,,ica, 

situándose entre los cultivos forrajeros de n-iayor extensión en el mundo, cuyo 

sirnbionte Si11orl1izo/1i11111 111eliloti, ha sido extensamente estudiado, permitiendo 

tener nl.ás información acerca de esta relación simbiótica. El establecimiento de un 

protocolo de regeneración y trarlsforti.-1ación eficiertte por rnedio de A. t11111cfacicns, 

en esta especie de lcgunl.inosa (Austin et al., 1995), ha permitido utilizar esta 

estrategia conl.o una alternativa para la n-iodulación y estudio de enzimas 

irnportantes en vías nl.etabólicas en alfalfa. Sin embargo, su naturaleza tetraploide 

la hace ser un sistenl.a desventajoso para el estudio genético y para la obtención de 

rnutantcs. 

Corno se nl.encionó anteriornl.ente Schoenbeck et al. (2000), intentaron 

inhibir la expresión de la N.L\.OH-GOGAT en los nódulos. sin embargo. la 

expresión y efecto del tn1nsgcnc no se limitó a este tejido, debido a que el pron--.otor 

de t\~\. T2 se cxpres6 en el tejido de las flores, presentando consccuencills de estll 

L'xprt_u;h;n en cnndicinnes nn sin-ibióticas (Schoenbeck et al., 2000). El uso de un 

prlllllllh'lf° Cllll l'~Pf"L'"1t#1n n .. •stringida '11 tejido del núdulo. cnn1u In e<..; el prn111nh)r 
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del gen Lbc.1 de leghemoglobina de soya, permitirá limitar el efecto del transgene 

únicamente en condiciones de simbiosis. Se ha demostrado. que este promotor 

posee . una fuerte expresión en. simbiosis,. que se restringe al tejido del. nódulo 

(Stougaard. -et :a1:; .1~~6; Sfoug~ar(:i f:ff a.1;:-199()); ~F ¿¡s_í)c()i:ft§ la~ transformación 

genética ericoir\bi.rladÓn coh laesttategia~'ai'itiserue"/utmzandoun fragmento del 

cDNA de ia_ NAÓH-;CiOGf-.T,f~s}onad;; en s_eriti<:t?·i~~er~so 'a este promotor, 

permitirá •. inhiblr;la expresiói.<,'de la :r--TADH~GOG~T)en'elnódulo y evaluar los 

efectos d~ ~¿ta~~J:)i~íó~eri;iicS'ii:ribiC,sis?i:a:'alfalfa;:~~s~f_ta.ser Un sistema idóneo, 

pues se trata de u~ ~ist'em~; hornók>go, ,cÍ.ebicio'; a_que;~ partir de ésta se aisló la 

secuericia d~ coNA.iitili~~d.~ p~ra c6n5tr~ir.e1 tr~ns:ge1~e. 
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111. OBJETIVOS 

Objetivo general: 

• Conocer el papel, regulación e importancia de- la NADH-GOGAT en la 

asimilación de amonio en la simbiosis de alfalfa-Sinorltizobium meliloti, a través de 

generar y caracterizar plantas transgénicas con niveles alterados en la expresión de 

esta enzima en los nódulos. 

Objetivos particulares: 

• Generary car~cted~ar plantas·l:ransgénié:as de áifalfa coi't alteración en el nivel de 

expresiór\ de l~ NADH~G()G!-T media¡"'lte sobre.:;é,¿pr~~ió;.. o inhibición por 

uéU"\tÍSen.se". 
- . . ' . . 

• Evaluar el efecto de la reducci'ón de- la expresióndé la·r-Ji.ÓH-GOGAT en 

condiciones simbióticas en las linea-s"antisensé" de ~!faifa a travésd~: 
. . . -· 

Cuantificar el nivel de mRNA, proteína y actividad -de enzimas que 

participan en el n-1etabolismo de C y Nen el nódulo. 

Cuantificar el número y determinar la distribución dé los-nódulos en las 

r;tíces. 

Evaluar la n-1orfología de los nódülos a nivel hlstológico. 

Detern'"lin.ar el contertidO de an"linOácido?, ·az.UCares· y:-~{cid6s · c>rgán.icos en 

los nódulos. 

Cuantificar el contenido d~ N y clor~fila -en el follaje, así con-.o la 
-'--=·' ' -------

capacidad fotosintética cie laspla~-itas.· 

• Detern-.inar la transferencia· del .t~ansge1'le "antisense" de NADH-GOGA T a la 

descendencia y evaluar su efecto en la Tl. 
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FALLA DE- ORlGEN 



IV. RESULTADOS 

IV.1. Artículo: 

"Antiscnsc inhibition of NADH glutantatc synthasc impairs carbon/nitrogcn 

assimilation in ~nodulcs of alfalfa (Medicngo sntiva L.)" 
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Summary 

Legumes acquire significant amounts of nitrogen for growth from symbiotic nitrogen fixation. The gluta
mine synthetase (GS)/NADH-dependent glutamate synthase (NADH-GOGAT) cycle catalyzes initial nitro
gen assimilation. This report describes the impact of specifically reducing nodule NADH-GOGAT activity on 
symbiotic performance of alfalfa (Medicago sativa L.). Four independent transgenic alfalfa lines. designated 
GAS9. GA87. GA88, and GA82 {for GOGAT antisense). containing an antisense NADH-GOGAT cONA frag
ment under the control of the soybean leghemoglobin (/bc3) promoter were evaluated. The GA plants vvere 
fertile and showed normal growth in non-symbiotic conditions. The NADH·GOGAT antisense transgene 
was heritable and the T 1 plants showed phenotypic alterations - similar to primary transformants. Clonally 
propagated plants vvere inoculated with Sinorhizobium meliloti after rooting and the symbiotic phenotype 
was analyzed 21 days post·inoculation. Nodules of each GA line had reduced NADH-GOGAT activity, ran
ging from 33 to 87% of con:rol plants. that was accompanied by comparable decreases in RNA and protein. 
Plants from the GA89 line. with the lowest NADH-GOGAT activity (c. 30%). presented a strikingly altered 
symbiotic phenotype: concomitantly activities of key enzyme for carbon and nitrogen assimilation 
decreased; nodule amino acids and amides were reduced while sucrose accumulated. Antisense GOGAT 
plants were chlorotic. reduced in fresh weight. and hada lower N content than control plants. Photosynth
esis was also impaired in antisense plants. Specifically. reducing NADH·GOGAT in nodules resulted in 
plants having impaired nitrogen assimilation and altered carbon/nitrogen metabolic flux. 

Keywords: NADH-glutamate synthase. antisense transgenic alfalfa, S. rne/i/ot~alfalfa symbiosis, C/N meta
bolism in nodules. symbiotic N fixation. 

lntroduction 

Alfalfa (Medicago sativa l.) can acquire nitrogen for 
growth from the atmosphere. through symbiotic nitrogen 
fixation with the bacterium Sinorhizobium meliloti. In this 
association. bacteroids in root nodules reduce nitrogen to 
ammonia which is released into the cytosol ofthe hostcell. 
Ammonia is assirnilated to organic nitrogen by the co
operative activities of glutamine synthetase (GS, EC 
6.3. 1 .2) and NADH-dependent glutan1ate synthase 
(NADH-GOGAT, EC 1.4.1.141 <Temple eta/., 1998bl. GS 
catalyzes the incorporation of arnmonia into glutamate. 
producing glutammc while NADH-GOGAT catalyzes the 
transfer of the .:1111101~ group of :,_;lutamine to 2-oxoglut:a-

,- 2003 Blackwell Publ1shing Ltd 

rate, resulting in the formation of two molecules of glu· 
ta mate. 

In plants. GOGAT occurs in two distinct forms that use 
NADH (NADH-GOGAT, EC 1.4.1.14) or ferredoxin-depen
dent (Fd-GOGAT, EC 1.4.7. í} as electron carriers. These 
enzymes differ in their location within the plant and are 
the products of distinct genes <Lam et .:"11 .• 1996; Temple 
et al .• 1998b). While Fd-GOGAT is more abundant in photo
synthetic tissue, NADH·GOGAT is found primarily in non
green tissue such as roots and legume root nodules and is 
locatcd in plastids (Larn et al .• 1996; Trepp et al .• 1999a). In 
nitrogen-fixing alfalfa ~01:utcs NADH-GOGAT activity has 
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been found to increase markedly during nodule develop
ment. and this activity is associated with a single form of 
the enzyme (Gregerson et al .• · 1993; Temple et al., 1998b). 
Trepp et al. (1999a) and Gregerson et al. (1993) demon
strated that NADH-GOGAT_ is encoded by a single gene 
in alfalfa. NADH-GOGAT activity is maintained at low or 
undetectable levels in other tissues of alfalfa (Vanee et al •• 
1995). but is detectable in flowers (Schoenbeck et al., 2000). 

Glutamate and glutamine serve as nitrogen donors fer 
the biosynthesis of other nitrogen compounds that are 
transportad from the nodule to other plant organs. The 
principal compounds transported from alfalfa nodules 
are amidas such as asparagine and glutamine <Temple 
et al., 1998b). Asparagine and aspartate are synthesized 
through the action of aspartate amino transferase (AAT .. 
EC 2.6.1.1) and asparagine synthetase (AS, EC 6.3.5.4). 

Ammonium assimilation in the nodule depends on car
bon skeletons and energy. Suerosa derivad from photo
synthesis is the main carbon compound transportad from 
shoots to nodules. In mature nodules. suerosa is primarily 
cleaved by sucrose synthase (SS, EC 2.4.1.13) to UDP
glucose and fructose. Gordon et al. (1997, 1999) have 
described the critica! role of SS in the development and 
function of soybean nodules. Free hexoses produced in the 
nodule via SS are phosphorylated by hexokinases and are 
metabolized to phosphoenolpyruvate. Phosphoenolpyru
vate carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31) catalyzes the irreversi
ble carboxylation of phosphoenolpyruvate to oxaloacetate. 
C02 fixation via PEPC provides a substantial amount of 
carbon skeletons for ammonium assimilation in the nodule; 
in alfalfa it provides up to 25o/o ofthe supplied carbon (Vanee 
et al .. 1994). 

The development of mutants or transgenic plants, low in 
a single enzyme activity, is useful in determining which 
enzyme(s) might catalyze the rate-limiting step in the over
all process of nitrogen fixation and ammonium assimila
tion. Arabidopsis, barley, and pea mutants lacking Fd 
(Avila eral .• 1993; Lea and Farde, 1994; Oliveira eral .• 
1997; Somerville and Ogren. 1980) as well as antisense 
Fd·GOGAT transgenic tobacco plants <Ferrairo-Méry et al., 

[011 2000) have been well characterized. These studies demon
strated the majar role of Fd-GOGAT in the re-assimilation of 
arnmonia from photorespiration, in photosynthetic tissues. 

Owing to the tetraploid nature of alfalfa, it has not been 
possible to obtain mutants lacking ammonia assimilating 
enzymes. Nevertheless. antisense transgenic alfalfa plants 
irnpaired in a nodule enzyme activity. such as GS1 (Harrison 
et al .. 2000). PEPC <Schulze et al .• 1998), and AAT-2 <Men 
et al., 19961 have been reported. Ant1sense strategy has 
also been used to reduce uriase activity in Vigna lLee et al .• 
1993). Recently Schoenbeck et al. (2000) reportad the char
acteriza:1on of a single transgernc alfalfa plant containing 
an antisense NADH-GOGAT uncter the control of the 
riodule-enhanceci AAT-2 oron1o!•;r. NADH-GQGAT ac!lvity 
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was reduced by sorne 40-50o/o in nodules, but there was a 
modest impact on the symblotlc phenotype. Moreover, 
antisense NADH-GOGAT expression was driven by the 
AAT-2 prometer which is not specific for root nodules. 
Because __ the _~~~2_ prometer also resultad in antisense 
GOGAT0XpíeSSioíi ¡¡:, flóWers pleiotrophic effects on pallen 
development were observad. 

In this work, we report the physiological characterization 
of four, transgenic alfalfa (M. sativa L.) plants with the 
chimeric gene composed by the soybean nodule-specific 
leghemoglobin (Lb) gene prometer (Christensen et al., 
1993) fused in the antisense orientation of a cDNA fragment 
from alfalfa NADH-GOGAT (Gregerson et al., 1993). Plants 
from each line showed a different percentage of remaining 
NADH-GOGAT activity in the nodules, ranging from 35 to 
85%. The most deleterious symbiotic phenotype was 
observad in the plants with the lowest nodule NADH
GOGAT activity. These plants were drastically affected in 
the carbon/nitrogen assimilation in the nodule and in 
nodule anatomy, indicating the crucial role of this enzyme 
in symbiotic metabolism. 

Results 

Selection of transgenic alfalfa plants 

Plasmid pMRGA (Figure 1a) contained the antisense con
struct of a cDNA fragment (5.3 kb} from ncdule-enhanced 
alfalfa NADH-GOGAT (Gregerson et al .• 1993) fused to 
the 2-kb prometer region from the soybean lbc3 gene 
(Christensen et al., 1989). This prometer directs nodule
specific expression of reportar genes in different hetero
logous legume systems such as Lotus corniculatus (Stou
gaard et al., 1986) and alfalfa (de Brujin et al .• 1989). Alfalfa 
was genetically transformed by co-cultivation with Agro
bacterium tumefaciens harboring pMRGA. Thirty-seven 
alfalfa plants were regenerated on selectiva media from 
60 co-cultivated explants. The presence of the transgenes in 
re-generated plants was initially confirmad by PCR of both. 
the nptll marker gene and the junction of lbc3 prometer and 
NADH-GOGAT gene. This analysis showed that 11 inde
pendent transformants contained both transgenes, and 
\.'Vere designated as GA (GOGAT antisense) plants. Also. 
transgenic alfalfa plants containing only the marker gene 
from p8in19 \.'Vere obtained. and usad as control designated 
as control (C) plants. 

The 11 GA plants obtained and one C plant were propa
gated clonally as stem cuttings which when rooted 
\.'Vere inoculated with S. meli/oti strain 2011. Small clonal 
popula!ions of each GA and C line were assayed far nodule 
NADH-GOGAT activity. Four of the 11 transgenic lines had 
consis::ently reduced nodule NADH-GOGAT activity, as com
pared :o ::he control. These four prin1ary transforrnants. 
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Figure 1. Schcmat1c rcprcscntat1on of thc T -DNA rcgion of plasmid pMRGA 
and ONA blot analysis. 
(a) PJasmid pMRGA harbors thc markcr gene nptlf fuscd to thc nopaline 
svnthctasc prometer (p) and nopalinc synthcto:"tsc tcrminator lt). A partial 
O~A fragmcnt of 5.3 kb from thc alfalfa f\.AOH-GOGAT cOl'\;A is fuscd in 
antiscnsc d1rcct1on w1th rcspcct to thc Gmlbc3 prometer and t. Both genes 
are flankcCI by thc nght tRBJ and lcft tLB) bordl!rS of thc A. 1umcfdc1cns T· 
01\:A. P1-P3 ind1carnd fragmcnts uscd as probcs fer Ofl.:A· IP1 and P21 and 
RNA-blot !PJJ analyses. B: BamHI; H: H1ndJll; K: Kpnl; and S: Sact. 
(b and e) Southcrn blot analyscs of transgcnic GA and control plants. ONA 
t 10 µgl was d•gcstcd w1th H.ndlll and probcd ....... ith P1 (bl or with a PCA
ampl1f1cd fragrncnt from nprll gene (el. l\1olcculor wcight markcrs are 
shown. S: Sarnnac; R: RcgcnSY27;w,;; C: control linc; .:tnd GA: NAOH·GOGAT 
ant1scnsc J1ncs. 
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designated GA89, GA87. GASB. and GA82 were selected far 
funher study. Far maintenance, these lines were grown in 
non-symbiotic conditions, watered with nutrient solution 
containing nitrate as nitrogen source. Under non-symbiotic 
conditions the growth of GA plants was similar to wild-type 
plants. 

The stable integration of the NADH-GOGATtransgene in 
the four GA primary transformants, was confirmed by DNA 
blot analysls <Figure 1 b,c). Using the Pl fragment !Figure la) 
as prone. th•.!' oxpocted hybridization bands corresponding 
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to internal fragments from the antisense transgene and 
from the genomic NADH-GOGATsequence were observad 
in the Hindlll-digested total DNA (Figure 1b). The hybridi
zation pattern of the four GA plants showed a band of 
approximately 1.5 kb that corresponded to the interna! 
fragment of cDNA used as probe, and a band of approxi
mately 2 kb that corresponded to the genomic NADH
GOGAT sequence, nucleotide 8380-10443 which includes 
exons 14 and 15 plus introns 13-15 flanked by part of exons 
13 and 16 (Vanee et al .. 1995) (Figure 1b). The hybridization 
pattern of the alfalfa negativa control plants analyzed: one 
non-transformad plant from the Saranac cultivar usad far 
sequencing the NADH-GQGAT gene (Gregerson et al., 
1993; Vanee et al., 1995); one non-transformed plant 
from the RegenS cultivar used for transformation; and 
one C plant.. showed only the expected largar band corre
sponding to the alfalfa NADH-GOGATgenomic fragment 
(Figure 1b). 

To assess copy number of insertad transgenes. total ONA 
digested with Hindlll was probad with the P2 nptll gene 
fragment (Figure 1a). The two non-transformad alfalfa 
plants lacked a hybridization band, while the e plant 
showed only one copy of the transgene (Figure 1c). Data 
from Figure 1(c) indicated that multiple copies of the trans
genes were present in each transgenic line: GA89 line 
showed at Jeast two copies. GA87 and GA88 showed at 
least four copies each. and GA82 showed at least tl')ree 
copies (Figure 1c). However. these data (Figure 1c) may riot 
reflect the presence of the entire NADH-GOGAT antisense 
transgene. The different hybridization patterns observad 
indicate that each GA plant arase from independent trans
formation events. 

Antisense inhibition ofNADH-GOGAT gene expression in 
alfalfa transgenic GA fines 

The effect of the antisense NADH-GQGAT construct on 
homologous NADH-GOGAT gene in alfalfa nodules was 
determinad at the level of transcripts. protein. and enzyme
specific activity. Molecular analysis was peñormed 21 days 
post-inoculation (dpi) with S. meliloti. when mature alfalfa 
nodules showed the highest activity of ammonium assim
ilating enzymes (Egli eral .• 1989). 

Steady-state levels of NADH-GOGAT transcripts in 
nodules of GA alfalfa lines were determined by RNA blot 
analysis using total RNA extracted from nodules of GA and 
C lines (Figure 2a) probed with P3 interna! fragment of 
NADH-GQGATcDNA (Figure 1a). All the GA lines analyzed 
showed a significant reduction in the abundance of NADH
GOGAT transcript as compared to the C line <Figure 2a). 
Densitometric quantification of at least three blots indicated 
that the reduction was higher in the GA89 line (62o/a + 14) 
than in the GA87 (35% _.._ S>. GA88 (50% ~ 11). and GA82 
(48% ~ 
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Figure 2. Analysis of NADH-GOGAT geno oxprcssion in transgonic anti
sonse lines nodules at 21 dpi. 
tal ANA gel blot analysis of NADH·GOGATmRNA. Total nodule RNAt20 ¡.tgl 
from transgcnic and control lincs was hybridizcd with P3 (shown in 
Figure 1al and EtBr·stalncd 17S rRNA functioncd as loading control. Thc 
rclative intensity of thc bands hybridizing with P3 was quantificd using thc 
NIH •MAGE vers1on 1.61 program. Values are mean -:- SE of at least three 
measuromcnts. 
lb) Western blot ana1ys1s. Protein c1o.1racts (50 µ3) wcre probcd with NADH
GOGAT ant1body. Shown is a rcprescntativc 1mmunoblot out of a total of 
threc c..:pcnmcnts. 
le) f\.odule-spcc.t1c activ1ty of NAOH-GOGAT. Va!ues are mean ~ SE of at 
Jeast 10 measurcmcnts. -s1gn1f1cant diffcrcncc (P 0.051. 

The expression of alfalfa NADH-GOGAT polypeptide was 
determined by imrnunoblot analysis usíng specific alfalfa 
NADH-GOGAT polyclonal antibodies (Anderson et al .• 
1989). The data from Figure 2(b). showed that in ali GA 
lines NADH-GOGAT protein is reduced as comparad to the 
C line. Ouantification of at least three protein blots by 
image densitometry, demonstrated a consistent reduction 
in NADH-GOGAT protein in the GA89, GA87. GA88, and 
GA82 of 69°-~ e- 6), 32% ( -14). 22% (-11), and 11% (+4). 
respectively. from the control. 

The data of nodule NADH-GOGAT-specific activity, aver
aged from different experiments and the percentage of re
rnaining activity with respect to C are shown in Figure 2(c). 
Thc gre.:=l:est r11duction ir. NADH-GOGAT-specific activity 

was observed in GA89 line, in agreement with the reduction 
in its RNA and protein levels. 

Our data on the activity of NADH-GOGAT at different stages 
of alfalfa nodule development were in agreement with those 
reportad by Egli et al. (1989): itwas maximal ataround 19 dpi, 
and then decreased to very low levels at later stages of the 
symbiosis with S. meliloti. At 35 dpi, the percentage of 
remaining NADH-GOGAT-specific activity in the nodules of 
each of the four GA llnes (data not shown) was similar to the 
remaining activity described for 21 dpi (Figure 2c). Whereas a 
drastic drop of the activity was observad at 84 dpi in the four 
GA lines comparad to the control. the remaining activity 
ranged between 40 and 50% (data not shown).. 

Analysis of the progeny (T1 } from GA primary 
transformants 

Seeds from each GA line were obtained after crossing two 
different individuals from the same line (essentially self
crosses but harboring the transgenes); these were germi
nated, grown and inoculated with S. meliloti. The progeny 
T 1 plants analyzed by ONA-blot: eight plants from GA89; 
eight plants from GA87; and four plants from GASB inher
ited the trasgene (data not shown). Only one T 1 plant from 
GA87 did not inherit the transgene and had a normal 
phenotype. 

A physiological characterization ofT1 plants derivad from 
the primary transformants of lines GA89. GA87. and GA88 · 
was undertaken in arder to assess whether the NADH
GOGAT antisense phenotype correlated with the presence 
of the inherited transgene. Nodule NADH-GOGAT-specific 
activity from eight GA89 progeny plants showed a reduc
tion ranging from 88 to 60o/o that of the control line. Three 
GA89 T 1 plants were further characterized as shown in 
Figure 3. These genotypes had reduced NADH-GOGAT 
transcript levels of 90-SO°""o (Figure 3a) accompanied by 
reduced protein levels of 85-70o/o (Figure 3b) anda reduc
tion in enzyme activity of c. 85% (Figure 3c). Of the five 
GA87 T 1 ptants analyzed. one did not show an antisense 
phenotype. while the rest showed a reduction of NADH
GOGAT activity ranging from 60 to 50º/o. Further character
ization of the T, GA87 plant showed a reduction of NADH
GOGAT RNA of 57% (Figure 3a) and protein levels of 30% 
(Figure 3b) that correlated with a SOo/o reduction in enzyme 
activity. Eight T, GA88 plants showed a reduction in nodule 
NADH-GOGAT activity of 50-20%. The T 1 GABB plant 
also had reductions of 58% in NADH-GOGA T RNA level 
(Figure 3a). 24o/o in the protein level <Figure 3b). and 54o/o in 
enzyme activity <Figure 3c). 

Nitrogen and c.arbon assimilation in nodules of GA 
antisense lines 

Previous studies have demonstrated that key symbiotic 
enzymes far prim<lry nitrogen assimilation, such as GS, 
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Figure 3. Analysis of NAOH·GOGAT and relatcd root nodulc cnzymc activ· 
ity in progeny (T1 1 plants from GA primarytransformants. Data from thrcc T, 
plants from GA89, one from GAB7 and onc from GASB as comparcd to a T, 
control plant are shovvn. (a-el NAOH-GOGAT cxprcssion. pcrformcd as 
described in Figure 2. 
(a} RNA gel blot analysis and EtBr-stained 17S rANA as loading control. 
lb) \.Vestcrn blot analysis. 
(e) Specific cnzymc activ1ty. -significant d1ffcrcncf! (P O.O!;). 
(d. el Symbiot1c cnzymc c1<prcssion. (di Af\:A 'JCI blot ana1ys1s pcrformcd as 
in Figure 3. probcd for NADH-GOH and PEPC. and EtBr·stamcd 175 ANA. 
Ce) Western blot analysis for PEPC performed as in Figure S. 

NADH-GOGAT, AAT. PEPC, and SS are induced in nodules 
during effective symbioses (Fedorova et al., 1999; Vanee 
et al .• 19941. These enzymes are postulated to have a com
mon regulatory mechanism, and so an alteration in nodule 
NADH-GOGAT gene expression could potentially affect the 
expression of the other linked genes. To test this hypoth
esis. nodule RNA and protein levels as well as the enzyme 
activities of GS. AAT. PEPC. and SS were determinad at 
21 dpi in the four GA and the control lines (Figures 4 and 5). 
The RNA, protein levels, and enzyme activities of nodules 
from the GA82 line \.vere not significantly different from the 
control <Figures 4 and 5). The transcript abundance of GS 
vvas significantly reduced in the GA89, GA87, and GA88 
lines bv 35c% (. 7). 56% 1- 13). and 30% (- 4), respectively 
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Figure 4. ANA gel blot analysis of key symbiotic cntymes. 
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la) Total RNA t20 .,ig) isolated from 21-dpi nodules of GA and C lincs was 
probed for the presence of transcripts encoding for. glutamine synthetasc 
(GS). aspartate aminotransferaso (AAT), NAOH-glutamatc dehydrogenasc 
CGOHI. phosphocnolpyruvatc carboxytase CPE?Cl. sueroso synthase tSSJ. 
and tcghcmoglobm (Lb). Probcd 175 rANA as loading control. 
lb) Quantification of intensity of thc bands hybridizing with cach probo 
using tho 1\-IH lll.1AGE vcrsion 1.61 program. Values are mean'.:!" SE of at least 
thrcc measurernents. *Significant difference (P ~ O.OSI. 

<Figure 4). However, the specific activity and protein level of 
nodule GS did not vary among any of the plants studied 
(data not shown). The amount of AAT RNA (42°/o + 12) 
(Figure 4), protein (23o/o + 2) and activity (28o/a + 8) were 
significantly reduced in nodules of GA89 plants (Figure Sa). 
The transcript abundance of PEPC was significantly 
reduced by 70'Vo (-8) in nodules of GA89 (Figure 4} and 
correlated with low levels of protein and enzyme activity 
(Figure 5b). By comparison, the protein level of PEPC in 
GA89 showed a greater reduction of 84% (-1), than of 
enzyme activity (69% ..J.. 2) <Figure Sb). This is consistent 
with previous studies showing selectiva degradation of 
PEPC in ineffective alfalfa nodules (?ladys and Vanee, 
1993). PEPC activity \l'J"as also significantly reduced in 
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nodules of GA87 and GA88 (Figure Sb). The transcript 
abundance of SS showed a significant reduction of 33o/o 
(+10) (Figure4) that correlated with the reduction in protein 
level (31% + 5) In GA89 nodules (figure 5c). However, a 
greater_ reduction of 78% (+ 5) in enzyme activity was 
observad (figure 5c). 

Although the role of NADH-dependent glutamate dehydro
genase (NADH-GDH) in plants has not been precisely defined 
as yet. it has been described as a catabolic rather than a 
biosynthetic enzyme (Lam et al .• 1996). The transcripts far 
NADH-GDHwere increased. c. twofold. in the nodules of the 
four GA lines analyzed as comparad to C nodules (Figure 4). 
The transcripts far Fd-GOGAT were not detectad in nodutes 
of any of the alfalfa plants analyzed (data not shown). 

Leghemoglobin (Lb) has a crucial role in symbiosis by 
facilitating oxygen diffusion to actively respiring bacteroids 
(Appleby. 1984). Leghemoglobin RNA showed a reductlon 
in nodules of GAB9 (46% + 7), GAB7 (31% + 12) and 
GABB (32% + 10) plants (figure 4) and Lb protein abun
dance showed a reduction in nodules of GA89 (18% + 7) 
(figure 5d). 

The T 1 plants analyzed showed the expected alterations 
in the expression of genes coding far C/N assimilation 
enzymes (Figure 3). NADH-GDH transcrlpt abundance 
appeared to increase in all the T 1 plants analyzed. as cam
pa red to the control (Figure 3d). The three GA89 T 1 plants 
showed a reduction in PEPC transcript level that corre
sponded to a reduction in protein level (Figure 3d.e). 

Amino acids synthes!zed in alfalfa nodules from carbon 
and nitrogen assimilation favors the synthesis of amidas. 
such as asparagine and glutamine, which are preferentially 
transportad via xylem to other ptant organs (Temple et al .• 
1998b; Vanee et al .• 1994). The HPLC analysis of amino 
acids content showed that glutamate, glutamine. and ala
nine were the most abundant amino acids detectad in ali 
the nodules analyzed. No significant difference was 
observad among the amino acid content in nodules from 
C versus GASS and GA82 plants (data not shown). In con
trast. in nodutes of GA89 plants. the concentration of the 
most abundant amino acids was decreased by sorne 70o/o. 
while the concentration of other amino acids present in 
smaller amounts was reduced by 50o/o <Table 1 ). In nodules 
of GA87 plants. the concentration of glutamate (30%). 
glutamine (20%) and alanine (50o/o) were significantly 
reduced with respect to nodules of C plants (Table 1 ). A 
TLC analysis of amino acids content in the nodules of GA 
and C plants showed that asparagine was one of the most 
abundant amino acids. This analysis showed that aspara
gine was reduced around 67 and 41°/o in nodules of GA89 
and GA87 plants. respectively (data not shown). However. 
the HPLC method that vve used <Table 1) did not allow us to 
quantify the asparagine concentration in nodules because 
it is hydrolyzed in the acidic environment used to pre
pare the samples. These data are in agreernent with the 
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T..,.• 1 Metabolite content in trenagenic GA linea nodules at 21 dpl 

Amino acida (µ.mol g-1 nodul• FW-1 ) C.rbohydr•t- (mg g-1 nodule FW-1) 

UNE Glu Gin Ala J: ... '" Glc Fru Sac .. 

GA89 0.87 (±0.14)" 1.37 (±0.32)" 0.28 (±0.IMW 0.85 (±0.08)º 0.911 (%0.05)" 0.88 (±0.05) 1.92 (±0.14)" 
GA87 1.75 (±0.13)º 3.73 (±0.28)º 0.611 (±0. 11 l" 1.15 (±0.07) 0.97 (%0.Dlllº 0.97 (±0.07) 2.50 (±0.15)" 
e 2.53 (±0.28) 4.73 (±0.33) 1.28 (±0.23) 1.55 (±0.18) 0.78 (±0.Dlll 0.73 (±0.12) 1.43 (±0.16) 

Valuea are the m••n (±SE) from at lent thr- maa•urementa. 
l:, sum of th• concentration of arg, -p .. gly .. ile, i•o .. lya .. m~ ph• .. -r .. thr .. and val. 
·significant diffenmce verau• control (P = 0.05). 

dimfnished enzyme activlties observad in nodules from 
GA89 and GA87 plants (Figure 5). 

The lnhibition of carbon metabolic enzymes such as 
PEPC and SS (Figure 5) and the imp11irment in ammonium 
assimllation and amino acids synthesis (Table 1) in the 
nodules of GA plants could potentially affect the concen
tration of carbon compounds which are the substratas or 
products of those enzymes. To test this hypothesis .. we 
maasured the concentration of sugar and organic acids 
in the nodules ofthe antisense and control plants (Table 1). 
The concentrations of all carbon metabolites determinad 
showed no significant differences in nodules of GA88 and 
GA82 plants as comparad to the controla. However, carbo· 
hydrate determinations ravealed that suerosa content was 
lncreased some 35 and 75% in the nodules of the GA89 and 
GA87 plants .. respectively. Fructose concentration did not 
vary significantly, while glucosa concentration increased 
about 25% in both GA plants. This is consistent with the 
observed inhibition of nodula SS activity (Figure Se). The 
concentration of noduJa organic acids citrata. malata and 
succinate did not vary in the GA plants with respect to C. 
However, oxalate content was incraased some twofold in 
the nodules of the GA89. GA87. and GA88 plants with 
respect to control plants (data not shownJ. The accumula
tion of oxalate may be relatad to an adaptive response to 
detoxify ammonfa through the formate pathway. 

Characterization of thtJ symbiotic phenotype of GA 
antisense fines 

Pfants from GA89 and GAB7 antisense linea formad more 
nodules than C plants (Figure 6a). We interpretad this as a 
compensatory response of the plant to the diminution of 
ammonium asslmilation. However .. the total nodule dry 
weight of plants from GA89 and GA87 antisense lines 
was significantly reduced by 35% 1+41 and 29% (+61. 
respectivaly .. from control plants (Figure 6b). Accordingly .. 
nodules from the GA89 and GA87 lines showod morpho
logical altarations. Not only was the average dry weight of 
individual nodules reduced (data not shown) but nodules 
were also smaller and vellowish as compared to wild·type 
nodules. The morphology of nodules from the GA89 

C Blackwell Publishing Ltd .. The Pl•nt Joumal, (2003), 33 .. 1-13 

59 

(Figure 6c) was saverely altared in comparison to wild-type 
nodules (Figure 8d). The smallar size and a yellowish color 
were evident in longitudinal sections of nodules from GA89 
planta (Figura 69). Nodule sections from at least three 
different nodules from each plant (20 observations in total) 
were evaluated. The histological analysis of control and 
GA89 nodules (Figure 6f,g) showed the typical develop
mental zonas reportad by Vasse et al. (1990): tha merlste
matic zona (1) .. infection zona (11), tha amyloplastic-rich 
lnterzone between 11 and 111 zonas C-), the nitrogen-fixing 
zona (111) and tha senescant zone (IV). As comparad to 
control nodules, in nodules from GA89 plants the zones 
1-111 were smaller while the sanescent zona (IV) was 
increased in size (Figure 8f,g). Bread differences were 
observad In the nitrogen fixation zone (zona 111). there were 
fewer infectad cells in GA89 nodules versus control nodules 
(Figure 6h,i). Moreovar, infectad cells of GA89 nodutes 
were smaller than those seen in nodules of the control 
(Figure 6h .. i). In addition .. early senescence can be observad 
in GA89 nodules, as indicated by agglutination of the 
bacteroids in infected ceUs (Figure 6i). 

The aftered morphology of the nodules from the GA89 
(figure 6) and GA87 (data not shown) plants, representad 
by a reduced nitrogen fixation zona accompanied by an 
increased senescent zone, reflects the reduction in s.ymbio
tic nitrogen fixation. A significant decrease (67'Ya + 3 and 
58o/o + 7) in nitrogenase-specific activity was detectad in 
nodulated GA89 and GA87 plants, respectively.. with 
respect to control plants (Figure 7a). Lower symbiotic nitro
gen fixation in GAB9 and GA87 plants was accompanied by 
the significant dacrease in the foliage fresh weight (41% + 4 
and 2~ + 6) (Figure 7b). In addition, the total nitrogen 
content of the foliage of GA89 plants was decreased 
(38% + 6) at 21 dpi (Figure 7c). and a diminution of foliage 
nitrogan content (37% + 2) in GA87 plants was evident at 
latar stages of the symbiosis. 

The inoculated GA89 and GA87 plants showed the 
chlorotic symptoms resu~ing from the lack of sufficient 
nitrogen in aerial organs. While the chlorophytl content 
ofthe leaves ofC plantswas37 (+1) nmol cm-2 • the leaves 
from GA89 line shoW'ed 28 (+2) nmol cm- 2 and those from 
GA87 line showed 32 (+1) nmol cm-2• The leaf area of 
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lnoculated GA89 and GAEn plants was reduced by 30% (+31 
and 15% (+5). respectively .. as compared to C plants. The 
GA89 and GA87 plants had reduced light-saturated photo
synthesis by around 40-30%., respactivaly. from control 
plants. Figure 7(d) shows representativa 21-.dpi alfalfa 
plants from the GA89 and control linos. the reduced growth 
of the antisense plant was evident. 

Dlscussion 

Here, we extend the understanding of root nodule NADH
GOGAT by showing that specific reduction of nodule 
NADH·GOGAT activity rosults in impaired nitrogen assim· 
ilation, reduced plant N and growth. e•rly senescence of 
nodules. and reducad symbiotic nitrogen fixation. The 
reduction in nltrogen •asimilation and flxation was accom
panied by aignificantty increased nodule carbon In the form 
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of suerosa. implylng that carbon metabollsm/flux was also 
modified by reductions in NADH-GOGAT ectivity. A pre· 
vious study by Schoenbeck et al. (2000) on the character· 
ization of a NADH·GOGATantisense alfatfa plant reportad 
that a reduction of nodule NADH~GOGAT enzyme activity 
by 40-50% resultad in only minor symbiotic alterations. In 
our study .. • similar antiaense technology approach was 
used, but the expreasion of antisense NADH-GOGATcDNA 
fragment used was under tha control of the nodule--specific 
Gm/bc3 soybean gene prometer {Christensen et al., 1989). 
Several cis-acting alements have been identified in the 
Gm/bc3 promoter that are involved in nodule-specific 
expression (Ramlov et al .• 1993). We achieved a 70% reduc· 
tion of nodule NAOH-GOGAT using the Gmlbc3 prometer 
and a concomitant alteration in symbiotic phenotype. 

Although the expactad 5.3-ltb anti·RNA molecula was not 
detectad in nodules of GA plants, using double-stranded 
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Figurw 7. Symbiot1c phenotype of GAB9 and GA87 lines. 
Nitrogenase activity (a), foliage fresh waight (b1 and nitrogen content in 
foliaga (e) in GA89. GAB7 Cwhite bar-9), and control (dark bars) lines at 21 dpi. 
Values are mean =SE of at least fivo measurements. -signific.nt difforence 
CP = 0.05}. (d) Foliage aspect of control Ueft) and GA89 (right) inocul.ated 
plants at 21 dpi. 

DNA probes. the mANA concentration of NADH-GOGAT 
was decreased. These results suggest that the inhibitory 
effect of anti·RNA wns exerted tllrough the rapid degrada
tion of double-stranded RNA species formad by comple
mentary base pairing between NADH·GOGA T mRNA and 
anti·RNA (Sijen and Kooter. 2000). 

The inhibition of NADH-GOGAT gene expression in 
alfalfa nodules resultad in a negativa symbiotic effect. with 
the severity of the ettect increasing in proportion to the 
inhibition of NADH-GOGAT enzyme activity in each of the 
tour antisense transformants analyzed. The negative sym
biotic effects occurred with concomitant reductions in the 
leve! of NAOH-GOGATtranscript in the progeny ofthe GA 
lines obtained. All the T 1 plants analyzed had either similar 
or increased inhibition of NADH-GOGATgene expression 
as comparad to their parental line and showed similar 
negativa pleitropic effects. 
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The affected symblotlc phenotype of GA89 and GAB7 
plants. which had greateS1: NADH·GOGAT inhibition c. 70 
and 40%. respectively, strongly supports the c:oncept that 
NADH-GOGAT activity limits the assimilation of ammonia 
from fixed nitrogen in alfalfa nodules. This work provides 
direct evidence for the role of NAOH-GOGAT playing a 
critical role in nodule ammonia assimilation as proposed 
by Temple et al. (1998b) and Trepp et al. (1999a). lnterest· 
ingly. antisense GS has little effect on symbiotic parameters 
(Temple et al .• 1998a). 

ln agreement with previous studies on the expression of 
key symbiotic enzymes during effective alfalfa symbiosis 
(Fedorova et al .• 1999; Vanee et al.. 1994). most of the 
antisense NADH-GOGA T plants analyzed showed an 
accompanying inhíbition in gene expresslon of other genes 
coding for C/N assimilation enzymes such as GS. AAT, 
PEPC and SS. and increased transcript abundance of 
NADH-GOH. lt has been proposed that the signaling net
works for C:N sensing enables plants to regulare metabo
lism and development in response to their internal C:N 
ratio and that the sensing and signaling systems are sub
jected to a ~matrix effect' in which certain functions and 
interactions occur depending upon species, cell types and 
developmental stages lCoruzzi and Zhou .. 2001). lnltial post
genomic studies in Arabidopsisara revealing the complex
ity of such network responses. The Arabidopsis microarray 
and RNA gel blot analyses reportad by Wang et si. (2000) 
show diversa express;on patterns and novel metabolic and 
potential regulatorygenes induced by nitrate. The impaired 
assimilation of fixed nitrogen of the GA89 and GA87 plants 
led to the accumulation of carbon compounds such as 
sucrose. glucosa, and oxalate and to the decrease in N 
compounds such as amino acids and amidas that translated 
into decreased shoot nitrogen. Thus. the sensing/signaling 
of the altered C:N ratios in the nodules of the antisense 
plants may trigger a complex response of the regulatory 
network that results in the alterad transcription of several 
genes as we observad. Future post-genomic studies in 
modal legumes such as Medicago truncatula, using mutant 
plants such as one lacking NADH-GOGAT, will enable us to 
more fully understand the complete regulatory networlcs or 
"matrix effects• resulting from the C:N sensing or signaling 
in the nodules. 

In addition to the concened reduction in transcript levels 
of CJN assimilation genes. our resul'tS suggest that sorne of 
the symbiotic enzymes are also regulated at the post-tran
scriptional/transcriptional level. Although lower RNA level 
of GS was detected, the GA plants studied did not show 
reduction in protein concentration or enzyme activity. This 
is in agreement with previous report:s that indicate that GS 
is controlled at the translational and post-translational/ 
translational levels in GS antisense alfalfa plants (Temple 
et al., 1998a). We found that nodule PEPC activity is 
reduced in the GA87 and GASB lines that did not show a 
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reduction in transcript levels of this anzyme. tt is known that 
nodule PEPC is regulated by phosphorylaytion/depho
sphorylation cycle posaibly mediated by changas In PEPC 
kinaae activity and/or perturbation of substrate ATP levels 
in the cytosol and modulatad by shoot photosynthate 
(Zhang and Chollet. 1997). The accumulation of sugars in 
nodules of tha antisense planta having reduced ammonium 
assimilation may contribute a feedback inhibition of carbon 
metabolic enzymes 11uch as SS. 

The role of NADH-GDH in plant metabolism is still unre
solved (Lam et al., 1996). In alf•lfa, NADH-GDH is expressed 
at low levels in the different zones of the nodules (Trepp 
et al., 1999bl. The presence of NADH-GDH enzyme activity 
in alfalfa nodules. did not correlata with nitrogen fixatJon 
since it was detectad in ineffectlve nodules as well as in 
senescant nodules (Egli et al.. 1989). Our resulta on the 
increase in NAOH-GOHtranscript levels found in the early 
senescent nodules of GA plants. together with the results 
reportad previously IEgli er •l .• 1989; Trepp eral .• 1999b), 
indicate that the axpression of NAOH·GDH rnay be related 
to the recycling of amrnonia during nodule sanescence. 

lt has been reported that soybean bacteroids (Weters 
et si.. 1998) as well as pea bacteroids (Allawav et al .• 
2000) may excr.re some fixed nltrogen as alanine instead 
of or in addition to ammonia .. to tha plant nodule cells. To 
our knowtedge. this phenomenon has not been reported for 
alfalfa bacteroids. We found that nodules from GA89 and 
GA87 linea had a reduction of alanine content of 80 and 
50% .. respectivety. with respect to control nodules. and this 
does not saem to cornpensate the 19Ck of glutamate and 
other derived nitrogen compounds n~ed far optimal 
plant growth. 

Although nitrogenase data as measured by ARA must be 
interpreted with caution. we detacted a decrease in nitro
genasa activity on both nodula dry weight baais and th• 
total activity par plant (data not shown) in the nodules of 
GAS9 170%1 and GAH7 (60%1 than in the control. Nitrogen
ase activity in legume nodules is downregulated when 
nodulated planta are subjected to different treatments that 
affect plant C:N metaboliam auch as de-foliation. addition 
of nitrate or drought (Arrese-lgor et al .• 1997; Gordon et al .• 
1997). Neo 11nd Layzell (1997) proposed that the inhibition of 
nitrogenase operates vía an increase in oxygen-diffusion 
resistance that affects the flux of oxygen into the bacter
oids. In alfalfa nodules. oxygen concentration decreases 
abruptlyfromthe apical region (zone 1) tothe interzone 11-111. 
that precedes the nitrogen fixation zone 111 ($oupane er 111 •• 
19951. We have shown that the nodules of the GASS plants 
have an alterad structure. with smaller zonas 11 and 111 and 
increased senescent zone IV. Also. a reduction in Lb was 
observad in the nodules of GA plants that had yellowish 
color and leas Lb transcript 11nd protein. Th- alterations 
could affect the oxygen flux in the nodules of GA89 plants. 
and consequently the nitrogenaae activity. We observad 
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that the plant nitrogen deprivation. in symbiotic conditions. 
was accompanied by leaf chlorosis and impaired photo
syntheaia. The reduction In photosynthate supply may also 
affect nitrogen fixation in the nodulas of GA89 planta. 

In conclusion. the impaired symbiotic nitrogen fixation 
observad in GA89 and GA87 planta expresaing antisense 
NADH-GOGATappears to alter the metabolic flux of carbon 
and nitrogen compounds between photosyntetic and 
nodule tissues. 

Vector construction 

Pla•mid pMRGA was constructad in three steps. In a first step. a 
2-kb SaA-BamHI fragmant (nucleotld- -1958 to +46) containlng 
the full-length promoter region ofthe soybean leghemoglobin lbc3 
gene (Christenaen et al •• 1989) was introduced into Sall-SamHl
reatrict9d p81101 (Jefferson et •l .• 1987) giving ri- to plasmid 
pMR1. In the aecond stap. • S.mHl-Sad polylinker fragment 
derived from pSL 1190 (Bn::aaiua. 19119) w.. introduced into 
S.mHl--restrict9d pMR1, -noby replecing the gus gene 
•nd le•ding to pMR90. In the third step. the Kpnl-BamHI fnigment 
from pG7.2 {Gregerson et al .• 1993) containing 5.3 kb from the 
cDNA mequenca of NADH-GOGATfrorn •lt.tfa nodul- was cloned 
into the Kpnl-BatnHI ait- of polylin .. r of pMR90 in •ntisen.se 
orient•tion with ~to the lbc3promoter generating plasmids 
pMRGA (Figure 1a). 

Plant transfonnatian and growth 

Tr-.n19g.,ic •tfatfai (M'. sativ• L cv. Reg_, SY27x> were generated 
easentially .. described by Ausain et •l. (1995). using A. rumefa
ci•ns LBA""°" stniin vwith the binairy vector pMRGA or p8in19 
(Bevan. 19BC) as control. Well-developed embryos were recovered 
from caillus culturad on media cont.-ining 50-100 µg m1- 1 kanamv
cin. Rooted p1-ltlets were tranaferred to pota with vennk:ulite and 
w•tered with ea.o (Broughton and Oilworth. 1971) nutritive solu· 
tion suppletnented with 7 .5 mM KNO:i for meinten•nce in a glass
hou•. The p,_nce of the t~sgenes in regene,..ted plants was 
determinad by PCR. using a pair of primera reported by Blake flf al. 
C1991) for the amplification of a 785-bp fragment from the nptll 
gene •nd another pair of primen (5'-TCA CCC TCC TCC AAC AAG 
CCA-3' anc:I 5'-AAG ACG ATG AAG CCC AAG CAG-3'1 for the •mp
lif".c.tion of • 430--bp fragrnent from the lbc3 promoter-NADH~ 
GOGA T Q911B junclion. Plants te9ting positive for the trainsgenes 
were prop-aated clon•llV through stern cuttings that were rootad 
far around 5 weeks in pots with vermiculite •nd watered with 
nutrient solution. The propag•ted clones were th•n deprived of nit
rogen for 2 weeks prior to inoculation with S. meliloti2011 strain. 

DNA isolation 11nd gel blot analysis 

Alfalfa genomic DNA wms isolated from laaf tissue using 
the PUREGENE kit CGENTRA Syatems. Minne•poli•. MN). For 
Southem blot analysis. 20 µg of total DNA was digested with 
Hindlll ... parwtad by alectropho,..ia and tranaferntd to Hybond· 
N.,.. membr•nes lAtnersh..-n Lif• Sciences. UK). Hybridiz.tion w.. performed at 65"'C uaing 32P-labeled lntemal fnigments 
from NADH-GOGAT cDNA (P1) or nptll (P2J gene (Figure 1a) •s 
probes. 
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RNA isolation and gel blot ana/ysis 

Total ANA was isolated from 21-dpi nodules of transgenic alfalfa 
plants using TRlzol reagent (GibcoBRL Life TechnoJogies lnc •• 
Grand lsland. NY) as described by the manufacturer. For Northern 
blot analysis. 20 µg of total RNA was separated in an agarose gel 
containing 1.5% formaldehyde and transferred by capillary blot
ting to Hybond N,.. membranes (Amersham Life Sciences. UK). 
Membranes were hybridized with 32P-labeled probes at 65ºC over
night. The P3 fragment from the NADH-GOGAT cONA clone 
(Figure 1a). interna! fragments from cDNA clones from bean 
nodule-induced AAT. PEPC. and SS transcripts (kindly provided 
by the group of Or M. Lara. Nitrogen Fixation Research Center. 
UNAM. Mexico). as well as fragments from cDNA clones from 
alfalfa cytosolic GS1. NADH-GDH. Fd-GOGAT. and Lbwere used as 
probes. The relativa intensity of the bands hybridizing to the 
different probes. trom at least three developed blots for each 
probe. was quantified using NIH IMAGE version 1.61 program. 
The data were analyzed by ANOVA. 

Protein immunoblot ana/ysis 

Nodules were ground at 4~c in a mortar with the particular extrac
tion buffer reported for each enzymatic assay (see belowJ. Protein 
samples were separated by electrophoresis in SDS-PAGE gels. 
The total amount of protein and the percentage of acrylamide in 
the gel used for each enzyme was as follows: for NAOH-GOGAT 
and PEPC. 50 µg protein and 7% gels; fer GS. 40 µg protein and 
10% gels; for AAT. 20 µg protein and 12.5% gels; for SS. 20 µg 
protein and 10% gels; and for Lb. 2 µg protein and 15% gels. After 
separation by electrophoresis. proteins were transferred to nitro
cellulose membranes. The respective proteins were detected by 
incubating the blots first with specific anti-sera directed against 
alfalfa NAOH-GOGAT IAnderson eral., 1989). AAT IGriffith 
and Vanee, 1989) PEPC IMiller eral .• 19871, Lb (Egli eral., 1989). 
bean nodule GS1 (kindly provided by Or M. Laral or soybean SS 
(Gordon. 1992) lkindlY provided by Or A.J. Gordon, lnstitute of 
Grassland and Enviro mental Research. UKI and subsequently with 
an alkaline phosphatase-conjugated secondary antibody. For 
quantification the blots were developed with 5·bromo-4-chloro-
3-ind..,lyl phosphate and nitroblue tetrazolium salt IZymed Labora
tories lnc., San Francisco. C.A ). as described by manufacturer. The 
relative density of the developed blots. from at least three blots for 
each enzyme, was quantified using NIH IMAGE version 1.61 pro
gram. The data were analyzed by ANOVA. 

Determination of enzyme activities 

Proteins were extracted from excised nodules and the aetivities 
of nodule enzyn1es vvere measured as previously described 
far NADH-GOGAT <Groat and Vanee, 1981), GS IFerguson and 
Sims, 1971). AAT (Gordon and Kessler, 1990), PEPC IDeroche et al .. 
1983l. and SS tMorre!l ano Copeland, 1985). Protein was measured 
by the Bradford 119761 me1hod. Nitrogenase activity was deter
mined in detached, 21-dpi nodulated roots by ttle aeetylene-reduc
tion assay (ARA). After the assay. nodule dry weight was 
deterrnined. The data .. -.·ere analyzed by ANOVA. 

Merabolite deternJinations 

Amino acids ._-.,.ere extracted .. -.·rth 80°/o ethanol from 100 mg fresh 
harvested nodules (21 dpi). The extracts we~e incubated at 37 C for 
2 h and centrdugea (12 000 r.p.m.J, then the pellets were lyophi
lized. Amino acids ._-.,.t:?>re oeterrnined by HPLC revers.~ phase ana· 
!ys;s using a p'"e-co·urnn cer:v'1tion techniqur: .. -.·ith 9-f';ior.irnethyl 

,,-, Blackwell Publishing Ltd. The P/anr Journal. (20031. 33, 1-13 
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chloroformate anda Nova-Pack C18 column (Waters lnternational. 
Hertfordshire. UK). For carbohydrates determinations. harvested 
noduleswere ground in cold 1 M HCl04 (100 mg nodule FW ml-1). 
The extracts were processed as described by Ferrairo-Méry et al .• 
(1997). Glucosa. fructose and suerosa were determinad by enzy- (04] 
matic reactions (1 mi final volume) coupled to NADH production as 
described by Gordon et al. (1999). with the following modifica-
tions. For glucosa determinations. the reaction mixture contained 
1 mM ATP. 1.5 mM NAO. 0.18 U m1-1 glucose-6-P dehydrogenase 
and 0.2 U m1- 1 hexokinase. For fructose and suerosa determina
tions. 2 U m1- 1 phospho-gluco-isomerase and 20 U m1-1 acid 
invertase were added. respectively. Organic acids were deter
minad as described by Tesfaye et al. (2001). Total N content of 
dry shoot samples from 21-dpi plants was determinad with an 
Antek 7000 (Antek lnstruments lnc •• Houston. TX). as reportad by 
Cevallos et al. (1996). 

Microscopy 

Harvested nodules were rapidly fixed and processed as reported 
by Trepp et al. (1999a). The embedded tissues were sectioned 
(5 µm) and affixed to poly-i..-Lys-coated slides. After xylene de
paraffinization. the sections were stained with a double-stained 
(safranin-fastgreen). dehydrated and mounted with Permount 
(Fisher Scientific). Sections were viewed with Axioskop 2 <Zeiss) 
and photog raphed with a MC80 DX camera (Zeiss). 

Chlorophyll content and photosynthesis 

Chlorophyll was extracted from freshly harvested fully expanded 
leaves using 80% ethanol. and quantified as reported (Graan and 
Ort. 1984). Leaf gas exchange (Li-6400, Li-Cor lnc •• Lincoln. NE) was 
used to measure light-saturated net C02 assimilation rate (Nogués 
eral •• 19981. 
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IV.2. Resultados no incluidos en el artículo. 

lV.2.1. Obtención de plantas transgénicas de alfalfa. 

Para laº tran.sforrnación genética de alfalfa, n1.ediadaº por A. t11111cfacie11s, se 

utilizó el protocolo desarrollado por Austin et al. (1995), basado en la regeneración 

de plantas de alfalfa a partir de embriones somáticos. Este protocolo permitió 

obtener pl<1n.tas transgénicas de alfalfa en un. período de 3-4 n1.eses. 

Se efectuaron 4 experin1.entos de transformación de alfalfa utilizando la cepa 

de A. t11111efaciens LBA4404, portadora de los vectores pBIN19, pMRGA y pMRGOS 

(Figura S). El pBIN19 es un vector comercial que posee el gen nptll, que confiere 

resistenci<1 a kananücina, entre los bordes del T-DNA. El pMRGA y pI'VlRGOS 

derivan. del pBIN19 y portan, además del gen nptll, el cDNA de la NADH-GOGAT 

de alfalfa fusionado al promotor del gen de leghemoglobina (LbcJ) de soya, en 

sentido inverso y directo, respectivamente. El pMRGA porta ún.icarnente un 

fragmento de 5.3 Kb del cDNA de la NADH-GOGAT. 

Como una primera aproximación en la deternünación del posible estado 

transgénico de las plantas regeneradas, éstas se sometierort a un. análisis por PCR 

(Polyn1.er<1se ch<1in reaction). La presencia de los transgenes fue detectada medi<1nte 

la an1.plificación de fragmentos internos del T-DNA. Primeramente se an1.plificó un 

fragn1.ento de 785 pb que corresponde al gen marcador de resistencia a kan.amicin<1 

11ptll, utiliz<1ndo los siguientes oligonucleótidos: (Oligo npt/15') 5' GAA CAA GAT 

GGA TTG CAC GC 3' y (Oligo nptll 3') 5' GAA GAA CTC GTC AAG AAG GC 3". 

Las plantas positivas a la an1.plificación. del gen nptll fueron sujetas a 1<1 

antplificación del fragn1.ento de 470 pb, correspondiente a la unión (fusión) entre la 

región tenninal 3' del promotor de L/Jc_, y la región 5' del cDNA de la NADH

GOGAT en sentido inverso, con los siguientes oligonucleótidos: (Oligo 5', GmL/1<:,) 

s· TCA ccc TCC TCC AAC AAG CCA 3' y (Oligo 3', cx.GOGAT) 5' AAG ACG 

ATG AAG CCC AAG CAG 3'. Para plantas transforrnadas con el p!VlRGOS, que 

corresponde al cDNA de la NADH-GOGAT en el sentido directo, se utilizó el oligo 

GOGAT.SE (3'): 5' ACG CTG AGG GTC CA T GTT CTf 3'. 

Con la fin<1lidad de determinar si el transgen de NAD/-1-GOGAT (en SL'ntido 

in\·erso o dirL'Cto). se encontraba corrtpleto o si la transferencia de éste fue parciaJ. 

se an1.plificó en su tot<1lidad, con el par de oligonucleótidos Gn-iLl•c, y 3't11os, que"'"' 
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sitúa en el terminador de nopalino sintetasa con la secuencia: 5' GAA CAA GAT 

GGA TTG CAC GCA 3'. El tamaño del fragmento esperado se encontraba entre los 

5.6 Kb y 7.5 Kb, para las construcciones pMRGA y pMRGOS, respectivamente. 

a 

3' BI 

B E 

b 

Fi~ur .... s. Cun ... truc..:io.,nt.·..; ... 1uim .. ~n..:.t~ t.h.• NADH-GOC.·'-T. •"'· pi\IRGOS; pc..>1·t.adur del ..:DNA dt.• 1 .. , NADH-COGAT 
(;".::? h.b), tu~iunadu t.•n s1..•11tidu din!clo .al pro1notor dt.•I gt..•:i dt..• h.-~hcrnuglubina dt! suyo.t (G111Ll1c:J) • . asi cuino de.•I ~t.·n 
llJllll <.llh ... ' ~t.· t.•ncu1..•ntra t.""lltre la~ St!CUt>ncia~ regul.-.turi .. l.s qut.• currc~ponden ni pn.1n1L1tnr y rc,.:ión tt>rininndur.l dt.•I 
gt.'n dt.• la nup.:llinll sintcta~;'I de .... 1. ltuu(..:f411·i,·u. ... Arnbus genc~ ~e encuentran insertados entre los bordes dt.•I T
DNA. b. pf\:1RCA: como en a p .. ·n> un fragnlt.•nto S11C'l-HamHI de 5.3 kb dt.•I ir..::DN..-\ dt:" kt NADH-COCAT. 
'-'lll'lh.'nlr.l fu..,1un.1dc., '="11 ~ .. ·ntidu inv .. •r:--u con n.·~pcch, .\I pn.,n1utur G111Ll1c 1• Se índic.tn los ~itius dt.-• r.._·~tricciún: H. 
Hmdllt; E. El·oRI; H. H11t11HI y 1.ts -.unda~ utilii'.~uias P·""''"·' d ~ln.:\lisi-. por suuth~n,, blot; Sl1ndal y s1.,nda2. 
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De los tres primeros experimentos se obtuvo un alto porcentaje de escapes 

(plantas que resultaron ser negativas a la amplificación por PCR del gen marcador 

nptlf), en presencia de concentraciones de kanamicina de 25 µg/ml en el ni.edio de 

seleccióii.: Con la finalidad de evitar la regeneración de escapes; la concentración·de 

kanamicina se elevó a 100 µg/ni.l, en el último experimento. 

Para la construcción pMRGA, a partir de los 3 primeros. expe~imentos, se 

recuperó una sola línea que presentó la amplificación de los transgenes' por PCR, 

mientras que del cuarto (utilizando 100 µg/ml de kanamicina); .se obtuv.ieron 11 

plantas que resultaron positivas a la amplificación de los tra~i.sgenes de nptll y la 

fusión del gen de NADH-GOGATen sentido inverso al promotor de Lbc.,, así como 

del transgen de NADH-GOGAT en su totalidad, por el análisis de PCR (Tabla 1 y 

Figura 9). 

En total se obtuvieron 12 plantas posibles transgénicas a los genes nptll y 

NADH-GOGAT en sentido inverso, confirmadas por PCR, que fueron sometidas a 

un análisis por southern-blot. Estas plantas se multiplicaron por medio de la 

clonación por esquejes estableciendo, de esta ni.anera, líneas que se denonünaron 

GA (de las iniciales en inglés: ".G.OGAT Antisense"). 

Tahla 1. E'p~ri1n.._•nh1.,. dt.• tr.1n.~fl,nn.;idún dt..." ;:1lfolfn con ¡., construcdún p~·l l{CA (NADH·GOGAT en s-._•ntido 

inv-..·r-. .. •). 

E,p.,.r111H .. •nh• N ... d .. · 

2 71 

11 plan.t.Lt.~ 

Amphfic.~cit~n dd 

fra~nh.•nh" l.bc3-t111• ... 

ll 

Par,, la construcción plVlRGOS (NA D/-1-GOGA T en sentido directo), se 

ll'»graron obtener 14 plantas que resultaron positivas a la an1plificación del gen de 

resistencia Ll kanan1icina (11pt//), pero no n1ostraron amplificación positiva para ln 

fusiún del pron1.otor de L/Jc, con el transgen de GOCAT en sentido directo. La 

caracterización de e~tas líneas no se continuó, debido a que la integración del 

tran<;gen de NADH-COGAT no fue evidenciada por ninguno de los 1nétodos 

n1olecuJ..,re~. PCI~ ~· ~l-.uthcrn-blot, adL"n15s de que no presentaron incremento en la 

.ic·ti,·idad dL· l.1 '.'.:AUH-C( K ;;\Ten "itnbiusb. 
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a 

b 

e 

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

-785pb 

Selección de plantas 
regeneradas, postivas a la 

amplificación del gen nptll 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

- --------·-·· - 470pb 

~ ------·------- +-5.6kb 

-=- _.:=,_..:....;.::::;~=-=::::::~.::::::;.-

Figura 9. An.:ilisis por PCR de l.J.s línt? .. "lS regeneradas de alfalfa transformadas con el pMRGA. a, producto de la 

amplificación del fragmento de 785 pb del gen 11ptll. Carril 1, marc<-ldor 1 kb; carril 2, pMRGA; carril 3, control 

negativo; carriles 4-lS, planta~ rcgcncr;idas de .:tlfolfo. b. amplific .. ,cidn de la fusión entre el promotor Lbc3 y el 

cD:'\!"A dt! NADH-GOGAT t?n sentido inverso, producto de 470 pb. Carril 1, pMRGA; carril 2, marcador 1 kb; 

carriles 3 y 4, controlC"s negativos; carriles 5-15, pl,..ntas regenerad.:'ts de illfalfa (npt// positivas). e, amplificación 

de la región Lbc.1-tuos de - S.6kb. Carriles 1 y 18, p!\.1I~GA; C<.lrril 2 y 19, 1 kb; carril 3, control negativo; carril 4, 

líne~'l control (BIN19); carriles 5-17, planta:-; rc~cncradns de alfalfo (nptll y LbcJ-GOCAT positivas). Geles de 

;tg<tros.., ;t} l'!O. teñidos con bromuro de etidio. 

JV.2.2. Caracterización de las plantas transgénicas con el transgen de NADH

GOGA Ten sentido inverso. 

IV.2.2.1. Análisis por Southern-blot. 

Una de las pruebas que confirman la inserción estable de los transgenes en 

las plantas regeneradas es el análisis por Southern-blot. Para verificar la 

integración del transgene de GOGA T en sentido inverso en las plantas regeneradas 

(positivas a la amplificación de los transgenes por PCR), el DNA total se digirió 

con las enzimas de restricción EcoRI y HindIII y se hibridó con las sondas 

correspondientes a fragmentos internos del cDNA de la NADH-GOGA T (clonado 

en el pG7.2). La sonda 1, correspondiente a un fragmento interno Hi11dlll~BamHI 
de 816 pb, se utilizó para hibridar contra el DNA digerido con EcoRI, y la sonda 2, 
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correspondiente a un fragmento Hindllf de -1.5 kb, contra el digerido con Hindlll 

(Figura Sb). 

El patrón de hibridación permitió distinguir entre el· .fragmento 

correspondiente al gen endÓge1io y el frai'tsigende~NADH~GOGAT/Debido\i que la 

secuencia genómica posee intrones en estas regione~, la sonda hibridó_ .e~- b¿¡;ndas • 

de más alto peso que correspondían al gen endógeno, distfr1guién.dolo_d.el.t:i-an5gen 

de la NADH-GOGA T que se evidenció por la hibridación en band~s de ~ás' bajo 

peso molecular (Figura 10). 

a je ~=5 f2 ~ ~ ~ ~ ~~~~~~ 
- üüüüüüüüüüü _ =••r•••=Eti·ti;: :=.Endógeno 

-.: 

b 
- ,_ ~-

~ 
~ '' z :r.. ~ 

;:¡: ,_ z z z 
~ ;;, ~ j ~ sz ..,. 

~ -'<'. -.: "". -.: 
~ - _; _; - - - -

Fi~ur."1 10 S .. uth•·tTl-bl .. ~t do· l.t-. pl.111t.t-.. tr·.u1 ... ~o.'lll•"·"- L""; .. \. 10 PI-!. 1~11r l.·.1rril dt.• DN.-\ tot.11. di~•-·ri ... -h,s con EcoRI t:ll 

º'V 1.:011 H111dlll o.•n b. En ·"' (,, lubnd.\\.·h•I\ llh.' <.."Pll o·l tr-.1~11H•ntu J {n1dlll-Ha11d-ll dt.• 81 h pb ( ... ond.:i l) y tc>ll b cut1 un 

fr.1gmt:>nh• 1ntt.•rt1P Hm .. i 111 do· -1.S l-.b (-..,nd.12). d••I pc;-.2 ldun.1 do.• ..:DNA d .. • kt N..-'\DH-COGAT dt.• ,1tf ... ,lfa). En 

·'"-h ..... 111ti..·tt·.111: 1n.1r ... h-h•1· dP P'-' ... P 11H•l•·.:ul.u· ( l Kli); ... :untrul.•..; no•g;:1tivu .... i\tL .. ativa v~r. R...-g~nSY27~ (Rcgcn) y 
l~!.t11t.1 tr·.11\-.i...:.··niL'..1 .,·\•n ... ¡ ~ .. 11 111•tll (B111 l .. I); pl.1nt.1-. IL1n ... ~t·ni1..·. 1 ... do.· .1lf.1lf.1 (<..--:A). 

El p .. 1t1·ún e~pL'rildo de hibridilción se observó clarani.ente en arnbos aniilisis. 

L"tiliz,111dt.l lil '-.lllldil 1 en digL·stinnL'S con Ecol~I, se distinguió entre el tran~gcn, 
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como un fragmento de -1.8 kb y el gen endógeno, fragmentos de alto peso 

molecular (Figura lOa). Con la sonda2 se evid~nció una banda de -1.5 kb que 

corresponde al transgen. de GQGAT y t1:l"l¿\ c:I.e.-:2.1 ]<b~del geil. ~-n.<:'(>ge_n9 (Figura 

lOb). Las 12 líneas transgénicas presentar.;n el patrór;_ espe~~do; c;nfirmando la 

integración establ~ del trarisgen de NADH_:ÓOGA Ten ~é'ntic::l.;'iri~~r~.'.>'. 
.· ·' .. <~· .·.·/· 1. 

IV .2.2.2 .. Selección de líneas tra*s~éi¡¿?;;. 'f; A c~Ü ~re~i:lcci.ón en la 

expresión de la NADH-GOGA Te~ lo~ rió~~).;~;: 
Como un análisis previo a la carácteri~aci-ón'de fa~'Hrieas transgénicas GA, 

se determinó la cinética de la actividad. enzimática de· la NADH-GOGAT y la 

nitrogenasa (Nasa) en nódulos de plantas_ .silvestres de· alfalfa en diferentes etapas 

de la simbiosis. La actividad de NADH-GOGAT se detectó a partir de los 7 dpi 

(días post-inoculación), tanto en las raíces como en nódulos, incrementándose en 

éstos a los 14 dpi. La actividad por mg de proteína y por peso fresco de tejido de la 

NADH-GOGAT en los nódulos, registró su máximo nivel a los 21 días post

inoculación, la cual disn"linuyó en días posteriores de la sin"lbiosis, 28, 35 y 42 dpi 

(Figura lla). Este pico de máxin"la actividad de GOGAT coincidió con la n"láxin"la 

actividad detectada para la nitrogenasa (Figura llb). En las raíces se presentó una 

actividad de NADH-GOGAT ocho veces menor que en los nódulos a los 21 dpi y 

permaneció baja durante la simbiosis (Figura lla). 
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La actividad enzimática de la NADH-GOGAT se cuantificó en clonas de 10 

de las 12 líneas transgénicas.GA, en nódulos y_ raíces de 21 dpi, cuando la NADH

GOGAT presenta su máxima actividad enzimática. Cinco de las líneas presentaron 

una reducción significativa en la actividad eúzirnática (calculada por actividad 

específica así con-.o por peso fresco, como se presenta en el artículo Cordoba et al.), 

con respecto al control, únicamente en los nódulos y no así en las raíces (Figura 12a 

y b). Lo anterior está de acuerdo con. la expresión nódulo-específica del tran.sgen y 

su posible efecto en. la expresión. de la _NADH-GOGAT. A partir de este análisis se 

seleccionaron las líneas GA89, GA87, GA88 y GA82, que presentaron, 

res pecti vamen.te, una reducción. del 55º/.., 40o/o, 25o/., y 11 º/.,, en la acti ~ida el 
específica de Ja NADH-GOGAT en nódulos con respecto a Ja línea control (Figura 

12a). La caracterización molecular y fisiológica de· estas líneas se presenta en. el 

artículo incluido en. esta tesis (Cordoba et al.). 

a b 
~ 100 = ~ 
" "- BO ~ 

-:> 
-:-:;.e 

= _. GO 

= ·= ..:: 40 
15 
< z 
~ 20 

o -
GA GA 

l;iµ.tu-., I:!. \, t1\'1.l.1.l ··-1'"' 1ti..1 d .. :"..i.-\l)i 1-<....";l_)L; .. \T t•n llP~luh• ... a'.\' r.ak~~. h. de l.:l:-. lint..•.:l.., C.·\ dt• ~llt.1lf~1 (21 

d~'I} "l>1t•·to·11, 1.1 -.¡_¡:,11111..111'<>.1 -.:-.. l·untrPI (l "). /'= 0.115. 

Se· efectuó una cinética pnra detern"'linar si la reducción. en la actividad de 

'.'JADH-C~()CJ\.T se n1antenÍ<I en estadios posteriores de la sin-.biosis en las 4 líneas 

e~\. sekccic,nad.1s. La actividad de NADH-COGAT se cuantificó a los 35 y 84 dpi, 
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observándose una consistente reducción de la actividad específica de esta enzima 

en estas etapas posteriores de la simbiosis (Figura 13). 

100 
dpi 

LINEA 
"" .s 
"' 80 e 
c.. 

21 35 84 
•GA89 55% 69% 59% 
.GA87 40% 43'l'u 73% 
AGA88 25º/., 47% 72°/o 

"' -o YGA82 11% 100% 33% 

"'"= 60 ~ 
"'"e: ·e 
:C 40 Cl 
< :z: 
"' -o 

~ 20 
!§ 
e: 

o 
o 21 42 63 84 

dpi 

Figur .... 13. Cin~tk.:l dt..• l.l .. h:tivid.:1d -.h.• NADH-GOCAT tc>ll In!-> nt..,dulo~ d ... • l .. 1!'> línc"-ls tn1n~~t..~n1cas CA d,• alfalt.:1. 

En .... ¡ recuadro ~e pr""s""nt.;:U'l la db-.minudón de l.:l actividLtd csp .... dfica d..- NADH-COCAT en pun:cntaj~ p .. un 

c;id.:1 un.:1 de k1~ líneas. con respeto .al 1 OO"X, del control •. en cad"-l uno de los puntos de lnt!d ición. 
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IV.2.3. Caracterización de la progenie (T1). 

Un requisito para confirmar. el estado transgénico estable de las plantas o 

líneas TO, es que el transgensea transferido a su descendencia (que involucre un 

proceso rneiótico). L~ ~lfalfa~~ ~na pl~~t¡d~polil"\Í~~clÓn;;ru~;d.~{p¡;~¡o tanto la 

obtención de serrlillas', por aÚtopolh"llzación r(;!~U:fta difí~Ü:'. A. partir. d.e la 

polinización forzada deflbrés de.phmtas)::lonadasque prc)'7énÍai-Íde.Üna misma 

línea, se obtuvo. ~nnlÍIT{~ro'variabfo'clese.rrtlUas clél<ls diferen~es.líneasGA'. Estas 

semillas se gerrninaro~ y~fl.i~n'dc;Úa~'j,1~~t~s ·alca~~ª~c;~Airi';..··~ciú.~··?idecuada~ se 

nodularon con S. meliloti 20l l; para continuar con la'c~racte~ac'.iói'i'~olecul~r de 
la Tl (que se presenta e~ ei ~rtÍculoCo~dob~ étal.).< .. ·· ·· ·.··· •••• ' : · .· 

Corno una prueba pr~Úrninar d~ la ti-ansferencia''d~ l~s transgénes a la 

descendencia, tanto del ge~\~"\ar~ado;cl~ ~el~~~iÓri nptÍlyde NADH-GOGAT, se 

efectuaron análisis por PCR. Se amplificaron los fragmentos de 785 pb y 470 pb que 

corresponden al gen nptll y a la fusión del promotor Lbc3 con el gen de NADH

GOGAT en sentido inverso, respectivamente (Figura 14a y b). 

a 

b 

1 kb 

500 pb 

500pb -
-IOOpb -

2 3 4 5 6 7 s 9 10 11 12 13 14 

. - ----------- +- 785 pb 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

+- 470 pb 

Figura 1-t. An.ilbb por PCR de l."1 Tl. a, An"lplificacilln del g.._..n 11pl// y b. amplificachln dc 1., fusión del 

promnhlr Lbc 1 de ~tly.-i y el gen de NADll-GOCAT "-'" ~'-·ntidll inverso. C."lrril l, m."lrc.1dor 1 kb; carril 2, 

p:\:lRG.r'\; c."lrrih..·~ 3 y 4; c.-,rrill.-· .... 3-15. pl.:lnt."l .... TI. 
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Las líneas fueron sometidas posteriormente a un análisis del tipo Southern

blot, confirmando los resultados obtenidos por PCR. El DNA total, obtenido de la 

progenie, se digirió con la enzima Hindlll y se hibridó con el fragmento interno del 

cDNA de la NADH-GOGAT HindIII de -1.5 kb. Con excepción de una planta 

derivada de la línea GA87 (Figura 15, carril 4 de la GA87 Tl), el resto de la Tl 

presentó hibridación en la banda que correspondía al transgen de NADH-GC>GAT 

(fragmento de 1.5 kb), diferenciándose de la banda correspondiente al gen 

endógeno (-2.1 kb), evidenciando de esta manera la transferencia del transgene de 

NADH-GOGA T a la progenie y por lo tanto, el estado transgénico de la TO (Figura 

15). 

GA89 
Tl 

GA87 
Tl 

GA88 
Tl 

e 1 2 3 4 5 6 7 8 

e 1 2 3 4 s 

•

¿{ , __ 2.lkb 

,_,...., • -1.5 kb 
. ~· .4 

m;;-. ,- :-· 
e 1 2 3 4 5 6 7 8 

1 Ji. . i t : 

" ... :. ,:\ ·' - -
. ...,/' ~ - . ' -

-2.lkb 

-1.skb 

-2.lkb 

-1.Skb 

Figura 15. Análisis por Southem-blot de la progenie (Tl). Hibridación con el fragmento interno Hindlll de 1..5 

kb del pG7.2, digestiones de DNA total con Hindlll. C, línea control; 1-8 plantas TI. Los fragmento de 1.5 kb y 
2.1 kb corresponden al transgen y gen endógeno de NADH-GOGA T,, respectivamente. 
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IV .2.4. Caracterización de cuatro líneas transgénicas GA de alfalfa (TO). 

IV.2.4.1. Análisis del contenido de aminoácidos por cromatografía en capa 

fina (TLC). 

Como efecto de la inhibición de la expresión y actividad de la NADH

GC>GA T y de las otras enzimas que participan en la asimilación del amonio y 
metabolismo del N proveniente de la simbiosis, se presentó una reducción en el 

contenido de asparagina (asn), principal compuesto nitrogenado que se produce en 

los nódulos de alfalfa, que se evidenció por medio de una cromatografía en capa 

fina (Figura 16). A partir de este análisis se determinó que la asn es el aminoácido 

más abundante en los nódulos de alfalfa y que en menor proporción, aunque de 

manera abundante, se encuentran el glu y la gin. Se observó una disminución en el 

contenido de asn en las líneas GA89 y GA87, con respecto a la línea control, de 

alrededor del 67°/o y 41 o/o, respectivamente. Sin embargo con esta técnica no se 

evidenció una diferencia entre el contenido de glu y gln en las diversas líneas 

debido a que estos aminoácidos migraron en una sola banda (Figura 16). El análisis 

por HPLC evidenció una reducción significativa en el contenido de éstos y otros 

aminoácidos en las líneas GA89 y GA87 (ver tabla 1 en Cordoba et al.). 

- -
·= Oh 

... • -gln+glu 

- -asn 

u 

Figura 9. Cromatografía en capa fina de extractos de aminoácidos a partir de nódulos de 21 dpi de las distintas 

líneas GA y control (C). Los aminoácidos fueron revelados con ninhidrina .. gin, glutarnina;-glu, glutantato; asn, 
asparagina. 
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IV.2.4.2. Capacidad fotosintética. 
La capacidad fotosintética de las líneas transgénicas fue evaluada mediante 

un sistema (ver "Experimental procedures" en Cordoba et al.), que permite medir 

la tasa fotosintética en condiciones donde las plantas son sometidas a diferentes 

concentraciones atmosféricas de C02 • A partir c::te estos datos se evidenció que las 

líneas GA89 y GA87 poseen una_,reducción de la.fotosíntesis de alrededor del 80% 

y 50°/o, con respecto a la línea control (Figura 17) 

80 
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-;"~ 

50 ""e ·e¡ 
40 -5 
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""" 20 

10 

o 
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c;(ppm) 

Figura 1.7. Capacidad fotosintética ~e los lineas CA89 (O),. CA87 (O) y control (CJ) .. a los 21 dpi. C 1 .. 

concentración intTacelular de C02 ; PH,, ~sa fotosintética. 

IV.2;4.3. Contenido de clorofila. 

ci:>mo efecto de la reducción en el contenido de compuestos nitrogenados en 

el nódulo, se observó un efecto clorótico en el follaje de las líneas GA89 y GA87, tal 

vez como consecuencia de la reducción en el aporte de N, en forma de 

aminoácidos hacia estos tejidos demandantes (Figura 18a). 

El follaje de las plantas de las líneas GA89 y GA87, presentó una reducción 

del 25o/.; y 13°/o en el contenido de clorofila, con respecto a la línea control, 

respectivamente (Figura 18b). 
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Figur.;a, 18. Contenido de clorofila en las plantas CA. a, aspecto de las hojas en la línea control (C) vs. GA89; b, 
contenido de clorofila en el 'follaje de las líneas GA89, GA87 y control (C). 
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IV.2.5. Nodulación de la línea GA89 vs. control. 

IV.2.5.1. Patrón de distribución de los nódulos en las raíces. 

Se ha documentado ampliamente el mecanismode autorregulación. que 

posee la plan.ta para controlar el ~',i;J:;.;;;r.; de iflíe<::ci('.;~es de rhl~obia qU:e se pueden 

establecer en las raíces de las legi:i.minoS:~s (<;an Br:Ussel et al.~ '2002; Caetano

An.ollés y Gresshoff, 1991a y Í:>;;-rakat~, 1996)'. E~ esté!. ir°lte~ac<::ión ~s la'p1él.ri.ta la que 

determina la cantidad de nc?d~lc:>S.:Cí\.t~sefo~lTl.ªr¡¡nen la raíz; A pa_rtil" del estudio 

de este mecanismo se ha "estél.bleéido: que la·. formación de los primeros nódulos 

inhibe la nodulación. y nueva~ irlÍeC::~iones en la_s regiones más jóvenes de la raíz. 

Debido a que la línea GA89 prese1~tó un. aumento de hasta 6 veces más en el 

nún-.ero total de nódulos, aunque de menor ·tamaño con respecto a las plantas 

con.trol (ver Figura 6 en Cordoba"et al.), se determinó el patrón de distribución de 

los nódulos para evidei-.ciar alguna modificación. en este mecanismo de 

a u torregulación. 

Las raíces noduladas se midieron y dividieron en. tres zonas: zona I (ZI), 

región. de unión. de la raíz con. el tallo hasta la porción media de la raíz; zona U 

(Zll), parte media de la raíz y la zona 111 (ZIII), región. que compren.de las raíces 

n1ás jóvenes de la parte media hasta la punta de la raíz (Figura 19a). Los nódulos 

de cada un.a de las zonas fueron. colectados, contados y pesados. El peso se 

consideró con-.o una n-iedida del tan-.a1'10 y n\adurez del nódulo. La caracterización 

se efectuó a los 14 y 21 dpi. 

A los 14 dpi la línea control presentó en la Zl, el 70'X. del nún-iero de 

nódulos, n-iientras que en. la zona 11 se localizó el 30'X, restante. En la Zlll no se 

observó la forn-.ación de nódulos. Por lo que respecta a la línea GAS9, fue en. la ZII 

donde se estableció la inayor cantidad de nódulos, correspondiendo al 60'X, del 

número total de nódulos, en la ZI se estableció el 40'X. de los nódulos y de la misma 

n1ancra que en la línea control, la ZIII no presentó forn-iación de nódulos (Figura 

1 ':Jb). 

En las plantas control de 21 dpi, se observó una distribución de los nódulos 

tn.'i,- 111ndurn,- (con un peso pron-iedio de 1.8 n-ig/nódulo) en la Zl, con.forrnando 

cerLa del 70 .... del tot¡il de n(1dulos, n1ientras que nódulos rnás j6vcncs y pequeflos 

(0.q5 n1g/nc..)duln), se distribuyeron en la Zll, que Ct.)lTlprendicron 

~1prn:....:in1.:idan1t.."nh." 27"•• de los nódulos. Lu Zlll presentó 111uy pl."'lCils infecciones, 



representando n--.enos del 5'X •. Los nódulos en ésta última fueron los de menor 

tamal'i.o (0.55 mg), debido a que se tr.ataban de infecciones más recientes (Figura 

19c). Estas observaciones coinciden con las reportadas para diversas leguminosas, 
'' - ,_.,' . - ·: ':'. :' 

dónde se establece que la regiór\ de- mayor, riúmero de nódulos se presenta -en: las -

regiones cercanas a la corona -(~n ;;,íces 11\;.<l;ira!';) .)''que zonas más jóvel"\es de la 

raíz presentan escasas iiúec~iones (Cae,tari.;~:An.;Üés y Gresshoff, 1991a y b). •. 

El patrón de distiib,ución de lo~ n6c:l~i~~ \,;,...;:la~ raíces de las plantas GA89 a 

los 21 dpi, mostró claras diferencias con el 'anterior. El 25 % del fotal de nodulos se 
«- -=-··-··'··,c.,-.... • - ·. ·- ,. .. ·- --.· -•• 

concentró en la ZI, mientras que las ioii'~s,-I(y 111 presentaron porcentajes 

promedio de 59 º/., y 16 %, respectiv~m~l~t~. E~ ~sí como la mayo~ ca~tid~d de 

nódulos se distribuyeron en la ZII, mientras qÜE!-la_ZIII presentó unclaro aumento 

en el número de nódulos respecto a la líne~ ~o~t~C>Í-en la misma zona (Figura .19c). 

Los nódulos de la ZI (0.84 mg) no fueron mucho más grandes que los de la ZII (0.7 

n--.g), mientras que los de la ZIII fueron los de menor talla (0.54 mg), tratándose 

éstos de recientes itúecciones. El menor tamaño de los nódulos de la línea GA89 

fue evidente en todas las zonas, comparándose con las zonas correspondientes de 

las plantas control. Debido a que en las plantas GA89 el mayor porcentaje de 

infecciones se presentó en Ja ZII y que la Zill tiene un número considerable de 

nódulos, respecto a la línea control, se puede concluir que la planta GA89 present.-. 

una alteración en el mecanisn10 de autorregulación en el patrón de nodulación, que 

da con--.o resultado un fenotipo hipcrnodulante. 
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IV.2.5.2. Resistencia a la inhibición de la nodulación por nitrato. 

El efecto inhibitorio de las fuentes inorgánicas de nitrógeno sobre el 

establecimiento de la simbiosis se ha descrito_para varias _esp_ec:ies d=Ieguminosas 

(Malik et al., 1987; Streeter, 1988). Plantas mutantes en el mecai\ismo de regulación 

en el número de nódulos, con fenotipos de hipernodulaciói;\> muestran una 

resistencia al efecto inhibitorio de la nodulación en presencia·; de fuentes de 

nitrógeno inorgánico (Streeter, 1988; Heidstra et al., 1997). C01i.'i1a 'finalidad de 

determinar si la línea GA89 presenta un fenotipo de resist~~bi~-~- _la .nodulación 

bajo condiciones de suministro de No3·, plantas de esta lín.?,a' s~ ·s_ometieron a 

tratamientos de riegos con diferentes concentraciones de KN03 • A los 21 dpi los 

nódulos se colectaron, contaron y pesaron. 

Los riegos con 2.5 n-tM de KNO, no inhibieron el establedmierifo de nódulos 

en las raíces de las plantas control y GA89 (Figura 13a). El efecto irihibitorio del 

NO; se presentó en concentraciones a partir de 5.0 mM en adelante (7.5, 10 y 12.5 

n'lM), que se evidenció con una reducción en el número total de nódulos (Figura 

13a). En pron'ledio, la línea GA89, en condiciones de ausencia de fuente 

nitrogenada, presentó alrededor de 211 nódulos totales/planta, nüentras que la 

línea control sólo 66. En condiciones de suplemento de 2.5 mM de KNO,, el 

pron'ledio de la cantidad de nódulos varió, aunque no de manera significativa, en 

an'lbas líneas. A concentraciones de 5 y 7.5 n'lM de KNO,, se observó una reducción 

en el nün-,ero de nódulos con respecto a los tratamientos anteriores en a1nbas 

líne¡-,s. La línea GAS9 presentó alrededor de un SO'X, (104 nódulos totales/planta) y 

75·~;. (51 nódulos totales/ planta), de dis1ninución en la cantidad de nódulos, en las 

concentraciones de 5 y 7.5 n'lM de KNO,, respectivan'lente. Mientras que en la línea 

control esta reducción fue del 68'!1., a un 86'.~;, (de 21 a 9 nódulos totales/plan.ta), en 

l.:1s coru .. iiciones respectivas anteriores (J=igura 12a). En riegos con 10 y 12.5 n"\M de 

K:--!C."),, la línea GA89 presentó fonnación de nódulos (en pron-,edio 35 y 26 

nódul< ... ..,s/planta), ntientras que estas concentraciones resultaron in.h.ibitorias para la 

nodul;ici6n er1 la línea C(.'lrttrol. La lírlea GA89 presentó un. r1ún1ero n"layor y peso 

fn.!5Cn de nódulos en todos los tra ta111icntos, sin cn"tbargo en lus dos líneas ~e 

t.1bservt."l una redLtt.:ción en el tarno11.o de los nódulos confurn"le se incrL~n,entó la 

cnncentración de KNO, (Figura 13b). 
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Figura 20. Efecto del N0.1· en l.:t. nuduladón t!Jl l.:1 lí1u~~1 CA89 y control (21 dpi). Númern, (a) y peso frt!sco (b), 

de nódulo~ ~n dif"'rent~~ cnncentra.dunes de KNO, en plo:int¡¡s de l.:Jis líneas control. y CAK9, D-

Ln distribución de los nódulos en nusen.cin de n.itrnto conservó el pntrón 

nnteriorn-.en.te n-.encionndo parn !ns plnntns con.troles y GA89 n los 21 dpi (Figurns 

19c y 21a). En presencin de la fuente nitrogen.adn, tanto las plantns control como 

GA89, presentaron el n-.nyor porcentaje de infecciones en la Zl, que fue 

disminuyendo paulntinan-.ente en las Zll y Zlll. Los nódulos de la Zl fueron los de 

n"layor tatTlilt.,,o, indicando que correspondían. a infecciones n'lás tempranas, 

n-.ientras que los nódulos n-.ás pequefi.os se presentaron en lns zonns II y IIJ, 

tratándose de nódulos de reciente forn-.ación (Figuras 21a-f y 22a-f). A pnrtir de 

estos datos se observa que In línen GA89 tiende a presentar un patrón de 

distribución parecido ni de !ns plnntas control (en nusen.cia de fuentes nitrogenadas 

inorgánicas). e~ decir, el rnayor nún'lero de nódulos se ubica en la ZI, mientras que 

las Z(lnas rnfis jóvenes de la raíz tienden a tener n1er1or nún1ero de nódulos, en 

condicinn0s de suple1nento de nitrógeno inorgánico. Sin embargo, In inhibición de 

la nodulación por lil presencia de N inorgánico, ert la lír1ea GAS9, no se presenta en 

concentracinnL'S de 10 y 12.5 1111'.·t de KNO,, donde la línea C presenta unn totnl 

~'lu~encia dL~ infeccione~ (Figuras 20 y :!le-t) . 
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Aunque la morfología general de los nódulos formados en presencia de 

diferentes concentraciones de KN03 no se modificó, éstos presentaron algunas 

alteraciones. En cortes longitudinales se puede evidenciar la distribución de las 

distintas zonas del nódulo (según Vasse et al., 1990): la región más distal 

corresponde a la zona meristemática (1), seguida de la zona de infección (11) y la 

interzona (IZ), la zona donde se establecen los bacteroides es conocida como la de 

fijación de nitrógeno (111), con la característica coloración rojiza y finalmente la 

zona proximal, unida a la raíz, la zona de senescencia (IV) (Figura 23). En los 

tratamientos sin KN03 y 2.5 mM de KN03 , se distinguieron estas regiones, en los 

nódulos de las líneas GA89 y C, reconociendo el fenotipo de los nódulos en líneas 

GA89, que presentan una alteración en la zona de fijación que se evidenció con una 

disminución en la coloración rojiza (ver figura 6e en Cordoba et al.). A 

concentraciones a partir de 5 mM de KN03 , los nódulos presentaron una 

disminución en su tamafio (Figura 22c-f) y una mayor reducción en la intensidad 

de la coloración rojiza característica de los nódulos funcionales en la zona activa de 

fijación (Figuras 23 y 24). 

~~ 
.•i 
~··IV 

.J·.·· 

.~¿<;~~f~~r~ 

Figura 23. Nódulos formados en las raíces en condiciones de riegos con 5 mM de KN03 (21 dpi). Cortes 

longitudinales de a, nódulo de plantas GA 89; b, nódulo de la línea control. Se distinguen las diversas zonas de 

los nódulos: I, zona meristemática; ti, zona de infección; IZ.. interzona; UI, zona de fijación; JV, zona de 
senescencia. 

85 

TESIS c,, :,-,-, 
'-'•• 

FALLA DE OPJGEN 



Figura 24. Aspecto de los nódulos a distintas concentraciones de KN03 • a-d, nódulos de plantas sometidas a 

riegos con medio B&D suplementado con 5 mM de KNO~ e-j, nódulos desarrollados en plantas regadas con 

7.5 mM de KN03 • a-e y e-g. nódulos de la línea GA89; d y h-j, nódulos de la línea control. il, b,. d, e,. f, h e i,. 

corresponden a nódulos desarrollados en la ZI de la raíz (nódulos maduros); e, g y j, corresponden a nódulos 

desarTollados en la zona 11 de la raíz (nódulos jóvenes). Barra en •-f ... h, Í= 500 µ.m; en g y j= 1 mm. 
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Las plantas GA89 y control, sometidas a los riegos con KN03 , formaron 

pelos radiculares más largos en todas las regiones de la raíz, algunos de éstos 

presentaron el encurvamiento característico como respuesta ante la presencia de 

los factores de nodulación. De acuerdo a estas observaciones se puede decir que las 

respuestas iniciales de la simbiosis no se vieron inhibidas en ambas líneas, ante la 

presencia de N inorgánico, en este caso No,- (Figura 25). 

- 't 
d 

f 

Figura 25. Respuesta de las raíces en presencia de KN03 • a-e, pelos radiculares en las raiceS d~ la línea GA89 en 

5 mM, (a) y 7.5 mM (by e), de KNO,. d-f, pelos radiculares de la línea control en 7.5 rnM de KNO,.'~ f!.ichas 
indican pelos radiculares que presentan la respuesta de encurvamiento ante la presenCia de S. ·melilOti. Barra 
en a.by d= 500 µm; en c. e y f= 250 µrn. ~ 
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V. DISCUSIÓN 

Desde que. el ciclo GS. -:-.. G()GA:rJue rec=ongcido.como layía.porlaquelas.pl<mtas 

asimilan el amonio (Lea y.Miflin,.1974),.se ha determinado por diversos estudios 

bioquímicos y moleculares la.i~portancia y función de lasdif~rentes isoformas de 

ambas enzimas en la asimilación del· amonio derivado .de distintas fuentes 

(Harrison et al., 2000). De la misma manera la generación de plantas mutantes y 

transgénicas en estas enzimas ha permitido dilucidar el papel crucial de las 

distintas isoformas. 

En algunas plantas como la alfalfa, rec;ulta ~ifícil obtener mutantes (genética 

directa) debido, entre otras cosas, a su ·concliciÓ~;·pÓlipÍoide. En estos casos el 

enfoque de genética reversa que permite la generación de plantas transgénicas 

ni.aduladas en la expresión de un gen especifico, puede hacer posible determinar el 

papel de las enzimas de GS y GOGAT en algunas de sus isoformas, al modificar su 

expresión y alterar su actividad en el proceso de asimilación de amonio en diversos 

tejidos. Los nódulos de las leguminosas muestran ser un tejido idóneo para el 

estudio de Ja NADH-GOGAT ya que presentan niveles muy altos de expresión y 

actividad de esta enzima, en condiciones de simbiosis efectiva. 

Este trabajo presenta la generación y caracterización de plantas transgénicas 

de alfalfa que muestran una reducción (en distintos niveles), en la expresión de la 

NADH-GOGAT en los nódulos, durante la simbiosis con la bacteria S. meli/oti, 

corno un,1 contribuci6r1 ni.ás pnra tratar de deter1ninar el papel de la NADH

GOGA T en la asimilación de amonio durante la simbiosis. A través del estudio de 

estas líneas transgénicas se determinó que la reducción de la expresión de Ja 

NADH-GOGAT resulta en una alteración en el establecimiento de una simbiosis 

efectiva, presentando cambios en la expresión de genes que codifican para enzimas 

que participan en el metabolismo de N y C en los nódulos, produciendo una 

reducción en el contenido de los productos de la asimilación de amonio, que son 

exportados hacia los tejidos fotosintéticos, demandantes de N. 

Por medio de la tecnología "antisense" y la transformación genética vía A. 

t11nwfaciens, fue posible reducir la expresión de la NADH-GOGAT en algunas de 

las plantas transgénicas. Durante este proceso también regeneraron plantas en el 

n1edio selectivo, que no portaban Jos transgenes, sin embargo una condición más 

TESiS CON 
FALLA DE OR.JGEN 

88 



severa de selección. (100 µg de kan.amicin.a/ml), permitió reducir la producción. de 

estos escapes. Se obtuvieron. además plan.tas portadoras del. transgen. de la NADH

GOGAT en sentido in.verso, que n.o mostraron reducción. en la expresión. y 

actividad de la NADH-GOGAT. Debid;; a q\J.~ (;i-t tbd~s.l;s }í.;~;i°S (~;;n.excepción. de 

la GA35, carril 5 de la Figura 9c), se evidenció po{~ec:ii~::ie'i~c.R (Figura 9c), que el 

transgen se integró en su totalidad (iricluyen.do las regiones regulatorias), la 

ausencia de inhibición. de la expresiÓrl.d~.í~.r-J'.J\.i>tI~.<:i,Q<:;A.T eri algunas de las 

líneas tran.sgénicas (Figuras 10 y 12) se debe'; ¡':íc)'sil:>1E?riter\te; aÍ efecto posicional al 

que están sujetas las inserciones al azar del transger\; integrándose en sitios de baja 

actividad transcripcion.al. 

Las líneas seleccionadas mostraron. la integración. de varias copias del 

transgen. de NADH-GOGAT, sien.do dos en. la línea GA89, tres en. la GA82 y cuatro 

en las líneas GA87 y GA88 (Figura le en Cordoba et al.). A pesar de tener el menor 

número de copias la línea GA89 mostró tener la mayor reducción. de la expresión 

de la NADH-GOGAT, mientras la línea GA82 con la menor reducción muestra tres 

copias; una vez más el efecto posicional debe tener un papel determinante en el 

nivel de expresión del "antisense" en la línea GA89, debido a su probable inserción 

en un sitio de transcripción altan~ente activo. 

La cadena de RNA en sentido inverso no fue detectada en ninguna de las 

líneas transgénicas GA, sin ernbargo las plantas n-tostraron un.a reducción en los 

trnnscritos de NA DH-GOGAT, sugiriendo que la acción del "antisense" se está 

ejerciendo posiblernente a nivel de degradación del mensajero del gen endógeno 

de la NADH-GOGAT, por medio del apareamiento de las cadenas 

con~plementarias de RNA y reconocimiento de este híbrido por nucleasas. La 

reducción en el nivel de n~ensajeros de la NADI-I-GOGAT en las diversas líneas 

estuvo acon1pa1,ada de una disn"linución c11 el nivel de proteírla y actividad de 1'1 

enzin~a. indicando que la regulación de la NADH-GOGAT se ejerce en rnayor 

grado a nivel transcripcional y en n~enor grado en otros niveles. 

La inhibición de la expresión de la NADH-GOGAT se conservó a lo largo 

del desnrrl."lllo de los nódulos, presentándose t~"lntn en estados cortos (21 dpi), así 

con10 en tardÍl)S (84 dpi), de li1 sin1biosis. Este pron1otor n1ostró ser un elen"lentn 

regulatorio funcional en el sistcni.a dL' ¡ilfulfil, adc1T1L'ls de presentar una expresión 

nt1
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sin-ibióticas y no así cuando la fuente de N fue suministrada en forma de No,-. En 

las r.aíces de las plantas transgénii:as no se observaron cambios en el nivel de 

transcritos de NADH-GOGAT, que mostraron siempre. bajos niveles en 
' . - . . ' . . 

comparación con los. detectados -eri lós 1"1.ód ulos:'correládói"iaiidc). -c_ói"\°el-reducido 

nivel de actividad específic-.. det~~tado ~n este tejido (Figura i2.b):,Ó~ esta manera· 

se evidenció que el efecto de Ja inhfüición se éje~ce a rtlvel:del tejid.'.'. <=!el nódulo 

durante Ja simbiosis. 

La reducción de la · éxpresi.Ón.: de Já . NADH.~c:;oGAT dio. por. re~t.Í!táct§ ';1 · 

establecimiento de un.a simbiosi~ con serias alteraciones en la fw"l.cio~alidaci?<le-Íos 
nódulos, que fue incrementándose éi-i proporción. a la inhibición de fa'expres.iól"l de 

la NADH-GOGAT en las dis_ti;,_ta.s líneas analizadas. El efecto cfel __ tr~ri~~~n de 

NADH-GOGA T fue evidenciado en Ja progenie (Tl), las plan.tas Tl CÍ~e heredélron 

el tran.sgen. (confirmado por ai-iálisis por PCR y Southerri-bll:>t),: i-T:Üstr"<lr~;'.\ Ja 

inhibición de Ja NADH-GOGAT a niveles en los que se dete~Í:a;on en sus 

progenitores, que correlacionó igualmente con. el establecimiento de:u1~a· simbiosis 

inefectiva. 

Se han. docu1nentado los cambios de expresión de las diversas enzimas del 

inetabolisn-io de C y N del nódulo- Estudios de Egli et al. (1989) y Van.ce et al. 

(1995), den'\ostraron que existe un.a reducción. de la expresión y actividad de la 

NADH-GOGAT, GS, AAT y PEPC, en condiciones donde Ja planta o el simbionte 

bacteri;ino son. incapa.ces de establecer una sin"lbiosis efectiva (en. un fenotipo de 

alfalfa i11 lSi1, <) con cepi1,_ Fix· de S. 111cliluli), revelnndo un efecto pleiotrópico y la 

estrecha relación. que existe en la regulación de estas en.zin"\aS, au1,que de manera 

diferencial. A través de éstos y otros estudios, se hil podido establecer que existe 

un factor que participa en el establccirniento de unll sin."lbiosis efectiva y que actúa 

corno un regulador de lil expresión. de estas enzi1i:1as. La naturaleza de este factor 

se desconoce, pero debe tratarse de un producto que proviene de Ja fijación. del N, 

en la sin1biosis. A pesar de que la expresi6n de estas en.zirnas dismin.uyó er1 

condiciones de sin'\biosis inefectivo, se evidenció que la NADH-GOGAT se 

encuentra regulnda de una n'\aneril p«rticular (Trepp et al., 1999a y b)_ En. 

cornparélciún al resto de las cnzin"las, los niveles de transcritos así conLo de proteína 

y actividad de la Ni\.Dl-1-C.."';OGAT, presentaron una n"layor rc-~ducción bajo estas 

cond icin1H_·..;, 1 inLi télndn ..:.u a Ita ex presi6n únican1cntc en sin1biosis efectivas. Estos 
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estudios rernarcan Ja im.portancia de la NADH-GOGAT en la nsimilación de 

n1nonio en b sin<biosis y su posible papel como el paso linütante en el ciclo GS

GOGAT (Egli et al., 1989; Vanee et al., 1995; Trepp et al., 1999n, b; Temple et_ al., 

1998b). 

En lns líneas GA se observó la alteración en Ja expresión de los genes de GS, 

AAT, NADH-GDH, SS, PEPC y Lb, como resultado de la disn<inución de la 

expresión de la NADH-GOGA T y a la interconexión que existe entre la regulación 

de la expresión de estas enzitnas, respondiendo seguramente, a los cainbios en los 

niveles de C/N disponibles en el nódulo y en el resto de la planta. Esta alternción 

se observó clararnente en las líneas GA89 y GA87, que mostraron la mayor 

reducción de expresión de la NADH-GOGAT. La línea GA89 presentó la mayor 

reducción en los tt·anscritos de las enzirnas GS, AAT, PEPC, SS y dela proteína Lb, 

así con<o un aun<ento en el nivel de tnensajeros de la NADH-GDH. Sin embargo la 

reducción en el nivel de 1nensajeros, en algunos casos, no estuvo acompat'i.ada de 

una reducción en la actividad enzin<ática, lo que está de acuerdo a la regulación 

postranscripcional, traduccional y/o post-traduccional, a la cual están sujetas 

algunas de estas enzin-ias. 

En el caso de la GS, a través del uso de plantas transgénicas con reducción 

en el nivel de transcritos de la GS por n<edio de antisense, se ha documentado la 

regulación post-transcripcional a la que se encuentra sujeta, principalmente a nivel 

de ensa1nblaje de la holoenzi1nn, donde la cantidad de transcritos no fue una 

lin<itante para obtener los 1nis1nos niveles de proteína y actividad de GS (Ten<ple et 

al., 1998a; Ortega et al., 1999). Los estudios en plantas de soya han den<ostrado que 

en condiciones sin.i.bióticas, la actividad de GS se encuentra regulada a ri.ivel de 

L>stabilidad de la holoproteína (Ten<ple et al., 1996). En las líneas GA se detectó tlnc"\ 

disrninución en los transcritos de la GS, sin embargo no se observó una alteraciór1 

en el nivel de la proteínn y actividad de la GS, atendiendo a algún tipo de 

regulaciót"l post-transcripciona.L Se observó ur1a reducción a rlivel de 1ner1sajeros, 

proteínil y actividad de Ja AAT en la línea GA89, n<ientras el resto de las líneas 

1r1ostró sólo una rt?ducL"ión Pn la actividad que r10 fue significativa con respecto al 

control. Se ha estilblecido guc ert sin"'lbiosis inefectivas existe un;i reduccié•n en la 

cantidad de tran;;critos y act1vidnd de AAT (Egli et al., 1989; Gantt et al.. lq92); su 

n1áxin1a cxprL'siún requit.-:>re de una ~c1"\¡d ¡isociada con la efectividad de lo~ 
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nódulos, involucran.do adernás un.a regulación. post-traduccion.al (Gan.tt et al.. 

1992). 

La PEPC ta1nbién. presentó un.a reducción. en su expresión., la cantidad de 

transcritos disminuyó, aconi.p.añada·de· tifra~·redticeiari·ert.el contenido de proteína 

PEPC. Sin embargo, los niveles de actividad de PEPC, detectados en la línea GA89. 

n.o mostraron. niveles tan bajos en proporción. a la caútidad de la proteína. Se ha 

estudiado amplia1nente el· mecanisni.o de regulación. post-traduccional por 

activación a través de lá fosfÓrilación de la PEPC y desactiviación por 

desfosfori!ación, mostrando además· una fuerte correlación en su actividad máxirna 

con el suministro de productos carbonados de la fotosíntesis, por la parte aérea, 

prin.cipalm.ente de las hojas (Zhan.g y Chollet, 1997a, b). La línea GA89 muestra 

sfrltoni.as de clorosis y un.a reducción en su capacidad fotosintética, segurani.ente 

esto lini.ita el aporte de carbono hacia el nódulo y una posible desactivación de la 

PEPC. Adicionalni.ente se ha evidenciado que en condiciones de simbiosis no 

efectivas (coni.o en los nódulos de la línea GA 89), esta enzima es degradada 

(Pladys y Vanee, 1993), este m.ecanismo puede estar actuando y relacionarse con la 

baja cantidad de proteína detectada en la línea GA89. En los ensayos por \vestern

blot se detectó junto con la banda principal de la PEPC, bandas adicionales de 

rnenor peso ni.olecular, que se incrementaron en concentración conforme 

disni.inuyó la cantidad de PEPC y la actividad de NADH-GOGAT, éstas podrían 

corresponder a productos de degradación de la PEPC (Pladys y Vanee, 1993). 

En algunas de las líneas GA, se observó una reducción en los niveles de 

ni.ensajeros de la SS, que fue ni.ayor en la línea GA89, ni.ostrando tani.bién una 

disni.inución a nivel de actividad. Los cani.bios detectados en la expresión y 

actividad de la SS podrían atender a la estrecha relación entre la asimilación de 

ani.onio en la sini.biosis y el aporte de carbono, a través de esta enzini.a (Gordon et 

al., 1997). La disni.inución de la fijación y asini.ilación de N, coni.o consecuencia de 

la reducción de la actividad de NADH-GOGAT, está limitando la entrada de 

ani.onio provocando una acuni.ulación de productos carbonados en forma de 

hexosas, debidl.-, a que éstos no estárt siendo requeridos, pues la asin"lilación del N 

en cuerpos carbonados se encuentra reducida. El cambio de la relación C/N podría 

estar regulando la actividad de la SS, posibleni.ente a un nivel post-traduccional, 
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debido a que los niveles de actividad son rnenores en cotnparación al de 

transcritos. 

Por el contrario al resto de las enzin1as, se detectó un incren1ento en el nivel 

de los transcritos de la NADH-GDH éi. todas las- líi1eas GA, que tuvo un 

co1nportan1iento directo a la reducción de la expresión de la NADH-GOGA T. La 

expresión y actividad de la GDH en los nódulos no se le ha relacionado con la 

asintilación del arnonio derivado de la sintbiosis, puesto que su expresión se ha 

detectado en 111uy bajos niveles (Trepp et al., 1999c), observándose un aun1ento de 

transcritos y actividad únicamente en condiciones de simbiosis inefectivas (Egli et 

al., 1989). Debido a lo anterior, n1ás que interpretarse como un intento por 

cotnpensar el efecto de la falta de actividad de la GOGAT (para asi1nilar el an1onio 

producido en la simbiosis), la elevación de mensajeros de NADH-GDH puede 

atender a un reciclan1.iento del amonio, proveniente del proceso de senescencia 

tetnprana que presentan los nódulos de estas líneas. 

Aunque este trabajo se restringió únican1ente al estudio de la expresión de 

algunas de las enzimas que participan en el inetabolismo de C y Nen el nódulo, el 

efecto del<> distninución de la NADH-GOGAT puede afectar la expresión de otro,. 

genes que codifican para proteínas con funciones n"\etabólicas o regulatorias (\'\Tang 

et al., 2001; Wang et al., 2000). Debido a que existe una estrecha interacción entre 

las respuestas a las set""lales derivadas del metabolismo del C y N (Coruzzi y Zhou, 

2001; Stitt, 1999), los cambios observados en los niveles de los diversos n"letabolitos 

en las plantas GA, sugieren que las plantas deben estar percibiendo estos can"lbios 

y responder a su vez, con ca111bios en la expresión génica. A través del uso de la 

tecnología de los 1nicroarreglos, se ha evidenciado una variedad de genes que 

responden a la presencia de nitrato (\'\Tang et al., 2001; Wang et al., 2000), que 

nu1estran un panorama general de la intrincada relación que existe entre los 

circuitos regulatorios del n1etabolisn10 de C y N. Un estudio más amplio, 

utilizando la herratnienta del transcripton1a aunado a un estudio de proteon1a, a 

través de los cuales se revela el patrón de expresión de transcritos y de proteínas 

en distintas condiciones, pern1itiría detectar los can"lbios de expresión de diversas 

proteínas y deter1nir1ar el efecto gen<;~ral de la n::ducción de la expresión de la 

NADH-GOGATen la sirnbiosis en las líneas GA. 
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La alteración de la expresión de las enzimas que participan en el proceso de 

¡¡sin<ilación y 1netabolisn<o del N resulta en un efecto pleiotrópico debido a la 

reducción en la expresión de la NADH-GOGAT. Una de las consecuencias de esta 

disn•inución fue la reducción del coritenido de glutamato, glutamina y asparagina, 

los cuales tienen la fw<ción, entre otras, de distribuir el N asimilado al resto· de la 

planta, participando como donadores de N en diversos procesos metabólicos 

esertciales eri la planta. 

El nódulo se reconoce corno un órgano productor de N y demandador de C, 

1nientras que la parte aérea de la planta se comporta en condiciones de simbiosis, 

como un órgano demandador de N y fuente de C. Al disminuir la actividad de 

NADH-GOGAT se observó una reducción en el contenido de los aminoácidos n•ás 

abundantes, productos de la asimilación del amonio en el nódulo, que tratándose 

de la fuente principal de Nen la simbiosis, resultó en una disminución de Nen el 

follaje, evidenciada con•o clorosis, síntoma que indica deficiencia de N. El tejido 

fotosintético por lo tanto, dejo de recibir el N necesario para la biosíntesis de 

diversos con•puestos con•o la clorofila, observándose una reducción en el 

contenido de este pign•ento y en la capacidad fotosintética de las plantas. Siendo el 

glutan•ato el donador del N para la producción de aspartato y éste a su vez 

sustrato para la formación de asparagina en el nódulo, la cantidad de estos últimos 

disn<inuyeron con•o consecuencia del bloqueo en la producción de aquel 

co1npuesto. De esta manera se evidenció que la actividad de la NADH-GOGA T 

está limitando la entrada de amonio y la asin<ilación de éste en aminoácidos. 

Las plantas que presentaron una disminución en la actividad de NADH

COGA T n•ostraron una reducción en la actividad de la nitrogenasa, ir1dicando que 

un¡¡ reducción de la asinülación de amonio causa un bloqueo en la entrada de N. 

Se sabe que una dis1ninución en la actividad de la nitrogenasa tiene un efecto sobre 

l'i flujo de los co1npuestos carbonados en el nódulo, se acumulan ciertos sustratos 

qu<.• indican la inhibición del flujo en pasos específicos de la vía de Ja glucólisis y en 

J¡¡ actividad de PEPC (Curioni et al., 1999). Las pozas de hexosas mostraron una 

alt"'r<1ción, el contenido de glucosa y fructosa se incrementó en los nódulos de las 

líneas con rnayor dis1ninución de NADH-GOGAT. Las plantas de las líneas GA89 

y C~AS7 presentaron una acun<ulación inayor de glucosa y fructosa, con•o 

resultado posiblernente, de la disn•in.ución en el flujo de C para la asimilación de 
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amonio y reducción en la actividad de PEPC, sin embargo no se detectaron 

incrementos significativos en las pozas de ácidos orgánicos. 

Una de las respuestas ele las p~antas GA/arite el' reducido aporte de Na 

través de las infecciones establecidas~ fue inducir.la fórrnaeiói'rrl'e:i'ii~~etos nó_dulos, 

~~~if 2~~1E:i~::~;~~~*~~f ts,~~1~t~W~i~~i1~J; 
'Se ha evidenciad~ que las;~lantas'legu~ü-losa;;'p9s<'?en~un;rnecanismo, 

denominado
0

atitorr~gulación (de la nodulación);p~r: ~1 ·qt;e contrC>ian el ;..úmero de 

infecciones de rhi~obia y de nódulos a lo la~go d~::i~;; ~~Í'c'e~;;Aimque se desconocen 

los factC>r:es que' participan en este mecanisrrió~,'"Fqt.'i::disparari las señales que 

regulan el número de nódulos, se ha C>bservad'o''cil1~ eÍ e;í:ablecimiento de los 

primeros nódulos induce la inhibición de la formación de nuevos nódulos en las 

regiones más jóvenes de la raíz (Caetano-Anollés y Gresshoff, 1991b). A partir del 

estudio de leguminosas mutantes en el sistema de autorregulación de chícharo 

(Duc y Messager, 1989; Sagan y Duc, 1996), soya (Caetano-Anollés y Gresshoff, 

1991a), y L. jnponic11s (Wopereis et al., 2000; Nishimura et al., 2002a), se ha 

postulado que la planta produce señales que regulan y determinan el número de 

infecciones en las raíces. Experitnentos basados en injertos entre plantas mutantes 

hipernodulantes y silvestres, han evidenciado que existen se1"'lales producidas 

ten'lprana1nente en los nódulos y /o raíces que son transferidas hacia el tallo, donde 

inducen la producción de cierto(s) compuesto(s) que actúa(n) con'\o se1"\al (la se1"\al 

de autorregulación), que inhibe a las nodulaciones posteriores (Sheng y Harper, 

1997). La caracterización de n'lutantes de L ft11'011ic11s que n-iuestran un fenotipo 

hipernodulante pern'litió el aislan'liento del gen HA/-?. 1 que codifica para un 

receptor tipo cinasa de serina/treonina (Krusell et al., 2002; Nishin'lura et al., 

2002.b). identificándose los genes ortólogos en chícharo, SYM29 (Krusell et al., 

2002) y en soya. C111NAJ~K (Searle et al., 2003). Estos genes codifican para una 

prolt..•ína que preSL'ntil sin1ilitud en la ~ecucnciu de a1ninoácidos de olrcdedor del 

5CJ'~;. en el extrcn10 ilrn.ino tern1inal (que con1prende un don"linio extracclul;¡r rico en 

leucin(1..:.) ~· de ~O" .. en el extrL~111n c..-1rbllXilo tern"linill (don"liniu de cino-.;a), con la 

pru1t•í11.1 l·L.-\.\" .. \-r:\I (C"l.\"I) dl· ,·\r11l'IIÍ1•J1 . ..;í...:.. <. ·1 \'I L'"" lln rvcpL'lur qu1.._• ¡-...11·ti..:ip.1 v11 
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el control de la proliferación celular en los meristemos. Se postula que eri las 

leguminosas, este receptor participa en la percepción y transducción de la señal de 

la autorregulación de la nodulación (Krusell et al., 2002). 

En la línea GA89 se evidenciÓ~aforrna;:fónconsiderabledenÓch.ifos en las 
zonas jóvenes de la raíz, donde las:plántás i::ontrol nC> rr\':1-;stran í:Tlás·que un 

número muy reducido. (por respÚ.esta.•a la irlhibiciÓnpor:l~sfrt~eccionesmás 
tempranas en las zonas mad~r"1s de·.!ª raíz) .. Esta re.~.p.uesta hipl;!rn~d~l~nte de la 

línea GA89, parece ser el resultadotde diversos intentos de la plal"l.ta·porobtener el 

N necesario para su metabolismo, ya quee~a\.lsericia de.fuentes inorgánicas deN, 

Ja simbiosis es el único mecai=i.ismo por el cual puede obtener ~ste nutrií:Tlento. Es 

evidente que las plantas contr~l y GA89 f~rman el mismo.número de nódulos en la 

zona donde se establecen las primeras i:nfecciories (ZI); sin embargo en etapas 

posteriores, las plantas de la línea GA89 continúan estableciendo nuevas 

infecciones y nódulos en las zonas más jóvenes (ZII y ZIII), de la raíz (Figura 20a, 

en ausencia de KN03 y Figura 21a). 

Algunas de las leguminosas hipernodulantes que se han caracterizado 

presentaron resistencia a la inhibición de la nodulación por fuentes inorgánicas de 

N con-.o nitrato y /o amonio (Streeter, 1988; Heidstra et al., 1997). Las plantas de Ja 

línea GA89 n-.ostraron este fenotipo en presencia de concentraciones de 10 y 12.5 

n-.M de KNO, que resultaron inhibitorias para la nodulación de Ja planta control. 

Por las observaciones anteriores, parece que esta línea posee t.U'\a alteración 

en el sislen1a de autorregulación de la nodulación debido posible1nente, a la falta 

de la producción de compuestos nitrogenados (arninoácidos) y /o a la ausencia de 

una molécula "sel'\alizadora", que podría tratarse de un compuesto derivado de la 

asirnilación de a1nonio y /o n-.etabolis1no del N, proveniente de la simbiosis. Esta 

respuesta hipernodulante atiende a un can1bio n1etabólico por deficiencia de N, 

siendo hasta ahora la. ünica línea transgér1ica de leguminosa con inhibición en un 

gen 1netabólico, que presenta un fenotipo hipernodulante. 

La disrninución en la expresión de la NADH-GOGAT tuvo un efecto 

plciotrópico que dio por resultado el cstélblecirniento de una sin-ibiosis inefe~tiv?t y 
un fenotipo hipernodulante en las plantas con la n-.ayor reducción de NADI-1-

c;<. )c.._;..._'\ T, c~1usa11do una deficiencia de Nen l¡i parte aérea de las plilnta~, indicando 
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que la NADH-GOGA T podría ser el paso limitan.te de la asimilación. de amonio 

duran.te la simbiosis. 

Para tratar de establecer la contribución de una enzima específica como el 

posible pa~~ limit~-;..t~ ~J:l detern=.:¡;¡ad~ vía tit~tabólica, se debe atender al efecto de 

la reducciórt y aumento gradual de dicha er\Zima y cuantificar el impacto cie esta 

reducción. en.
0

.los productos' finales de la vía (Furbank y Taylor, 1995), como se 

ilustra en la Figllra 26. 

o 
reducciún 

(""anti~nse") 

100º/o ----<• 200o/o 
aumento 

(sobr..-exprt!Sic.;n) 

Actividad cnzinl.:itica 

Figura 26. Representación grtlifica d...- los 
cani.bios en el flujo nl.etabólico (contenido 
de productos finales), como respuesta a la 
alteración de los niveles de una enzima. 
Se grafica el comportanliento de una 
enzima limitante (a). co-limitante (b) y no 
limitante (e), en una vfa 1netabólic.:i, 
considerando al 100°/o como los niveles 
endógenos nonnales de una enzhna. 

Un.a enzima se reconoce como limitan.te cuan.do ante un.a peque1'la reducción. 

en los niveles de dicha enzima se produce un.a reducción. proporcional en el flujo 

de la vía. Cuan.do estos cambios en el flujo n.o son proporcionales a la reducción. de 

la en.zin'la (pero si son significativos), se le atribuye un papel ce-limitan.te a la 

enzima, es decir, se trata de un.a enzima que con.tribuye al con.trol pero no es el 

único punto de regulación. de la vía. Cuan.do n.o se observa ningún cambio en los 

productos finales aun ante gran.des decrementos de la enzima, ésta n.o ejerce 

control sobre la vía, tratándose de un.a enzima n.o lin'litan.te (Stitt y Son.nevvald, 

1995). 

Este estudio ha permitido identificar la importancia de la NADH-GOGAT 

coni<> una enzi1na crucial en el control del flujo metabólico entre el tejido del 

núdulo y el fotosintético. La disn'linución progresiva de la NADH-GOCAT tuvo un 

irnpacto en la vía de asin'lilación de an1or'lio, que se acentuó en la línell cun 111~-iynr 

n.·ducciún de...~ la N.t'-Dl-1-C~l )C;i-,T. 
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Figura 27. t-_, dis1ninuciún dt:' la activid;¡d de la NADH-COGAT en simbiosis versus pardntetros que 
indican el flujo n1et.ab'-'>lico. Se grafican purcentajes del contenido dt! aminooicidos, actividad de 
nitr0Hen01sa. contenido d..- clorofila y N total de l.as distintas líneas CA,. con respecto ni porcent.:lje de 
acti\!idad rernanente dt.:! la NADH-COCAT. 33'Yo (GA89); 61º/u (CA87); 80°/u (CA82); 87°/u (GA88) y 100°/u 
(control). Otros aminu.icidos indicn la sun1a del.a concentración de arg, asp. gly, ilc. iso,. lys. n1et. phe. ser. 
thr y val. 0 y la líntc>.:l punteada rcpresent.:ln la curV.Ll que se ajusta a los puntos. 

Atendiendo a algunos parámetros como el contenido de aminoácidos, N 

total y clorofila, que reflejan la adquisición y asimilación de N, se observa que ante 

la reducción en la actividad de la NADH-GOGAT se presenta tu1a disminución en 

algunos de estos parán"letros (Figura 27). La recta que se ajusta a estos datos indica 

un con"lportanüento lineal de estos parámetros respecto a la actividad de NADH

GOGA T en el nódulo. Por estas observaciones la NADH-GOGAT, se puede 

considerar corno el paso linaitante de la vía de asini.ilación de amorlio en los 

nódulos. Estos resultados apoyan el papel limitante de la NADH-GOGAT, 

propuesto por Trepp et ni. (1999a, b). 

Sin en"lbargo, por su estrecha relación con el inetabolisn"lo de C, entre estas 

víns n"\etabólicas, pueden existir otros" sitios de control. Por otra parte, la 

generación de pl,1ntas que posean un.u expresi6n elevada de la NADH-GOGAT 

respecto il )¡¡ de plantils silvestres, podrían reforzar los resultados obtenidos en este 

trabaju. l'-'gr,1nd1..l pu~ible1nen.te, obtener cun1bios fnvorablcs en el flujo hilcin uni1 

n1~1yl1r ~h:fqt1i ..... icit.'1n de~. 
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VI. CONCLUSIONES 

• Utilizando la transformación genética _de plantas de alfalfa y la metodología 

genética reversa a través de la tecnología del: RNA ·en "antisense", fue posible 

disminuir la expresión de la NADH~GOGATeÍ'i ~l~iste~a homólogo de alfalfa (M. 

sntivn L. var. REGENSY27x). 

•La expresión de la NADH-GOqAT prese!lté) una __ I"edu_cción nódulo-específica en 

diferentes porcentajes_ (de 13º/.• a 67°/u), con respecto a la planta control,_ en las 

distintas líneas analizadas. 

• Una reducción de la actividad de la NADH-GOGAT resultó en el establecimiento 

de una simbiosis inefectiva que se acerituó--en: la línea- GA89, con •la-: mayor 

in.hibición. 

• La expresión de los genes y actividad de divers'as enzimas- involucradas en la 

asimilación y metabolismo del N y C e:n el nÓct~lo>rnostrar6~ cambios como 

respuesta a la inhibición de la expresión de la NÁDH-GOG~T,,r~sultá1~do ádemás 

en un cambio en el contenido de los productos de estas enzimas (amin6ácidos y 

azt1cares). 

• En general, el flujo n"Letabólico entre los tejidos del nódulo y fotosiritéticos fue 

alterado en las líneas GA. 

• La línea GAS9 mostró un fenotipo hipernodulante y resistenda a la inhibición 

por fuentes nitrogenadas inorgánicas, con"Lo resultado de la a_lteta:ción ir,.etabólica 

de la disni.inuciún en la asin1ilación de élIT\onio. 

• Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la NADH-GOGAT püedé 

considerarse con"Lo el paso lin"litante en la asimilación de amonio. '-
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