
TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

t 

OB062 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA & 

DE MEXICO ze f 
  

  

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONALES Y 

DE POSTGRADO DEL C.C.H. 

CENTRO DE INVESTIGACION SOBRE FIJACION 

DE NITROGENO. 

  

  

ANALISIS MOLECULAR Y FISIOLOGICO DE 

PLANTAS TRANSGENICAS MODULADAS EN LA 

EXPRESION DE GLUTAMINO SINTETASA. 

T E § I 8 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 
MAESTRA = EN —_—sINVESTIGACION 
BIOMEDICA BASICA — 
P oR E S EN T A: 

BIOL. SARA ISABEL FUENTES MEMBREAO. 

CUERNAVAGA, MORELOS. ca 1998. w 
(2



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Este trabajo de tesis se realizd en las instalaciones del Centro de 
Investigacién sobre Fijacién de Nitr6geno, UNAM, Cuernavaca, 
bajo ta direccion de la Dra. Georgina Hernandez Delgado. 

Cuernavaca, Morelos, 1998.



En este trabajo deseo hacer patente mi agradecimiento: 

A la Dra. Georgina Hernandez por su direccién, por la confianza que ha puesto en mi 
y por brindarme la oportunidad para realizar este trabajo de tesis con todo lo que ello 
significd. 

A la Dra. Adriana Ortiz L6pez como parte de mi comité tutorial, deseo agradecerle 

enormemente su ayuda, apoyo y asesoria a lo largo de la fase experimental de este 

trabajo. 

A la Dra. Susana Brom Kianner como parte de mi comité tutorial y como Jurado le 
agradezco su asesoria y sus valiosas sugerencias. 

Al Jurado integrado por los Dres. Jaime E. Padilla Acero, Mario Rocha Sosa y Jorge 
Vazquez Ramos por la minuciosa revisién a este escrito y por su valiosa critica y 
sugerencias al mismo. 

A todos y cada uno de mis compafieros (los que antes y los de ahora) del CIFN y 
amigos ahora, por su ayuda incondicional y por su apoyo SIEMPRE que lo necesite.



Dedico este trabajo con todo mi amor a mi mamd la 

Drofesora Juanita /Membrerio Lainex de Fuentes.



ANALISIS MOLECULAR Y FISIOLOGICO DE PLANTAS 
TRANSGENICAS MODULADAS EN LA EXPRESION DE LA 

GLUTAMINO SINTETASA. 

INDICE DEL CONTENIDO. 
RESUMEN. 

1. INTRODUCCION. 

1.1 El papei de la glutamino sintetasa en e! metabolismo nitrogenado en la planta. 
1.1.1 El nitrégeno, un elemento esencial. 
1.1.2 La reduccidn del nitrato en las plantas 
1.1.3 La asimilacién del amonio en las plantas. 
1.1.4 La glutamino sintetasa (GS) en las plantas. 
1.1.5 Caracteristicas de la GS. 
1.1.6 Funcidn de las isoformas de la GS. 
1.1.7 La funcién de la GS2 cloroplastica en la reasimilacién del amonio 

liberado durante fa fotorrespiracién en la hoja. 
1.1.8 La sintesis de glutamina translocable por las isoformas de GS1 

citosdlicas. 

1.2 La ingenieria genética de plantas para modificar la expresién de 
genes especificos. . 

1.2.1 Transformacién genética de plantas mediada por Agrobacterium 
tumefaciens. 

1.2.2 Obtencién de plantas transformadas con genes quiméricos. 
1.2.3 El uso de fusiones génicas entre promotores nativos de la GS y el 

gene reportero de gus. 

1.3 Modulacién de la actividad de la GS en las plantas. 
1.3.1 La inhibicién de laactividad de la GS con TRL. 
1.3.2 Inhibicién de la expresién por RNA en “antisense”. 
1,3.3 La alteracién de la GS y la tolerancia a L-PPT. 
1.3.4 La sobreexpresidn de la GS con genes quiméricos. 

2. OBJETIVOS. 
2.1 Objetivo general. 

2.2 Objetivos particulares. 

3. MATERIAL Y METODOS. 
3.1 Transformacién genética de tabaco con los transgenes de GS de alfalfa. 

3.1.1 Cepas bacterianas y construccién de plasmidos. 
3.1.2 Transformacién genética de las plantas. 

o
a
n
n
n
 

=
 
=
 

114 

12 

12 
14 

15 

16 

16 

17 

19 

19 

23 
23 

23 

24 

24 
24 
25



3.2 Germinacion, crecimiento y mantenimiento de las plantas de tabaco. 

3.2.1 Germinacién, cultivo y seleccién de las plantas R1 de tabaco. 

3.2.2 Crecimiento y mantenimiento de las plantas de tabaco. 

3.3 Evidencias de fa transformacién genética de plantas de tabaco R1 
seleccionadas. 

3.3.1 Actividad histoquimica de 8-glucuronidasa (GUS). 
3.3.2 Amplificacién por PCR del gene de gus integrado al genoma 

vegetal. 
3.3.3 Amplificacién por PCR de los transgenes 35S-GS en “antisense” y 

35S-GS en “sense”. 
3.4 Caracterizacién molecular y fisiolégica de las plantas transgénicas. 

3.4.1 Cuantificacién de la abundancia del RNAm de la GS. 
3.4.2 Analisis de los polipéptidos de la GS. 
3.4.3 Actividad especifica de la GS. 
3.4.4 Determinacién de la concentracién de la proteina. 
3.4.5 Cuantificacién de la clorofila total. 

4. RESULTADOS. 
4.1 Seleccién de la poblacién R1 de plantas transgénicas de tabaco. 

4.2 Evidencias de la transformacién genética de las plantas de tabaco R1 
seleccionadas. / 

4.2.1 Actividad histoquimica de B-glucuronidasa (GUS). 
4.2.2 Amplificacién por PCR de los transgenes integrados: gus y 35S-GS 

en “antisense” y 35S-GS en “sense”. 

4.3 Caracterizacién molecular de jas plantas transgénicas. 
4.3.1 Cuantificacién de la abundancia de RNAm de la GS. 
4.3.2 Analisis de los polipéptidos de la GS. 

4.3.3 Actividad especifica de la GS. 

4.4 Caracterizacion fisioldgica de las plantas transgénicas de tabaco que 
sobreexpresan la GS. 

4.4.1 Crecimiento en amonio (inorganico) vs. en glutamato (organico) 
como fuente de nitrégeno. 

4.4.2 Crecimiento en diferentes concentraciones de amonio como fuente 

de nitrégeno. 

5. DISCUSION. 

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. 

7. BIBLIOGRAFIA CITADA. 

25 
25 
26 

27 
27 

28 

29 
30 
30 
31 
32 
33 
33 

34 

34 

34 
34 

35 

37 

37 
40 

41 

43 
45 

48 

54 

61 

63



RESUMEN 

En las plantas la via principal de asimilacién de amonio es la que ocurre a través 

de las enzimas glutamino sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT) (Lea y Miflin, 

1980). La glutamino sintetasa es la enzima que directamente incorpora al amonio a una 

molécula de glutamato para sintetizar glutamina (Figura 1), de ahf su importancia en el 

metabolismo nitrogenado de las plantas. 
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Figura 1. Ciclo GS-GOGAT de asimilacién de amonio en las plantas. GS: glutamino 

sintetasa; GOGAT giutamato sintasa. 

Para abundar en el conocimiento de Ja regulacién de esta enzima en las plantas 
se altero la expresién de la GS en plantas transgénicas de tabaco. Se caracterizaron 

plantas de tabaco R1 transformadas con un gene quimérico de GS1 citosdlica de alfalfa 

(Das Sarma et al, 1986) colocado en sentido contrario (antisense”) para disminuir ta 

actividad de la GS endégena y también se analizaron plantas con este gene quimérico 

de GS alfalfa en sentido directo (6 en “sense”) bajo el promotor constitutivo p35SCaMV 

para aumentar la expresion de la GS. 

En las piantas de tabaco con del gene quimérico de alfalfa 35S-GS en “antisense” 

seleccionadas por su resistencia a la kanamicina, actividad de GUS y amplificacion por 

PCR del transgene 35S-GS; no hubo disminucién de la actividad enddgena de la GS ni 
se demostré la presencia del transgene en estas plantas por hibridaci6n DNA:DNA 

(Southern blot). No es claro discriminar si las plantas seleccionadas contienen el



transgene 6 que quizds no io expresen 6 bien que se haya seleccionado solo a aquelias 

plantas con niveles de inhibicidn de GS moderados que no alteraron la sintesis activa de 

la proteina nativa. 

En cambio, si se obtuvieron plantas que constitutivamente expresaron el 

transgene 35S-GS en “sense”, lo cual se reflejé en el aumento de RNAm y de3 a 11 

veces mas actividad funcional de la GS. La expresién constitutiva se reflejd también en 

mayor nivel del polipéptido de GS1 en hoja de las plantas transformadas, donde 

usualmente el polipéptido nativo de GS1 muestra niveles de expresién minima en 

comparacion con el predominio de la GS2 en este érgano. 3 

Aunque en nuestro sistema heterdélogo de tabaco las plantas no mostraron una 

apariencia diferente por la expresién continua de la GS, se analizé el impacto fisioldgico 

de esta alteracién en estas plantas. Las plantas de tabaco con GS sobreexpresada no 

mostraron una mejoria notable por el suministro de glutamato como fuente nitrogenada, 

a diferencia de lo observado en el sistema homdlogo de sobreexpresion de GS de 

alfaifa, dependiente de glutamato para la supervivencia de estas plantas. 

En las plantas de tabaco que sobreexpresaron la GS también se evalud el efecto 

del suministro de nitrégeno en cinco tratamientos de riegos entre limitacién de nitrogeno 

hasta niveles toxicos de amonio como fuente nitrogenada. A niveles toxicos de 150 mM 

de amonio las plantas transformadas con GS en “sense” mostraron los efectos 

deletéreos de estas condiciones sin distinguirse de las plantas control. En el otro 

extremo, en limitaci6n de nitrégeno, las plantas transformadas con GS en “sense”, 
mostraron una apariencia ligeramente mejor que jas plantas control. Esta mejoria se 

reflejd en términos de contenido de clorofila (50% mas) y aumento en biomasa (entre 

22% hasta 72% mas de peso seco del follaje entre diferentes plantas). Se discute que la 

ventaja que tienen estas plantas que expresan continuamente la GS, es que gracias a 
esta caracteristica se esta asimilando de manera mas eficiente et amonio presente en 
cantidades trazas 6 aquel que este siendo liberado internamente por el reciclaje del 

nitrogeno dado en esta condicién de estrés por inanicion de nitrégeno.



1. INTRODUCCION 

1.1 EL PAPEL DE LA GLUTAMINO SINTETASA EN EL METABOLISMO 

NITROGENADO DE LAS PLANTAS. 

1.1.1 El nitrégeno, un elemento esencial. 

El nitr6égeno es el cuarto elemento en abundancia en la composicion de 
moléculas organicas de los organismos vivientes precedido por el carbono, oxigeno e 
hidrégeno. Este elemento forma parte de un vasto numero de biomoléculas entre las que 
destacan proteinas, 4cidos nucléicos y otros componentes celulares. 

El nitrégeno es uno de los nutrientes mas importantes para el crecimiento y 
desarrollo de las plantas, por lo que su disponibilidad, adquisicién y asimilacién son 
Procesos seguidos en importancia después de Ia asimilacién fotosintética del carbono. 

En nuestro medio ambiente el nitrégeno existe bajo diferentes formas. Las 
continuas interconversiones de estas formas por procesos fisicos y bioldgicos 
constituyen lo que se fa ha llamado el ciclo del nitrégeno en ta naturaleza. En la 
atmoésfera esta presente en grandes cantidades (78% viv) pero energéticamente es dificil 
para los animales y las plantas convertir los dos atomos del nitr6geno molecular (N2) en 
una forma util. Para ello es necesario que este nitrégeno molecular sea fijado (reducido) 
y/o oxidado por procesos fisicos 0 biolégicos a formas acequibles como lo son los iones 
nitratos y el amonio (Salisbury y Ross, 1993). 

En el suelo mismo la descomposicién microbiana de plantas y animales muertos 
son naturalmente una fuente importante de nitrégeno. Gracias a los procesos 
microbianos de fijacién, nitrificaci6n y amonificacién ia mayoria de los suelos contienen 
iones nitratos, amonio y en pequefias cantidades aminoadcidos (Salisbury y Ross, 1993). 

El principal nutriente nitrogenado que toman las plantas de manera directa son los 
nitratos (NO3-), presentes en la mayoria de los suelos, aunque en suelos acidos la forma 
predominante es el amonio (NH4+) que también puede ser tomado directamente. En los 
suelos no acidicos solo hay trazas de amonio que significan una fuente minima de 
nutricion directa para la mayoria de fas plantas porque una parte se pierde al 
volatilizarse a la atmdésfera bajo la forma de amoniaco o bien este amonio es 
rapidamente oxidado a nitrato por las bacterias nitrificantes. 

Una importante fuente alternativa de amonio para algunas plantas es a través de 
la fijacién biolégica del nitrogeno, proceso efectuado por algunas bacterias, 
cianobacterias 6 actinomicetos capaces de fijar el nitroégeno atmosférico y sintetizar 
amonio disponible para las plantas. Esto significa, que algunas plantas leguminosas y



2 
de otras familias son capaces de utilizar el N2 atmosférico mediante su asociacién con 
estos organismos procariéticos de vida libre o que viven en simbiosis. 

En resumen, las fuentes externas de nitrégeno para las plantas son: (1) 

directamente de el suelo bajo la forma de nitratos y amonio, formados mediante la 

mineralizacién de la materia organica indigena por los microorganismos del suelo 6 
afiadidos como abonos y fertilizantes comerciales y (2) de la atmésfera mediante la 
fijacion simbidtica del nitrégeno atmosférico. 

1.1.2 La reducci6n del nitrato en las plantas. 

Todo el nitrégeno inorganico (nitratos del suelo y nitré6geno atmosférico) que entra 
a la planta, es convertido a amonio porque solo bajo esta forma puede ser utilizado para 
la sintesis de compuestos organicos (asimilacién). La mayoria de las plantas son muy 
eficientes en extraer el NO3- de la rizdsfera. Este nitrato puede ser reducido directamente 
en las raices, guardarse en vacuolas de las células de la raiz o puede ser transportado a 
los brotes para posteriormente ser reducido en las hojas. Se ha encontrado que en 
plantas tropicales y subtropicales, la reduccién del nitrato ocurre principalmente en los 
brotes; en cambio, en plantas de clima templado la mayor parte de este proceso 
reductivo ocurre en las raices (Layzell, 1990). En la planta el nitrato es reducido a 
amonio por las enzimas nitrato reductasa (NR) (Reaccién 1) y nitrito reductasa (NiR) 
(Reacci6n 2); en cambio, los organismos fijadores de nitrogeno tienen al complejo 
enzimatico nitrogenasa que reduce el nitrégeno atmosférico N2 a amonio (Lea, 1993). 

Reaccién 1. Nitrato reductasa (NR) (EC 1.6.6.1). 

NOs" + 2H+ + 2e-- NADH-NR—> NO2 + HeO 

Reaccién 2. Nitrito reductasa (NiIR) (EC 1.7.7.1). 

NO2z- + 8H+ + 6e-— Fd-NIR-> NHat + 2420 

1.1.3 La asimilacién del amonio en las plantas. 

Como el amonio en forma libre resulta téxico para la célula, no se almacena, 
debe ser asimilado rapidamente en forma de metabolitos nitrogenados no tdéxicos. Este 
proceso de adquisicion del nitrégeno inorganico a partir de fuentes externas (del suelo 6 
de la fijacié6n de nitrégeno) y su incorporacién en esqueletos de carbono para la sintesis 
de los aminoacidos L-glutamina y L-gtutamato en primera instancia, es lo que se conoce



como la asimilacién primaria del nitrogeno en la planta (Lam et al, 1996). 

Ademas de la asimilacién primaria del nitrégeno, dentro de la planta existen 

algunas fuentes secundarias generadoras de amonio resultado del metabolismo. Las 

mas sobresalientes son: (1) de la fotorrespiraci6n en hoja; (2) del metabolismo 

fenilpropanoide que ocurre cuando la planta es atacada por patégenos; (3) en la 

biosintesis de metionina, isoleucina y lignina y (4) de reacciones catabdlicas como la 

ruptura de las proteinas de reserva durante la germinacién de la semilla y de la 

desaminacién de aminodcidos durante la senescencia de las hojas (Forde y Cullimore, 

1989; Lam et a/. 1996) donde el amonio producido por estas vias secundarias internas 

de reciclaje también debe ser reasimilado rapidamente. 

En la asimilacién primaria y en la reasimilacién del amonio estan involucradas las 

enzimas glutamino sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT) (Figura 1) que catalizan 

los primeros pasos de la incorporacién del amonio a moléculas organicas. La GS es la 

enzima que cataliza la primera reaccidn de la asimilacién det amonio y directamente 

incorpora el amonio al a-carboxilo del glutamato para formar glutamina (Reaccién 3) 

(Salisbury y Ross, 1993). La glutamina es -una de las dos amidas especialmente 

importantes por su papel dentro de la planta como donadora de nitr6geno y como una 

importante forma de transporte de este elemento. Como donadora de nitrégeno, entra a 

una serie de reacciones de transamidacién que dan lugar a otros transportadores 

translocables de nitrégeno como el glutamato, el aspartato y la asparagina, aunque en 

algunas especies de plantas se sintetizan otras moléculas transportadoras de nitré6geno 

como el acido alantoico, alantojna, urea y citrulina (uréidos) (Salisbury y Ross, 1993). La 

asparagina y la glutamina colectivamente acarrean del 75% al 85% del nitrégeno a 

través de la savia del floema. También estas dos amidas participan directamente en la 

biosintesis de aminoacidos como tirosina, triptofano y aianina. Finalmente, la glutamina 

también puede ser incorporada en proteinas importantes para el metabolismo celular y 

de la planta (Layzell, 1990). 

La reaccion que cataliza la GS para sintetizar glutamina (Reaccién 3) requiere 

glutamato como sustrato, por lo que debe haber un mecanismo que lo provea. Esto se 

completa por la reaccién catalizada por la GOGAT que sintetiza glutamato a partir de 

glutamina y 2-oxoglutarato en presencia de poder reductor (Reaccién 4). En esta via de 

asimilaci6n de amonio la GS y la GOGAT actuan coordinadamente. Una caracteristica de 

la ruta GS-GOGAT es la naturaleza ciclica en la cual el glutamato actua como aceptor 

(Reaccién 3) y como producto de. la asimilaci6n del amonio (Reaccién 4) (Miflin y Lea, 

1980). Lea y Miflin (1974) denominaron a esta via de asimilacién del amonio (Reaccién 3



y Reaccién 4) como el ciclo GS-GOGAT (Figura 1) 6 ciclo de la glutamato sintasa. 

Reaccién 3, Glutamino sintetasa (GS) (EC 6.3.1.2). 

L-Glutamato + NH4 + ATP + Me+ —GS-® L-Glutamina + ADP + Pi 

Reaccién 4, Glutamato sintasa (GOGAT) (EC 1.4.7.1 6 EC 1.4.1.1). 

L-Glutamina + 2-oxoglutarato + 2H+—— GOGAT-> 2 L-glutamato 

Ademas del ciclo GS-GOGAT existe otra enzima capaz de asimilar el amonio: la 

glutamato deshidrogenasa (GDH) que cataliza la aminacion reductiva directa del 2- 

oxoglutarato para sintetizar L-glutamato (Reaccién 5). Aunque se ha detectado actividad 

de GDH en las plantas, al parecer, su papel no es predominante para la asimilacién 

primaria del amonio como lo es la via GS-GOGAT. Esta enzima se ha localizado en 

mitocondria y en cloroplasto. El donador de electrones puede ser NADH 6 NADPH. 

Reaccién 5. Glutamato deshidrogenasa (GDH) (EC 1.4.1.2). 

NHa+ + 2-oxoglutarato + 2e- ——GDH— _ L-glutamato 

Inicialmente se demostré la actividad de la GOGAT en fuentes vegetales como en 

células en suspensién de zanahoria (Dougall, 1974) y en tejidos verdes de chicharo 

(Lea y Miflin, 1974). En estos trabajos también se observé que la actividad de la GOGAT 

esta acoplada a la de la GS para asimilar el amonio. De entonces a la fecha algunas de 

las evidencias de que el ciclo GS-GOGAT (Figura 1) es la via principal de asimilacién del 

amonio en las plantas han sido: (1) la afinidad de las enzimas por el amonio como 

sustrato, la GS tiene una Km de 10-50 uM y GDH tiene una Km de 3-80 mM, to cual 

significa que la competencia de ambas enzimas por el amonio favorece a la GS; (2) se 

ha observado que el amonio se acumula y no se incorpora en aminoacidos cuando se 

utilizan inhibidores especificos de la GS y de la GOGAT como la metionina sulfoximina y 

la azaserina, los cuales no inhiben a la GDH; (3) utilizando el radioisétopo 13N de vida 

corta en experimentos de pulso se ha identificado que los primeros productos de la 

asimilacién del amonio son gtutamina en primer lugar y glutamato después; y (4) que 

plantas u hongos con el gene mutado de GDH no mueren (Layzell, 1990). Se ha 

propuesto, mas bien, que la GDH de plantas participa en el catabolismo del glutamato
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para liberar amonio en procesos de reciclaje del nitrogeno, lo cual se apoya en que su 

actividad se induce en la germinacién y en la senescencia (Lam et a/, 1996). 

1.1.4 La glutamino sintetasa (GS) en las plantas. 

La glutamino sintetasa (GS, EC 6.3.2.1) es una enzima que ha sido caracterizada 

en bacterias, hongos, algas, plantas superiores y en animales. En las plantas superiores 

la GS se encuentra distribuida por toda fa planta en: semillas, plantulas, hojas, raices y 

en nédulos de plantas leguminosas (Stewart et a/, 1980). 

La reaccién fisioldgica de la glutamino sintetasa al catalizar la sintesis de L- 

glutamina a partir de amonio y de L-glutamato (Reaccién 3) requiere ATP y un cation 

divalente (Me+) que puede ser Mg2+ 6 Mn2+. El pH dptimo de la cinética de la reaccién 

depende del catién empieado: con Mg2+ el dptimo es pH 8 y con Mn2+ es pH 5-6. Con 

Mg2+ como cofactor la Km por amonio es de 10-50 uM (Layzell, 1990), lo cual demuestra 

una alta afinidad de la enzima por el amonio. En cambio, la afinidad de la GS es menor 

por el glutamato (Km de 1-13 mM) y por el ATP (Km 0.1-1.5 mM) (Stewart et a/, 1980). 

También la actividad enzimatica de la GS puede ser inhibida especificamente con 

algunos compuestos andlogos estructurales del glutamato. Algunos de estos 

compuestos son: la metionina sulfoximina (MSO) y dos aminoacidos producidos por 

bacterias: la fosfinotricina (L-PPT) y la tabtoxina B-lactama (TRL) (Lea, 1991). De estos 

tres inhibidores el que mas se ha utilizado para ensayos experimentaies es la MSO que 

se une fuertemente como MSO-fosfato. Esta inhibicion se ha considerado altamente 

especifica parala actividad de la GS (Miflin y Lea, 1980; Leason, 1982). 

1.1.5 Caracteristicas de la GS. 

La GS de plantas superiores es una enzima que tiene un peso molecular de entre 

320-380 kDa (Stewart et a/, 1980). Esta constituida por ocho subunidades muy similares 

que tienen un peso molecular de 37 a 47 kDa cada una (Forde y Cullimore 1989; Lea 

1990). McParland y colaboradores (1976) reportaron que en la GS de nédulo de soya 

las ocho subunidades estan acomodadas en dos juegos de tetrameros planos paralelos 

formando un cubo. En tamajfio y estructura cuaternaria la GS de plantas y de mamiferos 

es muy similar; en cambio, con respecto a la GS de procariotes existen algunas 

diferencias: la GS de bacterias esta constituida por doce subunidades y posee un peso 

molecular de 600 kDa (Stewart et a/. 1980). A pesar de ello, las GS de eucariotes y 

procariotes comparten muchas caracteristicas: tienen propiedades cataliticas similares;
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requieren para su actividad de un cation divalente y se inactivan por MSO, lo cual 

sugiere que sus sitios activos y sus mecanismos de reaccién son similares (Forde y 

Cullimore, 1989). 

Una caracteristica distintiva de la GS en las plantas superiores es que esta 
enzima se encuentra distribuida en toda la planta bajo diferentes isoformas o isoenzimas 

separables por cromatografia de intercambio idnico (Lara et al, 1984). 

En tejidos no fotosintéticos, en el citosol de la célula, existen diferentes formas de 

GS1 (asi ilamada por ser la primera que se eluye de columnas de DEAE): GS1 de hoja, 

GS1 de semillas, GSr de raices y GSn de ndédulo de plantas leguminosas. En este 
organo se ha descrito tanto la presencia de GSn como de otra GS citosdlica no 

especifica de ndédulo, similar a la GSr. La GSn es activa de manera especifica durante la 
nodulacién en tiempo y funcién. Estas dos formas citosdlicas tienen similar peso 
molecular, pero difieren en carga (Vézina et ai, 1987) y en su expresion. Por simplicidad 
todas estas formas de GS citosdlicas seran referidas como GS1. En los cloroplastos de 

tejidos verdes o en plastidos de células de la raiz se localiza otra isoforma: la GS2. 

En hoja se localizan tanto GS1 como GS2, ambas son similares en su afinidad a 

los sustratos (Stewart et al, 1980), pero con diferente distribucién subcelular. Su 
expresi6n también difiere de acuerdo a la funcién particular de cada una en la 

asimilacién del amonio producto de varias fuentes. La proporcion relativa de GS1/ GS2 
en hoja se ha encontrado que es variable de acuerdo a la planta de procedencia, como 
lo reportan McNally y colaboradores (1983), quienes determinaron la proporcion relativa 
de GS1/GS2 en hoja en 58 especies diferentes de gramineas, haldtitas, leguminosas, 
plantas inferiores, orquideas, plantas con metabolismo C4, CAM y leguminosas 
tropicales. Ellos observaron cuatro diferentes patrones del contenido GS1/GS2 en hoja. 
Estos grupos se caracterizaron por tener: (1) sdlo GS1 citosdlica, en plantas parasitas 
nutricionalmente dependiente de sus hospederos; (2) una aparente ausencia de GS1 y 
la presencia predominante de GS2, en varias plantas C3 (3) GS1 citosdlica detectable 
en menor proporcién que GS2 cloroplastica en algunas plantas C3, varias gramineas, 

leguminosas de clima tempiado, algunas haldfitas, plantas con tasas altas de 
fotorrespiracion; y (4) actividades aproximadamente iguales de GS1 y GS2, en maiz, 
muchas plantas C4, CAM y algunas leguminosas tropicales. 

Mediante la separacién individual de las subunidades que conforman a la 
holoenzima (por electroforésis en gel en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), se 
ha estimado que cada subunidad de las GS1 citosdlicas tienen un peso molecular de 37 
a 43 kDa; en cambio, la subunidad cloroplastica de la GS2 es ligeramente mas pesada,



de 43 a 47 kDa (Forde y Cullimore, 1989; Lea, 1990). 

Las diferentes isozimas de GS estan codificadas por una pequena familia 

multigénica y se han caracterizado en varias plantas como en: frijol (Cullimore etal, 1984; 

Lightfoot et a/, 1988), chicharo (Tingey ef a/, 1987), arroz (Sakamoto ef a/, 1989), 

Arabidopsis thaliana (Peterman y Goodman, 1991), maiz (Sakakibara et a/, 1992; Li et 

al, 1993), soya (Hirel et a/, 1987; Roche et al, 1993), alfalfa (Dunn ef a/, 1988; Tischer et 

al, 1986; Stanford et a/, 1993; Temple et a/, 1995), tabaco (Tingey y Coruzzi, 1987; 

Becker et al, 1992) y en tomate (Becker et a/, 1992), mostrando en cada especie un unico 

gene nuclear para la GS2 cloroplastica y multiples genes para la GS1 citosdlica. 

Una de Jas familias de genes de GS que inicialmente se caracterizaron fué la de 

frijol (Phaseolus) por el interés inicial de conocer mas fondo la fijacién simbidtica de 

nitrégeno y la asimilacién primaria del amonio en plantas leguminosas. Se identificaron 

tres polipéptidos de GS1 citosdlica: las subunidades «, B, yy, (Lara et a/, 1984; Cullimore 

et al, 1984; Ortega et a/, 1986, Bennet et a/, 1989), cada una con un peso molecular de 

39 KDa. Se encontré que estas tres subunidades se ensamblan en diferentes 

proporciones para producir una serie de hetero-octameros u homo-octameros para 

conformar a la holoenzima (Bennett y Cullimore, 1989). La GS1 citosdlica de hoja y GS1 

de raiz estan conformadas por las subunidades o y B. En raiz la proporcion entre a y 8B se 

modifica, siendo o el principal componente en la raiz primaria y B el Unico componente 

en la raiz madura. La GS1 citosdlica no-especifica de néddulo se compone esencialmente 

de subunidades 8; en cambio, la isoforma GSn esta compuesta principaimente por la 

subunidad y (Lara et a/, 1983, Bennett y Cullimore, 1989). Estas tres subunidades 

citosdlicas tienen diferencias isoeléctricas y estan codificadas por tres genes homélogos 

designados: gin-a, gin-B y gin-y que se expresan diferencialmente durante el desarrollo 

(Gebhardt et a/, 1986, Bennett et a/, 1989). El gene gin-B se expresa basicamente en 

raices, en cambio, gin-y se induce fuertemente durante el desarrollo del nédulo (Bennett 

et al, 1989), aunque también se expresa en peciolos, tallos y cotiledones verdes pero a 

baja abundancia (Bennett et a/, 1989, Swarup et a/, 1990). 

La GS2 cloroplastica en frijol esta compuesta de un solo polipéptido: la subunidad 

5, con un peso molecular de 43 kD. Esta subunidad esta codificada por un gene Unico: 

gin-§. Esta subunidad se sintetiza en el nucleo como un precursor con un peso molecular 

mas alto, el cual se corta en su transporte al cloroplasto (Lightfoot et af, 1988). 

De estos cuatro genes estructurales homdlogos de GS de frijol, los genes gin-B y



gin-y han sido clonados, mapeados y secuenciados. Se identificé6 también un posible 

gen mas: gin-€, que se localiza 3-4 kb antes de gin -y, pero no se ha encontrado mRNA o 

polipéptido derivado de este pseudogene (Forde y Cullimore, 1989}. 

  

Isozimas en Phaseolus vulgaris : 

Isozima Polipéptidgo gene  Localizacion 
$1 — "Ya 39kDa gina - Hoja (citosol). 

Gs GSr —*~ 6B 39kDa_ginB - Raiz (citosol). 

GSn —* y «39kDa—soginy - Nédulo (células —_infectadas). 

GS2 ——————— 56 43kDa_ gind _ - Hoja (cloroplasto).   
  

En alfalfa (Medicago sativa) la familia génica de la GS es compleja aun. 

Inicialmente se cloné (Donn et a/, 1984) y se secuencié (Tischer et a/, 1986) un gene de 

una linea celular de alfalfa que corresponde a una GS1 citosdlica conformada de 

polipéptidos de 39 kDa (Temple et a/, 1993). En nédulo Groat y Schrader (1982) 

identificaron dos isoformas de GS1, pero sdlo uno de los dos polipéptidos identificados 

es mas activo que el otro, en este érgano. Dunn et a/ (1988) en este mismo drgano 

identifico una GS1 que se induce por ja presencia de bacteroides. Temple e? a/, (1995) 

caracterizaron dos clonas de cDNA de GS de nddulos de alfalfa que corresponden a dos 

clases distintas de genes GS1. Ninguna de las dos se consideré ndédulo-especifica de 

manera estricta, porque se expresan en otros érganos de la planta, aunque una clase de 

GS1 se consideré, mas bien, ndédulo-inducida y su expresién se limita a la zona 

simbidtica del nédulo. La otra clase de GS1 se distribuye por todo el ndédulo. En este 

mismo trabajo se sugiere la presencia de mas genes y/o alelos de cada clase de GS1 de 

acuerdo a resultados de hibridacién de DNA gendmico, lo que ejemplifica la complejidad 

de esta familia multigénica en alfalfa que es una planta tetraploide. 

En M. truncatula, una especie diploide de alfalfa, la familia de las varias isoformas 

de GS1 también es multiple. Stanford y coautores (1993) reportan la expresion 

diferencial de tres genes de isozimas citosélicas en varios érganos de la planta entre 

ellos en nédulos. 

En tabaco, la hoja contiene la isoforma GS2 localizada en el estroma del 

cloroplasto. Esta GS2 esta compuesta por subunidades de 44 kDa en Nicotiana 

plumbaginifolia (Tingey y Coruzzi, 1987) y de 43 kDa en N. sylvestris (Becker et ail, 

1992). La GS1 en hoja de Solanaceas practicamente se habia considerado ausente al 

no ser detectable ni su transcrito ni su polipétido (McNally et a/, 1983; Tingey y Coruzzi,
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1987, Eckes et al, 1989), sin embargo, en reportes mas recientes se ha detectado el 

polipéptido de la GS1 en hoja en baja abundancia (Carvalho et a/, 1992; Temple et al, 

1993). En raiz de N. plumbaginifolia se localiza un polipéptido de 38 kDa 

correspondiente a la GS1 citosdlica (Tingey y Coruzzi, 1987) y por inmunocitoquimica en 

N. tabacum se ha localizado una isoforma de GS1 citosdélica en tejidos vasculares de 

tallos y raices y otra GS1 en células de raiz y de érganos florales (Dubois et a/, 1996). 

1.1.6 Funcién de las isoformas de la GS. 

Aunque la actividad de la GS en bacterias esta regulada por una serie de 

metabolitos, la regulacién de la GS en plantas mas bien parece estar condicionada a la 

disponibilidad del amonio como sustrato (Lea 1993). 

La familia multigénica de la GS, se expresa diferencialmente en aquellos tejidos y 

organos de la planta involucrados en la asimilacién y reasimilacién del amonio como en 

hoja, raiz y nodulos de plantas leguminosas (Lea et al, 1990; Roche et a/, 1993). En la 

mayoria de los casos la actividad de la enzima es mayor en la hoja que en la raiz, 

aunque esto puede revertirse cuando las plantas asimilan el nitrogeno a tasas elevadas 

en la raiz como en las leguminosas. 

La funcién de las isoformas de GS se ha determinado experimentalmente 

cuantificando la actividad de la enzima, abundancia de transcritos y de polipétidos, su 

expresion espacial en plantas transformadas genéticamente con genes reporteros, el 

analisis en plantas mutantes y la modulacién de ia expresién de algunas isoformas en 

plantas transgénicas. 

1.1.7 La funcién de la GS2 cloroplastica en la reasimilacién del amonio 

liberado durante la fotorrespiracién en la hoja. 

Uno de los productos de la actividad oxigenasa de la ribulosa-1,5 bifosfato 

carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) es el fosfoglicolato que al ser oxidado forma glioxalato 

y este a su vez es transaminado para formar glicina. La glicina es convertida a serina 

durante la fotorrespiracién, proceso que se lleva a cabo simultaneamente a la fijacién de 

CO2 en la hoja. Durante la fotorrespiracién se desprende CO2z y amonio. El amonio 

producido es reasimilado por la GS para evitar que se acumule en las células de las 

hojas (Salisbury y Ross, 1993). 

A la GS2 presente en hojas y tejidos verdes se le atribuye de reasimilacién del 

amonio producido durante la fotorrespiracién, proceso que ocurre de manera importante 

en las células del mesofilo de las hojas. Se ha evidenciado la expresion preferencial de 
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la GS2 en hoja de frijol, tabaco, chicharo, alfalfa, cebada, y Arabidopsis. El aumento de 

su expresién coincide con la maduracién del cloroplasto de chicharo (Edwards y 

Coruzzi, 1989) y con el desarrollo de los cotiledones de frijol (Cock ef al, 1991). 

En tejidos fotosintéticos, la luz y la concentracién de CO2 en el aire influyen en la 

liberacién de amonio en la hoja. Ambos factores repercuten de manera indirecta en la 

regulacién metabdlica de GS2. En chicharo (Edwards y Coruzzi, 1989), maiz 

(Sakakibara et al, 1992), frijol (Cock et al, 1991) y Arabidopsis (Peterman y Goodman, 

1991) se demostré que la expresién del gene de la GS2 esta reguiado positivamente por 

luz aumentando su actividad y abundancia de RNAm en tejidos j6venes y maduros, 

aunque en hojas maduras y en tejidos etiolados hay niveles basales de polipéptidos 6 

(Lara et al, 1984; Edwards y Coruzzi 1989; Cock ef a/, 1991; Becker et a/, 1992). 

Algunas evidencias que involucran a la GS2 como la responsable de asimilar 

especificamente el amonio generado en la hoja son; la expresi6n de fusiones de GS- 

GUS en que se detecta la expresién de GS2 células del mesofilo de la hoja, en contraste 

con la expresién de GS1 que ocurre en células del floema (Forde et a/, 1989; Edwards et 

al, 1990) y la acumulacién de mRNA de GS2 en hojas de plantas cultivadas bajo 

condiciones de fotorrespiracién (Edwards y Coruzzi, 1989). 

La funcién in vivo de la GS2 cloroplastica se ha podido deducir a partir de los 

trabajos con plantas mutantes alélicas semidominantes de cebada que no pueden 

sintetizar GS2 y que no son capaces de sobrevivir en condiciones de fotorrespiraci6én 

porque pierden ta habilidad de reasimilar el amonio aun teniendo niveles normales de 

GS1 citosdlica en hoja (Wallsgrove et al, 1987). 

Se ha reportado también la presencia de polipéptidos de GS2 en plastidos de las 

céiulas de raiz de varias especies de plantas aunque su funcién no ha sido aclarada. 

Woodall y Forde (1996) analizaron la actividad y la presencia de los polipéptidos de GS1 

citosdlica y GS2 plastidica en raices de 55 especies de leguminosas abarcando plantas 

de diferentes subfamilias. Ellos encontraron que ambas isoformas estan presentes en 

raices de 35 plantas leguminosas de clima templado y que la mayoria de las 20 plantas 

leguminosas que solo contienen los polipéptidos de GS1 son leguminosas tropicales. 

Se sugiere una fuerte correlacién entre el origen climatico de las especies y la presencia 

o ausencia de la GS2 en las raices acorde a la disponibilidad del nitrégeno en suelos de 

climas templados y suelos tropicales. 

Estos resultados sugieren que la GS2 localizada en cloroplasto es esencial para 

asimilar el amonio producto de la fotorrespiracién; que GS1 y GS2 presentes en hoja
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estan codificadas por genes nucleares independientes; que la funcién de cada 

isoenzima no es sobrelapable entre si y que en hoja GS1 y GS2 tienen claros patrones 

especificos de expresién temporal y espacial. 

Tampoco han sido muy claros los resultados respecto a la regulacién de la GS2 

por el suplemento exdgeno de nitratos o de amonio, a diferencia de la regulacion 

positiva que se observa para la GS1. 

1.1.8 La sintesis de glutamina translocable por las isoformas de GS1 

citosdlicas. 

En las plantas leguminosas la GS1 citosdélica y la GSn nédulo-especifica 6 GS 

nédulo-inducida se encargan de asimilar el amonio recién producido y excretado por los 

bacteroides fijadores de nitroégeno (Lam et a/, 1996). La especificidad de la expresion de 

la GSn en nédulo se ha evidenciado: al aumentar su actividad paralelamente a la de la 

nitrogenasa y a la aparicion de la leghemoglobina (Lara et a/, 1983; Cullimore y Bennett, 

1988); que se sintetiza durante el desarrollo del nédulo; que se encuentra solo en 

nédulos efectivos (Cullimore et a/, 1983; Lara et a/, 1983, 1984; Padilla ef a/, 1987); y se 

ha reportado su presencia especifica en ndédulo de frijol (Bennet et a/, 1989) y de soya 

(Sengupta-Gopalan y Pitas, 1986; Roche et a/, 1993). En nédulos de chicharo (Tingey et 

al, 1987; Walker y Coruzzi, 1989) y de alfalfa (Dunn et a/, 1988; Temple ef a/, 1995) se 

han localizado varios polipéptidos de GS1-inducibles que no se han considerado muy 

especificos de este érgano porque se han detectado también en otros érganos. 

Como la GS citosélica es la enzima involucrada en al asimilaci6n de amonio 

fijado por Rhizobium y los primeros estudios de los genes de GS1 citosdlica se 

realizaron en leguminosas, se penso que la multiplicidad de genes para GS1 evoluciond 

en estas plantas por su papel en la fijaci6n simbidtica del nitroégeno (Lam et a/, 1996). 

Sin embargo, el hallazgos como el de que Arabidopsis también contiene tres genes para 

GS citosdlicas (Peterman y Goodman, 1990) sugiere que la familia evoluciondé de 

manera independiente de la fijacién de nitrogeno. Los altos niveles de expresién de 

estos tres genes de Arabidopsis en raices y la expresién de dos de ellos durante la 

germinaci6n, sugiere el papel de la GS1 para la sintesis de glutamina transportable 

(Peterman y Goodman, 1990). En estudios con fusiones promotor GS-GUS en chicharo 

(Edwards et a/, 1990) y de inmunolocalizacién en plantas de tabaco (Carvalho et ai, 

1992) se observé que GS1 se expresa en elementos del floema, lo cual apoya ef papel 

de GS1 de generar glutamina para el transporte intercelular de nitré6geno. En las raices 

la GS1 participa en asimilar el amonio de la solucién del suelo (Roche et a/, 1993).
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La expresién de los genes que codifican a las diferentes GS1 citosdlicas puede 

estar o no condicionada por la fuente nitrogenada. En soya se ha reportado la regulacion 

positiva de GS de raiz y/6 nédulo por amonio suplementado ya sea de manera exdgena 

(10mM de NH4+) 6 proveniente de la fijacion de nitr6geno en los nédulos (Hirel et a, 

1987). En plantas de Lotus transformadas con el promotor de fa GS citosdlica de soya 

inducible (Hirel et a/, 1987), se observ6é también regulacién positiva por amonio, pero no 

en plantas transgénicas de tabaco (Miao et a/, 1991). En frijol tampoco se ha observado 

incremento en la expresi6n de GS1 por suplemento exdgeno de amonio (Cock et ai, 

1990). En maiz el efecto de la adicién de nitrato (10 mM) y de amonio (10 mM) reveld 

que en solo dos de las cinco isoformas citosdlicas identificadas hay regulacion positiva: 

por nitrato en raiz y por amonio en hoja (Sukanya et a/, 1994). 

Con estos datos simplemente se ilustra la complejidad de la regulacion fisioldgica 

de las isoformas de la GS como un reflejo de fa diversidad y el patrén de expresién 

diferencial de cada isoenzima. 

1.2 LA INGENIERIA GENETICA DE PLANTAS PARA MODIFICAR LA 

EXPRESION DE GENES ESPECIFICOS. 

La ingenieria genética comprende a una serie de herramientas moleculares que 

permiten manipular el material hereditario de un organismo. Esta manipulacién genética 

ha sido posible gracias al conocimiento cada vez mas amplio y mas profundo de los 

principios que rigen la herencia en los seres vivos. La ingenieria genética de plantas es 

solo el refinamiento de técnicas antiquisimas de manipulacién de las plantas realizada 

por el hombre desde tiempos remotos para obtener organismos modificados o 

mejorados. En las dos ultimas décadas sus posibilidades aplicativas para el 

mejoramiento de cultivos ha progresado gracias al desarrollo de la tecnologia del DNA 

recombinante, de sistemas para transferir genes a las plantas superiores y de sistemas 

para la obtencién de plantas transformadas a partir de una céiula, érgano 0 tejido. 

1.2.1 Transformacién genética de plantas por Agrobacterium tumefaciens. 

El proceso por el cual una célula incorpora DNA exégeno se conoce como 

transformacién genética. La transformacién genética vegetal es la generacién de plantas 

transformadas que porten un gene extrafio de manera estable en su genoma y que 

pueda heredarse en cada divisién celular. 

La introduccién de este DNA extrafio a las células de la planta puede realizarse a
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través de patdgenos naturales de las plantas como lo es ta bacteria Agrobacterium 

tumefaciens, agente causal de una enfermedad conocida como “agalla del cuello de la 

corona” que forma un tumor en la planta y afecta a un gran numero de especies de 

dicotiled6éneas. 

El mecanismo de infeccién natural de esta bacteria gram (-) se debe a que las 

cepas patégenas de Agrobacterium contienen un plasmido, el plasmido Ti (“inductor del 

tumor”) responsable de la formacién del tumor; la bacteria sin este plasmido no es capaz 

de producir el tumor (van Larekebe et a/, 1985). La infeccidn de la célula vegetal! ocurre 

cuando una regidén del plasmido Ti llamada T-DNA (DNA-transferible) es transferida y 

dirigida al genoma vegetal (Chilton et a/, 1980). El T-DNA esta delimitado por dos 

secuencias “bordes” de 25 pares de bases repetidas directas, esenciales para su 

transferencia (Yadav et al, 1982; Barker et a/, 1983). Internamente, el T-DNA codifica 

genes para enzimas que intervienen en la sintesis de precursores del acido indolacético 

y de citocininas, que son hormonas vegetales cuyos niveles elevados de produccién son 

los responsables del crecimiento anormal que tipifica la enfermedad (Klee ef a/, 1987; 

Kado, 1991). También en el T-DNA estan codificadas enzimas para la sintesis de 

compuestos nitrocarbonados llamados opinas (nopalina, octopina, agropina) que sirven 

como fuente de carbono y nitrégeno a la bacteria misma (Kado, 1991; Hoykaas y 

Schilperoort, 1992). Podria decirse que la bacteria al infectar a la célula vegetal la utiliza 

como “fabrica de alimentos”. 

Cualquier DNA incluido en esta regién de! T-DNA entre los bordes puede ser 

movilizado al genoma vegetal. En este proceso participan una serie de proteinas que 

procesan, protegen y dirigen al T-DNA en su transito hacia el nucleo de la célula vegetal. 

Estas proteinas estan codificadas fuera del T-DNA en el plasmido Ti en Ja regién vir 

(“genes de virulencia”) que contiene varios genes organizados en 8 operones (virA-virH) 

que estan co-regulados (Hoykaas y Schilperoort, 1992). El control de la expresion de los 

genes vir, esta mediado por las proteinas VirA y VirG que actuan como un sistema 

regulatorio de dos componentes. La proteina VirA actua como “sensor’ de compuestos 

fendlicos liberados por tejidos heridos de la planta susceptibles de ser infectados por 

Agrobacterium. La proteina VirA dispara su actividad de cinasa y se autofosforila. Esta 

sefal es recibida por VirG que a su vez activa a! resto de los genes vir. Las proteinas 

VirD1 y VirD2 reconocen especificamente las secuencias de los “bordes” que delimitan 

al T-DNA en el plasmido Ti y producen cortes de enlaces nucleotidicos para generar la 

“nebra-T” (T-DNA). La proteina Vir D2 permanece covalentemente unida al extremo 5° de 

la hebra-T formando el “complejo-T", que conserva su integridad en su transito hasta el
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nucleo de la célula vegetal, gracias a que varias proteinas VirE también se asocian al 
complejo protegiéndolo de la accién de nucleasas. Se presume que varias proteinas 
codificadas por el locus VirB participan en la exportacidn del complejo-T. Se desconoce 
aun el mecanismo preciso de como ocurre el transito exitoso del complejo-T hasta el 
nucleo de la célula vegetal. La integracién estable del DNA extrafio al cromosoma de la 
planta es el paso final de este sistema de transferencia del T-DNA. (Binns y Tomashow, 
1988; Kado, 1991; Hoykaas y Schilperoort, 1992; Zupan y Zambryski, 1995). 

1.2.2 Obtercién de plantas transformadas con genes quiméricos. 

El conocimiento de este mecanismo natural de transformacién de las células 
vegetales ha permitido utilizar al T-DNA como vector o transportador de genes de interés 
para transformar células vegetales. Los oncogenes de! T-DNA, que codifican a los 
precursores de hormonas que inducen la formacién del tumor, pueden ser reemplazados 
por los genes que se deseen introducir a las plantas de interés. Para lograr la expresion 
de un “gene quimérico” o extrafio a la planta, se debe unir a una secuencia promotora y 
a un sitio de poliadenilacién funcionales en plantas (Herrera-Estrella et a/, 1983). Las 
secuencias promotoras incluidas en estas construcciones quiméricas han sido: 
promotores nativos cuya expresién esté condicionada al control metabélico o espacial 
(tejido-especifico); 6 a promotores constitutivos, que permitan la expresion continua del 
gene al que controlan. 

Para identificar a las células, tejidos o plantas transformadas establemente se 
utilizan “genes reporteros’, generalmente de procedencia procaridtica y que codifican a 
enzimas detectables en los tejidos transformados utilizando los sustratos adecuados. 
Algunos genes reporteros que se han utilizado en las construcciones quiméricas son los 
que codifican a las enzimas: nopalino sintetasa (NOS); cloramfenicol acetil transferasa 

(CAT); luciferasa; B-galactosidasa y B-glururonidasa (GUS), este Ultimo codificado por el 
gene gus (uidA), uno de los genes reporteros mas ampliamente utilizado. Para 
seleccionar a los tejidos transformados también suelen utilizarse “genes marcadores de 
seleccidn” que usuaimente confieren resistencia a algun antibidtico 6 a un herbicida. 
Algunos genes marcadores utilizados en las construcciones quiméricas son: npti! 
({neomicina fosfotransferasa) que confiere resistencia a los antibidticos neomicina, 
kanamicina y G-418; hyh que confiere resistencia a higromicina y el gene bar que 
sintetiza a la fosfinotricina-acetiltransferasa (PAT) capaz de reaccionar con el herbicida 
Bialaphos (Herrera-Estrella et af, 1983: Jefferson et al, 1987; De Block et al, 1987).
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Con estos elementos, se han desarrollado diversos tipos de vectores, empleando 

varias cepas de A. tumefaciens siendo este el sistema mas eficiente para la introduccion 

y expresién de genes en plantas dicotiledéneas. También se han implementado técnicas 

de infeccién, transtormacién y obtencién de plantas transformadas pero aun no es | 

posible describir un método general para transformar cualquier planta. 

Aunque no todas las especies vegetales son susceptibles de ser transformadas 

genéticamente por esta via, como los cereales, se han obtenido plantas transformadas 

genéticamente de: Arabidopsis thaliana (Lloyd et al, 1986); de Solanaceas como: tabaco 

(Horsch et a/,1985; De Block et a/, 1987); Petunia (Horsch et a/,1985) y tomate 

(McCormick et a/, 1986); de leguminosas como alfalfa (Shahin ef a/, 1986), Lotus 

corniculatus (Petit et al, 1987) y L. japonicus (Handberg y Stougaard, 1992); entre otras 

especies vegetales. Debido a la relativa facilidad y tiempo corto (de 4-6 meses) para la 

obtencién de plantas transgénicas, los sistemas de transformacién con tabaco, Lotus y 

Arabidopsis han sido empleados como “sistemas modelo” y son utilizados para el 

estudio de ta expresién genética de plantas. 

La expresion de genes extranos en las plantas transgénicas se ha realizado en: 

(1) sistemas homélogos, esto es, obtener plantas transformadas con un gene de otra 

planta de la misma especie; (2) 6 en sistemas heterdlogos en que las plantas estan 

transformadas con un gene ortdlogo al gene nativo procedente de otra especie vegetal. 

1.2.3 El uso de fusiones génicas entre promotores nativos de la GS y el 

gene reportero de gus. 

Para identificar la actividad in vivo de GS1 y GS2 se han utilizado fusiones del 

gene reportero de GUS bajo el control de secuencias promotoras de algunas isoformas 

de GS en plantas transgénicas de Lotus y de tabaco. Con esta estrategia se confirmé la 

expresién especifica de gin-8 en nédulo y de gin-B en raiz de Phaseolus en plantas 

transformadas de Lotus (Forde et a/, 1989). También con fusiones de las regiones 

promotoras de GS1 y de GS2 con GUS se observo claramente el patrén de expresién 

diferencial de GS1 en células del floema y de GS2 en células del mesofilo en hoja de 

plantas transgénicas de tabaco (Edwards et a/, 1990). Con esta estrategia también se ha 

estudiado la regulacién de algunas de las isoformas de GS. Dos trabajos al respecto 

son: el trabajo de Miao et al. (1991), en que se observo que la expresién de una GS1 de 

soya inducible por amonio externo también ocurre en raices de otra planta leguminosa 

como lo es Lotus, mas no en raices de plantas transformadas de tabaco; y Cock et al,
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(1992), observaron que el gene de gus bajo el control del promotor del gene gin-5 (GS2) 

de Phaseolus se induce por luz en hoja de plantas de tabaco transformadas. 

1.3 MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GS EN LAS PLANTAS. 

Otra estrategia para conocer mas acerca de la regulacién de enzimas como la GS 

en las plantas ha sido alterar sus niveles de expresidn. Se ha observado que esta 

alteracién en algunas ocasiones puede darle a las plantas caracteristicas que pueden 

ser una ventaja como adquirir resistencia a plagas y herbicidas 6 aumentar el 

rendimiento. De ahi que estas estrategias se comenten a continuacién. 

1.3.1. La inhibicién de la actividad de la GS con TBL. 

La alteracién de la actividad de la GS con efectos favorables en el crecimiento de 

las plantas, se ha observado utilizando la tabtoxina-B-lactama (TBL) que es un inhibidor 

especifico de !a GS producido por algunas cepas de Pseudomona syringae, patogeno 

natural de varias especies de plantas presente en la rizosfera. Esta pseudomona 

produce y libera la TBL que es un aminoacido que puede ser tomado por las raices. Una 

molécula de TL se une a cada subunidad de la GS en el mismo sitio activo del 

giutamato (Knight et a/, 1988). 

Pseudomona syringae pv. tabaci, que ha sido la mas caracterizada, infecta a las 

hojas de su hospedero natural que es tabaco, donde el blanco de TBL es la GS2. En 

estas hojas los niveles de amonio se incrementan a concentraciones toxicas y las 

plantas no sobreviven (Turner y Debage, 1982). 

La TBL es un inhibidor irreversiblet, pero no de todas las isoenzimas de GS de 

plantas. En avena,P. syringae pv. tabaci infesta la raiz y las plantas mueren por !a 

inactivaci6on irreversible de las isoformas de GS de raiz y de hoja. Sin embargo, Knight y 

coautores (1988) identificaron a un pequeno grupo de plantas de avena que mostraron 

resistencia natural a la infeccién. Estas plantas tolerantes tuvieron un desarrollo normal y 

la actividad de GS en hoja fué similar al de las plantas no infestadas. Estos resultados 

junto con ensayos in vitro de las isoformas de GS de raiz y de hoja y su respuesta ante 

la TBL, demostraron que la isoforma de GS de raiz se inactiva; en cambio, !as isoformas 

citosdlica y cloroplastica de hoja son insensibles parcialmente a !a TBL. 

En leguminosas la inactivacién selectiva de GS por esta pseudomona es un poco 

diferente, como lo reporta el trabajo de Knight y Langston-Unkefer (1988). La infestacién 

de plantas de aifalfa y de soya sin nodular provoco la disminucién de Ja actividad de la 

GS y la muerte de las plantas. Plantas noduladas de alfalfa, en cambio, no solo
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sobrevivieron, sino que la infestacién con P. syringae pv. tabaci produjo efectos 

benéficos a su crecimiento y desarrollo. Estas plantas tolerantes mostraron: incremento 

en el numero de nodulos fijadores de nitrégeno; mayor peso seco en ndédulo; mayor 

actividad de la nitrogenasa y el peso fresco y seco del follaje fué casi duplicado con 

respecto a las plantas no infestadas. En cambio, a actividad de la GS de raiz fué 

totalmente inhibida por la TBL y la actividad de la GS de nédulo disminuyé al 50%. En 

estas plantas las pozas de glutamato y de amonio reportaron un aumento y casi no se 

detect6 glutamina. Se sugiere que acaso el glutamato podria haber funcionado como 

molécula regulatoria positiva e influir aumentando la actividad de la nitrogenasa de los 

bacteroides y que ademas pudieron haberse desencadenado rutas alternativas de 

asimilacion del nitrégeno a través de la de GDH y/é de la aspargino sintetasa, lo que 

colectivamente derivé en beneficiar a estas plantas. Esta interaccion benéfica a las 

plantas entre el patégeno y Rhizobium sugiere que el mejoramiento de la fijacién de 

nitrogeno puede ser dependiente de la alteracién de la GS (Knight y Langston-Unkefer, 

1988), aunque no es claro como ocurrié este mecanismo. 

1.3.2 Inhibici6n de la expresiédn por RNA en “antisense”. 

Otra estrategia de modulacién de la expresién de genes especificos en plantas 

transformadas es la inhibicién por RNA en antisentido 6 “antisense mRNA”. El RNA en 

"antisense" es un mecanismo de regulacioén genética natural en bacterias (Green et ai, 

1986) que controla la replicacién de algunos pldsmidos, la lisogenia de virus, la 

transposicion de! 1S10 y la sintesis de las proteinas reguladoras OmpF y Crp de E. coli 

(Eguchi et al, 1991). El posible mecanismo de inhibicién es que: si la orientacién de 

lectura de un gene se encuentra en sentido contrario o en “antisense” con respecto a su 

promotor, se sintetiza una cadena de RNA llamada "antisense"-RNA. Este "antisense'- 

RNA tiene una secuencia complementaria al RNAm dei gene nativo con orientacién de 

lectura directa por lo que ambas se pueden aparear formando un “duplex” o RNA de 

doble cadena que no puede ser traducido. En general el mecanismo de inhibicion de 

"antisense" en bacterias ocurre a nivei de la traduccién (Green et al 1986). 

Ante ia dificultad de seleccionar algunas mutantes en plantas, esta metodologia 
es una alternativa para obtener variantes genéticas que permitan determinar el papel de 

un producto involucrado en algun proceso fisioldgico clave. El hallazgo de que el RNA 

en "antisense" pueda inhibir la traduccién del RNA en sistemas naturales ha llevado al 

desarrollo de estrategias artificiales para regular genes con construcciones quiméricas 
del gene blanco en “antisense” bajo el control de promotores inducibles 6 de promotores
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constitutivos (Green et a/, 1986). El gene blanco en “antisense” se disefia invirtiendo la 

secuencia codificadora de la proteina blanco con respecto al promotor para inhibir 

especificamente la expresién del gene andlogo (Izant y Weintraub, 1985). 

Los primeros trabajos en que se logré la inhibicién por "antisense" fueron 

utilizando sistemas “artificiales” donde se inhibié ta expresion de los genes reporteros de 

CAT (Ecker y Davis, 1986; Delauney et a/, 1988), NOS (Rothstein et a/, 1987) y GUS 

(Robert et a/, 1992) en células en cultivo y en plantas transgénicas. 

La inhibici6n genética por “antisense” en sistemas homdlogos de plantas se logré 

iniciaimente en plantas de tabaco y de Petunia por la introduccién en “antisense” del 

gene de la chalcona sintasa (CHS) (van der Krol et a/, 1988a, b, 1990). Las plantas 

transgénicas expresaron el "antisense"-RNA de CHS mostrando patrones alterados en el 

color de sus flores. Otros ejemplos en sistemas homdlogos que pueden dar ventajas 

aplicativas han sido: la inhibicién de poligalacturonasa (PG) en tomate que promueve la 

maduracion del fruto (Sheehy et a/, 1988; Smith et al, 1988) y la obtencién de plantas de 

tabaco resistentes a virus por la expresién de un “antisense"-RNA especifico de ia 

proteina de la capside viral (Powell et al, 1989). 

El mecanismo molecular preciso de inhibici6n de genes especiticos en plantas se 

desconoce aun. Se ha postulado que en estos sistemas homologos, el! duplex de RNA 

no puede salir del nucleo al citoplasma, ademas de que es muy inestable, es degradado 

por nucleasas por lo que se interrumpe su procesamiento y traduccién (Lichtenstein, 

1988; van der Krol et a/, 1988b; Robert et a/, 1992). 

En sistemas heterdlogos se ha reportado en papa la inhibicién de la proteina que 

sintetiza granulos de almidén de yuca (Salehuzzaman et al, 1993) y en tabaco la 

inhibicién de ia hidroxipiruvato reductasa de pepino (Oliver ef a/, 1993), pero a diferencia 

de los sistemas homdlogos la inhibicion de !a enzima blanco es una inhibicién parcial. 

La inhibici6n de GS por RNA en “antisense” se ha reportado en dos trabajos. Se 

utiliz6 un gene de GS1 citosdlica de alfalfa en “antisense” bajo el control del promotor 

35S para transformar plantas de alfaifa (sistema homdlogo), Lotus y tabaco (Temple et 

al, 1993, 1994). En alfalfa y Lotus se obtuvieron plantas con follaje clorético y desarroilo 

incompleto de la hoja, algunas de las cuales no sobrevivieron. Las plantas que 

sobrevivieron se logarron cultivar en maceta y fueron indistinguibles de las plantas 

control. En este material no hubo disminucién de la concentracién del polipétido de GS1, 
ni se detecto transcrito del gene de GS en “antisense”-RNA de GS, nila disminucion del 
nivel de RNAm de la GS nativa. En cambio, en las plantas transgénicas de tabaco si 
disminuy6 la actividad de GS en 30%, hubo menor abundancia del polipéptido de GS1
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en hoja, se detecté un aumento en el nivel de transcrito de laGS en “antisense”, pero no 

disimuyé el RNAm nativo por lo que se discute que el mecanismo de inhibicién en este 

material pudiera haber sido a nivel post-transcripcional, no se abunda mas al respecto. 

1.3.3 La alteracién de la GS y la tolerancia a L-PPT. 

La alteracién de la actividad de la GS con herbicidas también ha aportado otros 

resultados interesantes. Las plantas también son susceptibles al inhibidor L-fosfinotricina 

(L-PPT) que es el componente activo del antibidtico Bialaphos, producido por varias 

especies de Streptomyces. El L-PPT es un andlogo del glutamato y es un potente 

inhibidor de la actividad de la GS (Leason, 1982, De Block ef a/, 1987). Esta inhibicién 

provoca la acumulacién rapida de amonio libre en la célula vegetal con la consecuente 

ruptura de la estructura de cloroplasto y la consecuente disminucién de la tasa 

fotosintética y la muerte celular. Aplicado a las plantas directamente provoca la muerte 

por lo que comercialmente se utiliza como un herbicida no selectivo. Utilizando la 

estrategia de la seleccién de células cultivadas in vitro de alfalfa expuestas a 

concentraciones elevadas de L-PPT, se logré obtener una linea celular resistente a este 

inhibidor (Donn et a/, 1984). Estas células resistentes mostraron niveles de actividad de 

la GS aumentados de 3 a 7 veces Jo cual fué consecuencia de la amplificaci6n en 4 a 11 

veces del gene que codifica para una forma citosdlica de GS y un incremento en 

aproximadamente 8 veces en los niveles de RNA (Donn et a/, 1984). Aun en presencia 

del inhibidor, la sobreexpresién de la GS en estas células resistentes al parecer permitid 

suficiente actividad enzimatica para reducir los niveles toxicos de amonio. Sin embargo, 

de esta linea celular no se obtuvieron plantas. Posteriormente Eckes y coautores (1989) 

obtuvieron plantas transgénicas que incrementaron su resistencia a L-PPT en 20 veces 

como consecuencia de la sobreexpresion de la GS inducida en estas plantas. 

1.3.4 La sobreexpresién de la GS con genes quiméricos. 

La expresion constitutiva de un gene quimérico en plantas se ha logrado al utilizar 

los Ilamados “promotores fuertes” que inducen la expresién continua de! gene al que 

estan controlando. Algunos promotores fuertes para plantas han sido: el promotor de 

NOS (nopalino sintetasa) derivado det plasmido Ti de A. tumefaciens (Herrera-Estrella et 

al, 1983) y los promotores 19S y 35S derivados del virus del mosaico de la coliflor 

(CaMV). El genoma del CaMV es una molécula circular de ADN de doble cadena de 

aproximadamente 8 kilobases de longitud (Gardner ef a/, 1981). En el hospedero 

infectado se producen dos transcritos: (1) el 35S, que corresponde al transcrito del
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genoma viral entero y (2) el 19S, que es una porcién del genoma que corresponde a la 

proteina que ensambla a la particula viral (Odell et a/, 1985). El promotor 35SCaMV 6 

simplemente 35S, ha sido uno de los promotores fuertes mas utilizado en las 

construcciones quiméricas para sobreexpresar genes en plantas transformadas. 

La sobreexpresiOn de genes quiméricos en plantas se ha reportado tanto en 

sistemas homdlogos como en sistemas heterdlogos. En sistemas homdlogos se ha 

reportado la sobreexpresién de: chalcona sintasa (CHS) (van der Krol ef a/, 1990; Napoli 

et al, 1990; Jorgensen et al, 1996); dihidroflavonol reductasa (DFR) (van der Krol et ai, 

1990); nitrato reductasa (NR) (Dorlhac de Borne et a/, 1994); nitrito reductasa (NiR) 

(Vaucheret et a/, 1995) y de GS (Temple et a/, 1994). En los sistemas de CHS, DHR, NR 

y NiR, contrariamente a lo esperado, en el material transgénico disminuy6 ja sintesis y la 

actividad de la proteina blanco por un efecto de supresién post-transcripcional en el que 

los transcritos y/o el RNAm nativo del gene blanco se degradaron (van Blockland et al, 

1994). Napoli et a/ (1990) acufaron el término de co-supresién para explicar la 

reduccién de la expresién de un gene nativo como consecuencia de la sobreexpresion 

de un transgene homdlogo. Aunque se desconoce el mecanismo exacto de este efecto 

de co-supresion, las posibles explicaciones a este fendmeno son: interacciones entre las 

hebras de RNA en el proceso de la transcripcién 6 con la cadena duplex de DNA dando 

una posible estructura triplex 6 con la hebra de DNA cuando se separa durante la 

transcripcién (van der Krol et a/, 1990) 6 a un efecto posicional 6 a la dosis génica 

aumentada 6 a un incrementado nivel de metilacidn del DNA (Matzke et a/, 1994). 

También, el efecto de la sobreexpresi6n es, como se espera, el aumento de la 

expresion de la proteina blanco. En el sistema homdlogo de alfalfa, se logrdé la 

sobreexpresion de la GS, sdlo que el balance fisioldgico de las transformantes se alterd 

a niveles letales (Temple et a/, 1994). En los sistemas heterdlogos de sobreexpresion de 

la GS (Eckes et a/, 1989, Temple et a/, 1993, 1994, Vincent et a/, 1997), los niveles de 

sobreexpresién han sido menos drasticos, con lo que se han logrado obtener plantas. En 

este material se evaludé la expresi6n aumentada de la GS en términos de actividad 

especifica, sintesis de polipéptidos y abundancia de RNAm. Estos resultados se 

discutiran mas adelante por ser estrategias similares a las de nuestro trabajo. 

De acuerdo a estos trabajos, se puede decir, que la modulacién de la expresion 

de algunas enzimas ha sido una buena estrategia para estudiar su funcién y conocer su 

regulaci6n metabdlica. Ademas, la alteracién de ia actividad de la GS, ha reportado 

también efectos beneficos a las plantas como se observa en los trabajos con inhibidores.
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La ingenieria genética de plantas ofrece la posibilidad de sobreexpresar genes 

con el uso de promotores fuertes 6 de inhibirlos con !a tecnologia del RNA en 

“antisense”, lo cual supera la dificultad de obtener plantas mutantes por otros sistemas. 

Ademas, con la modulacidén parcial de la expresién genética utilizando sistemas de 

transformacion heterdélogos, se pueden evitar los efectos de los sistemas homdlogos en 

los que las plantas no sobreviven por la alteracién significativa de una enzima 

metabdlicamente importante como la GS (Temple et a/ ,1994). Hasta ahora, sdlo se 

conocen algunos aspectos de la regulacién de algunas de las isoformas como la 

regulaci6n positiva por luz o por amonio de algunas de fas isoformas pero hace falta 

abundar mas sobre la regulacién de otros miembros de la GS. Poco se sabe aun del 

significado funcional de tener varios miembros de genes de GS1 citosdlica que parecen 

estar controlados por varios factores. 

El interés de este proyecto es contribuir al conocimiento de la funcidn y regulacion 

de la GS1 en las plantas para lo cual también se modulara la expresién de la GS por 

sobreexpresion o por inhibicién parcial con RNA en “antisense” en plantas transgénicas. 

Este proyecto se inicid hace algunos afios bajo la direccién de la Dra. Georgina 

Hernandez. Durante este tiempo, en nuestro laboratorio, se obtuvieron plantas 

transformadas de tabaco y de alfalfa con A. tumefaciens utilizando dos construcciones 

quiméricas de la GS en “antisense” y de la GS en sentido directo bajo el promotor 35S 

(Figura 2). Sin embargo, este material transgénico no se habia caracterizado. 

Las construcciones quiméricas para transformar alfalfa y tabaco se hicieron a 

partir del plasmido pGS100 que contiene el cDNA de un gene que codifica para una 

GS1 de una linea celular de alfalfa (Medicago sativa L.) (Das Sarma, et a/. 1986). Este 

gene de GS1 citosdlica se colocd: (1) en “antisense” con respecto al promotor; (2) 6 en 

sentido directo bajo el control de un promotor fuerte de la transcripcién (Figura 2). 

Se escogié alfalfa por ser una planta leguminosa en la que es importante conocer 

mejor la funcién de las GS1 en la asimilacién del amonio y en la fijacion del nitrégeno, 

ademas de que su microsimbionte Rhizobium meliloti es uno de los mejor 

caracterizados. Sin embargo, los sistemas de transformacién de leguminosas suelen ser 

dificiles, poco eficientes y toma varios meses la obtencidn de material regenerado. A 

pesar de ello, se realizo un ciclo de transformacién genética de plantas de alfalfa y se 

obtuvieron algunas plantas. En las plantas que sobreexpresaron la GS se observé que 

el color det follaje era mas obscuro y que al transpiantarlas a macetas no sobrevivian, a 

menos que fueran regadas con L-glutamato como fuente de nitrégeno. Al parecer, esta 

apariencia fué un efecto de la expresion aumentada de GS. Las plantas con la
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construccién de GS en “antisense” no mostraron ningun fenotipo distinto obvio. 

Desgraciadamente este material no se caracterizd ni se logré conservar. 

El sistema de transformacién genética de tabaco por el método de disco de hoja, 

descrito por Horsch et a/,!(1982) es un sistema sencillo, muy éficiente y rapido, por lo que 

se utiliz6 para obtener plantas transformadas con las dos construcciones con el gene de 

GS1 citosdlica de alfaifa (Figura 2). 

En las plantas de tabaco que se obtuvieron se comprobé la presencia de GUS 

utilizando el sustrato 4-metilumbeliferilgiucurénido (MUG) (Jefferson, 1987). También se 

hicieron ensayos de actividad especifica de la GS en hoja. Se obtuvieron alrededor de 

150 plantas que mostraron diferentes niveles de expresion de la GS pero no se 

caracterizaron molecularmente. Muchas de estas plantas crecieron en invernadero y 

formaron semillas. En la actualidad se tienen semillas de plantas transformadas con las 

construcciones: pGH114 para sobreexpresar a la GS; con pGH117 que tiene el gene de 

GS en “antisense” y con pBl121 como control. 

En este trabajo se propone continuar la caracterizacién del material transgénico 
de tabaco transformado con et gene de la GS de alfalfa (sistema heterdlogo) partiendo 
de la progenie (R1) derivada de las plantas transgénicas originales. Se cuantificara el 
nivel de aumento 6 disminucién de ia GS. Ademas, se espera detectar alguna 

caracteristica fenotipica distintiva como efecto de la alteracién y si esta le representa 
alguna ventaja a las plantas. Finalmente, se pretende evaluar las consecuencias 

fisiologicas de la alteracién de una de las enzimas mas importantes en el metabolismo 
nitrogenado, de acuerdo a los objetivos que se plantean a continuacién. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo general. 

Caracterizar molecular y fisiol6gicamente plantas transgénicas de tabaco en las que la 

expresion de la glutamino sintetasa se alterd: inhibida parcialmente o sobreexpresada 

constitutivamente. 

2.2 Objetivos particulares. 

2.2.1 Obtener poblaciones R1 de plantas de tabaco (N. tabacum cv. Xanthi) 

transformadas con las construcciones quiméricas de la GS: pGH117 (Figura 2); pGH114 

(Figura 2) y con pBI121 (Figura 2) como control. 

2.2.2 Demostrar que las plantas R1 de tabaco estan establemente transformadas . 

2.2.3 Determinar si la expresién de la GS en las plantas transgénicas que portan los 

genes de la GS en “antisense” y en “sense” esta alterada : 

2.2.3.1 Cuantificar la concentracién del mRNA de la GS. 

2.2.3.2 Cuantificar la concentracién de !a proteina de la GS. 

2.2.3.3 Cuantificar la actividad especifica de la GS. 

2.2.4 Caracterizar fisioldgicamente a las plantas transgénicas de tabaco que 

sobreexpresan la GS al mantenerlas en fuentes de nitré6geno inorganico versus 

organico (adicionando glutamato): 

2.2.4.1 Cuantificar la actividad especifica de la GS. 

2.2.4.2 Cuantificar la proteina total soluble. 

2.2.4.3 Cuantificar la concentracién de clorofila. 

2.2.5 Caracterizar fisioldgicamente a las plantas transgénicas de tabaco que 

sobreexpresan la GS crecidas con diferentes concentraciones de amonio como fuente 

de nitrégeno: 

2.2.5.1 Cuantificar el crecimiento. 

2.2.5.2 Cuantificar la proteina total soluble. 

2.2.5.3 Cuantificar la actividad especifica de la GS. 

2.2.5.4 Cuantificar la concentracién de clorofila.
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3. MATERIAL Y METODOS 

3.1. TRANSFORMACION GENETICA DE TABACO CON LOS TRANSGENES 

DE GS DE ALFALFA. 

3.1.1. Cepas bacterianas y construccién de los plasmidos. 

Las plantas de tabaco R1 provienen de material transformado genéticamente por 

Agrobacterium tumefaciens con los plasmidos cuyo disefio se describe a continuacién. 

Para transformar las plantas de tabaco con la GS de alfalfa se utilizé un fragmento 

de 1.56 kilobases (Kb) de Accl a EcoRI del plasmido pGS100 (DasSarma et a/., 1986) 

que contiene la secuencia codificadora completa de una GS1 citosdlica de alfalfa. Este 

fragmento se clono entre el promotor p35S y el terminador de la transcripcién del gene 

de nopalino sintetasa NOSt utilizando el vector intermediario pVW278. 

  

  

  

  

                  

  

  

  

  

m 1 Kb Bi121 . P H t——— 
pe pNos | nptil(Kmr) | Nost 35Sp NNN IN NS, NOS E> 
RB LB 

B. 
pGH117 

paHi14 . 
P 35Sp iG SRY Nost               

Figura 2. Plasmidos utilizados para transformar genéticamente a las plantas de tabaco. 
A. T-DNA del plasmido pBl121: LB y RB representan a los bordes derecho e izquierdo o 
secuencias limite del T--DNA del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens; npt Il: es el 
gene de neomicino fosfotransferasa colocado entre el promotor pNOS y el terminador de 
transcripci6n NOSt de nopatino sintetasa; gus: gene de B-glucuronidasa colocado entre 
el promotor 35S (pCaMV) y el terminador NOSt. B, Plasmido pGH117. GS es el gene de 
GS1 de alfalfa (Das Sarma et a/, 1986) orientado en sentido inverso, entre el! p35s y 
NOSt. Esta construccién se cloné en el sitio Hindlll (H) entre los genes marcadores not II 
y gus del pBl121. C. Plasmido pGH114. GS es el gene de GS1 de alfalfa (Das Sarma et 
al, 1986) orientado en sentido directo, entre el p35S y NOSt. Esta construccién se clone 
en el sitio Hindlll (H) entre npt Il y gus del pBI121.
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Los plasmidos resultantes pGH220 y pGH219B, que son vectores intermediarios 

derivados de pBR, contienen respectivamente el gene de la GS de alfalfa en orientacion 

indirecta 6 “antisense” y directa 6 “sense” con respecto al p35S. Toda la regién de p35S- 

GS-NOSt de los plasmidos pGH220 y pGH219B se cloné en el sitio Hindlll del plasmido 

pBli21 (Jefferson, 1987) entre los genes reportero de gus y el marcador de seleccién 

nptll (Km®, dando origen a los plasmidos pGH117 con el gene de GS en “antisense” y 

pGH114 con el gene de la GS en “sense” (Figura 2). El plasmido pBl121 sin el gene de 

la GS se utilizo para transformar genéticamente a las plantas como control. 

A su vez, los plasmidos pGH114, pGH117 y pBl121 (Figura 2) se movilizaron por 

conjugacién de la cepa DH5a de E. coli ala cepa LBA4404 de A. tumefaciens. Esta es 

una cepa desarmada tipo octopina LBA4404 que ha sido utilizada para transformar 

exitosamente tabaco entre otras plantas (Buchanan-Wollaston et a/., 1987). 

3.1.2. Transformacion genética de las plantas. 

Basicamente se siguid el procedimiento de transformacién de disco de hoja 

descrito por Horsch et a/. (1985) para obtener plantas transgénicas de Nicotiana 

tabacum cultivar Xanthi. Se hicieron cortes de hoja que se cocultivaron durante 3 dias 

con una suspensién de Agrobacterium y 50 uM de acetosiringona para inducir a los 

genes de virulencia de Agrobacterium (Chabaud et a/, 1988). Las plantas establemente 

transformadas se obtuvieron por organogénesis en un medio MS4 (Murashige y Skoog, 

1962) con 0.3 mg/l de ac. indolacético (AIA) y 10 mg/l de dimetilaminopurina (DMAP). Se 

seleccionaron transformantes adicionando a este medio 50 pg/ml de kanamicina (Km50) 

(Buchanan-Wollaston et al, 1987}. Los brotes comenzaron a aparecer durante la cuarta 

semana. Se incubaron en el medio para enraizar MS con 0.2 mg/l de AIA y Kn100. Las 

plantas en cultivo de tejidos se incubaron a 22°C + 2°C con un fotoperiodo de 16h luz/8h 

de obscuridad. A las ocho semanas en que desarrollaron raices se transplantaron a 

macetas con vermiculita y se mantuvieron bajo condiciones de invernadero. Estas 

plantas formaron flores que por autofecundacién generaron frutos y semillas. 

3.2. GERMINACION, CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE LAS PLANTAS 

DE TABACO. 

3.2.1. Germinacién, cultivo y seleccién de las plantas R1 de tabaco. 

Para este trabajo se escogieron las semillas (R1) de las siguientes plantas de 

tabaco transformadas: plantas No. 51, No. 154 y No. 156 transformadas con el plasmido 

pGH117 6 plantas 35S-GS en “antisense”; plantas No. 65 y No. 148 transformadas con
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el plasmido pGH114 6 plantas 35S-GS en “sense” y como control se escogieron a las 
plantas No. 21, No. 41 y No. 44 transformadas con pBl121. 

Las semillas de tabaco, se desinfestaron bajo condiciones asépticas de la 
siguiente manera: se remojaron en etanol al 85% durante 1 minuto; se sumergieron en 
una solucién de hipoclorito de sodio comercial al 30% durante 5 minutos seguido de 4 
enjuagues con agua destilada estéril. En el ultimo enjuague con agua se dejaron 
remojando durante 12-16 h. De nuevo se enjuagaron en la solucién de hipoclorito de 
sodio durante 30 segundos y finalmente se lavaron de 4 a 5 veces con agua destilada 
estéril a fin de eliminar totalmente los residuos del agente desinfestante. 

Las semillas se sembraron en cajas de petri con medio sdlido MS (Murashige y 

Skoog, 1962) al 50% Km100. Al igual que en las plantas transformadas obtenidas por el 
método de disco de hoja, estas plantulas R1 se crecieron en presencia de kanamicina 
como agente selectivo. Se incubaron durante 24h en obscuridad y luego se expusieron 
a fotoperiodo de 16h luz/8h obscuridad en una cAmara de incubacién Lab-Line con 
temperatura controlada de 22°C + 2°C. Cada semana se resembr6 este material a cajas 
con medio fresco y en la octava semana las plantas se resembraron individualmente en 

frascos Gerber o en cajas Magenta con MS al 50% Kn100 en donde permanecieron dos 
semanas mas. Posteriormente las plantas se sembraron en macetas con vermiculita 
estéril cubiertas con plastico y regadas con las sales inorganicas de MS al 50%. Se 
mantuvieron en un cuarto de incubacién con fotoperiodo de 16h luz/ 8h obscuridad y con 
temperatura controlada de 22°C + 2°C. 

3.2.2. Crecimiento y mantenimiento de las plantas de tabaco. 
Las plantas de tabaco transformadas que se germinaron asépticamente, de 

aproximadamente 3 meses de edad se transplantaron a macetas con vermiculita como 
sustrato y se mantuvieron en un cuarto de incubacién con condiciones controladas de 
iluminacién, fotoperiodo de 16h/8 h de luz/obscuridad y temperatura de 22°C + 2°C, a 
excepcion del experimento de riegos con diferentes concentraciones de amonio que se 
realizO manteniendo las plantas en condiciones ambientates naturales de luz y 
temperatura. Las plantas se regaron dos veces por semana con la solucién nutritiva de 
Jensen-MS diluida al 50% (Tabla 1). 

El suplemento de nitrégeno a esta solucién nutritiva Jensen-MS al 50% para el 
riego general 6 mantenimiento de las plantas de tabaco fué 12.5 mM de nitrato de 
amonio. Segun se indica en otros experimentos, se empled L-glutamato 10 mM como 
fuente organica de nitrégeno 6 diferentes concentraciones de amonio: 150 mM, 25mM,
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12.5 mM, 1.25 mM incluido bajo ia forma de sulfato de amonio. Estos dos experimentos 

de caracterizacién fisiolégica del material transformado se realizaron con plantas de 10 

semanas que se habian crecido en almacigos con vermiculita y que se habian regado 

con la soluci6n de Jensen-MS al 50% mas 12.5 mM de nitrato de amonio. 

  

Tabla 1. Solucién nutritiva Jensen-MS. 
  

Soluci6n nutritiva Jensen (Vincent, 1970): 

CaHPQa 1.0g 
K2HPOa 0.2g 
MgSO4.7H2O0 0.2 g 
FeCl3 0.1g 

Microelementos medio MS (Murashige y Skoog, 1962): 
H3BOs 6.2 mg, ZnSO4.7H2O 8.5 mg, CuSO4.5H20 0.25 mg, KI 0.88 mg, CoClz.6H20 
0.025 mg, Na2MoO.4H20 0.25 mg y MnSO4.H20 16.9 mg 

Contiene los macroelementos de la soluci6n Jensen complementada con los 
micronutrientes del medio MS sin nitrégeno, agregado sélo cuando asi se especifica.       

3.3 EVIDENCIAS DE LA TRANSFORMACION GENETICA DE LAS PLANTAS 

DE TABACO R1 SELECCIONADAS. 

3.3.1 Actividad histoquimica de B-glucuronidasa (GUS). 

Para evaluar la expresién del gen reportero de gus en las plantulas, se hizo 

el ensayo histoquimico de GUS con el sustrato X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indollil 

glucurénido) que precipita un producto incoloro que al dimerizarse por efecto del 

oxigeno atmosférico se torna color azul indigo. Esta dimerizacién se estimula por una 

catalisis oxidativa utitizando una mezcla de ferricianuro/ferrocianuro de potasio. Este 

ensayo histoquimico se puede realizar directamente en tejidos como en hoja o en raices 

y observar la localizacién de !a actividad de GUS. 

Los cortes de tejido de cada planta se sumergieron en la solucidn de X- 

Giuc que se preparé con un buffer de fosfato de potasio pH 7 100 mM, EDTA 10mM, 

ferricianuro de potasio 0.5 mM, ferrocianuro de potasio 0.5 mM, Tritén X-100 0.1% y X- 

Gluc 2mM disuelto en dimetilformamida. La reaccién se incubé a 370C durante 12-16 

horas. Para visualizar mejor el color azul después de la reaccién las hojas se lavaron 
con un buffer de fosfato de potasio 50 mM pH 7. La clorofila se eliminé realizando varios 

enjuagues con acetona:metanol (1:3) y un enjuague final con el buffer de fosfatos.
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3.3.2 Amplificacién por PCR del gene gus integrado al genoma vegetal. 

Un ensayo molecular para detectar la presencia de un gene en el genoma vegetal 

consiste en amplificarlo con la técnica “polymerase chain reaction” (PCR). El principio de 

esta metodologia es sencillo y se trata de aumentar el numero de copias de un 

fragmento de DNA a niveles que puedan ser visualizados en un gel de agarosa/EtBr. 

Para realizar esta amplificacién se requiere: el DNA templado o moide a amplificar, 

oligonucledtidos o iniciadores, que son secuencias cortas de DNA una por cada hebra 

de DNA a amplificar; una DNA polimerasa termotolerante que iniciara la polimerizacion 

de nuevas cadenas de DNA sobre los iniciadores; didesoxinucledtidos (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP); todo esto en un buffer con algunas sales de MgCle y KCI que permitan 

llevar a cabo la reaccién de amplificacién. Este coctel se somete a varios ciclos de 

amplificacién, entre 25 y 30. Cada ciclo consiste de tres etapas: (1) desnaturalizar o abrir 

las cadenas de DNA del tempiado y de los iniciadores sometiendo todo a una 

temperatura de 92°C-94°C; (2) después se lleva a la temperatura de alineamiento 

(annealing), entre 52°C-65°C, en que se uniran por complementariedad el DNA 

tempiado con los iniciadores y finalmente (3) la sintesis de las nuevas cadenas de DNA 

por parte la DNA polimerasa, esto ocurre a 72°C, temperatura a la que la polimerasa 

trabaja éptimamente. Cada vez que se repite un ciclo ocurre cada uno de estas etapas y 

las nuevas cadenas de DNA serviran como molde para el siguiente ciclo amplificandose 

el numero de cadenas de manera exponencial. De acuerdo a la secuencia de DNA que 

se desee amplificar hay que optimizar algunos aspectos de la reaccién, como: la 

temperatura de alineamiento; el tiempo al que se somete a la temperatura de 

alineamiento; la concentracién de los iniciadores, de las sales de MgCi2 y del DNA 

molde y optimizar el numero de ciclos. 

En este trabajo se utilizé como templado el DNA genémico de plantas de tabaco 

transgénicas que se aislo con el protocolo que describen Rogers y Bendich (1994) 

modificado por el Dr. Stephen J Temple (comunicacién personal, Plant Genetic 

Engineering Lab., New Mexico State Univ., Las Cruces, NM). En este protocolo se 

purifica el DNA en base al reactivo hexadeciltrimetil-bromuro de amonio (CTAB). Cada 

reaccion de PCR se realizé6 en un volumen final de 100 pl con 400 ng de cada 

oligonoclestido primer, 300 ng de DNA de planta 6 entre 50-75 ng de DNA plasmidico, 

200 uM de cada nucleotido: dATP,dTTP, dCTP, dGTP, 2.5 U de Taq DNA polimerasa, 

todo en un buffer Tris-HCl 10mM pH 8.3 con KC! 50mM y 1.5mM de MgCle. Se utilizo el 

kit para PCR de Perkin Elmer Cetus. 
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Para amplificar el gene de GUS usamos la secuencia de los oligonucledtidos 

primers (Tabla 2) y las condiciones para PCR reportadas por Hammil et a! (1991). Estas 

condiciones de amplificacién fueron: desnaturalizacién a 92°C durante 1 minuto; 

alineamiento a 55°C durante 1 minuto y finalmente temperatura de extension a 72°C por 

espacio de 1:30 minutos, en 25 ciclos. 

  

Tabla 2, Secuencia de los oligonucledtidos empleados para amplificar por PCR. 

  

Oligonuclestidos Tamano esperado Referencia 
utillizados como primers del fragmento 
  

Para amplificar el gene de GUS 
(Jefferson ,1987): 

5°GTT-TAC-GCG-TTG-CTT-CCG-CCA 1.2 Kb Hammil et a/., 1991 
3°GCT-GGG-AAA-GCG-CGT-TAC-AAG 

Posiciones 400-420 y 1599-1579 en el gene de GUS. 
  

Para amplificar GS (DasSarma et af ,1986) 1.4 Kb Temple SJ (1) 

en “sense”: (comunicacioén personal) 

5 TCT-GTC-ACT-TCA-TCA-AAA-GGA-CAG 
3'TGT-CAA-TCT-ACG-CTC-GTT-GC 

Posiciones 7149-7134 en p35S y 3842-3861 en el gene de GS. 
  

Para amplificar GS (DasSarma et a/ ,1986) 1.3 Kb Temple SJ (1) y 
en “antisense”. Suarez R (2) 

(comunicacioén personal) 
5 TCT-GTC-ACT-TCA-TCA-AAA-GGA-CAG 
3’GAG-AGC-CCA-TTC-CCA-CCA-ACA 

Posiciones 7149-7134 en p35S y 2452-2432 en el gene de GS. 
1. Plant Genetic Engineering Lab., New Mexico State University, Las Cruces NM. 
2. Centro de Inv. sobre Fijacién de Nitrégeno, UNAM, Cuernavaca, Mor, Méx. 

      
  

3.3.3. Amplificaci6n por PCR del DNA 35S-GS en “antisense” y 35S-GS en 

“sense”. 

Para amplificar el gene quimérico de GS sobreexpresado (358-GS) la secuencia 

de oligonuclestidos utilizada (Tabla 2) fué disefiada por el Dr. Stephen Temple del grupo
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de la Dra. Champa Sengupta-Gopalan (Plant Genetic Engineering Laboratory, New 

Mexico State University, Las Cruces, NM). Para amplificar GS en antisense se utilizo la 

secuencia de uno de los primers también del Dr. Temple y la otra secuencia ta disefié en 

este Centro el Bidl. Ramén Suarez (Tabla 2). Las condiciones de amplificacion para 

ambos fueron: desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto; alineamiento a 54°C 1:30 

minutos y finalmente temperatura de extensién a 72°C 2 minutos, en 30 ciclos.Para las 

reacciones de PCR se utilizo el aparato Robocycler Gradient 40 de Stratagene. 

3.4. CARACTERIZACION MOLECULAR Y FISIOLOGICA DE LAS PLANTAS 

TRANSGENICAS. 

3.4.1. Cuantificacién de la abundancia del RNAm de la GS. 

Se aisl6 RNA de hojas de tabaco con el procedimiento que indica Gibco BRL al 

utilizar el reactivo TRIzol. Este reactivo contiene isotiocianato de guanidina y fenol para 
desnaturalizar proteinas e inhibir la accién de las RNasas y purificar limpiamente al RNA. 

EI RNA se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 %, con 5.4% de 
formaldehido (solucién al 37%) como agente desnaturalizante, en un buffer MOPS pH 7 

a corriente constante de 60 mA hasta alcanzar las 2/3 partes del gel. 

Se montd un sistema de transferencia vertical (Sambrook ef al, 1986) en el que 
se hizo difundir una solucién concentrada de sales (SSC 10X, cloruro de sodio y Ccitrato 
de amonio) hacia papeles secantes para acarrear el RNA desnaturalizado del gel, a una 
membrana de nylon Hybond N+ (Amersham) (Northern blot) en la que el RNA quedo 
inmobilizado en la misma posicién relativa en que estaba en el gel. 

La fraccién de RNAm complementario de la GS de las plantas se identificéd por 
hibridacién homsdloga con una sonda o fragmento de DNA del gene de la GS de alfalfa 
(DasSarma et al, 1986). La sonda de 1Kb se obtuvo al cortar el plasmido pGH219B con 
Bam HI y Bg! Il, y se marcé radiactivamente con «-32P-dCTP (3000 Ci, 10mCi/ul) con el 
protocolo Megaprime DNA Labelling System de Amersham. Para comprobar 
molecularmente que se utilizé la misma concentracion de RNA total (30 kg por carril, 
cada carril corresponde al RNA de cada planta diferente de tabaco) esta misma 
membrana lavada se hibridd con una sonda de un cDNA de RNAr de maiz, cuya 
concentracién debe ser equivalente en las diferentes plantas. Esta sonda se obtuvo 
cortando el plasmido pBG35 con Hind il y Eco Rl para obtener un fragmento de 1.35 Kb. 
La prehibridacién e hibridiacién se hizo con la solucién con: SDS 7%; 250 mM de fosfato 
de sodio, 1% de BSA y 1mM de EDTA a una temperatura de 60°C durante 18 h. Los 
lavados a la membrana fueron: 2 veces con 2X SSC/0.1% SDS; 1X SSC/0/1% SDS y 
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0.1X SSC/0.1% SDS, durante 15 minutos a temperatura ambiente en cada lavado. 

Después de los lavados la membrana se expuso a una placa autoradiografica y se 

revel6 de acuerdo al protocolo del fabricante con las soluciones reveladora y fijadora 

marca Kodak. Algunos protocolos y muchas de estas soluciones estandares en biologia 

molecular se encuentran descritas en el manual de protocolos deSambrook et a/, (1989). 

3.4.2. Analisis de los polipéptidos de la GS. 

Para disociar las proteinas en unidades polipeptidicas individuales generalmente 

se hace una electroforesis en un gel de acrilamida/bisacrilamida utilizando el! detergente 

aniénico SDS (dodecil sulfato de sodio) y un agente reductor (2-mercaptoetanol 6 DTT). 

Este sistema conocido como SDS-PAGE “polyacrilamide gel electrophoresis” en 

presencia de SDS fué originalmente descrito por Laemmli (1970). Para obtener la 

resolucion de los polipéptidos se utiliza un sistema discontinuo de electroforesis que 

promueve la separacién en bandas del complejo proteico. 

Posteriormente por la técnica de Western blot (Towbin, 1979) los polipéptidos en 

el gel se transfieren a un filtro de nitrocelulosa en donde quedan fijados establemente. 

La localizacion especifica de la fraccién proteica buscada se realiza con anticuerpos que 

funcionan a manera de sonda. Los anticuerpos reaccionan con sus epitopes antigénicos 

(Sambrook et a/, 1989 y Memelnick et al, 1994). Para tocalizar esta primera reaccién 

inmune que no es visible se realiza una segunda reaccién inmunoldgica con un 

segundo anticuerpo que en su estructura este acoplado a una enzima por cuya actividad 

sea reconocido todo el complejo. 

Se extrajo proteina de hojas de tabaco homogenizando en un buffer que contiene 

Trizma base 50 mM pH 8.3, acetato de Mg 10mM, EDTA 1 mM, Glicerol 10%, PMSF 1 

mM y PVP 10% p/v. El homogenado se clarificd por centrifugacién a 12,000 x g/10 

minutos. Se reextrajo la fraccién proteica en este mismo buffer adicionando 10 mM de 

PMSF. Se precipité finalmente con acetona y se resuspendié en un buffer Tris HCI 250 

mM a pH 8.3. Todas las operaciones se realizaron a 40C. 

En un gel de acrilamida/bisacrilamida al 10%/SDS (SDS-PAGE) se corrieron 150 

ug de proteina de cada muestra, siguiendo las indicaciones de Memeinik et al. (1994). 

La electroforesis se hizo en una camara Mini-PROTEAN II de BioRad. 

El sistema de transferencia se realizé en una unidad Mighty Small TE 22 de 
Hoefer en un buffer Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, pH 8.3 (Memelnik et ai, 

1994) a una corriente constante de 200 mA durante 3:30 h aproximadamente. Se 

comprabo la efectiva transferencia de las proteinas realizando una tincién con el



32 

reactivo Ponceau S (Memeinik et a/, 1994). 

La inmunodeteccién se realizé utilizando como primer anticuerpo Anti-GS de 

nédulo de frijol (obtenido de conejo) diluido 1:5000 (proporcionado por el Dr. Miguel 

Lara, Instituto de Biotecnologia, UNAM). Se hizo la segunda inmunoreaccion con 

anticuerpo Anti-conejo (Sigma) diluido 1:25000 que tiene acoplada a la fostatasa 

alcalina que con nitroazul de tetrazolio (NBT) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) 

revel bandas de reaccién cruzada correspondientes a GS2 nativa de hoja y a GS1. 

3.4.3. Actividad Especifica de la GS. 

Los extractos crudos de hoja se prepararon macerando tejido de hoja en el buffer 

de extraccién Trizma base 50 mM pH 8.3, acetato de Mg 10mM, EDTA 1 mM, Glicerol 

10%, PMSF 1 mM y PVP 10% p/v (comunicacién personal del Dr. Jose Luis Ortega, 

Instituto de Biotecnologia, UNAM). El homogenado se clarificé por centrifugacion a 

12,000 g durante 10 minutos y 20 minutos. Todas las operaciones se realizaron a 4°C. 

Con este extracto se realizé el ensayo enzimatico de la GS. 

La actividad de la GS en el sobrenadante se midiéd por el ensayo de transferasa 

(Ferguson y Sims, 1974). En este ensayo la hidroxilamina (NH2OH) reemplaza al amonio 

que es el sustrato natural de la enzima. Se prepard el coctel de reaccién de transferasa 

que se detalla en la Tabla 3. 

  

Tabla 3. Coctel de reaccidon de transferasa para determinar la actividad 
enzimatica de glutamino sintetasa. 
  

ADP 16 mg/ 3.75 ml de buffer TB 

Glutamina 255 mg/18.75 ml de agua 
Na2HAsO4 273 mg/6.25 ml de TB 
NH40H 30 mg/6.25 mi de buffer BT 
MnCle 22 mg/1.25 mi de agua 
Buffer TB 6.25 ml 

  

El buffer TB contiene Trizma acetato 0.4M/EDTA 5mM a pH 6.4.     
  

La reaccién se realiz6 con 850pl del coctel mas 150 ul del extracto soluble de la 

muestra incubandose a 30°C a diferentes tiempos. La reaccién se detuvo con 500 kl de 

la soluci6n HCI 0.5M/ TCA 4%/ cloruro férrico 3.2%. 

La GS cataliza la formacion del producto gama-glutamil hidroxamato (y-GHA) a 

partir de hidroxilamina y glutamina. La cantidad de GHA formado durante el ensayo se



  

33 

determin6 colorimétricamente a 540 nm luego de acoplar el y-GHA a Fe3+. Una unidad 

de actividad de GS se define como ipumol de GHA formado por minuto. 

3.4.4. Determinacion de la concentracién de la proteina. 

A partir de extractos en crudo de hoja se precipité la proteina con TCA al 5%. 

Posteriormente el precipitado se resuspendiéd en NaOH 0.4N para luego determinar la 

concentracién de proteina por el método de Bradford (1976) cuantificando por 

espectrofotometria a 595nm, con albumina sérica de bovino (BSA) como estandar. 

3.4.5. Cuantificaci6n de clorofila total. 

Se aisl6 clorofila de discos de hoja (7.68 cm2 de diametro) con acetona al 80% v/v 

(Arnon et al 1949). Se centrifugé a una velocidad de 2,000 rpm por 4 minutos para 

separar los restos celulares del extracto. La clorofila se cuantificd por espectrofotometria 

a 647 nm y 664 nm que corresponden a las clorofilas a y b que sumadas nos daran e! 

contenido total de clorofila de acuerdo a la ecuacién de Graan y Ort (1984).
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4. RESULTADOS. 

4.1. SELECCION DE LA POBLACION R1 DE PLANTAS TRANSGENICAS DE TABACO. 

De acuerdo a los resultados de la actividad especifica de GS y al ensayo de GUS 

de las plantas transgénicas originales de tabaco, se escogieron semillas de plantas con 

la actividad de GS alterada. Todas las semillas germinaron. Se incluyeron semillas de 

plantas no transformadas. Estas plantulas murieron en presencia de! agente selectivo; 

en cambio, las plantulas: 51, 154 y 156 transformadas con pGH117; 65 y 148 (pGH114) y 

21, 41 y 44 (pBl121), mostraron de 96 al 100% de resistencia a la kanamicina (datos no 

mostrados), por el gene quimérico NOSp-npt ff (Km (Figura 2). Esto indica que las 

plantas originales que contenian a los genes quiméricos de manera estable lo 

heredaron a su progenie (R1). 

4.2 EVIDENCIAS DE LA TRANSFORMACION GENETICA EN LAS PLANTAS DE 

TABACO R1 SELECCIONADAS. 

4.2.1. Actividad histoquimica de §-glucuronidasa (GUS). 

El ensayo histoquimico del gene reportero 35S-gus fue positivo, lo que confirma 

la presencia de GUS en las plantas R1 seleccionadas (Km, Se observ6 coloracion azul 

en las hojas del material transformado con alguno de los tres plasmidos pGH117, 

pGH114 6 pBl121. En las hojas de plantas sin transformar (control negativo) no se 

observ6 la coloracién azul caracteristica dada por este ensayo (Figura 3). 

C D      

    
Figura 3. Ensayo histoquimico de GUS en hoja de plantulas de tabaco R1 transformadas 
B,C y D: hojas de plantas transformadas. A: hoja de planta no transformada.
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Los genes marcadores npt /l y gus (Figura 2) flanquean al gene de la GS de alfalfa en 

“antisense” (pGH117) o en “sense” (pGHi14), por lo que los resultados que indicaron la 

presencia de los dos genes marcadores en las plantas seleccionadas, segun los 

resultados anteriormente comentados, es un fuerte indicio de que también esia presente 

el gene quimérico de la GS de alfalfa en estas plantas de tabaco. 

4.2.2. Amplificaci6n por PCR de los transgenes integrados: gus y 35S-GS 

en “antisense” y 35S-GS en “sense”. 

EI propésito de utilizar esta prueba es para confirmar la presencia de los genes 

quiméricos en las plantas transformadas. La amplificacion de DNA por PCR se realizé 

con DNA total de las plantas transgénicas a modo de templado o molde, utilizando 
especificamente oligonuclesdtidos iniciadores que reconocen a los genes de gus o de 
35S-GS en “sense” 6 en “antisense” (Tabla 2) respectivamente. 

El resultado de la reaccién de la amplificacién de gus por PCR se observa en Ia 
Figura 4. A partir del DNA de las plantas transformadas No. 51, 154 y 156 (pGH117); 65 y 

148 (pGH114); 21, 41 y 44 (pBI121), se amplificé un fragmento de DNA de 1.2 kilobases, 
como se observa en la Figura 4, que es el tamafho esperado para GUS (Tabla 2). En 
estas reacciones de PCR también se incluyé como control positivo DNA del plasmido 

pBl121 del que se amplificé igualmente una banda de 1.2 Kb (Figura 4). No se detecté 
amplificacion del gene de gus por PCR a partir de DNA de una planta no transformada. 

GS “antisense” GS “sense” 

NtC C 51 154 156 PM 6 148 p 
      

Producto de amplificacion de gus: 
~<t}——— 1.2 Kb 

      

Figura 4. Amplificacién por PCR de un fragmento del gene de gus a partir de DNA de 
plantas transgénicas de tabaco. (Nt) planta no transformada; (C) plantas control que 
contienen gus (pBI121); 51, 154 y 156 plantas que contienen 35S-GS en “antisense” y 
gus; 65 y 148 plantas que contienen 35S-GS en “sense” y gus; (p) plasmido pBli21 
como control positivo; (PM) marcador de peso molecular 1Kb (Gibco BRL)
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Para detectar la presencia del gene de GS en “antisense” se utiliz6 un 

oligonucledtido que reconoce la secuencia codificadora de la cadena GS en “antisense” 

y otro oligonucledtido que reconoce la secuencia del p35S. En la figura 5 se observa 
amplificado un fragmento de 1.3 Kb del gen quimérico de 35S-GS en “antisense” a partir 
del DNA de las plantas 51, 154 y 156 y del plasmido pGH220 utilizado como control 

positivo. Del DNA de este plasmido también se amplific6 un fragmento mas pequefo de 
alrededor de 900 pb. No se observa DNA amplificado de muestras de las plantas: 41 
(control pBI121); 148 (GS en “sense”) 6 de una planta no transformada (Figura 5). 

GS “antisense” 

51 154 156 p PM C 148 M 
  

        
Producto de amplificacion 
de 35S-GS en “antisense”: |i 

1.3 Ko ———_-—> 

      

Figura 5. Amplificacién por PCR de un fragmento del gene de la GS de alfalfa 35S-GS 
en “antisense” a partir de DNA de plantas transgénicas de tabaco. 51, 154 y 156 plantas 
que contienen la fusién 35S-GS de alfalfa en “antisense”; (p) plasmido pGH220 como 
control positivo; (C) planta control 41 (pBI121); 148 planta que contiene GS en “sense”: 
(Nt) planta no transformada; (PM) marcador de peso molecular 1 Kb (Gibco BRL). 

Para detectar la presencia de la fusién 35S-GS en “sense” se utilizé un 
oligonucledtido que reconoce especificamente una secuencia de la cadena de GS de 
alfalfa en “sense” y otro oligonucledtido que reconoce la secuencia del p35S. En la 
Figura 6 se observa amplificado un fragmento de 1.4 Kb que corresponde 
especificamente al gene 35S-GS en “sense”, a partir del DNA de !as plantas 65, 148 y 
del plasmido pGH219.B utilizado como control positivo. Nu se observa amplificacién del 
DNA de las plantas: 156 (35S-GS en “antisense”), 44 6 41 (control pBi121) (Figura 6).
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Producto de amplificacion de 
35S-GS en “sense”: 

<q ——-14kb 

  

    
  

Figura 6. Amplificacién por PCR de un fragmento del gene de la GS de alfalfa 35-GS en 
“sense” a partir de DNA de plantas transgénicas de tabaco. 65 y 148 plantas que 
contienen la fusién p35S-GS en “sense”; (p) plasmido pGH219.B como control positivo; 
(C) plantas control 41 y 44 (pBl121); 156 planta que contiene GS en “antisense”; (PM) 
marcador de peso molecular 1Kb (Gibco BRL). 

Con este andlisis se detectd la presencia de los genes de gus, 35S-GS en 
“antisense” y 35S-GS en “sense” en las plantas transformadas. 

4.3 CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS. 
Las plantas de tabaco establemente transformadas se cultivaron en macetas y se 

regaron con solucion nutritiva de Jensen-MS diluido al 50% (Tabla 1) mas 12.5 mM de 
nitrato de amonio como fuente nitrogenada. Bajo estas condiciones se mantuvo el 
material utilizado para la caracterizacién molecular. El andlisis molecular consistio en: 
cuantificar el acumulo de RNAm de la GS; detectar la presencia de los polipéptidos de 
GS1 en hoja y evaluar su actividad enzimatica. 

4.3.1 Cuantificacién de la abundancia de RNAm de la GS. 
E| siguiente paso del analisis de las plantas en que se detecté la presencia de los 

transgenes 35S-GS es determinar que la expresi6n de la GS se. encuentre alterada. La 
fusiones 35S-GS con un promotor fuerte y constitutivo predicen que en estas plantas la 
transcripcién continua de la GS quimérica ocurre en toda la planta. 

Se cuantificd la abundancia del RNAm de la GS a partir de RNA total de hoja de 
las plantas transformadas. Ef RNAm especifico de la GS se identificd por su _ 
complementariedad con una sonda del DNA de GS de alfalfa de doble cadena marcada 
radiactivamente.
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En el gel de agarosa/EtBr se observan 5 o mas bandas que corresponden a las 

diferentes subunidades de RNAr que es el mas abundante en la célula. De acuerdo a su 

gradiente de centrifugacién las subunidades de RNAr migran diferencialmente y su 

posici6n se reporta en unidades Svedger 6 S. Las dos bandas mas abundantes y 

visibles corresponden a Ja subunidad grande 28S (6 258) y a la subunidad pequefa18S 

(6 17S) del ribosoma. El tamafio de las bandas de RNA ribosomal es variable entre 

especies. En la literatura estan reportados los de algunas plantas. El tamafio en 

kilobases de la subunidad 18S es de: 1.72 Kb en Pisum sativum, 1.75 Kb en Nicotiana 

sylvatica, 1.8 Kb en Glycine max, Solanum tuberosum, Lycopersicum esculentum (17S) y 

en Sinapis alba. Para la subunidad 25S se reporta que su tamafio en S. alba es de 3.2 
Kb y en L. esculentum es de 3.38 Kb (Latterich y Croy, 1993). En base a su posicion en el 

gel, al tamafo conocido de estos rRNA y al resultado de las autoradiografias en que la 
hibridacién con la sonda de GS ocurre cercana a la segunda banda 18S de RNAr, se 
calculé un tamafo aproximado de RNAm de GS de 1.6 Kb (Figuras 7 y 8A). 

C C C 51 154 156 
  

GS 

1.6 Kb 

  

      
  

Figura 7. Deteccién del RNAm de la GS de plantas transformadas con 35S-GS en 
“antisense”. En cada carril se colocaron 30 ug de RNA total de hoja y se fraccioné por 
electroforesis en gel de agarosa-SDS. Para identificar al RNAm de !a GS se utiliz6 un 
fragmento de 1 kb de DNA de doble cadena de la GS1 de alfalfa, marcado con 32P. 
Autoradiograma de las plantas: 51, 154 y 156 que contienen el 35S-GS en “antisense” y 
de las plantas control (C) 21, 41 y 44. 

En la Figura 7 se muestra la deteccién de! RNAm de la GS de las plantas 51, 154, 
156 y de tres plantas control. Se observa una concentracion similar o ligeramente mayor 
del RNAm de GS en las plantas con GS en “antisense” con respecto al de los controles. 
No se hizo la hibridacién de esta membrana con una sondade un RNAr nativo como 
controi molecular de la concentracién de RNA de cada muestra. Solo se puede decir que 
al parecer los transcritos “antisense’-RNA de GS de alfalfa no influyeron en disminuir el
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nivel de RNAm de la GS enddégena de fas plantas transformadas. Este resultado no se 

ajustaria al modelo de inhibicién propuesto para sistemas homdlogos en el que se 

degrada el complejo “antisense” RNA-RNAm endégeno por lo que se observa una 

disminucién de la abundancia del RNAm enddgeno (Lichtenstein, 1988; van der Krol et 

al, 1988b; Robert et a/, 1992). El resultado de la Figura 7 se apega mas a la hipstesis 

planteada por Oliver et a/ (1993) para algunos sistemas heterdélogos, en que el complejo 

“antisense”RNA-RNAm no se degrada; es mas bien estable por lo que la concentracién 

de RNAm enddgeno mas el “antisense”-RNA puede ser mayor que los niveles RNAm de 

la GS enddgena de las plantas control. En este ensayo se utilizé como sonda DNA de 

dobie cadena dei gene de la GS de alfalfa, ambas cadenas hibridan con las cadenas de 

RNAm de la GS nativa y con el transcrito en “antisense”. Para poder identificar al 

transcrito de “antisense”-RNA, deberia haberse utilizado una sonda de cadena sencilla 

complementaria al transcrito, preparada con un sistema de transcripcién in vitro. Dado 

que no se realizo esto Ultimo en la autoradiografia de la Figura 7 no es posible 

discriminar entre e! “antisense’-RNA del RNAm nativo. 

En las plantas 35S-GS en sense No. 65 y 148 se obtuvo ei resultado esperado: 

mayor concentracion de mRNA de GS con respecto a las plantas control (Figura 8A). 

A. 6 148 C C B. 

y” <1 6k 

Figura 8. Deteccidn del RNAm de Ia GS en plantas transformadas con 35S-GS en 
“sense”. En cada carril se colocaron 30 yg de RNA total de hoja que se separd por 
electroforesis en gel de agarosa-SDS. A. Para identificar al RNAm de la GS se utilizé un 
fragmento de 1 Kb de DNA de doble cadena de GS1 de alfalfa marcado con 32P. B. Las 
mismas muestras se hibridaron también con un fragmento de 1.35 Kb de DNA de RNAr 
de maiz. Autoradiogramas de las plantas 65 y 148 que contienen 35S-GS en “sense” y 
de las plantas control (C) 41 y 44. 

65 148 C Cc 
  

  

j| <——. 285 
| <q— 18S 

  

      

  

      

Las plantas 65 y 148 mostraron mayor abundancia RNAm de GS que las plantas 
control, al parecer por efecto de la sobreexpresién de la GS1 de alfalfa. En la figura 8B
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se observa la hibridacién del RNAr nativo de las plantas de tabaco con una sonda de un 

cDNA de RNAr de maiz. Esta sonda se utiliz6 como un control molecular que comprueba 

que todas las muestras contienen cantidad similar de RNA total en cada carril, por lo que, 

fa observacién de mayor acumulo de RNAm de GS en las plantas 35S-GS “sense” 

(Figura 8A) supone que es consecuencia del acumulo del transcrito en “sense”. 

Con este andlisis no se detecté disminucién del RNAm de la GS en las plantas de 

tabaco 35S-GS en “antisense”, aunque el mecanismo de inhibicién en este sistema 

heterdlogo pudiera ser a otro nivel (post-transcripcional). Hasta ahora, no se puede 

concluir que estas plantas contengan el transgene 35S-GS en “antisense” porque no se 

hizo la deteccién especifica del transcrito en “antisense”. En cambio, en las plantas que 

contienen el transgene 35S-GS en “sense” si hubo mayor acimulo de RNAm de GS. 

4.3.2. Analisis de los polipéptidos de Ia GS. 

En las plantas que si tienen alterada ja expresién de la GS se determine la 
concentracion de los polipéptidos de la GS1 citosdlica y GS2 cloroplastica en hoja. 

En la hoja de tabaco, se ha reportado que GS2 se encuentra en mayor proporcién 

relativa que GS1 (McNally et al, 1983) y es la isoforrma que asimila el amonio en hoja 

junto con Fd-GOGAT. La masa molecular de las subunidades o polipéptidos que 
componen a estas dos isoformas es ligeramente variable: la enzima citosdlica esta 
compuesta de polipéptidos de 38-39 kDa (Tingey y Coruzzi, 1987; Temple et ai, 1993) y 
la enzima cloroplastica es ligeramente mas pesada, contiene polipéptidos de 43-45 kDa 
(Tingey y Coruzzi, 1987; Becker et al, 1992; Temple et al, 1993). 

Se aisl6 proteina de hoja de las plantas 65 y 148 que sobreexpresan la GS, de las 
plantas control 44 y 41 y de nédulo de frijol o de alfalfa. La proteina de nédulo se utilizé 
como referencia de la migracion del polipéptido GS1 porque en este organo 
preferentemente se expresa esta isoforma citosolica. Se utilizo un anticuerpo preparado 
contra la GS1 de nédulo de frijol que reconoce similarmente a la GS1 yala GS2. 

En la Figura 9 se observa el patrén de migracién de los polipéptidos GS1 y GS2 
en hoja: de las plantas contro! 41 y 44; y de las plantas 65 y 148. En las plantas control 
(C) se detecté sdlo fa presencia del polipétido GS2 caracteristico de hoja, GSt no se 
detect6 en estos ensayos. En contraste, las plantas 65 y 148 contienen ambos 
polipéptidos: la GS2 nativa y el polipéptido GS1 enriquecido que co-migra con la banda 
intensa de GS1 de nédulo. Las plantas transgénicas 35S-GS en “sense” estan 
expresando GS1 en hoja en mayor cantidad con respecto a las plantas control, 
aparentemente como resultado de la sobreexpresién de la GS de alfalfa. En estas 
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plantas la regulacion de la expresion de la GS2 al parecer no se modificd, se observa 

una concentracién de GS2 similar al de las plantas control. 

  

  

NF C65 NA C148 

ws | a 

~—* mee ee |g GS2 43-45 kKDa_ > en iad 
ou em | 4— GS1 —38-39 kDa —P 

          
  

Figura 9. Analisis por Western blot de los polipéptidos de GS en hoja de plantas 
transgénicas. La proteina soluble total (150ug por carril) de las plantas 65 y 148 con 
35S-GS en “sense” y de la planta control 41 (C), se separd en un gel de poliacrilamida al 
10%. La inmunodeteccidn de los polipéptidos se hizo con un anticuerpo de GS de frijol y 
con un segundo anticuerpo anti-conejo, acoplado a la fosfatasa alcalina. Como control 
positivo se incluy6 proteina de nddulo de frijol (NF) o de ndédulo de alfalfa (NA). En ta 
figuras se indica la posicién correspondiente a GS2 y a GS1 asi como su tamafio 
aproximado. 

Las plantas 35S-GS en “antisense” no se incluyeron para en este andlisis porque 

para ese tiempo ya se habia evaluado la actividad especifica de la enzima que como se 

comentara mas adelante, en estas plantas no resultdé ser disminuida. 

4.3.3. Actividad Especifica de la GS. 

Para medir la actividad especifica de la GS hay dos ensayos: el biosintético 6 de 

sintetasa y el de transferasa. Este ultimo es mas sensible aunque es un ensayo mas 

artificial. En el ensayo de transferasa la GS a partir de glutamina e hidroxilamina cataliza 

la formacion de y-glutamil hidroxamato (y-GHA), el cual puede ser cuantificado a 540 nm. 

La actividad enzimatica de la GS se expresé en Unidades (U) que producen tymol de y- 

GHA por minuto expresado por peso fresco. 

Para detectar el efecto funcional de la sobreexpresién de la GS, se determin6 la 

actividad especifica de la GS en las plantas de tabaco por el ensayo de transferasa. Los 

ensayos se realizaron en hoja. Generalmente se escogid la 5a 6 la 6a hoja. Como 
también es importante el estado fenoldgico y la edad de la planta, en cada ensayo, se 

incluyeron plantas 35S-GS junto con plantas control. Se realizaron varios ensayos que 

se resumen en los siguientes resultados. 

Contrariamente a lo esperado, la actividad especifica de la GS de las tres plantas 

“antisense” 51, 154 y 156 no resulté ser menor que la de las plantas control (datos no
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mostrados). Inicialmente, este material mostré resistencia a la kanamicina, hubo 

expresion de GUS y ef PCR revelé la banda de DNA esperada. Sin embargo, con estos 

resultados en los que no se detectéd disminucién de la actividad especifica de GS y la 

falta de evidencia de que estas plantas expresen ei transcrito de GS en “antisense”, no 

demuestran que el nivel de expresién del transcrito haya sido insuficiente para alterar la 

expresion enddgena de la GS a niveles mesurabies, ni que estas plantas realmente 

contengan la GS1 de alfalfa en “antisense” 6 que si contienen al transgene no se puede 

demostrar la posibilidad de que simplemente no lo esten expresando. Como no se 

observo un efecto de inhibicién en estas plantas no se continuo su caracterizacion. 

La actividad especifica de la GS de las plantas 65 y 148 con el transgene 35S-GS 

en “sense”, se observa en la Figura 10. Este es un ensayo representativo. 
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Figura 10. Actividad especifica de GS en hoja de plantas de tabaco que sobreexpresan 
la GS. Se realizd el ensayo de transferasa de la GS en extracto soluble de hoja. Las 
plantas 65 y 148 contienen la fusién 35S-GS en “sense”. Las plantas 21, 41 y 44 son 
plantas control. Este es un ensayo representativo de esta determinacion. La actividad 
especifica se expresa como AE = U +GHA umol/min/gramo de peso fresco. 

En estas plantas si se observa el patrén de alteracian esperado: hay un aumento 
en la actividad especifica de la GS.-Este resultado coincide con la sobreexpresi6n del 

RNAm de GS observado en Ia Figura 8A y con ei enriquecimiento del polipéptido GS1 
en hoja (Figura 9).
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GS_en “ANTISENSE” GS _ en “SENSE” 43 Plantas: | “Ideai” 51,154 y156 “Ideal” 65 148 GENE por PCR: + + + + > 
RNAm total: A e 4 AAMA Ad 

Transcrito: 4 nd r nd nd 
(ANam GS 
enddgena: ¥ nd 2? nd nd 

Polipéptidos 
1 GS1: v nd 4 4 4 

GS2: é? nd &? v 4 
Actividad 

funcional de GS: v No disminuys | 4 xn As x A3 x 
Apariencia 

diferente: é? - No é? No No         

Tabla 4. Resumen de los resultados del andlisis molecular de las plantas R1 de 
tabaco transformadas con GS en “antisense y con GS en “sense”. nd: no se hizo esta 
determinacién en este material. - Deteccion de RNAm. + Si se observa un producto de 
PCR; v presencia de GS2. 4 aumento; y disminucién. 

La conclusion general de las plantas de tabaco hasta ahora es que en las plantas 
“antisense” no se demostré inhibicién en el nivel de expresion de GS. En cambio, las 
plantas 65 y 148 tienen mayor expresi6n de RNAm de GS, niveles aumentados de la 
proteina GS1 y mayor actividad especifica por efecto de la fusién 35S-GS de alfalfa en 
“sense” (Tabla 4). En estas plantas con sobreexpresién de la GS se continuo el analisis 
fisioldgico que en los siguientes parrafos se ira comentando. 

4.4. CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS 

DE TABACO QUE SOBREEXPRESAN LA GS. 
En las plantas el amonio se asimila bajo la forma de glutamina y glutamato 

mediante la accién combinada de GS y GOGAT en forma ciclica: la GS emplea 
glutamato y amonio para sintetizar giutamina y la GOGAT utiliza glutamina y 2- 
oxoglutarato para formar glutamato (Figura 1). La glutamina y el glutamato participan en 
la biosintesis de aspartato y asparagina y junto con estos son transportados al resto de la 
planta funcionando como donadores de nitrégeno para la sintesis de compuestos 
nitrogenados importantes para el metabolismo (Lam ef a/, 1995). 

Como se mencioné en los ultimos parrafos de la introduccion, en nuestro 
laboratorio habiamos obtenido plantas de alfalfa transformadas con construcciones de 
GS1 de alfalfa en “antisense” y en “sense” (Figura 2) mismas que se utilizaron para 
obtener plantas transformadas de tabaco. Las plantas de alfalfa obtenidas por cultivo de 
tejidos se transplantaron a macetas con vermiculita y se regaron con solucion nutritiva 
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Jensen-MS 50% (Tabla 1) mas 12.5 mM de nitrato de amonio como fuente nitrogenada. 

Las plantas de alfalfa transformadas con 35S-GS en “sense”, desde la fase in vitro 

tenian un fenotipo particular: la coloracién de sus hojas era verde obscuro. En la fase de 

macetas estas plantas no sobrevivieron mucho tiempo al ser regadas con nitrégeno 

inorganico. La posible explicacién para este fenotipo es que, al sobreexpresar la GS la 

demanda de glutamato como sustrato para la biosintesis continua de glutamina es alta. 

Si la poza interna de glutamato esta derivandose en su totalidad para la sintesis de 

glutamina, entonces hace falta glutamato para la sintesis de otros aminoacidos 

esenciales y es por ello que las plantas no sobreviven. Si esta hipdtesis fuera cierta, 

entonces, las plantas sobrevivirian al adicionarles glutamato. Por lo anterior se regaron 

estas plantas con solucién nutritiva de Jensen-MS al 50% sustituyendo al nitrato de 

amonio con 10 mM de L-glutamato y las plantas sobrevivieron (Figura 11). 

  
  

        

  

Figura 11. Fenotipo de plantas de alfalfa transformadas con el transgene 35S-GS de 
alfalfa en “sense” regadas con L-glutamato 6 con amonio. A: Plantas regadas con 
solucion nutritiva de Jensen-MS 50% (Tabla 1) mas 12.5 mM de NH4NO3. B: Plantas 
regadadas con solucién nutritiva de Jensen-MS 50% mas 10 mM de L-glutamato. 

Las plantas de tabaco 35S-GS en “sense” cultivadas con nitrato de amonio no 

mostraron un fenotipo diferente como las plantas de alfalfa. Las plantas de tabaco 35S- 
GS “sense” y control parecian iguales en color y talla, pero teniendo en cuenta la 
hipotesis de la dependencia por el L-glutamato de las plantas de alfalfa 35S-GS en 

“sense” para su crecimiento normal decidimos observar si en tabaco el L-glutamato les 
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ofrece alguna ventaja en el crecimiento o si se observa algun fenotipo distintivo. Se 

disefd el experimento de regar las plantas de tabaco 35S-GS en “sense” con L- 

glutamato. 

4.4.1. Crecimiento en amonio (inorgdnico) vs. en glutamato (organico) 

como fuente de nitrégeno. 

Las plantas 65 y 148 de tabaco 35S-GS en “sense” y las plantas control 41 y 44 

se regaron durante doce semanas con solucién nutritiva de Jensen-MS al 50% (Tabla 1) 

adicionada con: 10 mM de L-glutamato, como fuente organica de nitrégeno; 6 con 10 mM 

de nitrato de amonio, como fuente inorganica de nitrégeno. El efecto de estos 

tratamientos se determin6 cuantificando: actividad especifica de la GS; proteina soluble y 

contenido total de clorofila. 

En fa Figura 12 se esquematiza el resultado de la determinacién de la actividad 

especifica de las plantas 35S-GS en “sense” y control en ambas condiciones de riego. 
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Figura 12. Actividad especifica de la GS en hoja de plantas de tabaco que 
sobreexpresan la GS regadas con L-glutamato o con amonio. La actividad especifica de 
la GS se determiné a las 12 semanas de riego con estos tratamientos. Las plantas 65 y 
148 contienen la fusi6n 35S-GS en “sense”. Las plantas 21, 41 y 44 son plantas control. 
Este es un ensayo representativo de esta determinacion. Actividad especifica = U 7-GHA 
pmol/min/ gramo de peso fresco.
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Se observa que en las plantas control la actividad de la GS es 50% mas alta con 

nitrato de amonio que con glutamato. En cambio, en las plantas 65 y 148 la actividad de 
la GS es 27% a 52% mayor (respecivamente) con glutamato que con nitrato de amonio. 

En esta grafica también se aprecia que independientemente de jos tratamientos, 
en las plantas 35S-GS en “sense” Ia actividad de la GS sigue siendo notablemente mas 
alta: entre 2 y 7 veces mas que las plantas control en los riegos con glutamato y entre 6 y 
15 veces mas en los riegos con amonio. 

Para evaluar el efecto de !a adicién de glutamato en sustitucién del nitrato de 
amonio, en el crecimiento de estas plantas transformadas, se determino el contenido de 
proteina soluble en extracto de hoja en las plantas 35S-GS en “sense” y en plantas 
control en ambas condiciones de riego. Estos resultados se observan en ia Figura 13. 
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Figura 13. Determinacién de proteina soluble en extractos de hoja de plantas de tabaco 
que sobreexpresan la GS regadas con L-glutamato 0 con amonio. Las plantas 65 y 148 
contienen la fusién 35S-GS en “sense”. Las plantas 21, 41 y 44 son plantas control. Este es un ensayo representativo de esta determinacidén. 

En la Figura 13 se observa que las plantas control regadas con nitrato de amonio 
tienen mayor contenido de proteina soluble que las plantas regadas con L-glutamato. 
Fenotipicamente se observa mejor desarrollo en las plantas regadas con amonio que en 
las plantas regadas con glutamato. Al parecer el glutamato es una fuente pobre de 
nitrédgeno. 

En las plantas que 65 y 148 no hay diferencia en el contenido de proteina soluble
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entre las plantas regadas con amonio o con glutamato (Figura 13). Estas plantas pueden 

utilizar ef glutamato tan bien como el nitrato de amonio. Esto se observo al igualar su 

contenido de proteina en ambas fuentes nitrogenadas. 

El analisis de estas plantas incluyé determinar si la modulacién de la GS también 

alteré algun aspecto del metabolismo del carbono. Aunque estas plantas de tabaco 35S- 

GS en “sense” con nitrato de amonio o con glutamato no mostraron diferencia visible en 

el color del follaje como las plantas de alfalfa 35S-GS con hojas de color verdé oscuro. 

Se determin6é la concentracién de clorofila en hoja en las plantas 35S-GS en “sense” de 

tabaco regadas con amonio o glutamato. En la Figura 14 se observan estos resultados. 
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Figura 14. Cuantificaci6n de clorofila total en hoja de plantas de tabaco que 
sobrexpresan la GS regadas con L-glutamato 6 con amonio. Las plantas 65 y 148 
contienen ta fusién 35S-GS en “sense”. Las plantas 41 y 44 son plantas control. El 
promedio y su error estandar corresponde a la determinacién en 3 a 6 plantas. Clorofila 
total expresada en nmol/cm2. 

Las plantas control y las plantas 65 y 148 regadas con nitrato de amonio, tienen 

contenido de clorofila similar al de las plantas regadas con L-glutamato (Figura 14). 

Tampoco se observé algun cambio en la apariencia de las plantas de tabaco que 

sobreexpresaron la GS por efecto del L-glutamato. Si ef glutamato exdgeno no les 

significé una ventaja en el crecimiento, tampoco les produjo efectos perjudiciales. En la 

Tabla 5 se resumen estos resultados.
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Plantas 35S-GS en “SENSE 
  

  

  

  
  

  

     
          

Plantas control 65 148 

AE de GS NH4 vs. | 50% MAS dscns menor |... MENOT 
transferasa: GLU menor 27 % mas 27 % mas 
Apariencia: NH4 vs. | No hay diferencia en el color del follaje entre plantas 

GLU ni entre ambas fuentes nitrogenadas 
Proteina NH4 vs. [ 20-100 % 
soluble: 
Clorofila 
total   
  

Tabla 5. Resumen de resultados del efecto del glutamato en sustituciédn del nitrato de 
amonio como fuente nitrogenada en las plantas que sobreexpresan la GS. = similar 
contenido de. 

4.4.2 Crecimiento en diferentes concentraciones de amonio como fuente de 

nitrégeno. 

Otra alternativa en la busqueda de una caracteristica sobresaliente y que resulte 

favorable en las plantas que sobreexpresan a la GS, fué someterlas a condiciones de 

deficiencia nutricional en un extremo y por el otro a concentraciones de amonio tdxicas 

para el! desarrollo de una planta normal. 

Los efectos de la deficiencia de nitroégeno en las plantas generalmente consisten 

en: limitacién del crecimiento, cambios en la coloracién del follaje (clorosis) y si el efecto 

es por largos periodos las hojas maduras de la planta comienzan a secarse y a morir. En 

contraste, también se ha documentado que el suplemento exégeno de nitrdgeno bajo la 

forma de amonio a altas concentraciones, produce efectos nocivos en el desarrollo de 

las plantas como: coloracién oscura del follaje, alteracién en el numero de hojas, hojas 

deformadas o bien hojas de mayor tamajio y por perfodos prolongados también provoca 

la muerte de la planta (Salisbury and Ross, 1993). 

En términos de nutricién mineral existen diversas formulaciones para el cultivo 

hidroponico de tas plantas cuya composicién incluyen al nitrégeno bajo forma de 

nitratos, usualmente combinados con sales de amonio. La concentracién de estos 

compuestos nitrogenados es variable, de manera general se manejan cantidades 

micromolares de nitratos (2-15 mM) o de nitrato mas amonio en combinacion. La 

eleccion de la concentracién ideal de nitrégeno en la solucién de riego es distinto para 

cada especie de planta, por lo que no hay un esquema general de la cantidad optima de 

suplemento de nitrégeno, 

Las plantas 65 y 148 se sometieron durante 6 semanas a cinco tratamientos de 

riego: Tratamiento 1 sin nitrégeno (T1); Tratamiento 2 con 1.25 mM de amonio (T2) 
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Tratamiento 3 con 12.5 mM de amonio (T3); Tratamiento 4 con 25 mM de amonio (T4) y 

Tratamiento 5 con 150 mM de amonio (T5), bajo la forma de (NH4)2S04 a ia solucion de 

riego, tomando a los dos primeros tratamientos como condiciones de limitacién de 

nitrégeno, a los dos ultimos como concentraciones de amonio en exceso y a 12.5 mM 

como concentracién “normal” con ja que habitualmente se regaban las plantas en 

maceta. Se determiné la actividad especifica de la GS y el contenido de clorofila en hoja. 

A las 6 semanas de riego se observé que: en T4 las plantas tuvieron la talla mas 

alta de los cinco tratatamientos; las hojas en T4 y T5 fueron de color verde obscuro 

intenso, lo que coincide con los valores mas altos en contenido de clorofila (datos no 

mostrados); en T5 las plantas fueron las de menor altura de los cinco tratamientos, sus 

hojas se deformaron (Figura 15) y se acortaron los entrenudos. Los efectos nocivos de 

TS se observaron de igual manera en las plantas 65, 148 y en las plantas control. 

En T4 y T5 la actividad especifica de la GS de las plantas 65 y 148 fué mayor que 

en las plantas control: 2.4 veces mayor en T4 y 1.5 veces mas en T5 (datos no 

mostrados). A pesar de que las plantas 65 y 148 mostraron mayor actividad especifica de 

la enzima, no pudieron contrarrestar los efectos téxicos del amonio en T5. 

  

  

      

  
Figura 15. Fenotipo de las plantas de tabaco que sobreexpresan la GS en limitacidn o en 
exceso de nitrégeno en la solucién de riego. Se compara el efecto de los tratamientos en 
plantas de tabaco 35S-GS en “sense” (S) y de plantas control (C) en tres tratamientos: 
T1 sin nitroégeno; T3 con 12.5 mM de amonio y T5 con 150 mM de amonio.
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Por otro lado, en T2 ninguna planta mostré efectos deletéreos por deficiencia de 

nitr6geno: no se observaron hojas amarillas en las plantas entre la 4a y la 8a semana de 

riegos. La actividad especifica de la GS fué similar a la registrada en el tratamiento 

control T3 (datos no mostrados). El contenido de clorofila en hoja (datos no mostrados) 

fué menor que al de las plantas en T3 y mayor al de las plantas en T1. 

Sin nitrégeno, las plantas muestran clorosis pero las plantas 65 y 148 mostraron 
mejor apariencia en esta condicién: sus hojas son ligeramente mas verdes (Figura 15). 

En T1 el efecto de la falta de nitrégeno se manifesto mas severamente en las 
hojas de la base de la planta (hojas maduras), que comenzaron a ponerse amarillas 

para luego secarse. Esto fué mas evidente en las plantas control: 47% de hojas 

amarillas. Las plantas 65 y 148 en T1 mostraron menos hojas amarillas: 31%-40% de 

hojas amarillas respectivamente. En esta condicién de limitacion de nitr6geno ({T1) las 

plantas 65 y 148 conservaron e! follaje verde, mostraron menos efectos deletéreos por el 

tratamiento y lograron persistir mejor que las plantas control. Ante esta mejoria en la 
apariencia de las plantas 65 y 148 en limitacion de nitrégeno, decidimos caracterizar 

mas a fondo estas plantas en esta condicién. 

   Cad | : 
35S-GS en sense Control 

planta No.65 

  

Figura 16. Fenotipo de plantas de tabaco que sobreexpresan la GS en limitacién de 
nitrogeno (T1) en la 6a semana de riego. Planta de tabaco 65 que contiene ia fusién 
35S-GS en “sense” en comparacién con una planta control.
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Se realizé la caracterizacion fisioldgica de las plantas 65 y 148 y de plantas 

control en T1 en comparacién con el tratamiento T3. Se comentaran los resultados del 

fenotipo, actividad especifica de la GS, contenido de clorofila y peso fresco del follaje. 

En la Figura 16 se compara la apariencia entre una planta control y una planta 

358-GS en sense en T1 como ejemplo de lo observado en varias plantas. Claramente 

destaca que las hojas de la base de las plantas control tienen mas hojas amarillas y las 

hojas de la base de las plantas 35S-GS en “sense” las conservan verdes. 

En Ja Figura 17 se grafica la actividad especifica de la GS en T1 y en T3. Como se 

esperaba, las plantas 65 y 148 35S-GS en “sense” sobreexpresaron la GS. La actividad 

de GS en las plantas 65 y 148, con respecto a las plantas control es superior de 7 a 8 

veces en T1 y de 5a 11 veces en T3. En T1 la actividad de GS de 65 y 148 es menor que 

en T3. Cabria especular al respecto que el amonio influya en la reguiacién de GS en 

estas plantas, no sabemos si sobre alguna GS enddgena o sobre la GS1 citosdlica de 

alfalfa presente en estas plantas transgénicas. 
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Figura 17. Actividad especifica de GS en hoja de plantas de tabaco que sobreexpresan 
GS en limitacién de nitr6geno 6 con amonio. Las plantas se regaron con solucién 
Jensen-MS 50% sin nitrégeno (T1) 6 con 12.5 mM de amonio (6.25 mM de (NH4)2S04) 
(T3). Las plantas 65 y 148 contienen la fusion 35S-GS en “sense”. Las plantas 41 y 44 
son plantas control. El promedio es de 2 plantas independientes y su error estandar de 
un ensayo representatativo. Actividad especifica U y-GHA umol/min/ g de peso fresco. 

En la Figura 18 se registra el contenido de clorofila. En el tratamiento T1 las 

plantas 65 y 148 contienen 50% mas clorofila en hoja, datos que coinciden con la 

apariencia de las plantas 65 (Figura 16) y 148 (no mostradas).
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Figura 18. Cuantificacion de clorofila total en hoja en plantas de tabaco que 
sobreexpresan !a GS en limitacién de nitré6geno (T1) 6 con amonio (T3). Las plantas 65 y 
148 contienen la fusién 35S-GS en “sense”. Las plantas 41 y 44 son plantas control. Se 
muestran los resultados de un ensayo representativo. Clorofila total expresada en 
nmol/cm2. 

Al calcular la actividad especifica de la GS con base al contenido de clorofila se 

observa que las plantas 65 y 148 en T1 tienen'una actividad de GS 3.5 veces mayor que 

las plantas control (Figura 19). Esto indica que el incremento de fa actividad de la GS en 

las plantas 65 y 148 esta dado por el aumento de la actividad de !a enzima. 
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Figura 19. Actividad especifica de la GS expresada con base al contenido total de 
clorofila en plantas de tabaco que sobreexpresan la GS en limitacion de nitrogeno (T1). 
Las plantas 65 y 148 contienen la fusion 35S-GS en “sense”. Las plantas 21 y 44 son 
plantas control. Estos son resultados de un ensayo representativo de esta determinacién. 
Actividad especifica = U yGHA umol/min/nmol de clorofila total.
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Ya que fenotipicamente las plantas 65 y 148 en T1 se aprecian favorecidas con 

respecto a las plantas control, otro parametro a determinar fué el crecimiento de estas 

plantas. En la Figura 20 se grafica el crecimiento con base al peso seco del follaje en T1. 

En este tratamiento las plantas 65 y 148 tienen de 22 a 72% mas peso seco del follaje 

que las plantas control. Esta ligera diferencia en peso correlaciona con la mejoria 

observada del fenotipo de estas plantas (Figura 16). 

Las plantas 65 y 148 en T3 no mostraron una mejor apariencia con respécto a las 

plantas control, ni mayor rendimiento en peso seco (datos no mostrados). 
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Figura 20. Determinacién de peso seco del follaje en plantas de tabaco que 
sobreexpresan la GS en limitacion de nitrégeno (T1). Las plantas de tabaco 65 y 148 
contienen la fusi6n 35S-GS en “sense”. Las plantas 41 y 44 son plantas control. El 
promedio y su error estandar corresponde a tres plantas independientes. Ei peso esta 
expresado en gramos de peso seco del follaje. 

Las plantas 65 y 148 en condiciones de limitacién de nitrégeno (T1) mostraron 

una mejor apariencia. Mas adelante se discute que en esta condicién quizas la 

expresién constitutiva de la GS realiza la reasimilacién del amonio interno producto de 

procesos de reciclaje de manera mas eficiente en comparacion con las plantas control. 
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En la Tabla 6 se resumen los resultados de !a caracterizacién de las plantas 65 y 148 en 

limitaci6n de amonio (T1) en comparacion con el tratamiento control con 12.5 mM de 

  

  

  

  

amonio (T3). 

Plantas 35S-GS en “sense” 
65 148 

AE de GS T1: A5 xX AG X 
transferasa: T3: 45 xX Ait xX 

Clorofila TI: 450% 50 % 
total: T3: = = 

Crecimiento (71: h22% 472% 
(peso seco): T3: = = 

Apariencia TI: Ligera  mejoria 
diferente: T3: No No       

Tabla 6. Resumen de la caracterizacién de las plantas que sobreexpresan la GS en 
limitacién de nitrégeno (T1) con amonio (T3). = similar contenido de. 

Con estos resultados concluye el andlisis efectuado a las plantas 65 y 148 en que 
la expresion de GS a niveles aumentados les significd una ventaja en condiciones de 
inanicién por nitrégeno. 

a
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5. DISCUSION 

La ingenieria genética de plantas (la construccién de fusiones génicas para 

transformar genéticamente células vegetales) comprende una serie de metodologias 

que han resultado ser muy utiles para estudiar la funcién y la regulacién de genes 

especificos. De acuerdo a su papel en ta asimilacién de amonio, la glutamino sintetasa 

es una enzima clave en el metabolismo nitrogenado de las plantas. Para entender mas a 

fondo el papel de la GS, en este trabajo se caracterizé la alteracién de la expresién de 

una GS1 citosdlica en plantas transgénicas obtenidas por ingenieria genética. 

Se obtuvieron poblaciones R1 de tabaco transformadas. El material se selecciond 

de acuerdo a los resultados del ensayo de GUS y de la amplificacién de los transgenes 

de gus, 35S-GS en “antisense” y 35S-GS en “sense” respectivamente (Figuras 3-6). 

En las plantas de tabaco transformadas con 35S-GS en “antisense” no se detectd 

disminucién en el nivel de RNAm de GS (Figura 7). Sin embargo, no sabemos si ese 

acumulo de RNAm esta enriquecido con el transcrito de GS en “antisense” porque no se 

hizo la deteccién especifica de este transcrito. Dada esta limitacidn metodolégica no 

podemos ajustarnos del todo a la conclusién de otros trabajos similares en los sistemas 

heterdlogos de tabaco para inhibir a la GS (Temple et a/, 1993) y a la hidroxipiruvato 

reductasa (HPR) (Oliver et a/, 1993), en que se detectaron altos niveles del transcrito del 

gene en “antisense” en las plantas transgénicas, pero el RNAm enddgeno de los genes 

blanco no se modificé. En estos sistemas el mecanismo por el cual los genes en 

“antisense” inhiben la expresi6n de un gene nativo, contrasta con el de Jos sistemas 

homdlogos que evocan una reduccién del nivel de RNAm blanco (Oliver et a/, 1993). 

Aunque el mecanismo exacto en ios sistemas heterdlogos se desconoce, se ha 

propuesto también la formacién de un duplex entre las cadenas complementarias del 

RNA en “antisense” y el RNAm en sentido directo del gene blanco. Este duplex 

“antisense”-RNA:RNAm no se degrada como el homoduplex. El heteroduplex es al 

parecer, estabilizado por la formacién de algunas estructuras secundarias internas y por 

la presencia de bases terminales no apareadas que impiden su degradacién por 

RNAsas (Eguchi et a/, 1991; Temple et a/, 1993; Oliver et a/ 1993). En tal caso, se sugiere 

que los heteroduplex se acumulan y son estabies, pero son inaccesibies a la maquinaria 

traduccional al no poder ser transportados fuera del nucleo 6 porque el RNAm enddgeno 

ahora asociado al “antisense’-RNA ya no pueda unirse a los ribosomas e interactuar con 

los factores de traduccién requeridos (van der Krol et a/, 1988b; Oliver et af, 1993: 

Bourque, 1995). Este modeto en parte explicaria, que no se haya detectado disminucién 

del RNAm del gene blanco de las plantas transformadas de los trabajos de Oliver ef a/ 
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(1993), Temple et a/ (1993) y tal vez de las plantas de tabaco con la GS1 de alfalfa en 

“antisense” de este trabajo. Al menos asi nos explicabamos los resultados de la primera 

parte de este trabajo con las plantas 35S-GS en “antisense”. / 

Por otro lado, aunque se amplificO por PCR un fragmento del transgene 358-GS 

en “antisense” en las plantas de tabaco utilizando oligonucledtidos especificos (Figura 

5), no se detect6 disminucién de la actividad enzimatica de la GS en ninguna de las 

plantas analizadas (datos no mostrados) ni se observo alguna alteracion fenotipica 

asociada a la integraci6n del gene de GS en “antisense”. Tampoco se realizé una 

hibridacién del transgene con una sonda de DNA de la GS (Southern blot). Con estos 

ultimos resultados no se puede discriminar cudi de las siguientes posibilidades es la que 

ocurrié con las plantas 35S-GS en “antisense” aqui analizadas: (1) que las plantas no 

contengan el transgene, io cual contrasta con los resultados de la seleccién de las 

plantas; (2) que el transgene en las plantas seleccionadas no se haya expresado, por 

ejemplo, por algun efecto posicional; (3) que estas plantas con GS en “antisense” sean 

aquellas con un nivel de inhibicidn de GS parcial pero insignificante. Esta ultima 

posibilidad resultaria acorde a la conclusién de. Oliver et a/ (1993) y Bourque (1995) en 

que se discute que plantulas con una fuerte inhibicién de la actividad de la proteina 

blanco pueden ser contraseleccionadas en alguna etapa del cultivo in vitro, sdlo 

regenerandose aquellas plantas con niveles bajos de inhibicién de la proteina blanco, lo 

cual no se refleja en un cambio fenotipico. 

En otros trabajos, el nivel de inhibicién de la actividad de enzimas 

metabolicamente importantes como ja GS y la HPR, en sistemas heterdlogos por 

“antisense”, ha sido usualmente parcial y no excede mas alla del 50% (Oliver et al, 1993: 

Temple et a/ 1993, 1994). En algunas plantas de Lotus Ja actividad de la GS no 

disminuy6 6 sdélo disminuyé en 20%. La apariencia de estas ultimas fué moderadamente 

estresada: follaje amarillo, desarrollo incompleto de las hojas y varias plantas murieron, 

sobreviviendo solo algunas (Temple et a/, 1994). En tabaco el porcentaje de inhibicién 

de GS que alcanzé una planta fué del 40%. Esta planta mostré sintomas de deficiencia 

por nitrégeno. En otras tres plantas con 25% de inhibicién de actividad de GS no se 

observo fenotipo distinto ai de las plantas control (Temple ef a/, 1993). Oliver y 

colaboradores (1993) reportaron una disminucién menor al 50% de la actividad de HPR 

en tabacos transgénicos y observaron patrones variados de alteracion fenotipica. 

En cambio, en el sistema homélogo de alfalfa y en Lotus (Temple et a/,1994) la 

inhibicién de la GS reporté efectos no solamente dafiinos sino que hasta letales. Al 

parecer con una actividad de GS1 muy disminuida se acumulé el amonio a niveles 
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toxicos y la disponibilidad de nitrégeno bajo la forma de glutamina disminuyd 

considerablemente alterando la fisiologia de la planta a niveles perjudiciales. 

Se ha discutido que Ia inhibicidn por RNA en “antisense” en sistemas heterdlogos 

no suele ser tan eficiente como en los sistemas homdlogos (Oliver et a/ 1993), a 

excepcién de la disminucién de la expresién de chalcona sintasa (CHS) de Petunia en 

tabaco (van der Krol, et a/, 1988a) y de la enzima GBBS (granule-bound starch synthase) 

de yuca en papa (Salehuzzaman et a/, 1993). En estas plantas transformantes si hubo 

inhibicién substancial de la actividad de la CHS y de la GBSS. Sin embargo, cabe 

considerar que ninguna de estas proteinas es clave en ei metabolismo de las plantas. En 

cambio, la HPR es una enzima importante en la fotorrespiracién y la GS es un enzima 

clave en el metabolismo nitrogenado de la planta. 

En nuestro caso, no se logré seleccionar plantas de tabaco con actividad de GS 

disminuida con RNA en “antisentido”. En este sistema heterdlogo esperabamos inhibir 

parcialmente la GS, como en el trabajo de Temple et a/ (1993), observar cambios a 

niveles mesurables y evaluar sus efectos en las plantas. Sin embargo, las limitaciones 

de esta estrategia fueron que: (1) la inhibicién de una enzima importante como la GS 

provocé mas efectos perjudiciales que positivos; (2) el sistema de seleccién de aquellas 

plantas con actividad de GS parcialmente disminuida y que sobrevivan no fué el 

adecuado, en consecuencia se tendria disefar un sistema de selecci6n a modo de 

minimizar la presién de selecciédn que sufren estas plantas, por ejemplo crecerlas en 

presencia de glutamina o de algun otro metabolito limitante, asi como analizar un mayor 

numero de transformantes; (3) los niveles de inhibicién efectiva que se pudieron haber 

alcanzado al utilizar el promotor fuerte 35S, no permitieron obtener plantas. Para inhibir 

parcialmente la expresién de GS a niveles no letales quizas resulte mas conveniente 

utilizar promotores inducibles. 

Por otro lado, en este trabajo se obtuvieron plantas R1 establemente 

transformadas con la GS1 de alfalfa bajo el promotor 35S que sobreexpresaron la GS. 

Los niveles de sobreexpresién de GS en términos de actividad enzimatica fueron de 3 a 

11 veces mas que en las plantas control (Figuras 10 y 17). Estos niveles son similares o 

hasta mas altos que los reportados en otros trabajos de GS. Eckes et a/ (1989) reportan 

5 veces mas de actividad de GS en tabaco con la reaccidén de transferasa; Temple et a/ 

(1993, 1994) reportan aumento de GS de 10 al 25 % en tabaco y de 42 % enLotus con el 

ensayo de transferasa y Vincent et a/ (1997) con el ensayo biosintético reportan un 

incremento de actividad de GS del 50 a 80 % en Lotus. 
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El aumento de la actividad de la GS en las plantas transgénicas de tabaco con la 

construccién 35S-GS en “sense” coincide con el aumento en la abundancia del RNAm 

(Figura 8) y con el enriquecimiento de polipéptido GS1 en hoja (Figura 9). Los transcritos 

de GS sobreexpresada se acumularon a niveles mas altos que el nivel endédgeno de GS 

de las plantas control. Esto condujo a la sintesis de las subunidades de GS1 de alfalfa 

que se ensamblaron en la enzima funcional. 

En la hoja de plantas transformadas esta presente el polipéptido de GS2 

enddégeno y ademas aparece enriquecida la fraccién del polipéptido de GS1. En la hoja 

de tabaco esto es notable, ya que, usualmente el polipéptido GS1 enddgeno esta 

presente a niveles minimos, a veces indetectables como se observo en las muestras de 

las plantas control (Figura 9). Con esta estrategia se logré aumentar la sintesis de GS1 

de alfalfa, aunque no se sabe si hubo induccion de la isoforma de GS1 nativa de tabaco. 

La expresién constitutiva de GS con aumento de la abundancia de su RNAm y/o de su 

polipéptido también se ha reportado en tres trabajos de sobreexpresién de GS (Eckes et 

al, 1989, Temple et a/, 1993, 1994 y Vincent ef al, 1997). 

Por otro lado, no se detect6 alteraciédn del nivel de GS2 nativa por efecto de la 

sobreexpresi6n en hoja de la GS1 (Figura 9). En otros trabajos se ha observado una 

aparente induccién de la expresion de isoformas nativas resultado de la sobreexpresion 

de la GS ajena en plantas transgénicas. Temple et a/ (1993) ademas de observar el 

aumento de GS1 de alfalfa en hoja de tabaco transformado reportan el aparente 

enriquecimiento de la GS2 nativa. Esta aparente induccién de GS2 nativa por efecto de 

GS1, lo atribuyen a una mejor eficiencia en ta traduccién de la GS2 nativa 6 a una mayor 

estabilidad de la enzima ya que en realidad no detectaron incremento de transcrito de 

GS2 en las plantas transformadas. En el trabajo de Hirel ef a/, (1992) en hoja de tabaco, 

se reporta la expresi6n inducida de una isoforma nativa de GS1 por una GS1 de soya. El 

gene ajeno de GS de soya indujo acumulacién de RNAm de la GS1 endégena en hoja 

de tabaco, pero a niveles muy bajos que no reflejaron un aumento en la actividad total 

de la GS. Este efecto no se observé en otros trabajos de sobreexpresién heterdloga de 

GS (Temple et al, 1994; Vincent et a/, 1997). 

Las plantas de tabaco que sobreexpresaron la GS no mostraron ninguna 

alteracién en su apariencia. Hay varias posibles explicaciones como: que en estas 

plantas el aumento del nivel de GS no sea suficiente para provocar una alteracién 

importante que se refleje en ei fenotipo; que tal vez la planta tenga la capacidad de 

ajustar el cambio provocado y modere su metabolismo para evitar efectos deletéreos: y/6 

bien, que en este sistema heterdlogo el ensamblaje de los hetero-octameros y/d su 
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regulacién en las plantas de tabaco no sea tan eficiente como la GS enddgena. 

El efecto de la sobreexpresién de la GS en el sistema homdlogo de alfalfa, en 

cambio, si revel6 cambios fenotipicos pero asociados a efectos deletéreos por la 

sobreexpresi6n de la enzima homodloga. Esta sobreexpresién alteré el balance 

fisioldgico de estas plantas a niveles letales. El fenotipo de estas plantas fué que el 

follaje mostré color verde obscuro y las plantas no sobrevivieron (Figura 11A). Estos 

resultados se obtuvieron en nuestro laboratorio en un experimento ya descrito 

anteriormente en este trabajo y también lo reporta el trabajo de Temple et a/, (1994) con 

alfalfa y Lotus. En otros trabajos con sistemas heterdlogos de sobreexpresion de GS en 

tabaco y en Lotus no se observ6 algun fenotipo distintivo por efecto de la sobreexpresion 

(Eckes et a/, 1989, Temple et a/, 1993, Vincent et a/, 1997). 

En nuestro trabajo, ademas de la caracterizacién molecular de la expresion 

estable del gene de alfalfa de la GS también se caracteriz6 el impacto fisioldgico que 

ejerce la expresién constitutiva de la GS1 en las plantas de tabaco. También con esta 

estrategia se busc6 una fenotipo distintivo en las transformantes que reflejara una 

ventaja a estas plantas por sobreexpresar a la GS. 

En nuestro trabajo con el sistema homdlogo de sobreexpresién de la GS en 

alfalfa, result6 que las plantas mostraron dependencia por glutamato para sobrevivir. La 

posible explicacién que dimos a este efecto, fué que una alteracién metabolica fuerte 

como la expresién constitutiva de la GS consume todo el glutamato (sustrato de la GS) 

para la sintesis de glutamina, por lo que las pozas de glutamato se vuelven limitadas 

para sostener la sintesis de otros aminoacidos esenciales para el crecimiento normal de 

la planta, por lo que la planta muere. Al regar estas plantas 35S-GS en “sense” de alfalfa 

con glutamato se restituyo el nivel necesario de este compuesto para sobrevivir. 

Crefamos que si el glutamato era limitante para las plantas de alfalfa, tal vez a las 

plantas de tabaco les favoreceria, pero esto no fué asi. Las plantas de tabaco que 

sobreexpresaron la GS al ser regadas con glutamato no tuvieron una clara mejoria en el 

contenido de proteina total (Figura 13), ni mayor cantidad de clorofila (Figura 14) aunque 

mostraron un incremento en la actividad de GS en comparacién con plantas solo 

regadas con nitrato de amonio (Figura 12). Las plantas de tabaco no mostraron 

dependencia por el glutamato, tampoco mostraron alguna mejoria 6 deficiencia notable. 

Otro ensayo fisiolégico fué someter a las plantas de tabaco que expresaron 

constitutivamente la GS y sin un fenotipo distinto, a condiciones de estrés por exceso de 
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amonio 6 por limitacién de nitrégeno. Se observé en todos los tratamientos que las 

plantas 65 y 148 siempre tuvieron niveles aumentados de actividad de la GS en 

comparacién con las plantas control (datos no mostrados). Se observd que a 

concentraciones toxicas de amonio (T5: 150 mM de amonio), las plantas 35S-GS en 

“sense”, mostraron los efectos deletéreos del tratamiento al igual que las plantas control. 

A las plantas 65 y 148 la sobreexpresién de la GS no les significé una ventaja ante 

concentraciones muy elevadas de amonio. 

En cambio, las plantas 65 y 148 en limitacién de nitrégeno (T1), mostraron una 

moderada mejoria fenotipica (Figura 16). Este fenotipo mejorado se reflejé en que hubo 

un incremento entre el 22% y el 72% mas de peso seco del follaje (Figura 20) y un 

aumento del 50% de la concentracién de clorofila (Figura 18). La actividad especifica 

siguid siendo mas alta en estas plantas con respecto a las plantas control, con un 

aumento de 7 a 8 veces expresada por peso fresco (Figura 17) 6 de 3.5 veces mas 

expresada por clorofila (Figura 19). Estas ventajas también se reflejaron en que estas 

plantas toleraron mejor a la condicién estresante de falta de nitrageno externo, en 

comparacion con las plantas control que mostraron mas hojas amarillas, un claro efecto 

de la falta de nitrégeno. 

A pesar de que las plantas 65 y 148 mostraron una moderada mejoria fenotipica, 

la actividad de la GS en el Tratamiento 1 disminuyé con respecto al Tratamiento 3, al 

parecer, como consecuencia de la baja disponibilidad de nitrcgeno. En la Figura 17 se 

observa que los niveles de actividad de la planta 65 en T1 disminuyeron en 3 veces y de 
la planta 148 disminuyeron en 7 veces. Al respecto se podria especular que la actividad 

de la GS1 de alfalfa, que seria ia responsable de los niveles aumentados de GS en 

estas plantas, podria estar regulada por suplemento externo de amonio. No se explord 
mas esta posible regulacién post-transcripcional, ni se sabe si esta regulacién sea solo 

por amonio, que fué la fuente nitrogenada en estos experimentos, o también por nitrato. 
Seria interesante en un futuro abundar mas al respecto. 

La expresi6n constitutiva de la GS en las plantas transgénicas de tabaco les did a 
estas plantas la ventaja de perdurar cuando el nitrogeno en la solucién de riego estuvo 

limitado. Durante periodos de estrés, dentro de la planta se desencadenan cambios 

internos de redistribucién del nitrégeno: de los 6rganos maduros a los Organos jovenes. 
En las hojas maduras también hay ruptura de pigmentos como la clorofila, de ahi su 
aspecto amarillo por la pérdida del pigmento verde. Un estrés de tipo nutricional como el 
del Tratamiento 1 pudo haber acelerado esta redistribucién del nitrogeno que conileva a 

la ruptura de proteinas, a reacciones de transaminacién y liberacién de amonio que si no 
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es asimilado rapidamente se puede elevar a niveles tdxicos. Suponemos que la 

reasimilacién constitutiva del amonio liberado por estos procesos de reciclaje, es mas 

eficiente en las plantas 65 y 148 gracias a la actividad constitutiva de GS y esto se refejo 

en la persistencia de estas plantas en esta condicién. 

Las consecuencias fisioldgicas de esta alteracién de la GS en plantas 

transgénicas sdlo se han evaluado en un trabajo previo al nuestro. Vincent et a/, (1997) 

sobreexpresaron la GS1 de soya en Lotus y evaluaron el crecimiento de las plantas 

transgénicas sometidas a dos tratamientos de riegos: con 4 mM de amonio como 

concentracién normal y con 12 mM de amonio como concentracién alta, no téxica. No se 

observaron diferencias significativas en el crecimento de estas plantas entre los dos 

tratamientos, en términos de peso seco o de proteina solubie. Sin embargo, no se 

observ6 una mayor asimilacion de amonio en estas plantas, a pesar, de sobreexpresar 

la GS. Se discute que esta aita actividad de GS fué sustentada no por el amonio externo, 

sino mas bien por el amonio liberado de la degradacién de proteinas en hoja. Este 

efecto y la floracién prematura que se observo en estas plantas son caracteristicas de la 

senescencia. Se discute que el efecto de sobreexpresidn de una GS de soya en Lotus 

adelant6 procesos fisiolégicos en estas plantas. 

Los mecanismos que intervienen en la regulacién de la GS1, todavia no han sido 

muy claros, al parecer son particulares para cada isoforma y son acordes a la fisiologia 

de cada especie vegetal. La regulacién de las isoformas de GS1 de leguminosas donde 

ocurre la asimilacién de amonio de manera importante en nédulos y raices puede ser 

diferente a la regulaci6n de GS1 de plantas C3 en que el papel de la GS1 es menor que 

la GS2 en la reasimilacién del amonio en hoja. 

En este trabajo se destaca que la manipulacién genética por ingenieria genética 

es una aiternativa para contribuir al conocimiento de los mecanismos regulatorios que 

controlan la asimilacién de amonio y el uso eficiente del nitrogeno en las plantas. 

Ademas se concluye que es recomendable realizar el analisis fisioldgico que para 

nosotros significd un importante complemento a la caracterizacién de las plantas 

moduladas obtenidas por ingenieria genética.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. 

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se concluye lo siguiente: 

1) Se obtuvieron poblaciones de plantas transformadas seleccionadas por su resistencia 

a la kanamicina en la fase de cultivo in vitro y al ensayo positivo de GUS. 

2) En las plantas seleccionadas se detecté la presencia de los transgenes de gus, 35S- 

GS en “antisense” y 35S-GS en “sense” de acuerdo a la amplificacién de regiones 

especificas por PCR. 

3) Las plantas 51, 154 y 156 analizadas no mostraron niveles disminuidos de actividad 

especifica de GS. En estas plantas se tiene la evidencia de la presencia del transgene 

35S-GS en “antisense” por la amplificacién de regiones especificas de DNA por PCR, 

pero no se tienen evidencias de su expresién (deteccién del transcrito). No se puede 

concluir claramente si el transgene en estas plantas no se expresd 6 bien que su 

expresién en las plantas seleccionadas haya sido minima de tal forma que no se logré 

disminuir la actividad de la GS. Ante esta limitante se sugiere disehar otra estrategia de 

seleccion del material con GS en “antisense” como adicionar glutamina 6 algun otro 

compuesto limitante 6 utilizar promotores regulables para inhibir parcialmente ala GS a 

niveles no letales. La disminucién de la expresién de la GS en las plantas provoca mas 

efectos perjudiciales que benéficos a las plantas. 

4) Las plantas 65 y 148 transformadas con 35S-GS en “sense”, si mostraron aumento en 

la expresién de la GS a nivel de actividad enzimatica y de mayor acmulo de RNAm de 

GS con respecto a las plantas control. 

5) En las plantas 65 y 148, la fraccién del polipéptido GS1 en hoja se enriquecid, a 

diferencia de las plantas control en que tos niveles enddgenos de GS1 fueron 

indetectables. Se asume que el polipéptido GS1 aumentado corresponde a la GS1 de 

alfalfa sobreexpresada en estas plantas. Los niveles de GS2 en hoja de las plantas 65 y 

148 no se modificaron. 

6) Las plantas de tabaco 65 y 148 no mostraron ninguna apariencia diferente por efecto 

de la sobreexpresién de la GS en la condicién de maceta regadas con solucién Jensen- 

MS al 50% con 12.5 mM de nitrato de amonio. 
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7) Las plantas de tabaco 65 y 148 no mostraron una mejoria notable por el suministro 

exdgeno de glutamato como fuente nitrogenada. 

8) Con la adicién de amonio a concentraciones elevadas (T4 y T5) como fuente 

nitrogenada a las plantas 65 y 148, no se observe una apariencia diferente a la de las 

plantas control. En el Tratamiento 5 con 150 mM de amonio, las plantas 65 y 148 

mostraron los mismos efectos deletéreos que las plantas control. La sobreexpresién de 

la GS no les significé una ventaja a estas plantas en estos dos tratamientos. 

9) En limitacién de nitrégeno (T1) durante 6 semanas, las plantas 65 y 148 de manera 

similar que las plantas control, mostraron clorosis en el follaje como sintoma de 

deficiencia de nitrégeno. 

10) Las plantas 65 y 148 en esta condicidn de limitacién de nitrégeno (71) tuvieron una 

mejor apariencia que las plantas control, lo cual se reflej6 en mayor crecimiento y mayor 

contenido de clorofila. Al parecer en esta condicién de inanicién, es mas eficiente la 

asimilacién del amonio en las piantas que expresan constitutivamente la GS que en las 

plantas control. En estas plantas la sobreexpresion de la GS resulté ser favorable. 

11) Finalmente, es importante también complementar este tipo de trabajos con el analisis 

fisiolégico de las plantas con niveles alterados de una proteina blanco. A fin de obtener 

una conclusi6n mas completa del papel de esta GS1 citosdlica de alfalfa en las plantas 

se sugiere complementar la caracterizacién de las plantas que sobreexpresaron la GS 

evaluando otros parametros como: pozas de aminoacidos, contenido de nitrdgeno total, 

cuantificar la actividad de otras enzimas como la GOGAT y analizar la posible regulacién 

por nitrogeno de esta GS1 de alfalfa. También resultaria enriquecedor evaluar la 

injerencia de la sobreexpresién de la GS en términos del metabolismo del carbono, por 

ejemplo determinar la tasa de fotosintesis (de asimilacion de carbono) en estas plantas.
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