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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. The
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, gln and asn, are the principal compounds that are
transported to nitrogen sink organs. The carbon metabolism is in close link with
ammoruum'asamxlatxon during symbiosis. For this process carbon skeletons are
provxded by the activity of SS (sucrose synthase) and PEPC (phosphoenolpyruvate
carboxylase) In thxs study we describe the impact of nodule-specific decrease in
NADH-GOGAT expression dunng the alfalfa-Sinorhizobiuum 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 (Lbc,;) 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 GAS9 -
line that presented the least NADH-GOGAT remaining activity (33%)»wl‘th‘r,espect
to control plants. The GAS89 plants showed important alterationSir&'fth é);\f'r‘kefajlyl

metabolisxn, nodule amino acids and N content in the shoot Wéré"'dééfé‘éiséd' -

capacity. The nodule-specific inhibition of NADH- GOGAT durlng symbxosxs

resulted in an impaired metabolic flux of- carbon and: rutrogen ‘between

photosynthetic and nodule tissue.
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RESUMEN

Las plantas leguminosas establecen simbiosis con bacterias del suelo fijadoras de
nitrégeno, pertenecientes a las Rhizobiaceas. Esta interaccién induce la formacion
de un nuevo organo vegetal: el n6dulo, 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
nitrégeno fijado, en forma de amonio, €l cual es incorporado en moléculas
organicas a través del ciclo GS (glutamina sintetasa)- GOGAT (glutamato sintasa).
La GS produce glutamina (gin) a partir de glutamato (glu), ATP y amonio,
mientras que la GOGAT utiliza gln para catalizar la transaminaciéon del 2-
oxoglutarato produciendo glu. La gln y el glu son donadores de nitrégeno
orgéanico para la biosintesis 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 relacién a la asimilacién 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 proéeso. .
En este trabajo se presenta el impacto de la reduccién de la expresion de la NADH-
GOGAT en la simbiosis de alfalfa con Sinorhizobium meliloti. Se caracgérizéx{én
cuatro lineas transgénicas de alfalfa transformadas con un fragmenté de ‘ cDNA
que codifica para la NADH-GOGAT en sentido inverso regulado por el promotor
nédulo-especifico de la leghemoglobina de soya (Lbc;). Las lineas con dxs i ‘\ucxén
en la actividad de la NADH-GOGAT en ndédulos, presentaron una reduccxén en los‘
niveles de mRNA, proteina y actividad de enzimas que partxcxpan_ en' el
metabolismo de C y N en simbiosis. Las alteraciones en el metabolismo.de N y C
fueron mas drasticas en la linea GAS9, la cual presentd la menor actividad
remanente de la NADH-GOGAT (33%), con respecto a la linea control. Las plantas
derivadas de la linea GAS89 mostraron alteraciones en el metabolismo general, el
contenido de aminoacidos en los nédulos y N total en el follaje disminuyeron,
presentando una reduccién en el contenido de clorofila y en la capacidad
fotosintética. La inhibicién nédulo-especifica de la NADH-GOGAT durante la

simbiosis dio como resultado la alteracion del flujo metabodlico de C y N entre el
tejido fotosintético v el nodulo.
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I. INTRODUCCION

1.1. El nitrégeno (N), elemento limitante 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 nitré6geno (N) es un elemento esencial requerido en
grandes cantidades por las plantas, ya que comprende alrededor del 1.5% al 2% de
su peso seco y es uno de los constituyentes principales de las proteinas (16%),
acidos nucleicos y otras moléculas de la célula (Frink et al.,, 1999). Ademas las
diferentes formas en las que el N puede ser utilizado por las plantas, actian como
sefiales que disparan procesos metabélicos que regulan diversas respuestas

morfoléglcas y de desarrollo. Sin embargo, la disponibilidad del N en el suelo lo
: hace un nutnente limitante.

Las formas de N disponibles para las plantas que se encuentran en el suelo
son formas 1norg{\rucas tales como NOy y NH,’, y orgdnicas como la urea y los
: ammoécxdos, principalmente. De éstas, las primeras son las formas relativamente
mis abundantes.

La utxhzacxén de las diversas fuentes nitrogenadas se encuentra limitada por
su dlsponxblhdad 'y accesibilidad, ambas en estrecha relaciéon a las condxcnones
ambientales, partxcularmente a las caracterlstxcas de los suelos (von Wirén, et: al,,
1997). Es asi como en los' suelos de agricultura altamente aireados, el NO,~ es la
forma de N mas dJsporuble, mlentras que en suelos inundados o de climas: frlos la
forma abundante y dxsponxble es el NH,'. En suelos donde existe una ‘baja
mineralizacién de materia orgaruca debido a pH &cidos, bajas. temperaturas y
actividad microbiana reducida, los aminodcidos son la fuente mayontana de N.
Sin embargo, los nitratos son altamente moéviles en los suelo ', mxentras que el
amonio tiende a ser secuestrado por particulas con carga r\ega va presentes en el
suelo, limitando, por lo tanto, su disponibilidad. .

En suelos utilizados para la agricultura se han esnmado concentraciones de
6 mM de NO; v de 0.77 mM de amonio, aunque esta alta»concentracxon de NO; no
puede ser mantenida por largos periodos debido a su alta movilidad, por lo que las
concentraciones de NQO. pueden variar rapidamente (Cra\\'ford v Glass, 1998). Se

. -

TESIS Clii .
FATLA DE "Rlu@_l

‘a4




han reportado concentraciones que van de 10 mM de NO; (en una media de 7), a
70 mM, ésta viltima en 0.4% de los suelos analizados y de 0 hasta 1.8 mM de NO;”
en el 5% de los suelos.

o La mayoria de las plantas son capaces de absorber y asimilar NO;, NH,",
urea y aminodacidos como fuentes de nitré6geno, pero la respuesta a una fuente en
particular puede variar entre las especies. Entre estas fuentes, el NOj; es
considerado como la fuente. preferencial de N en varios tipos de suelo, aunque la
absorcién de NH,*.y NO; mantiene un balance catiénico-aniénico entre la rizésfera
y las plantas, por lo que una mezcla de ambos en la nutriciobn favorece el
crecimiento y desarrollo de la mayoria de las plantas (Kronzucker et al., 1999).

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

Debido a su alta demanda por nitrégeno, las plantas han generado diversas
estrategias para utilizar a la mayoria de las formas disponibles de N, con excepcién
de la forma diatémica (N,), que se encuentra restringida a especies de plantas que
pueden establecer simbiosis con bacterias fijadoras del nitrégeno atmosférico.

L.2.1. Transporte de NO,". :
Siendo el NOj la fuente mas abundante de N en los suelos las plantas han
desarrollado mecanismos partxculares para su absorcxé'
adquieren el NOs del: suelo. por: absorcxén a: travé
transportadores que se encuentran e

uelo. Las plantas

e: un “sistema - de

a: membrana . pl X

dekdlas células
epidérmicas o corticales de la raiz. Este sistema de transp

ta ‘t'ngesu .se_encuentra
acoplado a un bombeo de H, por lo que se trata de un sxstemfa:‘a‘cti‘\h‘a’, aun en altas
concentraciones de NQO; . : o i : v .

En las plantas se han evidenciado al menos tres sistemas de transporte de
NO;, que se han clasificado de acuerdo a sus propiedades cxnencas,_de los cuales
dos son de alta afinidad y el tercero de baja afinidad. Los sistemas de alta afinidad
(NTR2), corresponden a transportadores constitutivos (conkkuna afinidad por NOx
de 6-20 pM), e inducibles por NO. externo (Km= 13-79 uM). Los, sistemas de
transportadores de baja afinidad (NTR1), parecen ser constitufivos y su actividad
se presenta a concentraciones mayores de 1 mM de NO;. »
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Los genes que codifican los transportadores de NOj; 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 raiz, mientras que
en tejidos aéreos (hojas, peciolos y flores) y en semillas su expresién es muy
reducida. En la raiz, NTR2 y NTR1 se expresan diferencialmente dependiendo del
tipo celular y estado de desarrollo de la raiz. NTR2 se expresa en mas altos niveles
en las células epidérmicas y de la endodermis de la punta de la raiz, en las partes
maduras de la raiz se expresa en las células de la epidermis y en los primordios de
raices laterales (Krapp et al., 1998). En la punta de la raiz, NTR1 se expresa
principalmente en la capa de células epidérmicas, mientras que en las partes
maduras de la raiz se expresa en el cortex y en la endodermis (FHuang et al., 1996).

La expresion de los'dos sistemas de transportadores se encuentra regulada
por NO;” externo. La expresion de los sistemas de alta afinidad ind\,icibles aumenta

rapidamente en presencia de NO;, mientras que los nivelés‘ bas le‘s:‘de expresion

de los sistemas constitutivos de alta y baja afinidad se iné‘re'r'hé ra Los mveles de
transcrito y proteina de NTR2 se incrementan répldamente cuando las raices son”
tratadas con concentraciones de 10-50 UM de NO;, prev1a u'u:ubacxén n rhedlo‘

libre de fuentes nitrogenadas.

La expresion de los genes NTR2 esta regulada ademé 5 productos de
la asimilacion del NO; mediante un proceso de retroahmentacion, ante~la
presencia de amonio o glutamina, se observa una disminucién en los niveles de
mRNA de NTR2, que es mayor cuando se aplican exte‘rna‘ment‘e arginina 'y
asparagina (Zhuo et al., 1999). Aunque se desconoce exactamente qué producto de
la asimilacion del NO; ocasiona este efecto se propone, como en otros sistemas, se
trate de glutamina o de una relaciéon glutamina:2-oxoglutarato, u otros
aminoacidos como arginina o asparagina (Zhuo et al., 1999). '
En A. thaliana la expresiéon de transcritos de NTR2 se eleva cuando las raices

son transferidas a un medio libre de N, con un maximo de expresion 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 NOj;, existe una activacién de los genes que se encontraban
reprimidos por el efecto de retroalimentacién, posteriormente se inhibe la
expresién de NTR2, debido al agotamiento total de NO, . De esta manera los genes
NTR2 estan siendo activados tanto por el agotamiento paulatino como por
suplemento de NOj (Filleur y Daniel-Vedele, 1999).

Los genes NTR1 parecen no estar siendo regulados por los productos de la
asimilacién del NOj 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 relacion entre la toma de NO; con el
fotoperiodo. La expresién de los genes NTR1 y NTR2 tiene un pico de maxima
induccién durante el periodo de iluminacién que coincide con la mayor toma de

NO;, 1a cual dlsmmuye en la oscuridad, atin en presencia de nitrato (Lejay et al.,
1999). :

Debxdo a

qqe»kla,\inica forma de N que es asimilable por las plantas es el
tomado del suelo debe ser reducido hacia esta forma. Es asi como
la mayor proporcxén del NO; que adquieren las plantas es traslocado hacia los

tEJldOS fotosmtétxcos, principalmente a las hojas, aunque cierta proporcion del NO;-
se asxmxla e

a raiz. En las hojas, el nitrato es reducido a nitrito en el citosol, por
actividad de la nitrato reductasa (NR). Postenormente el nxtnto es
reducxdo ‘a N’I—I,, , a través de la actividad. de ‘la rutnto reductasa (NxR), en el
cloroplasto., (Inokuchi et al., 2002). El amonlo prod’ 'c1d0'p '

medi6 ;'dé E 1

'estas r ccxones Se
encuentra disponible para las enzimas que p’xrtxcxpan_’ n. su’ asxmxlacxén en
moléculas organicas como los amxnoécxdos.

1.2.2. Transporte de NH,".

Las plantas obtienen el NH;* a través de dos sistemas de transporte de

amonio, uno que acttia en concentraciones por debajo de 1 mM de NH;",
tratdndose de un sistema de alta afinidad saturable, y un segundo sistema .o

saturable, que actia en concentraciones por encima del 1 mM de NH,"

externo
(von Wirén et al., 1997).

A través de la complementacién funcional de mutantes de levadura,

deficientes en la toma de NH.', se han aislado los genes que codifican para los
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transportadores de NH,* 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 y AtAMT1.3)
(Gazzarrini et al., 1999). En tomate se han descrito dos genes para estos
transportadores, LeAMT1-1y LeAMTI1-2 (Lauter et al., 1996). Estos genes codifican
‘proteinas integrales de membrana que poseen una alta afinidad por NH;" y que
utlizan una fuerza proténica para transportar el NH," al interior de la célula.

La localizacion de estos transportadores de NH,;® se restringe casi
exclusivamente a la rafz, indicando su importancia en la adquisicién del NH,* que
se encuentra en el suelo. Los genes AtAMT1.2 y AtAMT1.3 se expresan Unicamente
en".’la ijaiz"‘ mientras que AtAMT1.1 se expresa en todos los drganos examinados

oJas ,6venes y maduras y en primordios) (Gazzarrini et al., 1999). Las
propledades bloqmmxcas y cinéticas de los transportadores podrian explicar esta
expresxéh dlferencml en los dlversos tejidos, AtAMT1.1 muestra la mayor afinidad

periodo de 1Iummac1c’>n asi como por NO-; : Se ev1denc16 qu ‘AtAM :1.se expresa
en condiciones de deficiencia de N; plantas sujetas a tratamxento de precultlvos en

KINO. o NH,NO, y transferidas a un medio sin fuente rutrogenada, presentaron un
incremento en los niveles de mRNA de AtAMT1.1y en menor nivel'de AtAMT1.2.
El gen AtAMT1.3 se encuentra regulado por la luz, se induce en el periodo de
iluminacién que coincide con una alta demanda de carbohidratos por la raiz para
la asimilacién de NH,' sugiriendo ademas, que se encuentra regulado por la
disponibilidad de carbono en las raices. l.os tres genes AtAMT se reprimen en la
oscuridad (Cardenas-Navarro et al., 1998).
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Los genes LeAMT1 tienen una expresion constitutiva; se expresaron en todos
los tratamientos con diversas fuentes nitrogenadas, incluyendo NH,*, aunque su
acumulacién fue menor en presencia de NO;'.

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 NH," en
estos tejidos. Se ha evidenciado un transporte de NH,* a través del sistema
vascular, probablemente estos transportadores participen en el proceso de
distribucién del NH,* tomado del suelo, asi como en la reasimilacion del NH,*
proveniente de la fotorrespiracion.

1.2.3. Simbiosis con bacterias fijadoras de N..

Otra estrategia que ha generado cierto grupo de plantas es la adquisicién del
N a través del establecimiento de una asociacién mutualista con bacterias fijadoras
del nitrégeno atmosférico. .

Existen al menos 2 tipos de asociaciones: 1) asoc1ac10nes con . bacterxas
ectosimbidticas como Azospirillunm, Azotobacter, que viven en la nzésfera de las
plantas hospederas, Herbaspirillum y Azoarcus, que’ ‘viven.ien'los espacios
intercelulares de las raices o de las partes aéreas de las plantas. 2) Asocxacmnes
endosimbidticas con bacterias de. los géneros B?’adjrhlZOle"t, Rlnzobmm,
Azorhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium (que pvertenecex} ala familia

Rhizobiaceae) y Actomycetes, que viven la mayoria de ellas en la rafz, albergadas en
estructuras especializadas.

En particular, las plantas de la familia Leguminoséé, cuando crecen en
condiciones limitantes de N, pueden establecer simbiosis con bacterias de la
familia Rhizobiaceae. Esta asociacion da por resultado la formacién de estructuras
especializadas, los nédulos, donde las bacterias diferenciadas en bacteroides

comienzan a fijar el nitrégeno atmosférico, reduciéndolo a la forma de NH,*. Este

amonio es exportado hacia el citosol de las células de la planta hospedera vy

finalmente asimilado en moléculas orgédnicas. A cambio del N aportado por la
bacteria, la planta provee de esqueletos carbonados a su simbionte.

Los rhizobia son bacterias Gram- que en vida libre se encuentran en el suelo,
donde llegan a percibir los exudados de las raices de su hospedero especifico. La
primera fase de la interaccion entre estas bacterias v las leguminosas se estable
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cuando la bacteria percibe 'y es atraida por estos exudados de la raiz, generalmente
compuestos fenélicos, dando como resultado una atraccién quimiotactica positiva
hacia las 'ralces ‘de la planta (Caetano-Anollés et al., 1988). Es asi como la

1nteracc16n entre los rhxzobxa y su hospedero depende del reconocimiento

especies de rmzobxa En el caso partlcular de Slnorhzzobmm melzlotx, las protexnas
NodH y. NodPQ partmlpan_ en la sulfatacién del esqueleto basico del factor Nod
(Fisher y Long, 1992; Ci.lllimdre et al., 2001). Esta sustitucién tiene un papel
importante en el reconocimiento del simbionte por parte de su hospedero, ya que
determinan la infeccion de esta bacteria sélo a especies de Medicago.

Una vez sintetizados, los factores Nod son excretados a la rizésfera donde
interactian de manera especifica con el hospedero. En este proceso se ha
propuesto, participan receptores que se encuentran en la superficie de la raiz
(Geurts et al., 1997; Niebel et al., 1997). Recientemente se han identificado
receptores tipo cinasa que particpan en la percepcion y transduccién de la sefial de
los factores Nod (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). Estos factores ademas
inducen varias respuestas relacionadas con la iniciaciéon de la formacién de los
nodulos en las raices, como lo son la deformaciaon de los pelos radiculares, la
formacion de los hilos de infeccion, asi como de la induccion de la division de las

células corticales de la raiz (Figura 2) (Schultze v Kondorosi, 1998).
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Figura 1. Estructura de los factores Nod. Se
esquematizan las posibles sustituciones en
C16:1/C18:1 1C20: los residuos de la cadena de N-
L acetilglucosamina y los acidos grasos mas
R comunes en el extremo no reducido. Ac,
 C1627C18:31C18:4 acetil: Ara, arabinosil; Cb, carbamil; Fuc,
: fucosil; Gro, glicerol; Man, manosil: Met,

metil; S, sulfato.

C18:31C20:2/C20:3/C20:4

) En la superficie de la raiz, los rhizobia, degradan las paredes celulares y
penetran a través de una estructura denominada hilo infectivo. Estos hxlos
infectivos que se ramifican, conducen a las bacterias en divisién activa hacxa las’
células del cortex de la raiz donde finalmente penetran. Durante esta etapya‘las
bacterias inician un proceso de diferenciacién hacia la forma de bacteroide.
Finalmente 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 estda acomparnado de cambios morfolégicos significativos de la
bacteria, dando por resultado la generacion de bacteroides diferenciados con
importantes adaptaciones fisiolégicas con respecto a sus capacidades enzimaticas,
entre ellas, la produccion de la nitrogenasa para la fijacion del N, atmosférico y de
una oxidasa terminal altamente eficiente, requerida para la respiracién aerébica en
un ambiente microaerdbico.

En esta etapa también la planta presenta cambios en la expresiéon de genes
que participan en la formacién y funcionalidad del nédulo, denominadas
nodulinas tempranas v tardias (Pawlowski, 1997).
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En las leguminosas se distinguen 2 tipos de ndédulos: los nédulos
determinados y los indeterminados, que se diferencian por su desarrollo y
morfologia (Figura 2). El primordio de los nédulos determinados deriva de la
divisién de las células del cortex externo, mientras que el de los indeterminados
deriva de la divisién de las capas internas. Los nédulos determinados presentan un
desarrollo temporal, es decir, sus etapas de diferenciacién se presentan
consecutivamente a través del tiempo. La actividad meristemdtica del primordio
desaparece en etapas tempranas de la formacién del nédulo, a partir de este
momento el crecimiento del nédulo se genera por expansién celular (Figura 2).
Posteriormente los nédulos alcanzan su madurez, convirtiéndose en nédulos
funcionales para finalmente entrar en la etapa de senescencia, donde el nédulo
comienza a degenerar y deja de ser funcional (Crespi y Galvez, 2000).

Condiciones R
limitantes de N. Flujo de C Tiempo Figura 2 . Esquema del desarrollo
= Endodermis después de la de los nédulos indeterminados y
dodermis infe idén determinados. Bajo condiciones de |
4

limitacién de fuentes nitrogenadas
inorgdnicas, los rhizobia

1Kl interactian con los pelos
radiculares de la raiz , induciendo
su deformacion. Las bacterias
penetran por medio de los hilos
de infeccién, al mismo tiempo que
se activa la divisién celular en el
periciclo y en ¢l cortex interno
(nddulo indeterminado) o externo
Glulas (nodulo determinado), para la
meristematicas) formacién de los primordios

Nadulos maduros
ililos preintectivos

nodulares. En los nédulos
Hilo infectivy Primordios indeterminados se distingue la
nodulares zona meristematica de crecimiento
Encurvamiento__e- A continuo (1), mivniras que en los
del pelo Divisiones nodulos determinados esta zona
radicular _S corticales ex transitoria. L, zona
=== meristematica; I, zona de
- o invasion; I1-111 interzona; 111, zona
Rhizobia ",“ 4 - de fijacion v IV, zona de

senescencia de los nédulos
indeterminados.

Polo radicutar

Nédulo
determinado

Nodule
indceterminado
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A diferencia de los nédulos determinados, en los indeterminados, las etapas
de desarrollo se encuehtrar\ representadas a lo largo del nédulo. Se caracterizan
por presentar un menstemo apncal persistente a partir del cual se genera el
crecimiento del, nédulo. Sevdxsnnguen pnncxpalmente 5 regiones (Vasse et al.,

1990): zona I, que comprende el meristemo; zona II, la zona de-invasion; la
interzona (II-III),” que'

t nza por ser una zona con alto contenndo de

encuentran rod ados por un'cortex interno y externo,
(Fxgura 2)

nédulos determinados exportadores de urexdos, rruentras
climas templados como la alfalfa, el’ chicharo’ y el
1ndeterm1nados, exportadores de amidas.

irreversible
de sus centros metalicos, asi como su expresidn y sintesis 1nh1bxdas por Oz, es en el

nitrogenasa. Debldo a que la nitrogenasa es 1nact1vada por ox1dac161

nédulo donde se encuentra un ambiente microaerébico 1d6neo para su expresién y
funcionamiento. Sin embargo, a su vez, la fijacion de. N, es un proceso que
demanda energia y poder reductor, por lo que los bacteroides deben mantener una
respiracion altamente activa para proveer a la nitrogenasa de suficiente ATP.

Las plantas mantienen este microambiente (pO,< 25 nM), por medio de
“barreras” fisicas y bioldgicas que controlan el flujo de oxigeno al interior del
nodulo. En este proceso intervienen cambios en el potencial osmético de las células
del cortex interno del nodulo, que generan una barrera cambiante para la difusién
de oxigeno (Purcell y Sinclair, 1994). Ademas de esta barrera mecanica, las plantas
sintetizan una proteina acarreadora de oxigeno, que facilita el transporte de éste
hacia los bacteroides, la leghemoglobina (Lb) (Appleby, 1984). La Lb e¢s una
proteina citosolica que comprende alrededor del 35%, de! total de proteinas del

nodulo que se induce previamente a la actividad de la nitrogenasa en nédulos
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efectivos (Marcker et al., 1984), mientras que su expresién y concentracién
disminuye en nédulos inefectivos.

"Una-.vez establecndo el xmcroamblente en el nédulo, el bacteroide inicia la
. ﬁjacnén de. Nz‘ por: ‘medio’de la mtrogenasa a través de la siguiente reaccién de

—'ﬁnalmente NH.1 . el cual, es:transport do hacxa el citoplasma de la célula vegetal.
En: et movnn‘uento de’ NH‘1 a: (iavés & la membrana peribacteroidal participan
Vcanales de cationes mor\ovalente que han sido identificados por medio de la

técnica'de “patch-clamp”, a partu' de soya y Lotus japonicus (Tyerman et al., 1995).
'Se han identificado protemas‘del nédulo que partncxpan en el transporte de

amonio. A partir de una llbrerla de n6dulo de soya, se ha logrado aislar. un cDNA
(GmSAT1), que podria codxfxcar para un canal de amoruo de:la mérhbrana
peribacteroidal. GmSAT1 codifica para una proteina membranal'd 39 kDa 'que no
presenta homologia con otras proteinas que funcionan como tj;ans‘portado:es, por
lo que se postula que maés bien que ser el propio canal se trata ~‘de una prteina que
interacttia con él, promoviendo su actividad y cambios en sus propledades. Debldo
a que GmSATI tiene dominios de unién a DNA del txpo héhce vuelta-helxce, que
presentan ciertos factores de transcripcioén, se cree funcxone adlcxonalmente como
un factor transcripcional (Day et al., 2001). :

Estudios con "N. en nddulos, indican que el primer prédhcto de la-fijaciéon
de N: es el "N H., que posteriormente es excretado en forma de NH,* 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
asimilacion de NH,', v que las células de la planta hospedera presentan altas
actividades de estas enzimas (GS y GOGAT), durante la simbiosis en los nédulos,
se ha aceptado que el N: fijado por los bacteroides es excretado como NH,' y que
es ésta la forma de N asimilada en aminodcidos en el citosol de las células de la
planta. Sin embargo. datos recientes indican que los aminoacidos podrian ser
también el producto nitrogenado excretado por los bacteroides hacia el hospedecero.
Iin sova se ha evidenciado que la alanina es el principal compuesto nitrogenado
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excretado por los bacteroides (Waters et al., 1998), mientras que en chicharo los
bacteroides excretan una combinacion 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 rapidamente asimilado por medio de un ciclo metabélico en el
que participan 2 enzimas: la GS (glutamino sintetasa) y la GOGAT (glutamato 2-
oxoglutarato amino transferasa o glutamato sintasa).

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

Independientemente del origen del NH,*, ya sea tomado directamente del
suelo, producto de la reduccion del NOj, proveniente del proceso de la
fotorrespiracion o de la fijacién de N,, las plantas lo asimilan a través de'la accnén
conjunta de las enzimas GS (glutamino sxntetasa) Yy GOGAT (glutamato 2-

oxoglutarato amino transferasa o glutamato su\tasa), que conforman el ciclo GS -
GOGAT (Flgura 3)

Los. estudxos bxoquurucos y moleculares han revelado la® exxsten'xa de
multxples isoformas de estas enzimas que.son reguladas dxferencxalmente por ..
estimulos ambientales, control metabélico y el desarrollo, ademads de prosentar una .
'especxfxcxdad celular. Dependiendo de la procedencia del amonio, las dlversas

isoformas de estas enzimas cumplen diferentes papeles en su asimilacién:.. La

localizacion de estas formas en los distintos tejidos, asi como su patrén diferencial
de expresion en éstos, han evidenciado el posible funcionamiento de estas enzimas
en la asimilacion de amonio.

Las plantas pueden asimilar el amonio al menos de dos maneras: algunas
plantas pueden asimilarlo en las raices (o en los nédulos de leguminosas), donde
participan principalmente las formas de GS y de GOGAT que se encuentran en
este tejido, la isoforma GS1 (Lam et al., 1996; Temple y Sengupta-Gopalan, 1997) y
la dependiente de NADH, respectivamente (Hayakawa et al,, 1999). Otras plantas,
en cambio, toman el nitrato del suelo transportandolo hacia las hojas donde es
reducido a amonio en el cloroplasto y asimilado por la accion de las isoformas GS2
y Fd-GOGAT. que participan en la asimilacién primaria de amonio, derivado de la

reduccion del nitrato o de la fotorrespiracioén, asi como en la reasimilacién del
amonio.

TESIS CON i
FALLA 7% 73X




"1.3.1. La Glutamino Sintetasa (GS).

La GS cataliza la sintesis de glutamina (gln) a partir de glutamato (glu), ATP
y NH,": cooH

; Me?* <I:oon
- —_— [ —C— H
NF,* + =n € —Nm, + ATP W—C—nH, + ADP + Pi
<I:H, CH,
ICH, (I.‘ll,
COOH O=C—NH,
L-glutamato L-glutamina
g g

) La GS es una proteina octameérica, con un peso molecular que va de 320 a
380 kDai‘, donde cada subunidad tiene un peso de alrededor de 38 a 45 kDa. La GS
preséhta una- afinidad muy alta por amonio (Km— 3-5 uM). Cada una de ‘las
subunidades que componen a la GS se encuentra codificada por dlsuntos genes
que son miembros de una familia mulngémca. Las distintas isoformas de GS que
se encuentran en las plantas derivan de la multxple combinacién de cada una de las
subunidades para formar octameros, ya sean homo- o heteroctameros.

ATP ADP+Pj

glutamato .
CICLO glutamina
GS-GOGAT

NAD® NADH
S [§]
Fd(ox) Fd(red)
glutamato 2-oxoglutarato

Figura 3. Ciclo GS - GOGAT en plantas para la 1-|nul.1uun de amonio.




En las plantas existen 2 isoformas principales de GS, una de ellas citosé6lica
(GS1) y la otra cloroplastica/plastidica (GS2), que se han identificado por sus
propxedades inmunoldgicas e isoeléctricas.

El papel fisiologico de la GS1 y la GS2 se ha atribuido de acuerdo a su
dlstnbumén 6rgano—espec1ﬁca La GS2 es una isoenzima que predominantemente
se encuentra'en las hojas, partxcxpando en la asimilacién primaria de amonio,
derivado de la reduccién del nitrato y en la reasimilacién del amonio, producto de

la’ fotorrespn‘aéién La GS1 se encuentra principalmente en la raiz donde asimila el
‘ amonio absorbldo del suelo (Lam et al., 1996), o producido por otros procesos
fxsloléglcos, : 1ncluyendo el catabolismo de aminoacidos, metabolismo de
ferulpropanoxdes y la fijacién biol6gica de N, (Temple y Sengupta-Gopalan, 1997).

“En’el nédulo la forma abundante (que puede llegar a representar hasta el 2%
de la protexna soluble total), es'la. GS "
desarrollo del nédulo alcanzand un

Su actividad se incrementa durante el

actividad de la nitrogenasa y'c

al., 1984). La GS1 de noédulo se ha»caracterxzado ampliamente en diversas especies
de leguminosas, a parn'

1989), Medicago sativa, (Temple e* al., 1995), Medicago truncatula (Stanford et al.,
1993), soya (Morey et al., 2002) y 1 ‘Pisum sativum (Tingey et al., 1987).

La familia multlgénlca de la‘;‘GS de P. vulgaris estda compuesta por 4 genes:
fln-a, gn-B, gln-y y gln-8.Los tres priméros codifican la GS1, presentando una
homologia que va del 76‘%»kal_ S6‘f‘»'entre sus secuencias nucleotidicas. LLas formas
abundantes en el nédulo son las subunidades codificadas por los genes gin-8y gin-
7, aunque ésta tltima se encuentra en mucho mayor proporcién que la primera. Es
asi como el producto de gin-y es la forma que se expresa en altos niveles en las
células de los nédulos fijadores. Una parte minoritaria la compone el producto del
gen gln-a (Bennett y Cullimore, 1989). El gen gln-8 codifica la isoforma plastidica,
se expresa principalmente en tejidos fotosinteticos, encontriandose en los
cloroplastos de las hojas. o i

En alfalfa se han identificado dos genes que codlhcan para dos formas
distintas de GS1, las cuales comparten una identidad del 90% a nivel de secuencia

de aminodcidos y que muestran diferentes patrones de expresiéon en los nédulos
(Temple et al., 1995).
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1.3.2. La Glutamato Sintasa (GOGAT).
La GOGAT que funciona en conjuncién con la GS para asimilar el amonio,

cataliza . la transferencxa del grupo amido de la glute}mma al 2-oxoglutarato, dando

como resultado la’ smte51s neta de dos moléculas de gluta'rnato”(F1gu;é 3): En las
plantas exxsten doé formas dxstlntas de GOGAT una forma que
como agente r d '
plru:hna_ (NAD

o '<‘:ooii,

Liéde uhhzar”
ucleéndos de

H =G NH e w2 NADH [6 Fdogl NAD* [6 Fd,,]

.‘"‘ el
(I_-H, T C=0..
O=C-=Nit, . coon
L-glutamina 2-oxoglutarato

Ambas isoformas se presenta como un fhonéfn
de 180 kDa para la Fd-GOGAT y de 240 kDa para
GOGAT funciona éptimamente a un pH de 6.9-7.5

u peSb aproximado
DH-GOGAT. La Fd-
alores de Km por la

2 glutarato de 7-70 uM.
La NADH-GOGAT trabaja Sptimamente en un rango de: pH de 7.5 a 8.5 y tiene

ferredoxina son de 2-6 uM, glutamina 100-1000 uM

valores de Km por NADH, glutamina y 2-oxoglutarato ' de '4-13, 400-1000 y 39-960
1M, respectivamente (Temple et al., 1998b).

Se han aislado clonas de cDNA que codifican la FA-GOGAT en 6 especies de
plantas: maiz (Sakakibara et al., 1991), tabaco (Zehnacker et al., 1992), cebada

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

(Garcia-Gutiérrez et al., 1995) y Arabidopsis (Coschigano et al., 1998). En casi todas
estas especies se ha identificado un tnico gen que codifica esta forma de GOGAT,
aunque en Arabidopsis se han distinguido dos genes GLUT y GLU2, los cuales
codifican distintas isoformas de Fd-GOGAT. En raices de arroz y de maiz se han
detectado formas inmunoldgicamente distintas a la que se expresa en hojas, lo que
sugiere podrian ser codificadas por genes distintos (Suzuki y Gadal, 1982; Lam et
al., 1996; Redinbaugh y Campbell, 1993).

Se han obtenido clonas gendmicas y de cDNA completas que codifican la
forma NADH-GOGAT de 2 especies de plantas: alfalfa (Gregerson et al., 1993;

Vance et al., 1995) v arroz (Coto et al,, 1998). L.a secuencia de cDNA de la NADH-
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GOGAT de nédulo de alfalfa tiene 7.2 kb y la genémica mide alrededor de 12 kb,
con 22 exones. y 21 1ntrones.v La NADH-GOGAT de alfalfa guarda una alta
1dent1dad con la subu.rudad grande (46%) y. pequena (38"/0), de la NADPH GOGAT

la NADH-GOGAT de arroz’ tlene un 75% de 1dent1dad conl la NADH—GOGAT de
alfalfa y un 45 % de identidad con la Fd-GOGAT de maiz.

Residuos de aminodcidos

1 500 1000 1500 2000

1 1 | | |
NADH-GOGAT de alfalfa [ H S =’
Fd-GOGAT de Arabidopsis [ H S

’ GItB GhtD
NADPH-GOGAT de Eschierichia coli N ;S SSSSSNNSSN W : 7
Methanococcus jannaschii Pyrococcus ~,- KOoD1
GitB

NADPH-GOGAT de Arqueas 5 = NN i m

Figura 4. Sunilitud entre las secuencias de aminoaaidos de las glutamato sintasas de argqueas, bacterias v
plantas. Il . representa regiones de poca similitud, que no se encuentran en Ia protemma madura, O,
corresponde a regiones que guardan similitud entre las glutamato sintasas de plantas v E. coli
representan secuencias con similitud en todas lax proteinas, que corresponden a los sitios cataliti
union a cofactore L SON regiones que no tienen similitud v . indica la secuencia “conectora” de las
subunidades correspondientes a la grande v pequena de E. coli en la NADH-GOGAT de alfalfa. Tomado de
Temple et al, 1998b

El alincamiento de las secuencias de aminoacidos de la NADH-GOGAT de
alfalfa y arroz, FA-GOGAT de Arabidopsis y NADPH-GOGAT de E. coli, permite
evidenciar que las NADH-GOGAT (de plantas), contienen secuencias que
corresponden a las subunidades grande y pequena de E. coli. Como la secuencia de

alfalfa, la de arroz muestra una region de aminodcidos “conectora”, que une a lo

que corresponde a las subunidades grande v pequena de la NADPH-GOGAT de F.
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coli. Esto indica que en las plantas ambos genes estan fusionados y dan lugar a una
proteina de 204 kDa (Fxgura 4). Las regiones conectoras en la NADH-GOGAT de
alfalfa y arroz estén conformadas por 57 y 36 amlnoécxdos, rrersrpgctxvrgrn}eqte(
conservando ;una homologla del 31"" (Goto et al 1998) R ) S

Las GOGAT de plantas tienen una localxz c16n plasndxca Las secuenc1as de

los genes 'qu las’ cod:ﬁcan revelan una presecuencna ae 99 y. de 101 amxnoécndos en

una localizacion plastidica (Temple et al., 1998b).

Las glutamato sintasa han sido purificadas de diversas especxes de plantas :
Ambas formas de GOGAT se encuentran confinadas a los plastidos (Sakaklbara et
al., 1991; Gregerson et al., 1993). La Fd-GOGAT se ha purificado y caractenzado a
partir de tejidos fotosintéticos de espinaca (Hirasawa y Knaff; 1991); maiz
(Sakakibara et al., 1991), arroz (Suzuki y Gadal, 1982) y tomate (Avila et al., 1987).
La FA-GOGAT es la forma predominante en cloroplastos de tejidos fotosintéticos
(Suzuki vy Gadal, 1982; Botella et al., 1988), participando en la asimilacién de
amonio derivado de la reducciéon del nitrato v de la fotorrespiraciéon (Lam et al.,
1996), aunque también se han localizado isoformas de Fd-GOGAT en raices de
maiz, Arabidopsis y arroz (Redinbaugh v Campbell, 1993; Coschigano et al., 1998).
La NADH-GOGAT ha sido localizada principalmente en los plastidos de
tejidos no fotosintéticos, tales como raices (Hayvakawa et al., 1999) y nédulos de
leguminosas (Chen v Cullimore, 1988; Anderson et al.

Trepp et al., 1999b; Ishivama et al.,

. 1989; Gregerson et al. 1993;
1998), donde tiene un papel importante en la

asimilacion del amonio derivado de la reduccion del NO», del tomado del suelo o

del que provienc de la fijacion biologica de Ni. Esta isoforma de GOGAT se ha
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logrado purificar a'partir de nédulos de leguminosas (Matoh et al., 1980; Anderson
et al., 1989) y cultxvos de células de arroz (Hayakawa et al., 1992).

En: los:nédulos de frijol se han identificado dos isoenzimas, la: NADH—
GOGAT I‘y 1

NADI—I-GOGAT II, ambas se 1ncrementar\ en los’ nédulo

de Nz, cuand 1 actxvxdad de la rutrogenasa alcanza su maximo mvel de acuwdad
En este tepdo 1 NADH—GOGAT presenta un ruvel de acnvxdad especxﬁca que es
27 veces ‘mayor. que‘ el detectado en ralces (Chen y Culhmore, 988). En alfalfa se

Vs transcntos y protema de la xsoforma NADH-GOGAT_
de nédulo ‘ se mcrementa durante la simbiosis (Gregerson et al;, 1993; Egh et al;,
1989) Se ha detectado en: dnversas leguminosas un 1ncremento en los mveles dei»
transcnto de NADH- GOGAT durante el desarrollo del nédulo. En alfalfa’ se ‘ha
determxnado, por medxo de hibridizacién in siti, una elevacién en los niveles'de:
transcrito de la NADH-GOGAT en los nédulos maduros funciokna‘lesk,
principalmente en la zona de fijacion y en la interzona, mientras que en simbiosis .
no efectivas no fueron detectados transcritos de NADH-GOGAT (Trepp ‘et al.,
1999a).

La diseccion y estudio de las secuencias regulatorias en el promotor del gen
de la NADH-GOGAT, han permitido establecer las posibles secuencias o motivos
que participan en su expresion tejido-especifica (Trepp et al., 1999a). Estos datos
correlacionan con la ubicacién de la proteina dentro del tejido del nédulo. Por
medio de inmunocitolocalizacion se ha determinado que la NADH-GOGAT se
encuentra principalmente en la zona de fijacién, ubicandose en la periferia de las
células infectadas y no infectadas (aunque en éstas ultimas la senal obtenida es mas
débil), por lo que se le ha atribuido la funcién como la enzima, que en conjuncién

con la GS, participa en la asimilaciéon de amonio derivado de la fijaciéon de N;
(Trepp et al., 1999b).

(.3.3. La Glutamato Deshidrogenasa (GDH).

La GDH cataliza la reaccion reversible de produccion de glutamato a partir
de 2Z-oxoglutarato v amono (Olaks, 1943
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COOH
'

Ho— € —NH,

H ‘

SN + NAD* + H,O <——GL—> ¢, + NADH + NH,
Cil, . - - g=o- _

cooly

L-gldtamato z—oxoglutérétd .

Esta via f e con51derada como la ruta prnncnpal de la asxrrulacxén de.amonio

inorgéruco eq ’»plantas hasta el descubnmxento del GS GOGAT (Lea y
Miflin, 1974 ‘

S ’co ocen dos 1soformas hexaméricas de GDH una

ellas dependxente de
NAD(H) que* ‘se localiza en las mitocondrias Yy ‘1a‘ seg da.‘dependlente de

NADP(I—I) : que se encuentra en los cloroplastos (Lam ‘et al. 1996) S

‘Debido al descubrimiento de la via alternatlva de asnmxlacxon de amonio,
por el ciclo GS-GOGAT, el papel de la GDH quedé: a dnscusuSn. A pesar de que la
actividad de GDH se presenta en niveles relativamente _altos en las plantas, su
papel fisiolégico ha permanecido en debate, debido a entre otras cosas, a sus
propiedades cinéticas. El nivel de actividad de la GDH en plantas es baja en

comparaciéon con la GS y GOGAT, presenta una Km alta por el amonio (>1 mM)

con respecto a la GS (Km= 3-5 uM), por lo que su afinidad por el amonio es baja.
Estos datos sugieren que la actividad de GDH se presenta en altas concentraciones
de amonio, que serian perjudiciales para las células vegetales. En nédulos de
alfalfa se determindé una Km= 80 mM por el amonio y para otras leguminosas un
valor que va de 40 a 100 mM para la GDH que se encuentra en los nédulos (Groat
v Vance, 1981; Temple et al., 1998b).

Se ha planteado que la GDH tiene principalmente un papel catabélico, mas
que bosintético, participando en la removilizacion del amonio del glutamato, al
mismo tiempo produciendo ademas, cuerpos carbonados para el ciclo de los acidos
tricaboxilicos en condiciones donde el carbono es limitante, como en periodos de
oscuridad o en ausencia de sacarosa (Melo-Oliveira et al., 1996). El papel catabélico
de la GDOH también se ha asociado con la removilizacion del amonio del glutamato
durante los procesos de senescencia y maduracion de frutos, puesto que se ha

observado una induccion en la expresion de la GDH bajo estas condiciones
(Harrison et al., 2000: LLancien et al., 2000).
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Se ha reportado una alta actividad de la NADI—I GDH en nédulos fijadores
de N, sin embargo su papel en la simbiosis permanece sin elucndarse Los datos de
Groat y Vance (1981) y Egli et al. (1989), sugxeren que no ex1ste u.na relacxén entre
la” fijacién” del” nxtr osfénco y ‘la act1v1dad de" 1a* GDH en e dulos de

’ mdad dé la NADI—I—GDH con '

alfalfa. Los autores soc'
1moru‘o durante‘ el.pr
relativamente alta’en
el reciclamient

destox1f1cac16n‘ i d

e 1a ‘actividad.
enzimdtica de la GDH se induce en plantas expuestas a altas concentrac ones,de
amonio. Mediante el uso de plantas mutantes de Arabzdopsze e 1:la’ GDH Se ‘han )
observado cambios en los niveles de sus transcritos dependxendo elo nxveles de

C/N suplementados, sugiriendo que la GDH no tiene un papel redundante en:la

asimilacién de amonio en condiciones de exceso de mtrégeno xnorgémco (Melo-
QOliveira et al., 1996).

concentraciones de amomo. “Algunos estudios han demostrado ‘q

I.4. Metabolismo del carbono en el nédulo. .

El funcionamiento del nédulo depende del importe y-metabolismo.de'la
sacarosa, asi como de la fijaciéon de CO,, como fuente de energia y esqueletos
carbonados para la fijacion del N, atmosférico y asimilacion del arnonio,jasi como
para la exportacioén de compuestos nitrogenados. L )

El costo de carbono (C) para la asimilaciéon de amonio en el nédulo es muy
elevado, se ha estimado 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 nédulo es la sacarosa que
proviene de las hojas como producto de su actividad fotosintética, la cual es
metabolizada ¢n el nddulo hacia dcidos organicos (Figura 5). Estudios con “CO,
han demostrado que la sacarosa formada en las partes aéreas fotosintéticas es
ransportada hacia los nodulos (en 153 minutos), donde alcanza concentraciones de
3 a6 mg/ peso tresco (Reibach y Strecter, 1983).
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En el nédulo, la sacarosa es rapxdamente metabohzada hacia acxdos organu:os
(Rosendahl' et al,

carbonada:‘

,1990), prmcxpalmente malato (el cual se cree es la fuente

. Fotosintatos Sacarosa

CO;
Hexosas
Py — —
foafoenolplruvato
N2 N,
Bacteroide >/®\
glutamato glutamina

oxaloacetato

glutamato e > Z-onoglutarato @
\ — oxaloacetato 4—— malato
Célula

glutamina y
... Hospedera asparagina
aspartato @ asparagina

Figura 5. Metabolismo del C y N en el nédulo de alfalfa. El C necesario para la fijacién
y asimilacion del N proviene de la parte adérea de la planta hospedera en forma de
Sacarosa, producto de la fotosintesis, la cual es primeramente escindida en hexosas
por la S5 (sacarosa sintasa) y posteriormente metabolizada hacia dcidos organicos,

mediante la actividad de la PEPC (fosfoenolpiruvato carboxilasa) v de la MDH
(malato deshidrogenasa).

Se ha evidenciado una actividad importante y expresion elevada de
enzimas en nédulos efectivos de

estas
varias especies de leguminosas, que demuestran

la presencia de isoformas nédulo-especificas, que han sido reportadas como parte




de las llamadas nodulinas tardias (Gordon-y James, 1997; Pathirana et al., 1997;
Miller et al., 1998; Fedorova et al., 1999; Hohnjec et al., 1999).

Anthon y Emerlch 1990)

A partxr de diversas leguminosas se ha logrado alslar el’ cDNA que codxﬁca
para la SS nédulo-especifica, entre éstas Vicia faba (K\'ister et al., 1993) M. truncatula
(Hohnjec et al., 1999), P. sativum (Fedorova et al., 1999), M. sativa (Robinson et al.,
1999), P. vulgaris ‘(Silvente et al., 2003) y de L. japonicus (Skof et'al., 1996).

La longitud del cDNA de la SS va de 2.5 a 2.7 kb entre las diversas especies
de leguminosas cuyas secuencias guardan entre si una alta homologia. Las
secuencias de aminodcidos deducidas a partir de las secuencias nucleotidicas
revelan una alta identidad que va del 80 al 90%, que es menor cuando se les
compara con otras SS provenientes de plantas no leguminosas como A. thaliana o
maiz con las que guardan una identidad del 75'%, o con otras isoenzimas de SS de
leguminosas que no son noédulo-epecificas como la SS de chicharo, que se

encuentra en la testa de la semilla, con la que guardan una identidad del 70%

(Buchner et al., 1998).

Otra caracteristica que comparten las SS de plantas es que presentan una
secuencia consenso para la fosforilacién por proteinas cinasas dependientes de
calcio. Este motivo se encuentra en el extremo amino terminal y posee un residuo

de serina factible para la fosforilacion (Hohnijec et al., 1999), que se encuentra muy

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

(1997a). evidencraron por experimentos in oitro, que la SS de nédulos de sova es

=
[72]
Q
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=
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susceptible a ser fosfdrilada por una protéina cinasa dependiente de calcio en ese
residuo de serlr\a Se ha postulado que la fosforxlacxén de la SS es un mecarusmo de
regulacxén post—traduccxonal de esta enzxma.

La expresion a. nivel . de traﬁécrntos'de a 1soforma de SS de nédulos se
detecta en bajos mvelesk(alrededor_delo veces menor),
“no infectadas;
1999). Por m

en otros tepdos como ralces
tallos y hojas (Kiister.et al.; 93 Hohnjec et al.;: 199 Fedorova et al., .

en altos nlveles unxcamente en nédulo efectivos en varias esp cies de legummosas'

(Hohn,ec et al., 1999) ‘ ‘ : :
Se ha ev1denc1ado que'exxste una estrecha relacxc‘m er\tre la expresxén de la

: SS con la ﬁ)ac16n de N~ en P. \ ¢ k al; 1999 Gordon et al)

1997) Cuando los noédulos se someten a un estrés ambxental que mduce un cambxo

enel ﬂu,o de O, ‘al 1nter10r del nédulo se observa una reduccnén en la actlvxdad dc
la® nltrogenasa y una’ alteracién en los niveles de expre516n ‘de’la ss que
correlacxonan con el efecto de disminucién de la actividad de la nltrogenasa .
(Gordon y James, 1997). Este efecto correlativo no se observa en ninguna’ de las
otras proteinas analizadas, GS y GOGAT, entre otras. DI e
Utilizando una mutante rug4 de chicharo (Craig et al., 1999); que muestra
una severa reducciéon en la actividad de SS en nédulos (~90% menos‘que'la
actividad presente en la planta silvestre), observaron que existe una reduccién en
la actividad de otras enzimas que participan en el metabolismo de carbono y
nitrégeno en el nédulo como GS, GOGAT, AAT, PEPC y en la fosfofructocinasa,
ademas evidenciaron una reduccidn en la fijaciéon de N,; con una consecuente
disminucién en el contenido de N y un efecto clorético en el follaje de las plantas.
Estos datos indican que la SS parece ser esencial para el metabolismo del
bacteroide y la asimilacion de amonio en la simbiosis (Craig et al., 1999; Gordon et
al., 1999). Por lo tanto la funcionalidad del nodulo esta estrechamente relacionada

con su potencial de metabolizar la sacarosa a través de la SS.
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Sin embargo, estudios recientes d(_l mismo grupo (Gordon et-al.,.2002),
indican que la regulacxor\ de la ss no esta medxando la regulacxén del

funcnonamlerlto del nédulo. Esto a parhr de las observacmnes enla expresxén del'

Todo apunta a que la SS es’ la via prlncxpal' por la que el carbono necesario
para tales. procesos e

aportado al nédulo aunque aun falta por er\tender mejor
acerca de la correlacxon entre la, expresmn de la SSy.la regulacxén dela fijacion y
a51m1lac16n de amoruo enel nodulo. R

1.4.2. La Fosfoenolpiruvato Carboxilasa (PEPC).
Ademas de su papel en plantas de metabolismo CAM como fijadora de CO,

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

metabolismo de los nédulos fijadores de N, (Anderson et al., 1987). Se ha estimado

que alrededor del 25% del carbono requerido para la actividad de la nitrogenasa
proviene de la actividad de PEPC. La fijacion de CO,, via la actividad de PEPC.

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

metabolicos que mantienen la tuncionalidad del nodulo pues proporciona el C

necesario en forma de oxaloacetato para la sintesis de malato y aspartato. La PEPC

es una proteina abundante en el citosol de las células vegetales (comprendiendo

mas del 2% del total de las proteinas solubles), donde se presenta en diversas

isoformas, una de ellas ha sido caracterizada como una forma especifica de nodulo
lLa reaccion que ileva a cabo la PEPC es

la PB-carboxilacion det
fosfoenolpiruvato, proveniente del proceso

glucolitico. para producir oxaloacerato
v Pi: Fosfoenolpiruvato + CO. — oxaloacetato ~ Pi

En los nodulos, la PEPC, se presenta como una enzima homotetramérica

compuesta por subunidades de alrededor de 100 kDa. Su actividad es elevada en
nodulos activos fijadores de N
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Se han caracterizado diversas isoférmas de PEPC tanto en tejidos
fotosintéticos como no fot051ntétxcos Aunque se conoce mucho menos acerca de

las PEPC no fotosxnténcas, las isoformas nédulo-especnfxcas son .de ‘las. mas

estudladas Se han. alslado los genés y. cDNA ql.'le'codlfxcan la PEPC, a partu' de i
dxversas especxes de legummosas M. sutwa (Pathu'ana et al., 1992 Pathu‘ana et al.,
1997) G. ' max (Suglmoto etal.;:1992 Vézque Tello et al‘ ‘1993), P. -aulgarzs (Lara et

l., CIFN-UNAM dato no’ publléados) y P satwum (Suganuma et kal.,' ‘
estas‘ plantas,

las "PEPC se encuentran codificadas ’pori pequenas famllnas‘. :

multxgémcas, que’ en algunos casos podnan estar representando genes de recxente
duphcacuin, debxdo asu alta homologla. g

"En general con muy pocas excepcxones,‘

os. genes de PEPC conservan’ un

et al., 1992).

Por medio de alineamientos de las secuencias de am1n6ac1do 'deduc1das a

partir de las secuencias nucleotidicas, se observan residuos'y motlvos altamente -
conservados, que son parte de los dominios funcionales'y: regulanonos de'la

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

de naturaleza regulatoria, mientras que en el extremo carboleo terrrunal se
encuentran los dominios cataliticos.

Como en el caso de la SS, todas las PEPC estudiadas hast ~ahora‘ ontlenen :
un motivo de fosforilacién en el extremo amino terminal que u'\cluye »

serina y 5 residuos de cisteina, éstos dltimos se han propuesto partlmpan n. la’

regulacién y estabilizacién de la estructura tetramérica de la holoenzxma (Chollet
et al., 1996).

La isoforma de PEPC de nédulo de las leguminosas se clasxﬁca dentro de las
PEPC tipo C3, agrupandose, con base en analisis de secuencias parcxales de cDNA .
con las PEPC de plantas de metabolismo C3 (Gehrig et al., 1998).

Aunque su expresiéon no se restringe exclusivamente al nédulo, ya que se
expresa en raices y hojas, la PEPC se encuentra muy elevada en los nédulos.
alrededor de 10 veces més en comparacion con los otros tejidos. LLos transcritos se

detectan en el momento en que la nitrogenasa comienza a ser activa (Pathirana et
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al.,, 1992).-La expresion de los’ transcntos y: actxvudad de la PEPC se. 1ncrementan'

rapidamente . en nédulos funcuanales, que correlacxor\a con el ruvel de protexna de

PEPC detectado . mxentras', que ‘en: sxmbxosxs nefectlvas se. reduce severamer\te;

correlamona con lo

studios de:; r\munolocahzacxén, donde se ha detectado_a la
protexna en ambos tipos. de. células (Robmson et al.; 1996).

I Se han dentxfxcado\algunos ‘elementos que estan regulando ia transcnpcxén
elevada ‘de:la’;PEPC: vde nédulo, encontrando ciertos motivos en el promotor que
partlcxpan enla expresxon nédulo-especifica del gen PEPC7, a través de fusiones

con'el’ gen reportero de B-glucoronidasa (Pathirana et al., 1997).

Ademés de ser regulada a nivel transcripcional se ha evidenciado que la .

PEPC estd su]eta a una regulacion post-traduccional que implica su fosforilacién en
el residuo de serina antes mencionado. Esta fosforilacién altera su sensibilidad al
malato, haciéndola menos sensible a la inhibicién alostérica por malato e
incrementando su actividad especifica (Zhang v Chollet, 1997a).kEstos cambios en
sus parametros cinéticos se deben ademas, a la estabilizacién de la holoenzima por
fosfoenolpiruvato en la forma tetrameérica (Vance y Gantt, 1992; Schuller y Werner,
1993). v

La PEPC cinasa se ha purificado a partir de nédulos de soya, y por medio de
ensayos “in vitro” se ha demostrado su actividad de cinasa mediaﬁte la
fosforilacion de PEPC de otras especies de plantas, asi como su incapacidad para
fosforilar mutantes de PEPC en el sitio de fosforilaciéon (Zhang y Chollet, 1997b).

La fosforilacién de la PEPC ha sido ampliamente estudiada. Zhang et al.
(1995), observaron que en nédulos de sova, la condicién fosforilada de la PEPC se
encuentra modulada por los fotosintatos recientemente transportados hacia los
nodulos, debido a que en piantas decapitadas la PEPC se encontraba
desfosforilada, siendo mas sensible a la inhibicién por malato. Mediante
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tratamientos de oscuridad de plantas noduladas de soya se observé un aumento en
la sensibilidad de PEPC por malato, que era 'abatida .cuando las plantas se
transfenan ala luz, acompanada de un cambio en'la condlcxén de desfosfonrlac:én';
a fosforilacién en cada uno de los tratarruentos, respectlvamente, ev1denc1ado por
un marcaje “in situ” con *Pi (Zhang etal.; 1995) et

Se ha determinado que la: Tuz actxva ‘atlay PEPC cxnasa, mlentras

actividad es menor en condlcxones de oscundad prolongada, sugxner\do que el

aporte de fotosintatos de los tejidos fotosxntencos participan como senales que
1nducen 'los cambios en la condicién de activacién por fosforilacién de la: PEPCk
(Zhang y Chollet, 1997b). A partir de estos resultados se postulé que los esqueletos
carbonados estan regulando directamente a la PEPC cinasa, o bien alterando los
N ruveles de ATP en el citosol, sustrato de la PEPC cinasa (Zhang et al., 1995).

El papel de la PEPC en el metabolismo del nédulo ha sido estudxado
utilizando la estrategia “antisense’”, reduciendo la expresién de la PEPC en»ekl tejxdo
del n6dulo mediante el uso de un promotor nédulo-especifico en alfalfa. Se"
obtuvieron plantas transgénicas que presentaron una reduccién en la expresiéon de
la PEPC tanto a nivel de mensajero como de proteina y actividad especifica con
una concomitante reduccién en la fijacién de CO,. Ademais, estas plantas
“antisense” de PEPC presentaron una reduccién en la actividad de nitrogenasa'y
acumularon menor biomasa (medida como peso seco de follaje) y nitrégeno
(Schulze et al., 1998). Estos resultados confirman una fuerte interdependencia entre "
la PEPC del nédulo y la actividad de nitrogenasa, siendo la PEPC la enzima :
encargada de aportar la mayor cantidad del C utilizado para la asimilaciéon de

NH,* de la simbiosis por medio de la fijacion no fotosintética de CO,.

1.4.3. La Malato Deshidrogenasa (MDH).

En las plantas se han encontrado muiltiples formas de MDH: fomas
citosdlicas, cloroplasticas, mitocondriales asi como las que se ubican en
microcuerpos como los glioxisomas y peroxisomas (Ocheretina y Scheibe, 1997),
donde su papel principal ¢s la producciéon v distribucién de malato y equivalentes
reductores entre los diferentes compartimentos celulares. Tanto el malato como los
equivalentes reductores participan en diversas funciones, son fuentes de carbono v

enceryia necesarias para el metabolismo de las plantas C,, tienen un papel
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importante para mantener el balance del pH, movimienté estomatico, reSpiracién,
B-oxidacién de. écndos grasos, entre otras. Debido a que la MDH part1c1pa en

diversas funcxones, sus 1soformas presentan una. expresxén dxf rencxal entre los
tejidos de las plan

: c'_:étatcj a ]g‘rr'\alato,

Ox.xloacct..no R Mal.lto

La MDH se presenta como un homodxmero con un peso molecular que va
de 32 a 43 kDa. :

En los nédulos de las leguminosas, la MDH participa en la sintesis de la
fuente principal de los productos carbonados para sostener los requerimientos
energéticos de los bacteroides, el malato. El incremento de la concentracién del
malato en el nédulo estd acompanado por un aumento en la actividad de la MDH.
Los estudios en nédulos de alfalfa indican que las altas concentraciones de malato
en el nédulo son producto de la actividad de la MDH puesto que esta enzima
presenta una Km menor por sus sustratos oxaloacetato y NADH (Km= 0.076 mM y
0.078 mM, respectivamente) que por los productos malato y NAD* (Km= 2.22 mM
y 0.328 mM, respectivamente).

Aunque en el nédulo se expresan las distintas isoformas de MDH, sélo una
de ellas se ha caracterizado como una forma abundante en el nédulo cuya
actividad respresenta el 507% de la actividad de la MDH detectada en este érgano,
mientras que la isoforma citosolica representa sélo el 20%. Se ha determinado que
la forma de MDH que se incrementa en los nédulos (NMDH), se expresa entre 5 a
15 veces mas que en otros tejidos de las plantas leguminosas (Miller et al., 1998). La
nMDH es la responsable de la producciéon del malato que se exporta a los
bacteroides para sostener su metabolismo por lo que se requiere en altos niveles.

El ¢cDNA que codifica para la nMDH se ha aislado y secuenciado a partir de

alfalfa (Miller et al., 1998), chicharo (Fedorova et al., 1999) y soya (Ismande et al.,
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2001). Las secuencias de aminoacidos derivadas de estas secuencias de cDNA,
guardan entre ellas de 91 a 93% de identidad.

Las 1soformas nMDH estén més relacnonadas con las MDH mltocondnales y

chicharo (Fedorova et al., 1999) y entre
presenta una similitud del 23%, T

(Miller et al., 1998) )
Las nMDI—Is presentan u.na P

de las MDH. Esta presecuencxa corﬁp

extremo amlno terminal, que tiene una dentid:

una mayor con otras nMDH (de -~ 76"0) y(que parece ser una secuencxa que du‘lge a.
la MDH hacia el plastido. :

Los transcritos de la nMDH son. muy abu_ndantes ‘en’. nédulos efechvos,
mientras que disminuyen en simbiosis no efectivas (Miller et als, 1998) En alfalfa
la abundancia de transcritos de nMDH, aleanza su mayor nivel alreded" ridel. dnk

‘19 después de la inoculacién con S. ‘meliloti, cuando se ha alcanzadv
actividad de nitrogenasa (Miller et al., 1998).

Por medio de hibridacion in sitit se determind que la mayor expresxén de 1a '
nNMDH se encuentra en la zona de fijacion de los nédulos efectxvos, tanto en ‘délulas
infectadas como no infectadas, aunque también se detectd seiqalia 1o ‘]argo de'todo
el nédulo (Fedorova et al., 1999). El patrén de expresion que s“er' okbr‘sejrbrvérkes un
reflejo de la estrecha relacion que existe entre el metabolismo de C'y prdducciélﬁ de
acidos orgdnicos con el proceso de fijaciéon de nitrégeno. k

Se sabe menos de su regulacion, sin embargo se ha hipotetizado que asi
como otras enzimas del metabolismo de C en el nédulo (como la SS y la PEPQC), la

nMDH, se encuentra regulada por las concentraciones internas de O, (Vance y
Gantt, 1992).




1.5. Las moléculas transportadoras de N. .

Una vez que el amonio se ha asimilado en forma de aminoacidos como
glutamato y glutamina, estas formas de N orgénico funcxonan como donadores de
nxtrégeno para diversas vias metabéhcas. Los'amlnoamdos 'ademé 3 funcnonar" .

con el aspartato (asp) y el glutamato (glu ; dxstnbuyéndolo entre los tepdos de la’/
planta (Parsons et al., 1993). -

El flujo de estos compuestos mtrogenados depende del tejxdo y de la especne :
de planta. Por ejemplo, las hojas de algunas plar\tas reciben el NO, du‘ectamenteyr
del que se ha tomado del suelo, asimildndolo en glu' y gln. En estas plantas el N
orgénico se distribuye a partir de las hojas hacia los tejidos demandantes de N. En‘_k
otros casos, como en las leguminosas, el NO:™ es reducido y asimilado en las,raxces ‘
y transportado hacia las hojas en forma de asn y gln, principalmente (Parsons etal.;
1993). )

En el caso particular de las leguminosas en condiciones de simbiosis, existen
dos tipos de moléculas que se utilizan como distribuidoras del nitrégeno
asimilado: las amidas v los ureidos. :

La sintesis de amidas es de particular importancia en los nédulos de las
leguminosas templadas (alfalfa, chicharo, etc.), donde la mayoria del IN; fijado es
rapidamente incorporado en asparagina (Figura 5), que es la forma en la que el N
es distribuido en el xilema hacia el resto de los tejidos de la planta. Otras

leguminosas utilizan preferentemente a la gln para la distribucion del N, producto
de la fijacion, en lugar de la asn.

En las leguminosas tropicales (frijol, soya, etc.), los ureidos como la citrulina,
alantoina y dcido alantoico, productos de la oxidacion de las purinas, son los
compuestos utilizados como transportadores de N. Cuando estas leguminosas se
encuentran en condiciones no simbioticas son productoras de amidas, que utilizan
para distribuir el N. Sin embargo, al establecer
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cambian por ureidos. En soya alrededor del 90% del nitrégeno fijado se dnstnbuye
en forma de ureidos (Parsons et al., 1993).

‘Se sabe que el costo energético para la produccxén de las amidas es mayor

en comparacxén con los ‘ureidos, debido a que en la 51nte51s ‘de ureidos se utxhza
menos C para transportar la misma cantxdad de N que en las amxdas

GOCAT por el qu oduce la glutamlna.

1. 5.1.La Aspartat Amino Transferasa (AAT).

La sintesis.de. aspaftéto es llevada a cabo por la"AAT, bajo la siguiente
reaccién revers1ble. s :

i COOII : (_OOII o IC(‘toll FOQHk
uo-r:-o ”_‘_m u-v-xul, SAAT H—co—Nn, + o
- ul, B -(.Il, R . ‘Cll, F“‘
L(K)Il CE ‘cu, coort C=0
o i (_OOII ‘cootl
oxaloacetato ;,lutamam ' aspartato

’7-uxogluhmto

La actividad de la AAT permite una rdpida 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 regeneracion de esqueletos carbonados
(2-oxoglutarato), para la asimilacidon primaria de nitrégeno. El aspartato es
utilizado para sintetizar varios aminodcidos esenciales como la asparagina
metionina, treonina e isoleucina. Ademas, contribuye en gran parte al
funcionamiento de los mecanismos de distribucién del malato v de equivalentes
reductores entre los diversos organelos celulares y el citoplasma (l.am et al.. 1996).

lLa AAT de las plantas es un homodimero que va de 80-84 kDa, conformada

por subunidades que van de -0 a 42 kDa. Por medio de estudios biogquimicos se
ALLA LS ORIGEN
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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 metabohsmo de: las plantas. Se han dlstmgundo xsoformas que se encuentran en
mltocondnas, cloroplastos

(Schultz y Coruzzx 1995)

110x1somas, ‘asi ‘como c1toplésmxcas

'(Mxesak y Coruzzn, 2002)

En leguminosas se han evxdenmado tambxen dxversas 1soformas, n el

de soya existen 5 isoformas de AAT que se localizan en el glloxxsoma“(AATl) )
citosol (AAT2), mitocondrias (AAT4) y cloroplastos (AATS). Aun no se' ha

determinado la localizacién subcelular de la isoforma AAT3, aunque se encuentra -

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

al., 1994). En chicharo, se han detectado al menos 3 isoformas plastldxcab (Weedﬂn
y Gottlieb, 1980), mientras que en alfalfa 2 isoenzimas: de AAT .han sido
identificadas: la AAT1 es una isoforma citosdlica, que se expresa: en ho;as, tallos,
raices y nédulos y la AAT2, isoforma plastidica abundante en nodulos (Vance et
al., 1994; Gregerson et al., 1994).

Se han aislado y secuenciado las clonas de cDNA qué codifican las 5
isoformas de AAT de Arabidopsis (Schultz y Coruzzi, 1995). A partir de éoya se han
aislado diversas clonas de cDNA que codifican para las isoformas de AAT
(Wadsworth et al., 1993; Wadsworth et al., 1994), la caracterizacién de una de ellas:.
ha permitido identificar que las formas citosélica y glioxisomal se enéuentran
codificadas por un tnico gen (Gebhardt et al., 1998). En alfalfa se han secuenciado
el cDNA y los genes que codifican para las dos isoformas identificadas hasta ahora
(Gregerson et al., 1994). . g £

Las secuencias de las AAT que se ubican dentro de compartimentos

subcelulares se caracterizan por tener una presecuencia.que codifica para el
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péptido lider que participa en la internalizacion hacia éstos (Schultz y Coruzzi,
1995; Gebhardt et al., 1998; Gregerson et al., 1994).

) .En las legumxnosas se ha determinado que una de las isoformas de AAT es
la predomlr\a te ‘en.: los

6dulos, eﬁcargada de la sxntesxs de aspartato en la
< e alfalfa se expresan dos 1soformas de AAT, que se
dlstmguen por sus’ propnedades 1nmun016g1cas (anﬁth y Vance 1989; Farnham et
al., 1990) Una’ de ellas, la’ AAT2 “es’ una forma abundante en nédulos La expresion

sxmb1051s 'En los n6du O

de transcritos de AAT2 es de 15’ a 20 veces mayor en nédulos efectivos que en otros

tejidos (Vance et al., 1994; Gregerson et al., 1994). Paralelamente, los niveles de
proteina de AAT2 y su acnvxdad aumentan durante el desarrollo del nédulo (Egh

et al., 1989). En nédulos 1nefect1vos se observé una disminucién en el contemdo Y

. actividad especifica de la AATZ (Egh etal., 1989; Gantt et al., 1992).

Los  estudios ‘de s inmunolocalizacién, utilizando anticue‘rpos
monoespecificos cohtfzi AAT2, evidenciaron su ubicacion der\tro'v de los
amiloplastos de la zona infectada de los nédulos de alfalfa (Vance et al., 1994).
Estos datos confirman que la AAT?2 es la forma abundante en los nédulos.

La otra isoforma en alfalfa, la AATI, también se expresa en los nédulos, sin
embargo su expresion no se modifica durante el desarrolio de este 6rgano. Esta
isoforma se localiza en el citosol de las células de la raiz y nédulos, principalmente.
Sin embargo se ha observado que la AATI en los nédulos, se ubica alrededor de la

membrana peribacteroidal, donde podria estar participando en la distribucién del
malato hacia el bacteroide (Vance et al., 1954).

1.5.2. La Asparagino Sintetasa (AS).

En ciertas especies, la asparagina, puede llegar a comprender alrededor del
80% del nitrégeno transportado, como en condiciones de exceso de amonio
(Parsons et al., 1993; Waterhouse et al.,, 1996; Pate et al., 1981). La asparagina
constituye una manera mas econdémica de transportar y distribuir el N, debido a
que tiene una relacion N:C (2:4), mas baja que otros compuestos, como la
glutamina (2:5). Ademas la asparagina es una molécula mas soluble v menos
reactiva que la glutamina, lo que hace una molécula

importante como
transportadora de N.
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El sitio pnnc1pal de sintesis de asparagma es la’ ralz, mxentras que.en las

coon

'

H-—C—NH, II—C Nll,
) S +
F“‘ Fll.
CH; coon
cH;

O = .— NI,

glutamina aspartato

Aunque existen AS dependientes'.de NH,,

bacterias, en plantas, s6lo se han detectado las que ‘son dependxentes de glutamxna '

(Sivasankar y Oaks, 1996).

La AS dependiente de glutamina esta’ conformada por subumdades de 160 -

kDa, que se asocian en dimeros de 320 kDa en presencxa de: ATP Su’ actividad se.

ha detectado en distintos tejidos de las plantas, 1ncluyendo el nédulo de las
leguminosas (Egli et al., 1989).

Se han aislado y secuenciado clonas de.cDNA que codifican parala AS, a

partir de Asparagus officinalis (Davies y King, 1993), P. sativum (Tsai y Coruzzi,
1990), L. japonicus (Waterhouse et al., 1996) y V. faba (Kiister et al., 1997), entre otras
especies. En L. japonicus y chicharo se han identificado dos clonas de ¢cDNA que

codifican para isoformas de AS, mientras que de V. faba se ha aislado sélo una -

clona de cDNA para la AS.

La caracterizaciéon de estas clonas ha revelado que codifican enzimas
homologas a AS dependientes de glutamina. Entre éstas guardan una identidad de
~85% y una similitud del 93% en secuencia de aminodcidos (Kiister et al., 1997;

1996). Todas las secuencias de AS presentan en el extremo
amino terminal el dominio de unién a

Waterhouse et al.,

glutamina, altamente conservado y en el
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extremo carboxilo el posible sitio de union al aspartato. El extremo carboxilo de las
AS de las leguminosas guardan una alta identidad, que disminuye al compararse

con AS proveruentes de plantas no leguminosas como esparrago y Arabzdopszs
(Waterhouse etal., 1996; Davies y Klng, 1993). i

Los transcntos de AS en legumlnosas se elevan consxderablemente, en
comparacnén con otros tepdos, en los nédulos funcionales. Se ha ldentxf ado a’ ﬁna

de’ellas'como una forma de alta expresxén en nédulos. La ;nduccuSn de ranscnto‘
de ASl en nédulos de chxcharo es 20 veces mayor que"la

detectaron principalmente en los nédulos, en la zona d ‘ fx]acxén'
Se ha determinado que la AS se induce en cond1c10nes :
carbono, donde la relacion N/C es alta, observandose una acumulac16n ‘de los
transcritos de AS en condiciones de oscuridad con una subsecuente dxsmxnucusn
en presencia de luz, tanto en plantas leguminosas (chicharo'y haba), como en no.
leguminosas (tabaco y Arabidopsis), en tejidos fotosintéticos y no fotosxntétxcos (Tsai
y Coruzzi, 1991; Kister et al., 1997). La expresion de los genes de"AS en'la

oscuridad correlaciona con el hecho de que la asparagina sea un compuesto
transportador de nitrogeno, que es utilizado cuando las condiciones de carbono
son limitantes, debido a que posee una baja relacion C/N. Sin embargo este patréon
de expresion no se presenta en leguminosas con nédulos determinados, donde la
sintesis de asparagina es constante a lo largo del dia, como L. japonicus. Los
cambios de condiciones de iluminacion a oscuridad no mostraron aumento en los

niveles de transcritos de la AS en esta leguminosa (Waterhouse et al., 1996).
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L.6. La transformacion genética de sistemas vegetales.

La transformacnén ger\étlca podria definirse como la. introduccién de
material’ genénco en las células, resultando en su posxble 1ntegracxén cromosomal
' (en el nucleo u organelbs) estable y heredable a través del proceso ‘de meiosis.

Dentro de este’ grupo se'encuentran’ todos que permiten depositar el
DNA. dxrectamente en la célula, donde

lgu as moléculas se incorporaran
eventualimente en»elr genoma» vegetal ‘La biolistica, la microinyeccién y la
-electroporacién son, entre otros, métodos q que permiten la introduccién directa del
material genético. La biolistica se vale de la aceleracion de microparticulas
recubiertas de DNA, que son lanzadas hacia los tejidos vegetales, permitiendo la
introduccién del DNA en la célula vegetal y su posible integracién en el genoma.
La electroporacién hace uso de protoplastos que son sometidos a descargas
eléctricas, produciendo poros en la membrana plasmatica, permitiendo el libre
paso del DNA hasta alcanzar el nicleo. La microinyeccién utiliza microcapilares

que son introducidos en la célula para depositar el DNA directamente en el nicleo.

1.6.2. Métodos naturales de transformacién: la transformacién genética via
Agrobacteritom tinefacicns. : -

Entre los métodos naturales de transformacién, el mediado por las especies
de Agrobacterinm timcefaciens y Agrobacteriim rhizogenes, es de los mas utilizados
(Miki et al., 1993). Estas bacterias poseen un mecanismo natural para la
transferencia de un fragmento de su genoma, denominado T-DNA, hacia el
interior de las células vegerales. Esta bacteria del suelo es un patdégeno que
transforma a las células vegetales genédticamente, produciendo un crecimienta

anormal de éstas, dando lugar a la formacion de un tumor o raices “velludas”
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Los genes implicados en’este proceso patogénico se encuentran codificados
en plasmidos, 'denomina’dos pTi (de las iniciales en inglés de “tumor inducing”) y
pR1 (”root 1nduc1ng "), para A: tumefaczens y A. rhizogenes, respectivamente.. ‘En el

mecamsmo de transferencna del T-DNA que en las cepas naturales conhene genes BHEN

ue codxfx an’ enz:mas'xnvolucradas en la biosintesis de hotmonas o 1nas, -
q \

parncxpan protema od1f1cadas por los genes que se encuentran en la regxén vzr

percibidas por la protelna receptora VirA que Junto con la’ protema Ver forman

parte de un sistema de dos componentes. La percepcxén de’ dxcha‘senal por la
proteina VirA, produce su autofosforilacién y la posterior fosforilacién y activacion
de VirG que a su vez induce la expresién de los genes de la regxén vir. Después de
la induccion de la maquinaria de sintesis y transferencia del T-DNA, las proteinas
VirD1 y VirD2 actian 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, la cadena T. La proteina VirD2 permanece anclada al extremo 5' de
la cadena T, mientras que la proteina VirE2 recubre el resto de la cadena para
formar al complejo T maduro (Zupan y Zambryvski, 1995) (Figura 6). Este complejo
de moléculas, junto con otras proteinas Vir, es exportado hacia la célula del
hospedero a través de un canal formado por las proteinas VirD4 y VirB.

La integracién de la cadena T en el cromosoma de la célula hospedera es un
evento al azar que se encuentra mediado por diversas proteinas, entre las que
pudieran participar las mismas proteinas VirD2 v VirE2 de Agrobacteritm, asi como
proteinas de la planta (Tzfira y Citovsky, 2002) (Figura 6).

Aprovechando esta maquinaria natural de transferencia de DNA, se han
desarrollado vectores a partir de A. tunicfuciens que poseen al plasmido Ti
desarmado, que ha perdido su capacidad oncogénica al eliminar el fragmento de
T-DNA y sustituirlo por un gen de interés mas un gen selectivo (Hooykaas v

Schilperoort, 1992). La nueva caracteristica que ha adquirido la célula infectada
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puede ser, por lo tanto, transmltlda durante la divisién celular a todo el orgamsmo

y consecuentemente a su descendencxa De esta manera se han desarrollado

elemento que corresponde al plasrrudo T1 desarmado, que poseeyla regxén vir
necesaria para la transferenc1a del T-DNA.
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Figura 6. Eventos de la interaccién de Agrobacterium con una célula hospedera durante la transformacién
genética. 1, existe un reconocimiento y unién de Agrobacterium hacia la célula hospedera a través de receptores
especificos. 2, el sistema de dos componentes de Agrobacterium (VirA-VirG), percibe sefales especificas. 3, VirG
es activada e induce la transcripcion de la regidn vir del plasmido Ti. 4, generacién de una copia mévil del T-
DNA, la cadena T. 5, formacién del complejo transportador VirB-VirDD4 y transferencia de la cadena T hacia la
célula hospedera. 6, formacién de la cadena T madura. 7, el complejo T es importado hacia el micleo, facilitado
por proteinas del mismo hospedero. 8, transporte intranuclear del complejo T e integracién 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 transformacion genética.

La transformacién genética ha permitido man.ipular el. genotipo de las
plantas y con esto obtener variedades, entre otras cosas, con cxertas venta;as
selectivas. Se han generado plantas con cxerto> caracteres que les ayudan a
contender con condiciones desfavorables del medlo amblente 5 que pueden ser
adversas para su desarrollo y crecimiento. De esta maner: s
resistentes a bajas temperaturas Jaglo-Ottosen’ et al., 19¢ 83,

defenderse de ciertos patégenos como los 1nsectos (Dixon et al., 1996 Kota et al.,
1999).

an the_mdo plantas

La ingenieria genética a través de la transformaciéh genéﬁca ha permitido
modificar una ampha variedad de caracteristicas de las plantas para desarrollar

nuevos cu1t1 os transgérucos que producen especxﬁcamente compuestos naturales

asi como nuevos productos, de una manera mas eficiente. Entre éstos se 1ncluyen

VaCunas y otros farmacos, plasticos, aceites y ciertas protemas que permxtlnan
utilizar a "lasvplantas transgénicas como herramientas . efectivas para. la

ﬁtorremedmcxén (Topfer, et al., 1995; John y Keller, 1996; Raskin, 1996; Arr\tzen,
1997).

Utilizando la genética reversa por medio de la transformacién geh;éﬁéa" ha
sido posible modular los niveles de expresién de genes endégenos, p:rmxtlendo
entender su contribucién y papel en un proceso en particular, ya sea‘en una via
metabdlica o de senalizacion. L.a modulacién de los genes implica una alteracién en
sus niveles de expresion, ya sea elevandolos o reduciéndolos. ) ‘

Para incrementar el nivel de expresiéon de un gen, se ha desarrollado la
estrategia de sobre-expresion, que implica la expresiéon ectépica de genes cuya
transcripcién se encuentra regulada, generalmente, por promotores de fuerte
expresién v/o constitutivos (Stitt y Sonnewald, 1995). Con esta herramienta es
posible dilucidar el mecanismo de regulacién a la cual se encuentra sujeto algtin
gen en particular, por ejemplo, cuando la sobre-expresién de ciertas enzimas no
resulta en un incremento de la actividad enzimaAtica podria sugerir que la enzima
esta sujeta a una regulacién post-transcripcional.

Con la finalidad de reducir los niveles de expresion, se ha generado la
tecnologia “antisense” o RNA en sentido inverso. El “antisense’” ha resultado ser

una herramienta alternativa en casos donde la generacién de mutantes en genes
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especificos por los métodos clasicos resulta dificil, debido a que el gen de interés
forma parte de una familia multlgémca © el fenotipo no se puede predecir y por lo

tanto resulta dificil seleccxonarlo, o bxen la’ mutacnén seria letal. Esta estrategla se

basa en la insercién de un'frragrne'nto de DNA (3'-5", con respecto al promotor que ’

lo regula, que corresponde al mRNA en senndo inverso. A partxr de este fragmento
“antisense” se transcnbe una’ cadena' de RNA complementana (antx-RNA) al RNA
derivado de la secuenc1a endégena,

doble de RNA, 1mp1d1end su expresxén (Bourque, 1995). .
Aunque ‘el: mecanxsmo de* inhibicién de la expresién por medio del

“antisense’” ha permanecxdo 51n 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 transcripcion del gen blanco no se
encuentra afectada, sin embargo la expresion a nivel de la transcripcion se
encuentra reducida debido a la inestabilidad del hibrido de doble cadena de RNA
(Hammond et al., 2001). Debido a que en una planta con “antisense’”, se detecta
una reduccién en el nivel de mensajeros del gen blanco hasta ser dificilmente
detectable. se postula que el hibrido de RNA sufre una degradacion por nucleasas
en el citoplasma o que de forma directa, la cadena en sentido inverso interfiere con
la transcripcidon del gen endégeno. Otras hipétesis han planteando que el
“antisense’” interfiere en los eventos de procesamiento del RNA mensajero hacia la
forma madura (“splicing”), en su exportacion hacia el citoplasma y en la
traduccion del RNA enddgeno, por medio del bloqueo del sitio de unién al
ribosoma (van der Krol et al., 1988; Rodermel et al.,, 1988; Temple et al, 1993;
Bourque, 1995) (Figura 7).

Por otra parte el mecanismo que se ha estudiado ampliamente en el RNA| es
el silenciamiento a nivel transcripcional, donde la expresion de los genes se
encuentra reducida por un bloqueo a nivel de la transcripcién debido a un posibie
rearreglo de la conformacion de la cromatina o a la metilacion del DNA
(Wassenegger v Pelissier, 1998; Hamnon, 2002). Se ha evidenciado que el estado de

metilacion de los transgenes pucede presentarse en diferentes grados, donde una

l‘ubndlzando con ésta y formando una cadena'



estado hipermetilacién induce un silenciamiento a nivel transcripcional (van
Blokland et al., 1997; Hannon, 2002).

Figura 7. Mecanismos de accion de
un “antisense”. A partir de la
insercion de una secuencia de un
gen en sentido inverso, con respecto
a un promotor, se transcribe una
cadena complementarla de RNA al
de la secuencia enddgena @, éstas
cadenas forman un hibrido que
puede ser sujeto a degradacion por
sas @, o bien interferir con los
procesos de maduracion,
exportacion hacia el citoplasma® y
traduccion @ del mensajero.
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7. Modulacién de la asimilacién de amonio en plantas transgénicas.

Con la finalidad de entender la regulacién, identificar y cuantificar la
importancia de las enzimas que participan en el metabolismo de C y N en el
nodulo, se ha manipulado su expresién a través de la generacion de plantas
transgénicas por medio de la sobre-expresién o inhibicién especifica. )

Por lo que respecta al ciclo GS-GOGAT, se han generado . plantas.
transgénicas leguminosas y no leguminosas con el objetivo de sobxje—expresar [e]
inhibir la expresion génica de estas enzimas (Hirel et al., 1997; Temple y Sengupta-
Gopalan, 1997; Harrison et al., 2000) y entender mas acerca de su papel en la
asimilacion de amonio en los distintos organos de las plantas.

1.7.1. Modulacién de la GS. ) .
La sobre-expresion de la isoforma citosdlica de la GS (GS1), se ha efectuado

en los sistemas de tabaco, alfalfa v L. juponicus. Distintos grupos han tratado de
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incrementar los niveles de’la GS1 a través de un proinotor constitutivo de fuerte
expresion, como. lo es el el CaMVSSS Se generaron lineas de tabaco que

presentaron un 1nc emento de entre un 10 y .25% en la achvxdad pero con sélo un

aumento de la proteina'y en la achvxdad enzxmétnca (de hasta 6 veces ‘en una de las
lineas). Aunque esta’ sobre—expr

én‘no, causé efecto alguno en el fenohpo de las
plantas bajo condiciones’ normales de crecnmlento, éstas obtuv;eron venta]as en

condiciones de privacién ' de N (prevxo tratamiento con ‘un’ exceso ‘de’ fuentes
nitrogenadas), presentando un mayor crecimiento tanto del folla]e como de las
raices, asi como un incremento del area foliar, debido a su mayor capacndad
fotosintética en estas condiciones (Fuentes et al., 2001). i

Plantas de L. japonicuis que sobre-expresan la GS1, mostraron un incremento
del 50% al 80% en la actividad total de GS en las hojas, pero no en raices, a pesar de
utilizar un promotor constitutivo. El contenido de aminoacidos y amonio en las
raices aumentd en presencia de 12 mM de NH;’, mientras que el contenido de
carbohidratos disminuydé. Las plantas presentaron un crecimiento mas rapido,
adelantando su tiempo de floraciéon (Harrison et al., 2000), sugiriendo que la sobre-
expresion de la GS, induce un desarrollo acelerado, con una senescencia y floraciéon
prematura, cuando las plantas crecen en presencia de altas concentraciones de
amonio (Harrison et al., 2000). En condiciones simbiéticas estas plantas mostraron
una reducciéon de la actividad de GS (~40'%), presentando un incremento en la
biomasa del follaje, raices y nédulos, que se explica como una manera mas eficiente
de asimilar el amonio en los nédulos, ademas se detectd un aumento en la
concentracion de asparagina, asi como una disminucién de amonio en las raices
(Harrison et al., 2000).




La expresion de la GS1 se elevd de 2 a 3 veces, bajo el promotor nédulo-
especifico del gen de leghemoblobina' de soya en L. japonicus, pero las plantas no

presentaron camblos fenotlplcos en condxcxones simbidticas (Harnsor\ et al., 2000).
Esta misma’ K

alteracxones en los granos de ‘
actxvndad de GS en el te]xdo

acumular de 2 a 5 vece‘ més momo (XL rnson et al 2000) Resultados sxmllares se

obtuvxeron tratando de 1nh1b1r la expresxon de la GS1 en tabaco y alfalfa utilizando

un, promotor constu:utlvo, las plantas que mostraron reduccién en el nlvel de
mensa]eros no. presentaron cambios a nivel de proteina y actividad enzxmatlca
aunque se evxdencxé una reduccién en el peso fresco de aproximadamente 30".- en .
el sistema de tabaco (Temple et al., 1993). Estos resultados indican que no existe
una correlacxon directa entre la reduccién de mensajeros y la cantidad.de: protelna
de la GS1, evidenciando un mecanismo de regulacién traduccional -y post—
traduccional a la que se encuentra sujeta la GS1 (Temple et al., 1993; Temple et al.,
1998a).

A partir de estos estudios, encaminados a modular la expresxén de la CSl se
ha evidenciado que la alteracion de los niveles de esta enzima ha resultado en una
variacion de efectos, que no han inducido cambios correlativos en los diversos
sistemas de plantas. La sobre-expresion de la GS1 no ha resultado en la mayoria de
los casos, en un aumento de la capacidad de asimilar amonio, bajo condiciones
normales de crecimiento, mientras que la reduccién de expresiéon de la GS1 ha sido
s6lo limitada a ciertos niveles donde no se han observado efectos claros de su
inhibiciéon.

Tratando de dilucidar el papel de la isoforma cloroplastica de GS, se han

generado plantas transgénicas de tabaco que sobre-expresan o tienen niveles

reducidos de GS2. El anadlisis de las plantas demostrd que la GS2 tiene un papel
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importante en la asimilacion de amonio proveniente de la fotorfespiracién ya que
las plantas sobre-expresoras presentaron una: me)or capacidad para asimilar el
amonio en estas condiciones, mientras que las que preser\taron niveles reducxdos
de esta enzrnma mostraron una fuerte fétonnhlbxcxén en condxmones de alta .
1nten51dad lumlnosa (Kozak1 y Takeba, 1996) Este estudxo apoya que la pnncxpal .

funmén de la GSZ es la de asimilar el amomo que provxene de Ja fotorrespu-acxén.

l 7.2 Modulacxon-‘de la GOGAT., .

Se ha tratado de‘dxlucndaf la: funcnon de cada una de las dxversas 1soformas
k de la GOGAT ara_el caso partxcular de la isoforma de GOGAT dependxente de
ferredoxu'\a se han aislado mutantes en Arabidopsis, cebada y ‘chicharo.’Al pattu‘ de:
estas mutantes, eidemostré que la FA-GOGAT participa en la reasnmxlacién del
oroducto dre la fotorrespiracién, principalmente (Somerv1lle y Ogren 1980 e
Kendall et,al., 1986; Coschigano et al., 1998). Estas mutantes que presentaron A
menos ‘del 5% de actividad de la FA-GOGAT, mostraron severos sintomas’

por ‘acumulacién de NH,;*, producto de la fotorrespiracién, asi como clor051s, que

fueron ‘revertidos en condiciones atmosféricas ricas en CQ; (0.7% v/V); que
minimizan la fotorrespiracién (Somerville y Ogren, 1980; Kendall et'al., 1986).

) El mismo fenotipo se observé en plantas transgénicas de tabaco con una
reduccién en la expresion de la FA-GOGAT, por medio de un “antisense’”. Estas
plantas presentaron sintomas de toxicidad por amonio en ambientes que permiten
una alta fotorrespiracion (Harrison et al., 2000), creciendo favorablemente en
atmadsferas ricas en CO; (1%). En condiciones de fotorrespiracion, estas plantas
acumularon altas concentraciones de amonio, glutamina y 2-oxoglutarato
principalmente, que correlacionaron con los niveles de inhibicién de la Fd-
GOGAT, mientras que el contenido de glutamato disminuyé en proporcién a la
actividad remanente de la Fd-GOGAT (Ferrario-Mery et al., 2002). La acumulacién
de estos compuestos atiende a la elevacion de la actividad enzimatica de la NADH-
GDH, PEPC ¢ ICDH (isocitrato deshidrogenasa) (Ferrario-Mery et al., 2002). Es as{
como estas plantas aumentan la expresion de algunos genes que regulan el flujo
metabdlico bajo condiciones de fotorrespiracion. Estos estudios apoyan que la Fd-
GOGAT es la isoforma encargada de asimilar el amonio producido en la
totorrespiracion.
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A diferencia de las miiltiples mutantes y lineas transgénicas de la Fd-
GOGAT en diversas especnes, para la isoforma NADH-GOGAT se ha reportado

uruc:amente Jda generacxén de; lantas transgérucas de’ tabaco con sobre—expre516n

contemdo total de carbono y rutrégeno en el folla;e, en con
de’ fuentes morgérucas de N (Chichkova'et al.; 2001)

inverso al promotor del gen de ia AAT2, se obtuvo una lu'\ea transgéruca de alfalfa;‘ :
que presentd una disminucién en la expresién de mensajeros, protema y,,ac_nyn:’dbac_l’
especifica de NADH-GOGAT en nédulos, de alrededor del 50%. El efecto de esté
disminucién no fue muy severo, pues sélo se evidencié un ligero efecto c‘lorético .
en el follaje de las plantas noduladas, como consecuencia de la reduccion en el
contenido de N total en la parte aérea de la planta. Aunque no se observé una clara
reduccidn en la actividad de nitrogenasa, las plantas presentaron una disminucién
en el peso fresco total de nédulos (Schoenbeck et al.. 2000). Sin embargo, aunque
inesperado, la expresion del antisentido no se restringié al tejido del nédulo. sino
que se presentd en las flores, produciendo un efecto deletéreo en la viabilidad del
polen, provocando la infertilidad masculina de las lineas transgénicas.. Estos
resultados sugieren que la NADH-GOGAT tiene un papel importante en el
metabolismo del N durante el desarrollo del polen y que es necesaria para el
establecimiento de una simbiosis eficiente (Schoenbeck et al., 2000).
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I1. JUSTIFICACION ~ = 7 7

La NADH-GOGAT se- encuentra de manera abundante en los nédulos de las

este proceso, ‘asi: coino su 1mphcac16n en el establecnmlento de’ un' imbiosis
efectiva y mas eﬁcxente.k _ : .

Con ‘base en estudios de expresion, actxvxdad enzxmétxca y locahzacxon, se
ha propuesto que la NADH-GOGAT cataliza el paso hmxtante en la asimilacién de
amonijo en los nédulos de las leguminosas (Temple. et al., 1998b Trepp et al., 1999a,
b). La falta de mutantes o plantas transgénicas con alteracnén en la expresion de
esta enzima no ha permitido comprobar esta hipotesis, es ‘asi como la modulacién
de la NADH-GOGAT, nos permitird entender su funcién crucial en la asimilacién
de amonio en simbiosis.

La alfalfa es una leguminosa que posee una importancia econémica,
situdindose entre los cultivos forrajeros de mayor extensiéon en el mundo, cuyo
simbionte Sinorhizobitin meliloti, ha sido extensamente estudiado, permitiendo
tener mas informacién acerca de esta relacidon simbiética. El establecimiento de un
protocolo de regeneracion y transformacion eficiente por medio de A. timncfaciens,
en esta especie de leguminosa (Austin et al., 1995), ha permitido utilizar esta
estrategia como una alternativa para la modulacion y estudio de enzimas
importantes en vias metabdlicas en alfalfa. Sin embargo, su naturaleza tetraploide
la hace ser un sistema desventajoso para el estudio genético v para la obtencion de
mutantes

Como se menciond anteriormente Schoenbeck et al. (2000), intentaron
inhibir la expresion de la NADH-GOGAT en los nédulos, sin embargo, la
expresion v efecto del transgene no se limité a este tejido, debido a que el promotor
de AAT2 se expreso en el tejido de las flores, presentando consecuencias de esta
expresion en condiciones no simbidticas (Schoenbeck et al., 2000). El uso de un
promotor con eaxpresion restringida al tejido del nédulo. como to es el promotor
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del gen Lbc, de leghemoglobina de soya, permitira limitar el efecto del transgene
unicamente en. condiciones de 51mb1051s Se ha demostrado .que _este promotor

posee una fuerte’ expresxér\ en’ sxmb1051s que se restrlnge al’ tepdo del nédulo

(Stougaard . E ., 199( transformacnén
genética en’'comb con ate 7 e 1
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111. OBJETIVOS

Objetivo general:
e Conocer el papel, regulacxén e xmportancna de’ la NADH GOGAT en la
asimilacion de amonio en la sxmblosxs de alfalfa-Smorquoblnm mclllotz ‘a través de

generar y caracterizar plantas transgérucas con mveles alterados en la expresién de
esta enzima en los r\odulos ‘

Objetivos partlculares :

- Generar y caractenzar plantas transgénlcas de alfalfa con alteracnén en el xuvel de

expresxon de la NADH-GOGAT medxante sobre-expresxén o: xnhlblcxén por
antlsense : N

e Evaluar el efecto de ia‘ reducmon/ de la expresnén de’l NADH COGAT en
condiciones simbidticas en las lmeas "annsense de alf'\lfa a traves d

- Cuantificar el 1'\1Vel de mRNA protexna y ‘\cnv : d de enznmas quc
participan en el rnetabolzsmo deC y Nen el nédulo. ’

- Cuantificar el niimero y determlnar la dxstrxbucxén de los nodulos en las
raices.

-. Evaluar la morfologia de los nod ulos a mvel hxstolégxco.

- Determinar el contenido de an\moac1do>, a z cares v acxdo< orgamcos en
los nédulos. 2

-  Cuantificar el contenido a'g'; Ny "‘c'l‘o_'rofila' ‘en ‘el follaje, asi como la

capacidad fotosixité'ticé' '

e Determinar la transferencna del transgenc ”antlsense" de NADH-GOGAT a la
descendencia y evaluar su efecto en la‘Tl. '
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IV. RESULTADOS

IV.1. Articulo:

”Antlsense ll‘lhlbltlon of NADH blutan\ate synthase |mpa1rs carbon/nltrobcn

assimilation 1n noduleﬁ of’ alfalfa (Medicago sativa L. )”
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Summary

Legumes acquire significant amounts of nitrogen for growth from symbiotic nitrogen fixation. The gluta-
mine synthetase (GS)/NADH-d d gl ynth {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 (Medi iva L.). Four ind d. alfalfa lines, designated
GAB9, GA87, GAS8S, and GAB2 {for GOGAT antisense), containing an antisense NADH-GOGAT cDNA frag-
ment under the control of the soybean leghemoglobin {/bc3) promoter were evaluated. The GA plants were
fertile and showed normal growth in non-symbiotic conditions. The NADH-GOGAT antisense transgene
was heritable and the T, plants showed phenotypic alterations — similar to primary transformants. Clonally
propagated plants were 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 B7% of contrcl plants, that was accompanied by able decr in RNA and protein.
Plants from the GAS8S 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 had a 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.

1t tr

Keywords: NADH-glutamate synthase, antisense transgenic alfalfa, S. meliloti-alfalfa symbiosis, C/N meta-

bolism in nodules, symbiotic N fixation.

Introduction

Alfalfa (Medicago sativa L.) can acquire nitrogen for
growth from the atmosphere, through symbiotic nitrogen
fixation with the bacterium Sinorhizobium metliloti. In this
association, bacteroids in root nodules reduce nitrogen to
ammonia which is released into the cytosol of the hostcell.
Ammonia is assimilated to organic nitrogen by the co-
operative activities of glutamine synthetase (GS, EC
6.3.1.2) and NADH-dependent glutamate synthase
{(NADH-GOGAT, EC 1.4.1.14) (Temple et al., 1998b). GS
catalyzes the incorporation of ammonia into glutamate,
producing glutamine while NADH-GOGAT catalyzes the
transfer of the amide group of ulutamine to 2-oxogluta-
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rate, resulting in the formation of two molecules of glu-
tamate.

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 1.4.7.1) as electron carriers. These
enzymes differ in their location within the plant and are
the products of distinct genes (Lam et al., 1996; Temple
et al., 1898b). 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
located in plastids (Lam e! al, 1996; Trepp et al., 1999a). In
nitrogen-fixing alfalfa nodutes 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 (Vance et al.,
1995), but is detectable in flowers (Schoenbeck et al., 2000).
Glutamate and glutamine serve as nitrogen donors for
the biosynthesis of other nitrogen compounds that are
transported from the nodule to other plant organs. The
principal compounds transported from alfalfa nodules
are amides 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. Sucrose derived from photo-
synthesis is the main carbon compound transported from
shoots to nodules. In mature nodules, sucrose 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 critical 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.
CO; fixation via PEPC provides a substantial amount of
carbon skeletons for ammonium assimilation in the nodule:
in alfalfa it provides up to 25% of the supplied carbon (Vance
et al., 1994).
The development of mutants or transgenic plants, low in
a single enzyme activity, is usefu! in determining which
enzymel(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 et al., 18993; Lea and Forde, 1984; Oliveira et al.,
1997; Somerville and Ogren. 1980} as well as antisense
Fd-GOGAT transgenic tobacco plants (Ferrairo-Méry et al.,
2000) have been well characterized. These studies demon-
strated the major role of Fd-GOGAT in the re-assimilation of
ammonia from photorespiration, in photosynthetic tissues.
Owing 1o the tetraploid nature of alfalfa, it has not been
possible to obtain mutants lacking ammonia assimilating
enzymes. Nevertheless, antisense transgenic alfalfa plants
impaired in a nodule enzyme activity, such as GS1 (Harrison
et al., 2000). PEPC (Schulze er al., 1998), and AAT-2 (Mett
et al., 1856) have been reported. Antisense strategy has
also been used to reduce uriase activity in Vignailee et al.,
1993), Recently Schoenbeck et al. (2000) reported the char-
acterization of a single transgenic alfalfa plant containing
an antisense NADH-GOGAT under the contro! of the
rnodule-enhanced AAT-2 promoter. NADH-GOGAT activity
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was reduced by some 40—50% in nodules, but there was a
modest impact on the: symbiotic phenotype. Moreover,
antisense - NADH-GOGAT expression was driven by the
AAT-2 promoter:which -is: not specific for root nodules.
Because the AAT-2 promoter also resulted in antisense
GOGATexpression in flowers pleiotrophic effects on pollen
development were observed,

In this waork, 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 promoter (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
observed 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 er al., 1993) fused to
the 2-kb promoter region from the soybean /bc3 gene
{Christensen et al., 1889). This promoter directs nodule-
specific expression of reporter genes in different hetero-
logous legume systems such as Lotus corniculatus (Stou-
gaard et al., 1986) and alfalfa (de Brujin er al, 1989). Alfalfa
was genetically transformed by co-cultivation with Agro-
bacterium tumefaciens harboring pMRGA. Thirty-seven
alfalta plants were regenerated on selective media from
60 co-cultivated explants. The presence of the transgenes in
re-generated plants was initially confirmed by PCR of both,
the nptliimarker gene and the junction of /bc3 promoter and
NADH-GOGAT gene. This analysis showed that 11 inde-
pendent transformants contained both transgenes, and
were designated as GA (GOGAT antisense) plants. Also,
transgenic alfalfa plants containing only the marker gene
from pBin19 were obtained, and used as control designated
as control (C) plants.

The 11 GA planis obtained and one C plant were propa-
gated clonally as stem cuttings which when rooted
were inoculated with S. meliloti strain 2011. Small clonal
populations of each GA and C line were assayed for nodule
NADH-GOGAT activity. Four of the 11 transgenic lines had
consistently reduced nodule NADH-GOGAT activity, ascom-
pared 1o the control. These four primary transformants,
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Figure 1. Schematic representation of the T-DNA region of plasmid pMRGA
and DNA blot analysis.

{a) Plasmid pMRGA harbors the marker gene nptif fused to the nopaline
synthetasc promoter (p) and nopaling synthetase terminator (1. A parial
DNA fragment of 5.3 kb from the alfaifa NADH-GOGAT cDNA is fused in
antisense direction with respect to the Gmibc3 promoter and t. Both genes
are tlanked by the right {RB) and left {LB) borders of the A. fumefaciens T-
DNA. P1-P3 indicated fragments used as probes for DNA- (P17 and P2) and
RNA-blot {P3) analyses. B: BamH|: H: Hindlll; K: Kpni: and S: Sacl.

{b and c) Southern blot analyses of transgenic GA and control piants. DNA
110 .g) was digested with Hindlll and probed with P1 (b) or with a PCR-
amptitied fragment from npt!l gene {(c). Molecular weight markers are
shown. S: Saranac: R: RegenSY27x: C: control line: and GA: NADH-GOGAT
antiscnse lines.

designated GAB9, GA87. GA88, and GAS82 were selected for
further study. For maintenance, these lines were grown in
non-symbiatic conditions, watered with nutrient solution
containing nitrate as nitrogen source. Under non-symbiotic
conditions the growth of GA plants was similar 1o wild-type
plants.

The stable integration of the NADH-GOGAT transgene in
the four GA primary transformants, was confirmed by DNA
blot analysis (Figure 1b.c). Using the P1 fragment (Figure 1a)
as probe, the expected hybridization bands corresponding
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to internal fragments from the antisense transgene and
from the genomic NADH-GOGAT sequence were ocbserved
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 internal
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 (Vance et al., 1995) (Figure 1b). The hybridization
pattern of the alfalfa negative control plants analyzed: one
non-transformed plant from the Saranac cultivar used for
sequencing the NADH-GOGAT gene (Gregerson et al.,
1993; Vance et al., 1995); one non-transformed plant
from the RegenS cultivar used for transformation; and
one C plant, showed only the expected larger band corre-
sponding to the alfalfa NADH-GOGAT genomic fragment
{Figure 1b).

To assess copy number of inserted transgenes, total DNA
digested with Hindlll was probed with the P2 npt/! gene
fragment (Figure 1a). The two non-transformed alfalfa
plants lacked a hybridization band, while the C 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: GAB9 line
showed at least two copies, GA87 and GAB8 showed at
least four copies each, and GAB2 showed at least three
copies (Figure 1c). However, these data (Figure 1c) may not
reflect the presence of the entire NADH-GOGAT antisense
transgene. The different hybridization patterns observed
indicate that each GA plant arose from independent trans-
formation events.

Antisense inhibition of NADH-GOGAT gene expression in
alfalfa transgenic GA lines

The effect of the antisense NADH-GOGAT construct on
homologous NADH-GOGAT gene in alfalfa nodules was
determined at the level of transcripts, protein, and enzyme-
specific activity. Molecular analysis was performed 21 days
post-inoculation (dpi) with S. meliloti, when mature alfalfa
nodules showed the highest activity of ammonium assim-
ilating enzymes (Egli et al., 1989).

Steady-state levels of NADH-GOGAT itranscripts in
nodules of GA alfaifa lines were determined by RNA blot
analysis using total RNA extracted from nodules of GA and
C lines (Figure 2a) probed with P3 internal fragment of
NADH-GOGAT cDNA (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 (62% + 14)
than in the GAB7 (35% -+ 5), GAB8B (50% - 11}, and GAB2
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Figure 2. Analysis of NADH-GOGAT gene expression in transgenic anti-
sense lines nodules at 21 dpi.

{a) RNA gel blot analysis of NADH-GOGAT mRNA. Total nodule RNA {20 pg)
from transgenic and control lines was hybridized with P3 (shown in
Figure 1a) and E18 175 rRNA | ioncd as loadi control. The
retative intensity of the bands hybridizing with P3 was quantified using the
NIH IMAGE version 1.61 program. Values are mean — SE of at least threc
measurements.

{b} Western blot analysis. Protein extracts {80 p3) were probed with NADH-
GOGAT antibody. Shown is a representative immunoblot out of a total of
three experiments.

{c) Nodule-specific activity of NADH-GOGAT. Vatues are mean = SE of at
least 10 measurements. ~Significant difference (P . 0.05).

The expression of alfalfa NADH-GOGAT polypeptide was
determined by immunoblot analysis using specific alfalfa
NADH-GOGAT polycional antibodies (Anderson etal.,
1989}. The data from Figure 2(b), showed that in all GA
lines NADH-GOGAT protein is reduced as compared to the
C line. Quantification of at least three protein blots by
image densitometry, demonstrated a consistent reduction
in NADH-GOGAT protein in the GA83, GA87, GAS8S8, and
GAB2 of £9% (-8}, 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-
maining activity with respect to C are shown in Figure 2(c).
The greatest reduction in NADH-GOGAT-specific activity
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was observed in GABS 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
reported 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 lines (data not shown) was similar to the
remaining activity described for 21 dpi (Figure 2c}. Whereas a
drastic drop of the activity was observed at 84 dpi in the four
GA lines compared to the control, the remaining activity
ranged between 40 and 50% (data not shown).:

Analysis of the progeny (T;) 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, plants analyzed by DNA-blot: eight plants from GAB8S;
eight plants from GA87; and four plants from GAS8 inher-
ited the trasgene (data not shown). Only one T, plant from
GA87 did not inherit the transgene and had a normal
phenotype.

A physiological characterization of T, plants derived from
the primary transformants of lines GA89, GA8B7, and GABS8-
was undertaken in order 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 60% that of the control line. Three
GA89 T, plants were further characterized as shown in
Figure 3. These genotypes had reduced NADH-GOGAT
transcript levels of 90-50% (Figure 3a) accompanied by
reduced protein levels of 85-70% (Figure 3b} and a reduc-
tion in enzyme activity of ¢. 85% (Figure 3c). Of the five
GAS87 T, plants analyzed, one did not show an antisense
phenotype. while the rest showed a reduction of NADH-
GOGAT activity ranging from 80 to 50%. 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 50% reduction in enzyme
activity. Eight T, GABS8 plants showed a reduction in nodule
NADH-GOGAT activity of 50-20%. The T, GAS88 plant
also had reductions of 58% in NADH-GOGAT RNA level
{Figure 3a), 24% in the protein level (Figure 3b), and 54% in
enzyme activity (Figure 3c).

Nitrogen and carbon assimilation in nodules of GA
antisense lines

Previous studies have demonstrated that key symbiotic
enzymes for primary nitrogen assimilation, such as GS,

~ Blackwell Publishing Lid, The Plant Journal, (2003), 33, 1-13
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Figure 3. Analysis of NADH-GOGAT and related root nodule enzyme activ-
ity in progeny (T,) plants from GA primary transformants. Data from three T,
plants from GAB89, one from GAB7 and one from GASS as comparedto a T,
control plant are shown. {(a—<c} NADH-GOGAT expression, performed as
described in Figure 2.

{a) RNA gel blot analysis and EtBr-stained 17S rRNA as loading control.
{b) Western blot analysis.

{cr S ifi v activity. ~Signifi difference (P 0.02).

{d. e) Symbiotic enzyme expression. (d) RNA jei blot analysis performed as
in Figure 3, probed for NADH-GDH and PEPC, and E1Br-stained 175 RNA.
(e} Western blot analysis for PEPC performed as in Figure 5.
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Figure 4. RNA gel blot analysis of key symbiotic enzymes.

(a) Total RNA {20 ug) isolated from 21-dpi nodules of GA and C lines was
probed for the presence of transcripts encoding for: glutamine synthetase
(GS). aspantate aminotransferase (AAT), NADH-glutamate dehydrogenase
{GDH), phosphocnalpyruvate carboxylase (PEPC), sucrose synthase (8S),
and leghemoglobin (Lb). Probed 175 rRNA as loading controf.

{b) Quantitication of intensity of the bands nybridizing with each probe
using the NiH IMAGE version 1.61 program. Values are mean = SE of atleast
three measurements. “Significant difference (P .. 0.05).

NADH-GOGAT, AAT, PEPC, and SS are induced in nodules
during effective symbioses (Fedorova et al., 1999; Vance
er al.,, 1994). 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 determined at
21 dpiin the four GA and the controf lines (Figures 4 and 5).
The RNA, protein levels, and enzyme activities of nodules
from the GAS82 line were not significantly different from the
control (Figures 4 and 5). The transcript abundance of GS
was significantly reduced in the GA8S8, GA87, and GAS88
lines by 35% (- 7). 56% (- 13), and 30% (- 4), respectively

o Blackwell Publishing Lid, The Planrt Journal, (2003), 33, 1-13

{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% + 12)
{Figure 4), protein (23% -+ 2) and activity {28% + 8) were
significantly reduced in nodules of GA89 plants (Figure 5a).
The transcript abundance of PEPC was significantly
reduced by 70% (-+8) in nodules of GAB89 (Figure 4) and
correlated with low levels of protein and enzyme activity
(Figure Sb). By comparison, the protein level of PEPC in
GA88 showed a greater reduction of 84% (+1), than of
enzyme activity {69% + 2) (Figure 5b). This is consistent
with previous studies showing selective degradation of
PEPC in ineffective alfalfa nodules (Pladys and Vance,
1983). PEPC activity was also significantly reduced in
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Figure 5. Spccific activities and protein levels of key symbiotic enzymes in
altalfa nodutes at 21 dp:
Enzyme activitics and immunoblot analys.:s tor AAT ta), PEPC (b) and SS {¢).
and immunoblot analysis for Lo (d) were performed in 21-dpi nodule
extracts from GA (white bars) and C tines (dark bars). For immunoblot
analysis, variable amounts of total soluble protein were separated in poly-
acrylamide gels contamning SDS at different concentrations (as indicated in
Experimental procedures . The moleculsr mass (kDa) corresponding to cach
polypepude is indicatec ~ Sigeuticant ddfference (£ 0.05).

TESIS CON |
FALLA DE QRIGEN

I3

nodules of GA87 ‘and GAS88 (Figure Sb). The transcript
abundance of SS showed a significant reduction of 33%
(+10) (Figure 4) 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
observed (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 for
NADH-GDH were increased, c. twofold, in the nodutes of the
four GA lines analyzed as compared to C nodules (Figure 4).
The transcripts for Fd-GOGAT were not detected in nodules
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 reduction
in nodules of GAB83 (46% + 7), GAB7 (31% + 12) and
GAB88 (32% + 10} plants (Figure 4) and Lb protein abun-
dance showed a reduction in nodules of GA89 (18% + 7)
{Figure 5d).

The T, plants analyzed showed the expected alterations
in the expression of genes coding for C/N assimilation
enzymes (Figure 3). NADH-GDH transcript abundance
appeared to increase in all the T, plants analyzed, as com-
pared to the control (Figure 3d). The three GA89 T; plants
showed a reduction in PEPC transcript level that corre-
sponded to a reduction in protein level {(Figure 3d.,e). ’

Amino acids synthesized in alfalfa nodules from carbon
and nitrogen assimilation favors the synthesis of amides,
such as asparagine and glutamine, which are preferentially
transported via xylem to other plant organs (Temple et al.,
1998b; Vance et al.. 1994). The HPLC analysis of amino
acids content showed that glutamate, glutamine, and ala-
nine were the most abundant amino acids detected in all
the nodules analyzed. No significant difference was
observed among the amino acid content in nodules from
C versus GA88 and GAB2 plants (data not shown). In con-
trast, in nodules of GAB9 plants, the concentration of the
most abundant amino acids was decreased by some 70%.,
while the concentration of other amino acids present in
smaller amounts was reduced by 50% (Table 1). In nodules
of GAB7 plants, the concentration of glutamate (30%),
glutamine (20%) and alanine (50%) 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% in nodules of GA8S
and GAS87 plants, respectively (data not shown). However,
the HPLC method that we 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 agreement with the
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Table 1 Metabolite content in transgenic GA lines nodules at 21 dpi

Antisense NADH-GOGAT in alfalfa nodules 7

Amino acids (umol g~? nodule FW~)

Carbohydrates {mg g~ nodule FW—1)

LINE . Giu Gin Ala

e Glc . Fru Sac
GABS 0.87 (+0.14)° 1.37 (+£0.32)° 0.28 (+0.08)" 0.85 {+0.08)" 0.98 (+0.05)" 0.68 (+0.05) 1.92 (+0.14)
GAB7:. 1.75 (:£0.13)° 3.73 (=0.28)" 0.66 (£0.11)" 1.15 {+0.07) 0.97 {(+0.06)" 0.97 (+0.07) 2.50 {+0.15)°
c 2.53 (+0.26) 4.73 (£0.33) 1.26 (0.23} 1.55 (+0.18) 0.78 (£0.08) 0.73 {+0.12) 1.43 (£0.16)

Values are the mean {xSE) from at least three measurements.

¥, sum of the concentration of arg, asp, gly, ile, iso, lys, met, phe, ser, thr. and val.

*Significant difference versus control (P = 0.05).

diminished enzyme activities observed in nodules from
GAB9 and GAS87 plants {Figure 5).

The inhibition of carbon metabolic enzymes such as
PEPC and SS (Figure 5) and the impairment in ammonium
assimilation and amino acids synthesis (Table 1) in the
nodules of GA plants could potentially affect the concen-
tration of carbon compounds which are the substrates or
products of those enzymes. To test this hypothesis, we
measured the concentration of sugar and organic acids
in tha nodules of the antisense and control plants (Table 1).
The concentrations of all carbon metabolites determined
showed no significant differences in nodules of GAB8 and
GAB82 plants as compared to the controls. However, carbo-
hydrate determinations revealed that sucrose content was
increased some 35 and 75% in the nodules of the GAB9 and
GAB87 plants, respectively. Fru ation did not
vary significanily, while glucose concentration increased
about 25% in both GA plants. This is consistent with the
observed inhibition of nodule SS activity {Figure Sc). The
concentration of nodule organic acids citrate, malate and
succinate did not vary in the GA plants with respect to C.
However, oxalate content was increased some twofoid in
the nodules of the GAB9, GAS87, and GAB8 plants with
respect to control plants (data not shown). The accumula-
tion of oxalate may be related to an adaptive response to
detoxify ammonia through the formate pathway.

Characterization of the symbiotic phenotype of GA
antisense lines

Plants from GA89 and GAB7 antisense lines formed more
nodules than C plants (Figure 6a). We interpreted this as a
compensatory response of the piant to the diminution of
ammonium assimitation. However, the totat nodule dry
weight of plants from GAS9 and GAB7 antisense lines
was significantly reduced by 35% (-+4) and 29% (+6),
respectively, from control plants (Figure 6b). Accordingly,
nodules from the GAB9 and GABSB7 lines showed morpho-
togical alterations. Not only was the average dry weight of
individual nodules reduced (data not shown) but nodules
were also smaller and yellowish as compared to wild-type
nodules. The morphology of nodulas from the GAS9

© Blackwell Publishing Ltd, The Plant Journal, (2003), 33, 1-13
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(Figure 6c) was sevarely altered in comparison to wild-type
nodules (Figure 8d). The smaller size and a yellowish color
were evident in longitudinatl sections of nodules from GAS9
plants (Figure 8e). Nodule sections from at least three
different nodules from each plant (20 observations in total)
were evaluated. The histological analysis of control and
GAB89 nodules (Figure 6f,g) showed the typical develop-
mental zones reported by Vasse et al. (1990): the meriste-
matic zone (1), infection zone (il}, the amyloplastic-rich
interzone between i1 and lli zones ("), the nitrogen-fixing
zone (i)} and the senescent zone (IV]). As compared to
contro! nodules, in nodules from GAS89 plants the zones
i-lll were smaller while the senescent zone (IV) was
increased in size (Figure 8f,g). Broad differences were
observed in the nitrogen fixation zone {(zone I1l), there were
fewer infected cells in GA89 nodules versus control nodules
{Figure 6h,i). Moreover, infected cells of GA89 nodules
were smaller than those seen in nodules of the control
{Figure 6h,i). In addition, early senescence can be observed
in GA89 nodules, as indicated by agglutination of the
bacteroids in infected cells {Figure 6i).

The aitered morphology of the nodules from the GA8S
{Figure 6) and GA87 (data not shown) plants, represented
by a reduced nitrogen fixation zone accompanied by an
increased senescent zone, reflects the reduction in symbio-
tic nitrogen fixation. A significant decrease {(67% + 3 and
58% + 7) in nitrogenase-specific activity was detected in
nodulated GA89 and GASB7 plants, respectively, with
respect to control plants (Figure 7a). Lower symbiotic nitro-
gen fixation in GAB9 and GAB7 plants was accompanied by
the significant decrease in the foliage fresh weight (41% + 4
and 29% -+ 6) (Figure 7b). In addition, the total nitrogen
content of the foliage of GABY9 plants was decreased
(38% -+ 6) at 21 dpi (Figure 7c), and a diminution of foliage
nitrogen content (37% + 2) in GAB? plants was evident at
later stages of the symbiosis.

The inoculated GAB9 and GASB? plants showed the
chlorotic asymptoms resuhing from the lack of sufficient
nitrogen in aerial organs. While the chiorophyl! content
of the leaves of C ptants was 37 (+-1) nmol cm~—2, the leaves
from GABS9 line showed 28 (+2) nmol cm~2 and those from
GAS87 line showed 32 (+1) nmol cm~2 The leaf area of
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Figure 6. Nodulation phenotype of GA lines.

Number of nodules (a} and nodule dry weight (b) of GA (white bars} and C (dark bar) lines st 21 dpi. “Significant difference (P = 0.05). Noduin trom comrol {c)

and GAB9 {d) lincs. (e) Longitudinal sections of a represantative nodule from GASS (left) and C (right) lines. {f-i) Bright-fieid
of controt {f) and GAB9 {g) lines. Nodule zones as designated by Vasse a7 al. (1990} are indicated. Bar == 500 um {h, i). N i

{Iih from f and g, respectively. Bar = 100 um.

inoculated GAB9 and GAS87 plants was reduced by 30% (+3)
and 15% (+5), respectively, as compared to C plants. The
GA89 and GAB7 plants had reduced light-saturated photo-
synthesis by around 40-30%, respeactively, from control
plants. Figure 7(d) shows representative 21-dpi alfalfa
plants from the GABS and controi lines, the reduced growth
of the antisense plant was evident.

Discussion

Here, we extend the understanding of root noduie NADH-
GOGAT by showing that specific reduction of nodule
NADH-GOGAT activity results in impaired nitrogen assim-
ilation, reduced plant N and growth, early senescence of
nodules, and reduced symbiotic nitrogen fixation. The
reduction in nitrogen assimilation and fixation was accom-
panied by significantly increased nodule carbon in the form
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of sucrose, implying that carbon metabolism/flux was also
modified by reductions in NADH-GOGAT activity. A pre-
vious study by Schoenbeck et al. (2000) on the character-
ization of a NADH-GOGAT antisense alfalfa plant reported
that a reduction of nodule NADH-GOGAT enzyme activity
by 40-50% resulted in only minor symbiotic alterations. in
our study, s similar antisense technology approach was
used, but the expression of antisense NADH-GOGAT cDNA
fragment used was under the contro! of the nodule-specific
Gmi/bc3 soybean gene promoter {Christensen et al., 1989).
Several cis-acting slements have been identified in the
Gmibc3 promoter that are involved in nodule-specific
expression (Ramlov er a/., 1993). We achieved a 709% reduc-
tion of nodule NADH-GOGAT using the Gm/bc3 promoter
and a concomitant alteration in symbiotic phenotype.
Although the expectad 5.3-kb anti-RNA molecule was not
detected in nodules of GA plants, using double-stranded

© Blackwaell Publishing Ltd, The Plant Jousrnal, (2003), 33, 1-13
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Figure 7. Symbiotic phenotype of GASS and GAS87 lines.

Nitrogenase activity (a), foliage fresh weight (b) and nitrogen content in
foliage (c) in GA89, GAS7 (white bars), and control (dark bars) lines a1 21 dpi.
Values ara mean = SE of at least five measurements. “Significant difference
{P == 0.05). (d) Foliage aspect of control (left} and GABY {right} inoculated
plants at 21 dpi.

DNA probes., the mRNA concentration of NADH-GOGAT
was decreased. These results suggest that the inhibitory
effect of anti-RNA was exerted through the rapid degrada-
tion of double-stranded RNA species formed by comple-
mentary base pairing between NADH-GOGAT mRNA and
anti-RNA (Sijen and Kooter, 2000).

The inhibition of NADH-GOGAT gene expression in
alfalfa nodules resulted in a negative symbiotic effect, with
the severity of the effect increasing in proportion to the
inhibition of NADH-GOGAT enzyme activity in each of the
four antisense transformants analyzed. The negative sym-
hiotic effects occurred with concomitant reductions in the
level of NADH-GOGAT transcript in the progeny of the GA
lines obtained. All the T, plants analyzed had either similar
or increased inhibition of NADH-GOGAT gene expression
as compared to their parental line and showed similar
negative pleitropic effects.

© Blackwell Publishing Ltd, The Plant Journal, (2003), 33, 1-13
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The affected symbiotic phenotype of GA89 and GAB7
plants, which had greatest NADH-GOGAT inhibition c. 70
and 40%, respectively, strongly supports the concept that
NADH-GOGAT activity limits the assimilation of ammonia
from fixed nitrogen in alfalfa nodules. This work provides
direct evidence for the roie of NADH-GOGAT playing 8
critical role in nodule ammonia assimilation as proposed
by Temple et al. (1998b) and Trepp et al. (1999a). Interest-
ingly, antisense GS has little effect on symbiotic paramaeters
{Temple et al., 1998a).

In agreement with previous studies on the expression of
key symbiotic enzymes during effective alfaifa symbiosis
(Fedorova et al., 1999; Vance et al., 1994), most of the
antisense NADH-GOGAT plants analyzed showed an
accompanying inhibition in gene expression of other genes
coding for C/N assimilation enzymes such as GS, AAT,
PEPC and SS, and increased transcript abundance of
NADH-GDH. it has been proposed that the signaling net-
works for C:N sensing enables plants to regulate matabo-
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 (Coruzzi and Zhou, 2001). Initial post-
genomic studies in Arabidopsis are revealing the complex-
ity of such network responses. The Arabidopsis microarray
and RNA gel blot analyses reported by Wang et al. (2000)
show diverse expression patterns and novel metabolic and
potential regulatory genes induced by nitrate. The impaired
assimilation of fixed nitrogen of the GAB9 and GAB7 plants
led to the accumulation of carbon compounds such as
sucrose. glucose, and oxalate and to the decrease in N
compounds such as amino acids and amides 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 altered transcription of several
genes as we observed. Future post-genomic studies in
model legumes such as Medicago truncatula, using mutant
plants such as one lacking NADH-GOGAT, will enable us to
more fully understand the complete regulatory networks or
‘matrix effects’ resulting from the C:IN sensing or signaling
in the nodules.

In addition to the concerted reduction in transcript levels
of C/N assimilation genes, our results suggest that some of
the symbiotic enzymes are also regulated at the post-tran-
scriptionalftranscriptional level. Although lower RNA leval
of GS was detected, the GA plants studied did not show
reduction in protein concentration or enzyme activity. This
is in agreement with previous reports that indicate that GS
is controlled at the transiational and post-translational/
wranslational Jevels in GS antisense alfalfa ptants {Temple
et al,, 1998a). We found that nodule PEPC activity is
reduced in the GA87 and GAS8S lines that did not show a
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reduction in transcript levels of this enzyme. it is known that
nodule PEPC is regulated by phosphorylaytion/depho-
sphorylation cycle possibly mediated by changes in PEPC
kinase activity and/or perturbation of substrate ATP levels
in the cytosol and modulated by shoot photosynthate
(Zhang and Chollet, 1997). The accumulation of sugars in
nodules of the antisense plants having reduced ammonium
assimilation may contribute a feedback inhibition of carbon
metabolic enzymes such as SS.

The role of NADH-GDH in plant metabolism is still unre-
solved {Lam et al., 1996). In alfatfa, NADH-GDH is expressed
at low levels in the different zones of the nodules (Trepp
at al., 1999b). The presence of NADH-GDH enzyme activity
in alfaifa nodules, did not correlate with nitrogen fixation
since it was detected in ineffective nodules as well as in
senescent nodules (Egli ot al., 1989). Our results on the
increase in NADH-GDH transcript levels found in the early
senescent nodules of GA plants, together with the resutits
reported previously (Egli ef al., 1989; Trepp et a/.. 1999b),
indi that the expr ion of NADH-GDH may be related
to the recycling of ar during dule senescence.

It has been rsported that soybean bacteroids (Waters
et al., 1998) as well as pea bacteroids (Allaway et a/.,
2000) may excrate some fixed nitrogen as alanine instead
of or in addition to ammonia, to the plant nodule cells. To
our kno! this ph on has not been reported for
alfalfa bacteroids. We found that nodules from GABS and
GABS87 lines had a reduction of alanine content of 80 and
50%, resp ively, with to control nodules, and this
does not seem to compensate the fack of glutamate and
other derived nitrogen compounds needed for optimal
plant growth.

Although nitrogenase data as measured by ARA must be
interpreted with caution, we detected a decrease in nitro-
genase activity on both nodule dry weight basis and the
total activity per plant {data not shown) in the nodules of
GABS (70%) and GAB7 (60%) than in the control. Nitrogen-
ase activity in legume nodules is downregulated when
nodulated plants are subjected to different treatments that
affect plant C:N metabolism such as de-foliation, addition
of nitrate or drought (Arrese-igor et al., 1997; Gordon et al.,
1997). Neo and Layzell (1997) proposed that the inhibition of
nitrogenase operates via an increase in oxygen-diffusion
resistance that affects the filux of oxygen into the bacter-
oids. In alfalfa nodules, oxygen concentration decreases
abruptly from the apical region (zone I) to the interzone lI-4i},
that precedes the nitrogen fixation zone |l (Soupene et al.,
1995). We have shown that the nodules of the GABS plants
have an altered structure, with smalier zones Il and il and
increased senescent zone IV. Also. a reduction in Lb was
observed in the nodules of GA plants that had yellowish
color and less Lb transcript and protein. These altarations
could affect the oxygen flux in the nodules of GAB9 plants,
and consequently the nitrogenase activity. We observed
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that the plant nitrogen deprivation, in symbiotic conditions,
was accompanied by leaf chlorosis and impaired photo-
synthesis. The reduction in photosynthate supply may also
affect nitrogen fixation in the nodules of GAB9 plants.

in conclusion, the impaired symbiotic nitrogen fixation
observed in GABS9 and GASB7 plants expressing antisense
NADH-GOGAT appears 10 alter tha metabolic flux of carbon
and nitrogen compounds between photosyntetic and
nodule tissues.

Experimental procadures

Vector construction

Platm:d PMRGA was constructed in three steps. In a first step, 8
2-kb S. 41 fragmant (n id —1956 to +-46) containing
the fuil-length promoter region of the soybean leghemoglobin Ibc3
gene (Christensen et al., 1989) was introduced into SafA-8amHl-
restricted pBI101 (Jefferson et al, 1987) giving rise to plasmid
PMR1. In the second step. a BamHi-Sad polylinker fragment
derived from pSL1190 (Brosius, 1989) was introduced into
BamHi-Sact-restricted pMR1, thersby replacing the gus gene
and leading to pMR90. In the third step, the Kpni—8amtH! fragment
from pG7.2 (Gregerson et al., 1993) containing 5.3 kb from the
cDONA sequence of NADH-GOGAT from alfsifs nodules was cloned
-mo the Kpni—Bamtl sites of polylinker of pMRSO in antisense

ion with r to the /bc3 p generating plasmids
pMRGA {Figure 1a).

Plant transformation and growth

Tranagenic alfalfa (M. sativa L. cv. Regen SY27x} were generated
essentially as described by Austin er al. (1995), using A tumefa-
ciens LBA4404 strain with the binary vector pMRGA or pBin19
(Bevan, 1984) as control. Well-developsad embdryos were recovered
from ccllus cuitured on media containing 50-100 ug mi~! kanamy-
cin. R ware red to pots with vermiculite and

with B&D (8 h and Di th, 197 1) nutritive solu-
tion supplemented with 7.5 mm KNO; for maintenance in a glass-
house. The p of the in regenerated plants was
determined by PCR, using a pair of primers reported by Blake et a/.
{1981) for the amplification of a 785-bp fragment from the npti/
gene and another pair of primers (5'-TCA CCC TCC TCC AAC AAG
CCA-3' and 5'-AAG ACG ATG AAG CCC AAG CAG-2') for the amp-
lification of a 430-bp fragrment (rom the /bc3 promoter—NADH-
GOGAT gene j Plants positi for the tr s
were propagated clonally through stem cutti that were d
for around S weeks in pots with vermiculite and watered with
nutrient solution. The propagated clones were then deprived of nit-
rogen for 2 weeks prior to inoculation with 5. meliloti 2011 strain.

DNA isolation and gel blot analysis

Alfalfa genomic DNA was isolated from leaf tissue using
the PUREGENE kit (GENTRA Systems, Minneapotis, MN). For
Southern blot analysis, 20 ug of tonl DNA was d|goned with
Hmdlll separated by electrop! and red to Hvbond-
anes (A Life Sci UK). Hybridi
wu performed at 65°C uling 2p.jabeled internal fragments
from NADH-GOGAT cDNA (P1) or nptl] {P2) gene (Figure 1a) as
probes.
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RNA isolation and gel blot analysis

Total RNA was isolated from 21-dpi nodules of transgenic alfalfa
plants using TRIzol reagent (GibcoBRL Life Technologies Inc.,
Grand Istand, NY) as described by the manufacturer. For Northern
blot analysis, 20 ug 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 65°C over-
night. The P3 fragment from the NADH-GOGAT cDNA clone
(Figure 1a), internal fragments from cDNA clones from bean
nodule-induced AAT, PEPC, and SS transcripts (kindly provided
by the group of Dr 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 relative intensity of the bands hybridizing to the
different probes, from at least three developed blots for each
probe, was quantified using NIH IMAGE version 1.61 program.
The data were analyzed by ANOvVa.

Protein immunoblot analysis

Nodules were ground at 4C in 8 mortar with the particular extrac-
tion buffer reported for each enzymatic assay (see below). 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 NADH-GOGAT
and PEPC, 50 ug protein and 7% gels; for GS, 40 ug protein and
10% gels; for AAT, 20 ug protein and 12.5% gels; for SS, 20 pg
protein and 10% gels; and for Lb, 2 ug 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 NADH-GOGAT (Anderson er al, 1989), AAT (Griffith
and Vance, 1989) PEPC (Miller er al., 1987), Lb (Egli er al., 1989).
bean nodule GS1 (kindly provided by Dr M. Lara) or soybean SS
(Gordon, 1992) (kindly provided by Dr A.J. Gordon, Institute of
Grassland and Enviromental Research, UK) and subsequently with
an alkaline phosphatase-conjugated secondary antibody. For
quantification the blots were developed with 5-bromao-4-chloro-
3-indvulyl phosphate and nitroblue tetrazolium salt (Zymed Labora-
tories Inc., San Francisco. CA). 2s 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 activities
of nodule enzymes \were measured as previously described
for NADH-GOGAT (Groat and Vance, 1981), GS (Ferguson and
Sims, 1971). AAT (Gordon and Kessler, 1990), PEPC (Deroche et al..
1983). and SS (Maorre!l and Copeland, 1985). Protein was measured
by the Bradford (1976) method. Nitrogenase activity was deter-
mined in detached, 21-dpi nodulated roots by the acetylene-reduc-
tion assay (ARA). After the assay, nodule dry weight was
determined. The aata were analyzed by ANOVA.

Metabolite determinations

Amino acids were extracted with 80% ethanol from 100 mg fresh
harvested noduies (21 dpi). The extracts were incubated at 37 Cfor
2 h and centrifuged (12 000 r.p.m.), then the pellets were lyophi-
lized. Amino acids were determined by HPLC reverse phase ana-
tysis using a pre-co’'umn gerivation technigue with §-f'uoramethyl
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chloroformate and a Nova-Pack C18 column (Waters International,
Hertfordshire. UK). For carbohydrates determinations, harvested
nodules were ground in cold 1 M HCIO, (100 mg nodule FW mi~").
The extracts were processed as described by Ferrairo-Méry et al.,
(1997). Glucose, fructose and sucrose were determined by enzy-
matic reactions {1 ml final volume) coupled to NADH production as
described by Gordon et al, (1999), with the following modifica-
tions. For glucose determinations, the reaction mixture contained
1 mmM ATP, 1.5 mm NAD, 0.18 U mi~? glucose-6-P dehydrogenase
and 0.2 U mi~* hexokinase. For fructose and sucrose determina-
tions, 2 U mi~' phospho-gluco-isomerase and 20 U mi~" acid
invertase were added. respectively., Organic acids were deter-
mined as described by Tesfaye et al. (2001). Total N content of
dry shoot samples from 21-dpi plants was determined with an
Antek 7000 (Antek Instruments Inc., Houston, TX), as reported 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
(S pm) and affixed to poly-L-Lys-coated slides. After xylene de-
paraffinization, the d were stained with a double-stained
{safranin-fastgreen), dehydrated and mounted with Permount
{Fisher Scientific). Sections were viewed with Axioskop 2 {Zeiss)
and photographed with a MC80 DX camera {Zeiss).

Chlorophyl!l content and photosynthesis

Chlorophyl! was extracted from freshly harvested fully expanded
leaves using 80% ethanol, and quantified as reported (Graan and
Ort, 1984). Leaf gas exchange (Li-8400, Li-Cor Inc., Li

incoln, NE) was
used to measure light-saturated net CO; assimilation rate (Nogués
er al., 1998).
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I'V.2. Resultados no incluidos en el articulo.

1v.2.1. (')bbte'ncién de plantas transgénicas de alfalfa.
“Para“la“transformacién genética de alfalfa, mediada por A. turefuciens, se
utilizé el protocolo desarrollado por Austin et al. (1995); basado en la regeneracion
de plantas de alfalfa a partir de embriones somaéticos. Este protocolo permitid
obtener plantas transgénicas de alfalfa en un periodo de 3-4 meses.

Se efectuaron 4 experimentos de transformacién de alfalfa utilizando la cepa
de A. tumcefaciens LBA4404, portadora de los vectores pBIN19, pMRGA y pMRGOS
(Figura 8). El pBIN19 es un vector comercial que posee el gen nptll, que confiere
resistencia a kanamicina, entre los bordes del T-DNA. El pMRGA y pMRGOS
derivan del pBIN19 y portan, ademas del gen nptil, el cDNA de la NADH-GOGAT
de alfalfa fusionado al promotor del gen de leghemoglobina (Lbc;) de soya, en
sentido inverso y directo, respectivamente. El pMRGA porta ltnicamente un
fragmento de 5.3 Kb del cDNA de la NADH-GOGAT.

Como una primera aproximaciéon en la determinacion del posible estado
transgénico de las plantas regeneradas, éstas se sometieron a un analisis por PCR
(Polymerase chain reaction). La presencia de los transgenes fue detectada mediante
la amplificacion de fragmentos internos del T-DNA. Primeramente se amplificé un
fragmento de 785 pb que corresponde al gen marcador de resistencia a kanamicina
nptll, utilizando los siguientes oligonucledtidos: (Oligo nptil 5) 5° GAA CAA GAT
GGA TTG CAC GC 3"y (Oligo nptil 3') 5 GAA GAA CTC GTC AAG AAG GC 5.
Las plantas positivas a la amplificaciéon del gen nptll fueron sujetas a la
amplificacion del fragmento de 470 pb, correspondiente a la union (fusion) entre la
region terminal 3' del promotor de Lbc, y la region 5' del cDNA de la NADH-
GOGAT en sentido inverso, con los siguientes oligonucledtidos: (Oligo 5, GmLbc:)
5 TCA CCC TCC TCC AAC AAG CCA 3' y (Oligo 3', aGOGAT) 5 AAG ACG
ATG AAG CCC AAG CAG 3'. Para plantas transformadas con el pMRGOS, que
corresponde al cODNA de la NADH-GOGAT en el sentido directo, se utilizé el oligo
GOGATSE (3): 5 ACG CTG AGG GTC CATGTTCTT 3'.

Con la finalidad de determinar si el transgen de NADH-GOGAT (en sentido
inverso o directo), se encontraba completo o si la transferencia de éste fue parcial.

se amplificod en su totalidad, con el par de oligonucleétidos GmlLbc, y 3'tios, que se
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sittia en el terminador de nopalino sintetasa con la secuencia: 5' GAA CAA GAT
GGA TTG CAC GCA 3'. El tamaiio del fragmento esperado se encontraba entre los

5.6 Kb y 7.5 Kb, para las construcciones pMRGA y pMRGOS, respectivamente.

BD ; Bl

5
<-|p[npm|t pGemLbe, NADH-GOGAT. Jit l.—<
I I( 1
H E\E
B

SN T | I
E\' HE © " H B E
H S

Bl
BOD 3 ¢———————————— &'

<-|p|npm|x | | NADH-GOGAT M
| IR T I
H 8 H EH H E
€ E
Soraat d kb
sonda2

Figura 8. Construcciones quimdricas de NADH-GOG:

. a. PMRGOS: portador del cDNA de ta NADH-CGOGAT
(7.2 kb), fusionado en sentido directo al promotor del g

de leghemoglobina de soya (GriLbey), asi como del gen
nptll Que se encuentra entre las secuencias regulatorias que corresponden al promotor y region terminadora del
gen de la nopalino sintetasa de AL tumefaciens, Ambaos penes se encuentran insertados entre los bordes del T-
DNA. b, pMRGA: como en a pero un fragmento Sacl-BamHl de 5.3 Kb del ¢cDNA de la NADH-GOGAT, se
cncuentra fusionado en sentido inverso con respecto al promotor GmbLbe,. Se indican los sitios de
Hind 1 E, EcoRI; B BamHI y las sondas atilizadas para el andlisis por southemn blot; sondal v sonds

sstriccion: H.

.
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De los tres primeros experimentos se obtuvo un alto porcentaje de escapes
(plantas que resultaron ser negativas a la amplificacién por PCR del gen marcador
nptil), en presencia de concentraciones de kanamicina de 25 ug/ml en el xnedxo de
seleccion. Con'la’ finalidad de evitar la regeneraciénde escapes, l‘\ concentracxén de
kanamicina se elevé a 100 png/mi, en el Gltimo experimento.

Para la construcciéon pMRGA, a partir de los 3 primeros, experlmentos, se
recuperd una sola linea que presenté la amplificaciéon de:los transgenes por PCR,
“mientras que del cuarto (utilizando 100 pg/ml de! kanamlcxna), se obtuv1eron 11
plantas que resultaron positivas a la amplexcamén de los transgenes de nptll y la
fusion del gen de NADH-GOGAT en sentido inverso al promotor de Lbc;; asi como
del transgen de NADH-GOGAT en su totalidad, por el aniélisis de PCR (Tabla 1y
Figura 9).

En total se obtuvieron 12 plantas posibles transgénicas a los genes nptil y
NADH-GOGAT en sentido inverso, confirmadas por PCR, que fueron sometidas a
un analisis por southern-blot. Estas plantas se multiplicaron por medio de la
clonacion por esquejes estableciendo, de esta manera, lineas que se denominaron
GA (de las iniciales en inglés: "GOGAT Antisense").

Tabla 1. Experimentos de transformacion de alfalfa con la construccion pMRGA (NADH-GOGAT en sentido
inverso).

Experimento Noode No. de plantas Amphhcaaon de Amplificaaon de la tusion Amplificacion del
explantes repencradas npell Lbc-NADIH-GOGAT fragmento Lbey-taos
i 60
2 75 o1 S plantas 1 planta Q
K] 58
4 6 a7 11 plantas 11 plantas 11 plantax

Para la construccion pMRGOS (NADH-GOGAT en sentido directo), se
lograron obtener 14 plantas que resultaron positivas a la amplificacion del gen de
resistencia a kanamicina (nptil), pero no mostraron amplificacion positiva para la
fusion del promotor de Lbc, con el transgen de GOGAT en sentido directo. La
caracterizacion de cstas linecas no se continud, debido a que la integracién del

transgen de NADH-GOGAT no fue evidenciada por ninguno de los métodos

moleculares, PCR v southern-blot, ademas de que no presentaron incremento en la

actividad de la NADH-GOGAT en simbiosis
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

a
«— 785 pb
Seleccién de plantas
regeneradas, postivas a la
amplificaciéon del gen nptll
8 9 10 11 12 13 14 15
b
«+— 470 pb
C

«— 5.6 kb

Figura 9. Anidlisis por PCR de las lineas regeneradas de alfalfa transformadas con el pMRGA. a, producto de la
amplificacién del fragmento de 785 pb del gen nptll. Carril 1, marcador 1 kb; carril 2, pMRGA; carril 3, control
negativo; carriles 4-15, plantas regeneradas de alfalfa. b, amplificacion de la fusion entre el promotor Lbe; y el
cDNA de NADH-GOGAT en sentido inverso, producto de 470 pb. Carril 1, pMRGA; carril 2, marcador 1 kb;
carriles 3 y 4, controles negativos; carriles 5-15, plantas regeneradas de alfalfa (nptll positivas). ¢, ampilificacion
de la regién Lbe,-tnos de — 5.6kb. Carriles 1y 18, pMRGA; carril 2 y 19, 1 kb; carril 3, control negativo; carril 4,
linea control (BIN19): carriles 5-17, plantas regeneradas de alfalfa (nptll y Lbcy-GOGAT positivas). Gules de
agarosa al 19, teaidos con bromuro de etidio.

IV.2.2. Caracterizacion de las plantas transgénicas con el transgen de NADH-
GOGAT en sentido inverso.

IV.2.2.1. Analisis por Southern-blot.

Una de las pruebas que confirman la insercién estable de los transgenes en
las plantas regeneradas es el andlisis por Southern-blot. Para verificar la
integracion del transgene de GOGAT en sentido inverso en las plantas regeneradas
(positivas a la amplificacién de los transgenes por PCR), el DNA total se digirié
con las enzimas de restriccion EcoRl y HindlIll' y se hibridé con las sondas
correspondientes a fragmentos internos del cDNA de la NADH-GOGAT (clonado
en el pG7.2). La sonda 1, correspondiente a un fragmento interno Hindlll-BamHI
de 816 pb, se utilizé para hibridar contra el DNA digerido con EcoRl, y la sonda 2,

GY




correspondiente a un fragmento HindlIl de ~1. 5 kb, contra el dxgendo con Hznd[[I
(Figura 8b). i .

El patrén de hibridacién perm1t16 dxshnguu‘y erv_ t e ‘el: 'fragmento
correspondiente al gen endégeno y el transger\ de NADH GOGAT Debidoa que 1a’
secuencia gendémica posee intrones en’ estas’ regiones, la sor\da fub do n andas:
de mas alto peso que correspoudxan al gen endégeno, dlstxngl.uendolo de raﬁsgen
de la NADH-GOGAT que se evidencié por la hibridacién en bandas de més ba]o"
peso molecular (Flgura 10).

<
(&)
=
=

b
2.1 Kb

5 Kb

Figura 10 Southern-blot de las plantas transpgenicas GAL 10 py por carril de DNA total, digeridos con EcoRI en

a v eon Hindlll en b En a Lo hibridacion fue con el tragmiento HindQ-BamFL de S1o pb (sondal) v en b con un

fragmento interno Hird 111 de ~ 1.5 Kb (conda2), del pGT2 (clona de cDNA de [a NADH-GOGAT de alfalfa). En

A v boscmuetran: marcadaor de peso molecular (1 Kb); conteoles negativos, M. sativa var. ReszenSY27a (Regen) y
phanta tranesenica con el gen g (Bin oy, plantas transgenicas de alfalta (GA).

12l patron esperado de hibridacion se observo claramente en ambos analisis.
Utilizando la sondat en digestiones con EcoRlI, se distinguié entre el transgen
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como un’ fragmento de ~1.8 kb y el gen endégenb, fragmentds de alto peso
molecular (Figura 10a). Con la sondaz se ev1denc16 una banda de ~1.5 kb que
corresponde al transgen de GOGA )', una d

.1 kb . del gen ndégeno (Fxgurar ]

lv‘z 23]

Seleccxon dc hnea uccién en la

Li; eas transgénicas GA,
se. determind la cinética de la act1v1dad enzxmatlca de la NADH GOGAT y la

nitrogenasa (Nasa) en nddulos de plantas sxlvestres de alfalfa en diferentes etapas
de la simbiosis. La actividad de NADH-GOGAT se detecto a partir de los 7 dpi
(dias post-inoculacién), tanto en las raices como en nédulos, incrementandose en
éstos a los 14 dpi. La actividad por mg de proteina y por peso fresco de tejido de la
NADH-GOGAT en los nddulos, registré su maximo nivel a los 21 dias post-
inoculacioén, la cual disminuyé en dias posteriores de la simbiosis, 28, 35 y 42 dpi
(Figura 11a). Este pico de maxima actividad de GOGAT coincidié con la maxima
actividad detectada para la nitrogenasa (Figura 11b). En las raices se presentd una
actividad de NADH-GOGAT ocho veces menor que en los nédulos a los 21 dpi y
permanecié baja durante la simbiosis (Figura 11a).

a b
- 150 20
= =2
2 E
= 4 2
?— 125 E
w = 15 4
= o
= 100 4- 1 /
Ee 2 s
s B a
= 75 4 . 2 10 4+
= Nodulop =2
- ®.
= 50 1= =
a 33 o
= 2 54
P4 28 + / =
= i =
E -3 . Raiz =
=z ) . a2 g
= © — T v T v o T T ™ T T
= “ 7 12 21 28 e a2 g 7 14 .21 28 as 4z

dpi dpi
Figura 11. Cinetica Jde actividad de la NADH-COGAT. a v nitrogena=a, b, en plantas silvestres de altalfa var.
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71




La actividad enzimaética de la NADH-GOGAT se cuantificé en clonas de 10
de las 12 lineas t;ransgénicas"GA, en nddulos y'raicesy de 21 dpi, cuando la NADH-
GOGAT presenta su rhéxima‘,actividadvenz‘imética. Cinco de las lineas presentaron
una reduccién significativa en la 7a"§:ti\;idad enzimatica (calculada por actividad
especifica asi como por peso freséo, cdmo se presenta en el articulo Cordoba et al.),
con respecto al control, tinicamente en los nddulos y no asi en las raices (Figura 12a
y b). Lo anterior estd de acuerdo con la expresion nédulo-especifica del transgen y
su posible efecto en la expresion 'dé la NAFDH-GOGAT. A partir de este analisis se
seleccionaron las lineas GAS89, GA87 GA88 y GAS82, que presentaron,
respectivamente, una reduccxén del 55‘%- 40‘70, 25% y 11%, en la actividad
especifica de la NADH-GOGAT en nédulos con respecto a la linea control (anura

12a). La caractenzac:én molecular y fisiologica’ ‘de estas lineas se presenta en el
articulo 1nclu1do en esta tesis (Cordoba et al.).
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mg de proteina g
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®
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Z

s
juy
[=)
=
“

B9 87 BG B8 82 2 91 90 35 96 C = 89 87 86 B8 82 92 91 90 35 96 C
GA GA
Figura 12, Acuvidad vspeatica de NADH-COOGAT en nodulos, a v raices, b, de las lineas GA de alfalfa (21

dpo TDiterencn signinicativa v control (), = 0085,

Se efectud una cinética para determinar si la reduccién en la actividad de
NADH-GOGAT sc¢ mantenia en estadios posteriores de la simbiosis en las 4 lineas
GA seleccionadas. La actividad de NADH-GOGAT se cuantificod a los 35 y 84 dpi,
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observandose una consistente reduccién de la actividad especifica de esta enzima

en estas etapas posteriores de la simbiosis (Figura 13).

100
) - dpi
LINEA
= ) 31 35 84
S 80 WGARY  55% 69% 59%
= B @ GCGAS7  40% 43% 73%
s AGAS8 25% 47% 72%
=2 VY GAS82 11% 100% 33%
T2 e0 4
&
=]
=
=
= 40 +4
-t
=z
2
=
b4
= 20+
1=
=.
0 T 1 T T
o] 21 42 63 84
dpi

Figura 13. Cindtica de la actividad de NADH-COGAT en los nodulos de las lineas transgénicas GA de alfalfa.
En el recuadro se presentan la disminucion de la actividad especifica de NADH-GOGAT en porcentaje para

cada una de las lineas, con respcto al 100% del control @, en cada uno de Jos puntos de medicion.
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IV.2.3. Caracterizacién de la progenie (T1).

Un requisito para conﬁrmar el -estado transgémco estable de las plantas o

nodularon con S melzlotr

la T1 (que se presenta en el articulo Cordoba ket al.).

Como una’ prueba prehmlnar ‘de’ la btransferencxaﬁde :los transgenes a la
descendencia, tar\to del gen marcador de seleccién nptII v de NADH-GOGAT; se
efectuaron analisis por PCR. Se amplificaron los fragmentos de 785 pb y 470 pb que
corresponden al gen nptll y a la fusién del promotor Lbc; con el gen de NADH-
GOGAT en sentido inverso, respectivamente (Figura 14a y b).

;011 para connnuar con la’'caracterizacion’ molecular de -

a
1 kb
«— 785 pb
500 pb
b
500 pb
300 pb <+ 170 pb

Figura 14. Anilisis por PCR de 1a T1. a, Amplificacion del gen nptll y b, amplificacion de la fusién del

promotor Lbc, de soyva v el gen de NADH-GOGAT en sentido inverso. Carril 1, marcador 1 kb; carril 2,
PMRGA; carriles 3 v 4; carriles 5-15, plantas T,
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Las lineas fueron sometidas posteriormente a un andlisis del tipo Southern-
blot, confirmando los resultados obtenidos por PCR. El DNA total, obtenido de la
progenie, se digirié con la enzima Hindlll y se hibridé con el fragmento interno del
cDNA de la NADH-GOGAT HindIIl de ~1.5 kb. Con excepcién de una planta
derivada de la linea GAS87 (Figura 15, carril 4 de la GA87 T1), el resto de la T1
presents hibridacién en la banda que correspondia al transgen de NADH-GOGAT
(fragmento de 1.5 kb), diferencidandose de la banda correspondiente al gen
enddégeno (~2.1 kb), evidenciando de esta manera la transferencia del transgene de

NADH-GOGAT a la progenie y por lo tanto, el estado transgénico de la TO (Figura
15). '

GAB9

GAsSS8
T1

Figura 15. Andlisis por Southern-blot de la progenie (T1). Hibridacién con el fragmento interno HindlIll de 1.5
kb del pG7.2, digestiones de DNA total con HindlIll. C, lfnea control; 1-8 plantas T1. Los fragmento de 1.5 kb y
2.1 kb corresponden al transgen y gen endégeno de NADH-GOGAT, respectivamente. )
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IV.2.4. Caracterizacién de cuatro lineas transgénicas GA de alfalfa (T0).

IV.2.4.1. Andlisis del contenido de aminoicidos por cromatografia en capa
fina (TLC).

Como efecto de la inhibicién de la expresién y actividad de la NADH-
GOGAT y de las otras enzimas que participan en la asimilacién del amonio y
metabolismo del N proveniente de la simbiosis, se presenté una reduccién en el
contenido de asparagina (asn), principal compuesto nitrogenado que se produce en
los nédulos de alfalfa, que se evidencié por medio de una cromatografia en capa
fina (Figura 16). A partir de este andlisis se determiné que la asn es el aminoacido
mds abundante en los nédulos de alfalfa y que en menor proporcién, aunque de
manera abundante, se encuentran el glu y la gin. Se observé una disminucién en el
contenido de asn en las lineas GA89 y GAS87, con respecto a la linea control, de
alrededor del 67% y 41%, respectivamente. Sin embargo con esta técnica no se
evidencié una diferencia entre el contenido de glu y gln en las diversas lineas
debido a que estos aminoacidos migraron en una sola banda (Figura 16). El analisis
por HPLC evidencié una reduccién significativa en el contenido de éstos y otros
aminodcidos en las lineas GA89 y GA87 (ver tabla 1 en Cordoba et al.).

- - - - . - - - 4—gln 4+ glu
- - - -~ > @— asn
€ 2 g2 & o o o ’
C] -3 @8 E &g o8 2 1223 <
2 < < = =<
F S O GG
)

Figura 9. Cromatografia en capa fina de extractos de amino4cidos a partir de nédulos de 21 dpi de lés distintas
lifneas GA y control (C). Los aminodcidos fueron revelados con ninhidrina. gln, glutamina; glu, glutamato; asn,
asparagina. .
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IV.2.4.2. Capacidad fotosintética.

La capacidad fotosintética de las lineas 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 CO,. A partir de estos datos se evidencié que las
lineas GA89 y GAS87 poseen una reduccxén de la fotosintesis ‘de alrededor del 80%

y 50%, con respecto a la linea control (Figura 17)

80

70 4

60 4

50 4

PH (umolemin’ss?)

20 =+

10 + .,}
Y

A ~ -
r— v ~ — ——— :
o] 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
C. (ppm)

Figura 17. Capacidad fotosintética de las lineas GA89 (O), GAS87 (A) y control (D), a los 21 dpl C,.
concentracién intracelular de COz, PH tasa fotosintética.

IV 2.4.3. Contenido de clorofila.

Como efecto de la reduccién en el contenido de compuestos nitrogenados en
el nédulo, se observo un efecto clorético en el follaje de las lineas GA89 y GAS87, tal
vez como ‘consecuencia de la reduccién en el aporte de N, en forma de

arrunoécxdos hacia estos tejidos demandantes (Figura 18a).
El folla)e de las plantas de las lineas GA89 y GAS87, presenté una reduccién
del 25% Y 13% en el contenido de clorofila, con respecto a la linea control,

respecuvamente (Figura 18b).
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Figura 18. Contenido de clorofila en las plantas GA. a, aspecto de las hojas en la linea control (C) vs. GA89; b,
contenido de clorofila en el follaje de las lineas GA89, GA87 y control (C).
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1V.2.5. Nodulacién de 1a linea GAS89 vs. control.

IV.2.5.1. Patrén de dlstrlbucnon de los nodulos en las ralces.

Se ha documentado amphamente el mecanismo ‘de’ autorregulacxén que

posee la planta para controlar el nimero de meeccxone’é de rhxzobxa que se pueden: :
establecer en las raxces de las leghmxnosas (van Brussel et él.,'2002 Caetano-
Anollés y Gresshoff, 1991a y b; 950). En esta‘lnteraccxén es. ‘la planta la que'
determina la cantidad de’ nmédulos que se"formarén enla raxz. A partlr del estudlo
de este mecanismo se ha establécxdo :que. la ,fkormao::lén de los prxrneros ‘nédulos

inhibe la nodulacién y nuevas 1nfecc10nes en las reglones mas jovenes de la raiz.
Debido a que la lxnea GA89 presenté un aumento de hasta 6 veces mas en el
nimero total de nodulos, aunque ‘de menor ‘tamafio con respecto a'las plantas
control (ver Figura 6 en Cordoba et al ), se detérminé el patrén de distribucion de
los nédulos para evxdencxar alguna modxflcamén en ‘este mecanismo de
autorregulacion. )

Las raices noduladas se midiérof) y-dividieron en tres zonas: zona I (Z1),
regién de unién de la raiz con el tallo ha‘st"a la porcién media de la raiz; zona I
(Z11), parte media de la raiz y la zona III (ZIII), regién que comprende las raices
maés jovenes de la parte media hasta la punta de la raiz (Figura 19a). Los nédulos
de cada una de las zonas fueron colectados, contados y pesados. El peso se
considerd como una medida del tamaiio y madurez del nédulo. La caracterizacién
se efectud a los 14 y 21 dpi. :

A los 14 dpi la linea control presentd en la Zl, el 70% del nimero de
nodules, mientras que en la zona 11 se localizé el 30% restante. En la ZII1 no se
observo la formacion de nddulos. Por lo que respecta a la linea GAS9, fue en la ZII
donde se establecid la mayor cantidad de nédulos, correspondiendo al 60% del
nuamero total de nédulos, en la ZI se establecio el 40% de los néddulos y de la misma
manera que en la linea control, la ZII1 no presentd formacion de nddulos (Figura
19b).

En las plantas control de 21 dpi, se observé una distribucién de los nédulos
mas maduros (con un peso promedio de 1.8 mg/nédulo) en la Zi, conformando
cerca del 700 del total de nddulos, mientras que nodulos mads jovences y pequenos
(0.95 mg/ndodulo), se distribuyeron on la ZIl, que comprendicron

aproximadameoente 2790 de los nédulos. La ZI presentd muy pocas infecciones,
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representando menos del 5%. Los nédulos en esta ultima fueron los-de menor
tamano (0.55 mg), debido a que se trataban de 1nfecc1ones mas recientes (Figura

19c) Estas observaciones comcxdencon las reportadas para dxversas legumxnosas,

concentré en la ZI, mientras que las

promedio de 59 % y 16 %, reSpectivarﬁ Es asi como la mayor canndad dek
nodulos se distribuyeron en la ZII, mientras | A'ZIII presenté un claro aumento
en el nimero de nédulos respecto a la‘linea c ntrol er\ la mxsma zona (Figura 19¢).
Los nédulos de la ZI (0.84 mg) no fueron mucho rnas grandes que los de la ZII (0.7
mg), mientras que los de la ZII1 fuu-on l’os de menor talla (0.54 mg), tratandose
éstos de recientes infecciones. El menor tamaﬁo»de los nd6dulos de la linea GA89
fue evidente en todas las zonas, comparéndosé éon las zonas correspondientes de
las plantas control. Debido a que en las plantas GA89 el mayor porcentaje de
infecciones se presentd en la ZII y que la ZIII tiene un nimero considerable de
nodulos, respecto a la linea control, se puede concluir que la planta GAS89 presenta
una alteracion en el mecanismo de autorregulacion en el patrén de nodulacién, que
da como resultado un fenotipo hipernodulante.

a b c

GASY
zn 21
Zu
zm zm }

zm - zm

o 20 a0 60 [} 100 o 20 40 80 80 100
Numero de nodulos (%6)

Figuea 19. Distribucion Jde los nadualos en las distintas zonas de las raices (a), de Las plantas control ¥ GASY de
altabiva los 1 il v 21 dpa (o)
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1V.2.5.2. Resistencia a la inhibicién de 1a nodulacién por nitrato.

El efecto inhibitorio de las fuentes ihorgénicas de nitrégéno sobre el
establecimiento de la simbiosis se ha descrito para varias especxes de legummosas
(Malik et al., 1987; Streeter, 1988). Plantas mutantes er\ ‘el mecarrusmojae regulacxor\ '
en el nimero de nédulos, con fenotipos de h1pernodulac16n' muestran una
resistencia al efecto inhibitorio de la nodulacxén ‘en presencxa dé_" fuentes de
nxtrégeno inorganico (Streeter, 1988; Hexdstra et al., 1997) Cor
determinar si la linea GAS89 presenta un fenotipo de re51stenc

a “fxnahdad de

a 1a nodulacxén
ba)o condiciones de suministro de NO;,, plantas de esta lm a se sometxeron a

tratamientos de riegos con diferentes concentraciones de KNO1 A los 21:dpi los
nodulos se colectaron, contaron y pesaron.

Los riegos con 2.5 mM de KNO; no inhibieron el establecimiento de nédulos
en las raices de las plantas control y GAS9 (Figura 13a). El efecto inhibitorio del
NOj se presentd en concentraciones a partir de 5.0 mM en adelante (7.5, 10y 12.5
mM), que se evidencié con una reduccién en el nimero total de nédulos (Figura
13a). En promedio, la linea GAS89, en condiciones de ausencia de fuente
nitrogenada, presentd alrededor de 211 nddulos totales/planta, mientras que la
linea control sélo 66. En condiciones de suplemento de 2.5 mM de KNO,, el
promedio de la cantidad de nédulos varid, aunque no de manera significativa, en
ambas lineas. A concentraciones de 5 y 7.5 mM de KNQ,, se observéd una reducciéon
en el niimero de nédulos con respecto a los tratamientos anteriores en ambas
lineas. La linea GAS9 presentd alrededor de un 50% (104 ndédulos totales/ planta) y
75% (531 nddulos totales/ planta ), de disminucién en la cantidad de nédulos, en las
concentraciones de 5 y 7.5 mM de KNQ,, respectivamente. Mientras que en la linea
control esta reduccion fue del 68% a un 86 (de 21 a 9 nédulos totales/planta), en
las condiciones respectivas anteriores (Figura 12a). En riegos con 10 y 12.5 mM de
KNQ., la linca GASY presentd formacion de nodulos (en promedio 35 y 26
nodulos/ planta), mientras que estas concentraciones resultaron inhibitorias para la
nodulacion en la linea control. La linea GAS9 presentd un nimero mayvor y peso
fresco de nédulos en todos los tratamientos, sin embargo en las dos lineas se
observd una reduccion en el tamano de los nodulos conforme se incrementd la

concentracion de KNO, (Figura 13b).
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Figura 20. Efecto del NO, en la nodulacién en la linea GASY y control (21 dpi). Namero, (a) y peso fresco (b),
de nodulos en diferentes concentraciones de KNO; en plantas de las lineas control llly GASY, 3

La distribucion de los nddulos en ausencia de nitrato conservé el patréon
anteriormente mencionado para las plantas controles y GAS89 a los 21 dpi (Figuras
19¢ y 21a). En presencia de la fuente nitrogenada, tanto las plantas control como
GAS89, presentaron el mayor porcentaje de infecciones en la ZI, que fue
disminuvendo paulatinamente en las ZII y ZI11. Los nédulos de la Z1 fueron los de
mayor tamano, indicando que correspondian a infecciones mas tempranas,
mientras que los nodulos mas pequenos se presentaron en las zonas II y 11,
tratdndose de nédulos de reciente formaciéon (Figuras 21a-f y 22a-f). A partir de
estos datos se observa que la linea GAS9 tiende a presentar un patréon de
distribucion parecido al de las plantas control (en ausencia de fuentes nitrogenadas
inorganicas), ¢s decir, el mayor nimero de nédulos se ubica en la ZI, mientras que
las zonas mas jovenes de la raiz tienden a tener menor nimero de nédulos, en
condiciones de suplemento de nitréogeno inorgdnico. Sin embargo, la inhibicién de
la nodulacion por la presencia de N inorgédnico, en la linea GAS9, no se presenta en
concentraciones de 10 v 12.5 mM de KNO., donde la linea C presenta una total

ausencia de infecciones (Figuras 20 v 21e-f).
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21. Distribucion de los nodulos de 21 dpi en la maiz de las lineas transgénicas GASY, [J y control [l on

concentraciones crecientes de KNO L a, =in fuente nitrogenadas b, ¢, d, ¢ vy (; condiciones de riego con medio

B&D (Broughton y Dilworth, 1971), suplementado con 2.5, 5, 7.5, 10 y 125 mM de KNO,, respectivamente.
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nodulos que se distribuyen en las tres zonas dela raiz en concentraciones crecientes de KNO,. a, ¢n ausencia
de KNO; bof, 2.5, 5, 7.5, 10y 12.5 mM de KNO,. GAso, (Tly C Il
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Aunque la morfologia general de los nédulos formados en presencia de
diferentes concentraciones de KNO,; no se modificS, éstos presentaron algunas
alteraciones. En cortes longitudinales se puede evidenciar la distribucion de las
distintas zonas del nédulo (segin Vasse et al., 1990): la regién mas distal
corresponde a la zona meristematica (I), seguida de la zona de infeccion (II) y la
interzona (IZ), la zona donde se establecen los bacteroides es conocida como la de
fijacién de nitrégeno (III), con la caracteristica coloracién rojiza y finalmente la
zona proximal, unida a la raiz, la zona de senescencia (IV) (Figura 23). En los
tratamientos sin KNO; y 2.5 mM de KNQO;, se distinguieron estas regiones, en los
ndédulos de las lineas GA89 y C, reconociendo el fenotipo de los nédulos en lineas
GAS89, que presentan una alteracion en la zona de fijacion que se evidencié con una
disminucién en la coloracién rojiza (ver figura 6e en Cordoba et al.). A
concentraciones a partir de 5 mM de KNO,;, los nédulos presentaron una
disminucién en su tamario (Figura 22c¢-f) y una mayor reduccién en la intensidad
de la coloracién rojiza caracteristica de los nédulos funcionales en la zona activa de
fijacion (Figuras 23 y 24).

Figura 23. Nédulos formados en las raices en condiciones de riegos con 5 mM de KNO; (21 dpi). Cortes
longitudinales de a, nédulo de plantas GA 89; b, nédulo de la linea control. Se distinguen las diversas zonas de

los nédulos: I, zona meristemitica; 11, zona de infeccién; 1Z, interzona; 111, zona de fijacién; IV, zona de
senescencia.
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Figura 24. Aspecto de los nédulos a distintas concentraciones de KNO,. a-d, nédulos de plantas sometidas a
riegos con medio B&D suplementado con 5 mM de KNO,; e-j, n6dulos desarrollados en plantas regadas con
7.5 mM de KNO,. a-c y e-g, nédulos de la linea GA89; d y h-j, n6dulos de la linea control. a, b, d, e, f, he i,
corresponden a nddulos desarrollados en la ZI de la rafz (nédulos maduros): ¢, g y j, corresponden a nédulos
desarrollados en la zona I1 de la rafz (nédulos j6venes). Barraen a-£, h, i=500 ym; en g y j= 1 mm.
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Las plantas GAS89 y control, sometidas a los riegos con KNQO,, formaron
pelos radiculares mas largos en todas las regiones de la raiz, algunos de éstos
presentaron el encurvamiento caracteristico como respuesta ante la presencia de
los factores de nodulacidn. De acuerdo a estas observaciones se puede decir que las
respuestas iniciales de la simbiosis no se vieron inhibidas en ambas lineas, ante la

presencia de N inorganico, en este caso NO; (Figura 25).

Figura 25. Respuesta de las raices en presencia de KNO,. a-c, pelos radiculares en las ralcs de la lfnea GASS en
5 mM, (a) y 7.5 mM (b y c), de KNO,. d-f, pelos radiculares de la linea control en 7.5 mM de KI\IO,. Las flechas
indican pelos radiculares que presentan la respuesta de encurvamiento ante la presencxa de S. mehloh. Barra
ena byd=500 um;enc, ey f= 250 um. ’
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V. DISCUSION

Desde que el ciclo GS - GOGAT fue reconocxdo como la via por la que las plantas
asimilan el amonio (Lea v M1ﬂm, 1974), se ha determmado por: diversos estudios
bioquimicos y moleculares ia xmportar\ua v funcxér\ de las dlferentes isoformas de
ambas enzimas en la a51m11ac16n del- amoruo denvado de distintas. fuentes
(Harrison et al., 2000). De la misma manera la generauon de plantas mutantes y
transgénicas en estas enzimas ha permitido d11uc1dar el papel crucial de las
distintas isoformas. e

En algunas plantas como la. alfalfa resulta dlfl‘ ﬂ‘obtener mutantes (genética
directa) debido, entre otras cosas, a su condx"

on: pohploxde. En estos casos el
enfoque de genética reversa que perrrute la generacxén de plantas transgénicas
moduladas en la expresion 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
expresidn y alterar su actividad en el proceso de asimilacién de amonio en diversos
tejidos. Los nédulos de las leguminosas muestran ser un tejido idéneo para el
estudio de la NADH-GOGAT ya que presentan niveles muy altos de expresién y
actividad de esta enzima, en condiciones de simbiosis efectiva.

Este trabajo presenta la generacion y caracterizacién de plantas transgénicas
de alfalfa que muestran una reduccién (en distintos niveles), en la expresion de la
NADH-GOGAT en los ndédulos, durante la simbiosis con la bacteria S. meliloti,
como una contribucién mas para tratar de determinar el papel de la NADH-
GOGAT en la asimilacién de amonio durante la simbiosis. A través del estudio de
estas lineas transgénicas se determiné que la reduccién de la expresion de la
NADH-GOGAT resulta en una alteracidon en el establecimiento de una simbiosis
efectiva, presentando cambios en la expresién de genes que codifican para enzimas
que participan en el metabolismo de N y C en los nédulos, produciendo una
reduccion en el contenido de los productos de la asimilacién de amonio, que son
exportados hacia los tejidos fotosintéticos, demandantes de N.

Por medio de la tecnologia "antisense” y la transformacion genética via A.
tumefaciens, fue posible reducir la expresion de la NADH-GOGAT en algux\zis de
las plantas transgénicas. Durante este proceso también regeneraron plantas en el

medio selectivo, que no portaban los transgenes, sin embargo una condicién mas
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severa de seleccién (100 ng de kanamicina/ml), perinitié reducir la produccion de
estos escapes. Se obtuvieron ademas plantas portadoras del transgen de la NADH-
GOGAT en sentido inverso, que no mostraron ‘reduccién’ en_la expresién y
actividad de la NADH-GOGAT. Debido a que ‘en todas las lineas (ébn excepcion de
la GA35, carril 5 de la Figura 9c), se ev1denc:16 por medio de PCR (F1gura 9c), que el
transgen - se integré en su totahdad (1nclu endo:las regxo es iegulatona.,),
ausencia de inhibicién de la expré's'i\d L 'de” »

lineas transgénicas (Figuras 10 y 12) ‘sv'e_" déb

que estan sujetas las inserciones al azar del transgen, nfégféndose en sitios de baja
actividad transcripcional. [ : R

Las lineas seleccionadas mostraron la xr\tegracxén de varias copias del
transgen de NADH-GOGAT, siendo dos en la linea GA89, tres en la GA8S2 y cuatro
en las lineas GA87 y GASS (Figura 1lc en Cordoba et al.). A pesar de tener el menor
nimero de copias la linea GA89 mostré tener la mayor reducciéon de la expresion
de la NADH-GOGAT, mientras la linea GAS2 con la menor reduccion muestra tres
copias; una vez mas el efecto posicional debe tener un papel determinante en el
nivel de expresion del "antisense” en la linea GAS89, debido a su probable insercion
en un sitio de transcripcion altamente activo.

La cadena de RNA en sentido inverso no fue detectada en ninguna de las
lineas transgénicas GA, sin embargo las plantas mostraron una reduccién en los
transcritos de NADH-GOGAT, sugiriendo que la accion del "antisense” se esta
ejerciendo posiblemente a nivel de degradacion del mensajero del gen enddégeno
de la NADH-GOGAT, por medio del apareamiento de las cadenas
complementarias de RNA y reconocimiento de este hibrido por nucleasas. La
reduccién en el nivel de mensajeros de la NADH-GOGAT en las diversas lineas
estuvo acompanada de una disminucién en el nivel de proteina v actividad de la
enzima, indicando que la regulacion de la NADH-GOGAT se ejerce en mayor
grado a nivel transcripcional y en menor grado en otros niveles.

La inhibicién de la expresion de la NADH-GOGAT se conservé a lo largo
del desarrollo de los nodulos, presentandose tanto en estados cortos (21 dpi). asi
como en tardios (84 dpi), de la simbiosis. Este promotor mostrd ser un elemento
regulatorio funcional en el sistema de alfalfa, ademais de presentar una expresion

nodulo-especifica. pues el ofecto del transgene solo se detectd en condiciones
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simbidticas y no asi cuando la fuente de N fue suministrada en forma de NOy. En
las raices de las plantas transgénlcas no se’ observaron cambxos en el nivel de

transcritos de NADH- GOGAT que mostraron sxempre ba]os ruveles en

el transgen (confxrmado por anéhsls por PCR y Southern-blot), mostraron‘ 15
inhibicién de la NADH- GOGAT a niveles en los que se detectaronb en us

progenitores, que correlacxono igualmente con el establecxmlento de un ) 51mb1051s.
inefectiva.

Se han documentado los cambios de expresiéon de las diversas enzimas del
metabolismo de C y N del nédulo. Estudios de Egli et al. (1989) y Vance et al.
(1995), demostraron que existe una reduccién de la expresiéon y actividad de la
NADH-GOGAT, GS, AAT y PEPC, en condiciones donde la planta o el simbionte
bacteriano son incapaces de establecer una simbiosis efectiva (en un fenotipo de
alfalfa inn1Sa, o con cepas Fix de S. meliloti), revelando un efecto pleiotréopico y la
estrecha relacion que existe en la regulacion de estas enzimas, aunque de manera
diferencial. A través de éstos y otros estudios, se ha podido establecer que existe
un factor que participa on el establecimiento de una simbiosis efectiva y que actiaa

como un regulador de la expresion de estas enzimas. La naturaleza de este factor

<

e desconoce, pero debe tratarse de un producto que proviene de la fijaciéon del N,
en la simbiosis. A pesar de que la expresion de estas enzimas disminuyé en
condiciones de simbiosis inefectiva, se evidencié que la NADH-GOGAT se
En
comparacion al resto de las enzimas, los niveles de transcritos asi como de proteina

encuentra regulada de una manera particular (Trepp et al,, 1999a y b).

v actividad de la NADH-GOGAT, presentaron una mayor reduccién bajo estas

condiciones, limitando <u alta expresion tnicamente en simbiosis efectivas. Estos
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estudios remarcan la importancia:de: la NADH-GOGAT en la asimilacion de
amonio en la simbiosis y su posible papel como el paso limitante en el ciclo GS-
GOGAT (Egli et al., 1989; Vance et al., 1995; Trepp et al., 1999a b: Ternple et al.,
1998b). : : :

En las lineas GA se observé la alterac:on en la expre51on de los genes de GS,
AAT, NADH-GDH, SS, PEPC y Lb, como resultado de la disminucién-de la

expresion de la NADH-GOGAT y a la interconexién que existe entre la regulaciéon

de la expresiéon de estas enzimas, respondiendo seguramente, a los cambios en los
niveles de C/N disponibles en el nédulo y en el resto de la plant}l. Esta alteracion
se observd claramente en las lineas GA89 y GAS87, que mostraron la: mayor
reduccién de expresion de la NADH-GOGAT. La linea GAS9 pfesentc’) la mayor
reduccion en los transcritos de las enzimas GS, AAT, PEPC, SS'y de'la proteina Lb,
asi como un aumento en el nivel de mensajeros de la NADH—GDH.‘Sin embargo la
reduccion en el nivel de mensajeros, en algunos casos, no es‘t‘i‘,l\"‘o acompanada de
una reduccidén en la actividad enzimatica, lo ciue esta de acuerdo a la regulacion
postranscripcional, traduccional y/o post-traduccional, ‘a la cual estdn sujetas
algunas de estas enzimas. ' '

En el caso de la GS, a través del uso de plantas transgénicas con reduccion
en el nivel de transcritos de la GS por medio de antisense, se ha documentado la
regulacion post-transcripcional a la que se encuentra sujeta, principalmente a nivel
de ensamblaje de la holoenzima, donde la cantidad de transcritos no fue una
limitante para obtener los mismos niveles de proteina y actividad de GS (Temple et
al., 1998a; Ortega et al., 1999). Los estudios en plantas de soya han demostrado que
en condiciones simbidticas, la actividad de GS se encuentra regulada a nivel de
estabilidad de la holoproteina (Temple et al., 1996). En las lineas GA se detectd una
disminucion en los transcritos de la GS, sin embargo no se observé una alteracion
en el nivel de la proteina y actividad de la GS, atendiendo a algun tipo de
regulacion post-transcripcional. Se observé una reduccién a nivel de mensajeros
proteina v actividad de la AAT en la linea GAS89, mientras el resto de las lineas
mostrd sélo una reduccion en la actividad que no fue significativa con respecto al
control. Se ha establecido que en simbiosis inefectivas existe una reduccidn en la
cantidad de transcritos y actividad de AAT (Egli et al., 1939; Gantt et al., 1992); su

maxima expresion requiere de una senal asociada con la efectividad de los
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nodulos, involucrando ademads una regulacién pbst-traducciohnl (Gantt et al.,
1992). R ,

‘La PEPC también presentd und réduccién en su expresion, la cantidad de
transcritos dmmlnuyo aconﬁpanada de ana’ reduccién en él'contenido de proteina
PEPC. Sin embargo, los niveles.de acnvxdad de’ PEPC detectados en la linea GAS9,
no mostraron niveles tan bajos’en proporcxén ala cantidad de la proteina. Se ha
estudiado ampliamente  el-mecanismo: de regulacxén post-traduccional por
activacién a través de la. fosforilacién de la  PEPC y desactiviacién por
desfosforilacién, mostrando ademas una fuerte correlacién en su actividad méxima
con el suministro de productos carbonados de'la fotosintesis, por la parte aérea,
principalmente de las hojas (Zhang vy Chollet, 1997a, b). La linea GAS9 muestra
sintomas de clorosis y una reduccién en su-capacidad fotosintética, seguramente
esto limita el aporte de carbono hacia el néddulo y una posible desactivaciéon de la
PEPC. Adicionalmente se ha evidenciado que en condiciones de simbiosis no
efectivas (como en los nédulos de la linea GA 89), esta enzima es degradada
(Pladys y Vance, 1993), este mecanismo puede estar actuando y relacionarse con la
baja cantidad de proteina detectada en la linea GAS9. En los ensayos por western-
blot se detectd junto con la banda principal de la PEPC, bandas adicionales de
menor peso molecular, que se incrementaron en concentracién conforme
disminuy¢ la cantidad de PEPC y la actividad de NADH-GOGAT, éstas podrian
corresponder a productos de degradacién de la PEPC (Pladys y Vance, 1993).

En algunas de las lineas GA, se observd una reduccién en los niveles de
mensajeros de la SS, que fue mayor en la linea GA89, mostrando también una
disminucién a nivel de actividad. Los cambios detectados en la expresion v
actividad de la SS podrian atender a la estrecha relacién entre la asimilacién de
amonio en la simbiosis y el aporte de carbono, a través de esta enzima (Gordon et
al., 1997). La disminuciéon de la fijacion y asimilacion de N, como consecuencia de
la reduccién de la actividad de NADH-GOGAT, esta limitando la entrada de
amonio provocando una acumulacion de productos carbonados en forma de
hexosas, debido a que éstos no estan siendo requeridos, pues la asimilacién del N
en cuerpos carbonados se encuentra reducida. El cambio de la relaciéon C/N podria

estar regulando la actividad de la SS, posiblemente a un nivel post-traduccional,
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debido a que los niveles de actividad son menores en comparacion al de
transcritos. :

Por el contrario al resto de las enAxnﬁas se detectd un u'lcrcrncnto en el nivel
de los transcritos de la NADH- C‘DH ‘en todas las ‘lineas. GA, que tuvo un
comportamiento directo a la reduccion de la expresién de la NADH-GOGAT. La
expresion y actividad de la GDH en los nédulos no se le ha relacionado con la
asimilacion del amonio derivado de la simbiosis, puesto que su expresion se ha
detectado en muy bajos niveles (Trepp et al., 1999¢), observandose un aumento de
transcritos y actividad tinicamente en condiciones de simbiosis inefectivas (Egli et
al., 1989). Debido a lo anterior, mds que interpretarse como un intento por
compensar el efecto de la falta de actividad de la GOGAT (para asimilar el amonio
producido en la simbiosis), la elevacién de mensajeros de NADH-GDH puede
atender a un reciclamiento del amonio, proveniente del proceso de senescencia
temprana que presentan los nédulos de estas lineas.

Aunque este trabajo se restringié unicamente al estudio de la expresion de
algunas de las enzimas que participan en el metabolismo de C y N en el nédulo, el
efecto de la disminucion de la NADH-GOGAT puede afectar la expresidon de otros
genes que codifican para proteinas con funciones metabdlicas o regulatorias (Wang
et al., 2001; Wang et al., 2000). Debido a que existe una estrecha interacciéon entre
las respuestas a las sefales derivadas del metabolismo del C y N (Coruzzi v Zhou,
2001; Stitt, 1999), los cambios observados en los niveles de los diversos metabolitos
en las plantas GA, sugieren que las plantas deben estar percibiendo estos cambios
y responder a su vez, con cambios en la expresion génica. A través del uso de la
tecnologia de los microarreglos, se ha evidenciado una variedad de genes que
responden a la presencia de nitrato (Wang et al., 2001; Wang et al., 2000), que
muestran un panorama general de la intrincada relacién que existe entre los
circuitos regulatorios del metabolismo de C y N. Un estudio mas amplio,
utilizando la herramienta del transcriptoma aunado a un estudio de protecoma, a
través de los cuales se revela el patrén de expresidn de transcritos y de proteinas
en distintas condiciones, permitiria detectar los cambios de expresién de diversas
proteinas y determinar el efecto general de la reducciéon de la expresion de la
NADH-GOGAT en la simbiosis en las lineas GA.
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La alteracion de la expresion de las enzimas que participan en el proceso de
asimilacion y metabolismo del N resulta en un efecto pleiotrépico debido a la
reduccion en la expresiéon de la NADH-GOGAT. Una de las consecuencias de esta
disminucion fue la reducciéon del contenido de glutamato, glutamiﬁa y asparagina,
los cuales tienen la funcién, entre otras, de distribuir el N asimilado al resto de la
planta, participando como donadores de N en diversos procesos metabdlicos
esenciales en la planta. ’ o 5 i

El nédulo se reconoce como un érgano productor de N y demandador de C,
mientras que la parte aérea de la planta se comporta en condiciones de simbiosis,
como un Srgano demandador de N y fuente de C. Al disminuir la actividad de
NADH-GOGAT se observé una reduccién en el contenido de los aminodcidos mas
abundantes, productos de la asimilacién del amonio en el nédulo, que tratdndose
de la fuente principal de N en la simbiosis, resulté en una disminucién de N en el
follaje, evidenciada como clorosis, sintoma que indica deficiencia de N. El tejido
fotosintético por lo tanto, dejo de recibir el N necesario para la biosintesis de
diversos compuestos como la clorofila, observandose una reduccién en el
contenido de este pigmento y en la capacidad fotosintética de las plantas. Siendo el
glutamato el donador del N para la produccién de aspartato y éste a su vez
sustrato para la formacion de asparagina en el nédulo, la cantidad de estos tltimos
disminuyeron como consecuencia del bloqueo en la produccién de aquel
compuesto. De esta manera se evidencié que la actividad de la NADH-GOGAT
esta limitando la entrada de amonio y la asimilacion de éste en aminodcidos.

Las plantas que presentaron una disminucién en la actividad de NADH-
GOGAT mostraron una reduccion en la actividad de la nitrogenasa, indicando que
una reduccion de la asimilacion de amonio causa un bloqueo en la entrada de N.
Se sabe que una disminuciéon en la actividad de la nitrogenasa tiene un efecto sobre
¢l flujo de los compuestos carbonados en el nédulo, se acumulan ciertos sustratos
que indican la inhibicidon del flujo en pasos especificos de la via de la glucélisis v en
la actividad de PEPC (Curioni et al., 1999). LLas pozas de hexosas mostraron una
alteracion, el contenido de glucosa y fructosa se incrementé en los nédulos de las
lineas conn mayor disminucion de NADH-GOGAT. Las plantas de las lineas GAS89
v GAS7 presentaron una acumulacién mayor de glucosa y fructosa, como

resultado posiblemente, de la disminucién en el flujo de C para la asimilacién de
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amonio y reduccién en la actividad de PEPC sin embargo no se detectaron
incrementos sxgruﬁcatwos en las pozas de écxdos orgémcos.k

los factores que partncxpan en este mecarusm paran las sefales que

regulan el niimero-de nédulos, se ha observ sque e el establecimiento de los
‘primeros nédulos induce la inhibicién de:la formacxén de nuevos nédulos en las
‘regiones mas jévenes de la raiz (Caetano-Anollés y.Gresshoff, 1991b). A partir del
estudio de leguminosas mutantes en el sistema de autorregulaciéon de chicharo
(Duc'y Messager, 1989; Sagan y Duc, 1996), soya (Caetano-Anollés y Gresshoff,
1991a), y L. japonicus (Wopereis et al., 2000; Nishimura et al., 2002a), se ha
postulado que la planta produce sefiales que regulan y determinan el nimero de
infecciones en las raices. Experimentos basados en injertos entre plantas mutantes

hipernodulantes y silvestres, han evidenciado que existen senales producidas

tempranamente en los nddulos y/o raices que son transferidas hacia el tallo, donde
inducen la produccion de cierto(s) compuesto(s) que actia(n) como sefal (la senal
de autorregulacién), que inhibe a las nodulaciones posteriores (Sheng y Harper,
1997). La caracterizacion de mutantes de L. japonicus que muestran un fenotipo
hipernodulante permitié el aislamiento del gen HART que codifica para un
receptor tipo cinasa de serina/treonina (Krusell et al., 2002; Nishimura et al.,
2002b). identificAndose los genes ortélogos en chicharo, SYM29 (Krusell et al.

2002) v en soya., GmNARK (Searle et al., 2003). Estos genes codifican para una

proteina que presenta similitud en la secuencia de aminoacidos de alrededor del
50% en el extremo amino terminal (que comprende un dominio extracelular rico en
leucinas) v de 80", en el extremo carboxilo terminal (dominio de cinasa), con la

protofina CLANVATAL (CELATD de Arabidopsis. CLAL es un recpetor que participa en
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el control de la proliferacién'célula‘r en los meristemos. Se posfula que en las
leguminosas, este receptor participa en'la percepcién y transduccxén de la sefnal de
la autorregulacxén de la nodulac.lén (Krusell et al., 2002)

En la linea GA89 se evxdencxé una formacxén cor\51derable de nédulos en las

nimero muy reducido, (por respu

tempranas en las zonas maduras d

N necesario para su metab . h a que en ausencna de fuentes norgérucas de N

la simbiosis es el tinico mecanxsmo por el cual pued obte

ér este nutrimento. Es
evidente que las plantas: ‘control y GAS9 forman el mismo huihero de nédulos en la
zona donde se establecen las pnmeras 1nfeccxones (ZI), sin embargo en etapas
posteriores, las plantas de la linea GAS89 contlnuan _estableciendo nuevas
infecciones y nédulos en las zonas mas )évenes (ZII y ZIII), de la raiz (Figura 20a,
en ausencia de KNO, y Figura 21a). :

Algunas de las leguminosas hipernodulantes que se han caracterizado
presentaron resistencia a la inhibicién de la nodulacién por fuentes inorgdnicas de
N como nitrato y/o amonio (Streeter, 1988; Heidstra et al., 1997). Las plantas dela
linea GAS9 mostraron este fenotipo en presencia de concentraciones de 10 y '12.5
mM de KNO; que resultaron inhibitorias para la nodulacién de la planta control.

Por las observaciones anteriores, parece que esta linea posee una alteracion
en el sistema de autorregulacion de la nodulacion debido posiblemente, a la falta

de la produccién de compuestos nitrogenados (aminoacidos) y/o a la ausencia de

una molécula “senalizadora”, que podria tratarse de un compuesto derivado de la

asimilaciéon de amonio v/o metabolismo del N, proveniente de la simbiosis. Esta
respuesta hipernodulante atiende a un cambio metabdlico por deficiencia de N,
siendo hasta ahora la dnica linea transgénica de leguminosa con inhibicién en un
gen metabolico, que presenta un fenotipo hipernodulante.

La disminucion en la expresion de la NADH-GOGAT tuvo un. efecto
pleiotropico que dio por resultado el establecimiento de una simbiosis lnef(_ctlva vy
un fenotipo hipernodulante ¢n las plantas con la mayor reducciéon de NADH-

GOGAT, causando una deficiencia de N en la parte aérea de las plantas, indicando
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que la NADH—GOGAT.podria ser el paso limitante de la asimilacién de amonio
durante la simbiosis.

Para tratar de establecer la contnbucxén de una enzima especifica como el

' p051b1e paso hmntante eh determmada Via metabélxca, se debe atender al efecto de’
la reduccién y' av

ento gradual de dxcha enzima y cuantificar el impacto de esta
reduccién en los productos flnales de la via (Furbank y Taylor, 1995), como se
1lustra en la Fi ' e

'Figura 26. Representacion grifica de los
cambios en el flujo metabdlico (contenido
de productos finales), como respuesta a la
alteracion de los niveles de una enzima.
Se grafica el comportamiento de una
enzima limitante (a), co-limitante (b) y no
limitante (<), en una via metabdlica,
considerando al 100% como los niveles
enddgenos normales de una enzima,

i Coplghido de productos finales

M . N
o 1 100% 200 %

T
(“antisense™) (sobre-expresion)

Actividad enzimdtica’

Una enzima se reconoce como limitante cuando ante una pequeiia reduccién
en los niveles de dicha enzima se produce una reduccidon proporcional en el flujo
de la via. Cuando estos cambios en el flujo no son proporcionales a la reduccion de
la enzima (pero si son significativos), se le atribuye un papel co-limitante a la
enzima, es decir, se trata de una enzima que contribuye al control pero no es el
unico punto de regulacién de la via. Cuando no se observa ningan cambio en los
productos finales aun ante grandes decrementos de la enzima, ésta no ejerce
control sobre la via, tratdndose de una enzima no limitante (Stitt y Sonnewald,
1995).

Este estudio ha permitido identificar la importancia de la NADH-GOGAT
como una enzima crucial en el control del flujo metabdlico entre el tejido del
nodulo v el fotosintético. La disminucion progresiva de la NADH-GOGAT tuvo un
impacto en la via de asimilacion de amonio, que se acentud
reduccion de la NADH-GOXGAT.

en la linea con mayor
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Figura 27. La disminucién de la actividad de la NADH-GOGAT e¢n simbiosis versus parametros que
indican el flujo metabdlico. Se grafican porcentajes del contenido de aminoacidos, actividad de
nitrogenasa, contenido de clorofila y N total de las distintas lineas GA, con respecto al porcentaje de
actividad remanente de la NADH-GOGAT, 33% (GAS8Y); 61% (GAB7); 80% (GAB2); 87% (GAS88) y 100%
(control). Otros aminoacidos indica la suma de la concentracion de arg, asp, gly, ile, iso, lys, met, phe, ser,
thry val. ® y la linea punteada representan la curva que se ajusta a los puntos.

Atendiendo a algunos parametros como el contenido de aminoacidos, N
total y clorofila, que reflejan la adquisicion y asimilacion de N, se observa que ante
ia reduccion en la actividad de la NADH-GOGAT se presenta una disminucién en
algunos de estos parametros (Figura 27). La recta que se ajusta a estos datos indica
un comportamiento lineal de estos pardmetros respecto a la actividad de NADH-
GOGAT en el nédulo. Por estas observaciones la NADH-GOGAT, se puede
considerar como el paso limitante de la via de asimilacién de amonio en los
noédulos. Estos resultados apoyan el papel limitante de la NADH-GOGAT,
propuesto por Trepp et al. (1999a, b).

Sin embargo, por su estrecha relacion con el metabolismo de C, entre estas
vias metabdlicas, pueden existir otros sitios de control. Por otra parte, la
generacion de plantas que posean una expresion elevada de la NADH-GOGAT
respecto a la de plantas silvestres, podrian reforzar los resultados obtenidos en este
trabajo, logrando posiblemente, obtener cambios favorables en el flujo hacia una

mavor adqguisicion de N
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VI. CONCLUSIONES

e Utilizando la transformacién

enénca de plantas de alfalfa y la metodologla

genética reversa a través de 1a’ ecx1oidg1a del RNA en “antisense” , fue posible
disminuir la expresién de'la NADH-GOGAT ‘sistema homologo de alfalfa (M
sativa L. var. REGENSY27x) ]
® La expresion de la NADI—I GOCAT presento una re duccxén nédulo—especxﬁca en
diferentes porcentajes. (de 13% a 67%), con respecto a la planta control, en las

distintas lineas analizadas. - . L '
» Una reduccién de la actividad de la NADI—I—GOGAT resulté en el establecxmxento

de una simbiosis inefectiva que se acentué enﬂla‘ hnea GA89 con‘ a'mayor
inhibicion. :

e La expresion de los genes y actividad de diversas; enzimas: 1nvolucradas en‘la’

ron' cambxos como )
respuesta a la inhibicién de la expre51on de la NADH-GOGAT resultando adernas
en un cambio en el contenido de los productos de estas enznmas (amujoa,cndos v
azucares). : B RS e el T

asimilacién y metabolismo del N Yy C en el nédulo, mo t

e En general, el flujo metabdlico entre los tejidos del nédulo y fotosxntetlcos fue
alterado en las lineas GA.

* La linea GAS89 mostré un fenotipo hipernodulante y resisten'cxa a la 1nhlb1cmn

por fuentes nitrogenadas inorgéanicas, como resultado de la alt etabolxca ‘

de la disminucidn en la asimilacion de amonio.

* Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la NADH GOGAT puede
considerarse como el paso limitante en la asimilacién de amoruo._ e
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