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“Study of the uricase II expression in Phaseolus vulgaris L.”

PhD THESIS PRESENTED BY

Nieves Capote Mainez

ABSTRACT

The work presented in this PhD thesis is placed in the nitrogen
metabolism of the legume plant Phaseolus vulgaris L (bean). It is centered
in the regulation of the uricase Il gene expression during the first stages of
bean development, i.e., during germination and seedling establishment.
Uricase II is a well studied enzyme because of its participation in the
ureide biosynthesis that takes place during the symbiosis established
beetwen legume plants and soil bacteria of the genus Rhizobium and
Bradyrhizobium. However, along this work, I have found that this enzyme
is also present in plant organs other than nodules, and that could play an
essential role in the metabolism and development of the non-symbiotic
plant. :

Athe uricase II gene in the P. vuligaris
genome. ‘This: gene ; in symbiotic nodules, but in
cotyledons, roots’ and : hypocotyls of “bean seedlings. The expression of
uricase II gene has been: ‘also detected in roots, stems and leaves of adult
bean plants, and in Leucaena ' leucocephala (an amide-transporter legume)
seedlings. In extracts from bean cotyledons, roots and hypocotyls the anti-
uricase antibody not only detects a 35-kD protein, corresponding to the
uricase II subunit, but a novel polypeptide of 50-kD, that has urate oxidase
activity and is not present in nodules. The uricase II transcript and protein
are located in the cotyledon cells that are in an active metabolic stage, and
in the wvascular tissue of roots and hypocotyls seedlings. The putative role
of uricase II in those plant organs during the bean seedling establishment

is discussed.

There exxsts al i

The uricase II gene promoter contains putative regulatory motifs,
homologous to those present in . other plant gene promoters, which might
control the organ-, tissue-, .cell-,- ‘and organello-specific expression of

3



uricase II, and its expression during the symbiosis and seedling
development. Molecular tools were constructed to perform cis regulatory

expression studies using transgenic plants and a transient expression
system.

Vo Bo advisor
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Federico Sdnchez drigugz



RESUMEN

El trabajo que presento en esta tesis estd enmarcado en la biologia
molecular del metabolismo nitrogenado de la leguminosa Phaseolus vulgaris
(frijol) y se centra en el estudio de la regulacién de la enzima uricasa II durante
las etapas tempranas del desarrollo de la planta, es decir, desde la germinacién
hasta el establecimiento de la plantula. Uricasa II es una enzima muy estudiada en
el nédulo, debido a su participacién en la biosintesis de ureidos durante la
simbiosis que establecen leguminosas tropicales con bacterias de los géneros
Rhizobium y Bradyrhizobium. Sin embargo, en el presente trabajo he encontrado
que uricasa II también estd presente en otros o6rganos distintos al nédulo y que
puede jugar un papel importante en el metabolismo y el desarrollo de la planta no

simbidtica.

En otras plantas leguminosas se ha reportado que uricasa Il estd codificada
por una familia de genes. Sin embargo, en este trabajo he demostrado que existe
una sola copia del gen de uricasa II en el genoma de P. vulgaris. Este gen no sé6lo
se expresa en el nédulo simbiético, sino también en cotiledones, raices e
hipocotilos de la pldantula de frijol en desarrollo. Su expresién ha sido también
detectada en raices, tallos y hojas de la planta adulta, y en leguminosas
transportadoras de amidas, como Leucaena leucocephala. En extractos de
cotiledones, raices e hipocotilos de pldantulas de frijol, el anticuerpo anti-uricasa
detecta dos polipéptidos: una proteina de 35-kD, que corresponde a la subunidad
de uricasa II, y una nueva proteina de 50-kD, con actividad urato oxidasa, que no
estd presente en nédulos. En los cotiledones, el transcrito y la proteina de uricasa
I1 se localizan en las células que se encuentran en un estado metabdlico activo.
Por otro lado, el mensajero y la proteina de uricasa II se localizan en el tejido
vascular de las raices e hipocotilos de la planta en desarrollo. Se discute el posible
papel de uricasa Il en estos 6rganos durante el establecimiento de la pldntula de
frijol.

El promotor del gen de uricasa Il contiene posibles cajas de regulacién que
podrian estar controlando la expresién S6rgano-, tejido-, célula- y organelo-
especifica de uricasa II, y su expresién durante la simbiosis y el establecimiento
de la pldantula. Algunas de estas cajas son homoélogas a las presentes en otros
promotores de plantas y de otras nodulinas. Se presenta la construccién de
herramientas moleculares para, en un futuro, llevar a cabo el estudio de las
regiones en cis importantes para regular la expresién de uricasa II, tanto en
plantas transgénicas como en un sistema de expresién transitoria.




INTRODUCCION

Antes de adentrarnos en el proceso de simbiosis que se establece
entre plantas leguminosas y bacterias del suelo, quisiera destacar que la
planta es un organismo complejo multifuncional en el que se integran
diversos fenémenos que van a dar lugar a su desarrollo. A grandes
rasgos, el desarrollo de wuna planta esti. determinado por su
morfogénesis y su diferenciacién. Estos fendmenos siguen una serie de
patrones establecidos comunes en todas las plantas. Por otro lado, cada
planta en particular contiene en su genoma la informacién mnecesaria
para llevar a cabo su desarrollo y utiliza una serie de vias metabélicas y
procesos de crecimiento y reproduccién caracteristicos de su especie. Del
mismo modo, para el desarrollo y funcionamiento de cada uno de sus
6rganos, la planta es capaz de inducir o reprimir la expresién de una
bateria de genes que van a determinar sus caracteristicas morfolégicas y
funcionales. Por razones histéricas y metodolégicas, los conocimientos
sobre fisiologia, anatomia, citologia, morfologia y biologia molecular de
plantas, nos han sido entregados como fenémenos aislados o
independientes, perdiéndose asi parte de la integridad de la planta como
organismo. Los estudios que yo he realizado sobre la enzima uricasa II
en mi tesis de Doctorado se centran en las primeras etapas del
desarrollo del frijol y, sin embargo, para comprender mejor el papel de
uricasa II en esa etapa del desarrollo, es necesario presentar la
informacién que se tiene sobre esta enzima en los distintos S6rganos de la
planta. Por ello, he centrado la primera parte de mi introduccién en la
etapa simbiética del frijol, donde uricasa II ha sido mas estudiada
debido a que alcanza su maxima expresién en el nédulo simbiético. Con
ello podremos comprender mejor el papel que esta enzima desarrolla en
el metabolismo global de la planta, especialmente durante las primeras
etapas de desarrollo.




LA FIJACION DE NITROGENO

El nitr6geno es frecuentemente el nutriente del suelo que limita el
crecimiento de las plantas. La asimilacién de nitrégeno inorgdanico en
esqueletos de carbono tiene un marcado efecto en la productividad de
las plantas, biomasa y rendimiento de las cosechas. La deficiencia de
nitr6geno en las plantas causa una disminucién de los componentes de la
maquinaria fotosintética, como clorofila y ribulosa difosfato carboxilasa
(Rubisco) con la consecuente reduccién de la capacidad fotosintética.
Aunque el N, constituye el 78% de la composicién de la atmésfera, la
mayoria de los organismos vivos no pueden utilizar directamente el N,
como sustrato para la sintesis de proteinas y d4cidos nucleicos. Sélo
algunos microorganismos en vida libre o en asociacién simbiética con
plantas superiores son capaces de reducir el nitrégeno atmosférico a
amonio, mediante un proceso denominado fijacién de nitrégeno, llevado
a cabo por la enzima nitrogenasa (Postgate, 1981). La reaccién general
de la fijacién de N; a NH,+ es la siguiente:

Nz + 8e~ + 8H+Y + 16 ATP —® 2NH3 + Hzx+ 16 ADP + 16 P;

LLa nitrogenasa es una enzima compleja formada por dos
componentes: una Ferroproteina y una Molibdoferroproteina, que no
tienen actividad catalitica por si solas. La Fe proteina es el menor de los
componentes y estd formada por dos subunidades idénticas de 30,000 a
72,000 Da, dependiendo del organismo. Contiene un grupo de 4Fe-4S
que participan en las reacciones redox involucradas en la conversién de
N, a NHs+. La Fe proteina se inactivca irreversiblemente con el O,. La
MoFe proteina estd compuesta por cuatro subunidades con un peso
molecular total de 180,000 a 235,000 Da, dependiendo del organismo.
Contiene dos grupos de Mo-Fe-S y un nimero variado de grupos de Fe-
S. La MoFe proteina también se inactiva con el O,

En la reaccién general que cataliza la nitrogenasa, la ferredoxina,
una proteina no hémica que contiene hierro, dona electrones y reduce a
la Fe proteina, que a su vez reduce a la MoFe proteina. En este paso es
necesaria la hidrélisis de ATP. Finalmente, la MoFe proteina reduce el N,
a NH,+ (Fig. 1). Esta reaccién estd acoplada a la evolucién de H. a partir
de la reduccién de dos protones. Se produce, por tanto, una competencia
entre estas dos reacciones acopladas por los electrones, limitindose la
eficiencia de la fijacién de N,. Sin embargo, muchos microorganismos,



como la bacteria Rhizobium, tienen una enzima, la hidrogenasa, capaz de
romper el H, y reciclar los electrones que se utilizan en la reduccién del
Nz.

2ATP MgATP
N

MgATP
=

Substrate
Ny, 8H"

Ferredoxin
red

Fig 1: Reaccién general de la fijacién de nitrégeno catalizada por la enzima
nitrogenasa.

Los organismos fijadores de N, mas eficientes establecen una
simbiosis con plantas superiores, en la cual la planta aporta a la bacteria
una fuente de carbono y un microambiente favorable y la bacteria
proporciona a la planta una fuente nitrogenada asimilable.

En la naturaleza existen diversos microorganismos fijadores de
nitrégeno capaces de asociarse con plantas inferiores y superiores: las
cianobacterias se asocian con casi todos los grupos de plantas formando
simbiosis fijadoras de nitrégeno. En general, la cianobacteria coloniza
estructuras ya existentes en las plantas y en algunos casos las modifica.
En estas estructuras, la cianobacteria diferencia algunas de sus células
vegetativas a heterocistos, células con pared celular gruesa
especializadas en la fijacién de nitrégeno. De esta forma la maquinaria
de reduccién de N, estd relegada a un tipo celular que posee una
proteccién fisica frente al O,;, inactivador de la actividad nitrogenasa. La
cianobacteria es capaz de fijar carbono y nitré6geno, pero en simbiosis la
fijacion de carbono proviene en su mayor parte de la planta a través de
la fotosintesis, y la bacteria deriva toda su energia a la fijacién de
nitrégeno para ambos simbiontes. La cianobacteria Nostoc es capaz de




asociarse con hongos para formar liquenes. Estas asociaciones pueden
tener © no a un alga como tercer componente, encargado de la fijacién
del carbono. Nostoc puede formar simbiosis también con plantas
Briofitas, como Anthoceros o Blasia, donde la cianobacteria coloniza
cavidades mucilaginosas. La cianobacteria Anabaena coloniza y fija N,
atmosférico en cavidades especializadas de las hojas del helecho acudtico
Azolla. Esta asociacién ha sido ampliamente utilizada como fertilizador
de arrozales. Las plantas de la familia Cicadaceae son colonizadas por
cianobacterias de los géneros Nostoc, Anabaena y Calotrix que invaden
las raices coraloideas. Nostoc también es capaz de asociarse con plantas
angiospermas: la cianobacteria invade las gldandulas secretoras
localizadas justo detrds del dpice del tallo llegando a formar wunas
estructuras parecidas a nédulos. En esta asociacién la localizacién de la
bacteria es intracelular al igual que en la asociacién de bacterias del
suelo .de los ~géneros Rhizobium 'y Bradyrhizobium con plantas
leguminosas. Otro microorganismo fijador de nitrégeno es la bacteria
Frankia, capaz de formar nédulos en géneros como Alnus y Casuarina.
Estos ndédulos contienen lébulos que se semecjan a raices laterales
modificadas, con un parénquima vascular central.

LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM-LEGUMINOSA

Las leguminosas establecen una simbiosis con bacterias del suelo,
como resultado de la cual se forma en la raiz de la planta un nuevo
6rgano llamado nédulo, donde la bacteria, diferenciada a bacteroide,
lleva a cabo la fijacién de nitrégeno (Franssen et al., 1992).

Las leguminosas que establecen una simbiosis con bacterias del
suelo fijadoras de nitrégeno adquieren una ventaja selectiva, puesto que
pueden crecer mejor en suelos limitados de nitrégeno y pueden
translocar mids nitrégeno a sus semillas y tejidos. El alto contenido en
proteina de las leguminosas las hacen de importante interés agrondmico.
Como dato interesante sobre el contenido nitrogenado de las
leguminosas podemos citar que. la relacién C:N en granos de leguminosas
tiene un valor de 10 comparado con valores superiores a 30 en cereales.
De ahi la importancia  de. estudiar la simbiosis y el intento de
manipularila, no sélo ~para eficientar -la" que ‘ocurre naturalmente, sino
para ampliar el rango de- plantas ‘de interés: agronémico que puedan ser
infectadas por bacterias fijadoras de nitrégeno.




Durante la interaccién simbidtica se produce un intercambio de
sefiales moleculares entre la bacteria y la planta, que regulan 1la
expresiéon de genes esenciales para la infeccién, el desarrollo y
funcionamiento del nédulo. Se expresan genes de ambos simbiontes: los
genes nod de la bacteria, y los genes de nodulinas de la planta (Sanchez
et al., 1991; Verma et al., 1992).

Las nodulinas se definieron como proteinas codificadas por genes
de la planta que se expresaban especificamente durante la simbiosis
(van Kammen, 1984). Actualmente se ha comprobado que muchas de las
proteinas que se creian especificas de nédulo, se expresan también en
otros o6rganos de la planta y participan en otros eventos distintos a la
simbiosis. En general, se consideran nodulinas a las proteinas de la
planta que tienen una expresiéon inducida o© aumecntada durante la
simbiosis. Segiin su patrén temporal de expresién, las nodulinas se
clasifican en tempranas y tardias (Nap and Bisseling, 1990). Las
nodulinas tempranas se¢ expresan durante la preinfeccién, infeccién y
desarrollo del nédulo. Estin involucradas en los procesos de infeccién, en
aspectos estructurales y en la transduccién de senales durante la
morfogénesis del nédulo. Segin la nomenclatura se designan como ENOD
(Early NODulins). Algunas nodulinas tempranas estudiadas no necesitan
de la presencia de la bacteria para su induccidn, y se expresan en la raiz
o el primordio nodular con la simple adicién del factor de nodulacién, ej:
ENODS, ENODI12 y ENOD40 (Horvath et al.,, 1993). Las nodulinas tardias
se expresan justo antes de que comience la fijacién de nitrégeno y, en
general, necesitan dc la presencia de la bacteria para su induccién.
Participan en el funcionamiento del nédulo: transporte de O, (ej:
leghemoglobina), metabolismo de carbono (ejs: PEP carboxilasa y
sacarosa sintasa) y asimilacién de nitr6geno (ej:. subunidad vy de GS,
uricasa II).

Para que el establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa
tenga lugar deben ocurrir una serie de eventos que en general se
agrupan en varias etapas (Fig. 2): )

. Reconocimiento de los dos simbiontes.

. Preinfeccidn. o

Infeccién de la planta por. la bacteria.

Organogénesis del nédulo.”

Establecimiento de la simbiosis y funcionamiento del nédulo.

pooge

%



c. Infeccién
Rhizobium -
periciclo en divisién
b. Preinfeccién @

a. Reconocimiento
primordio nodular

. tubo de
infeccitn

-~ ®

o

flavonoides
polo de xilema
cortex @
floema xi
ilema
N haces vasculares del

cpidermis periciclo nédulo

. zona central infectada

d. Morfogénesis

e. Establecimiento de 1la

Fig 2: Etapas del establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa. Se
representan las distintas etapas de desarrollo de un nédulo determinado del tipo de
los que. forma el frijol. (1) la raiz excreta flavonoides; (2) los flavonoides atraen
quimioticticamente a las bacterias y estimulan su divisién; (3) las células del
cortex de la rafz se dividen y originan el primordio nodular; (4) las bacterias se
unen al pelo radicular emergente; (5) se induce la divisién de las células del
periciclo de la raiz; (6) se forma el tubo de infeccién y penetra en el cortex de la
raiz (7) L.as bacterias se liberan al citoplasma de las . células del primordio nodular;
(8) los haces vasculares inervan al ndédulo en cuyo . interior: las bacterias se
diferencian a bacteroides o formas fijadoras de N3::(9) Aspecto de una raiz de frijol

con nédulos maduros fijadores de nitrégeno.

simbiosis



a. Reconocimiento
La interaccién Rhizobium-leguminosa es especifica, de tal manera

que una especie de Rhizobium no es capaz de nodular cualquier
leguminosa. Existen barreras de especificidad a distintos niveles durante

la interaccién:

radiculares de las leguminosas contienen
isoflavonas y flavononas) capaces de
atraer quimiotidcticamente a las bacterias del suelo (Peters and Verma,
1990). Las bacterias, en respuesta a los flavonoides, se dirigen hacia las
raices, se dividen y colonizan la rizosfera. Una planta leguminosa puede
secretar a la rizosfera mas de un tipo de flavonoides, como luteonina,
eriodictiol, genisteina, naringenina, etc. (Hungria et al., 1992). A este
nivel existe la primera barrera de especificidad ya que el rhizobio es
atraido sélo por cierta clase de flavonoides excretados por una
leguminosa compatible (Goethals et al., 1992). Estos flavonoides se unen
a la proteina NodD sintetizada constitutivamente por la bacteria. NodD
unida a flavonoides es capaz de activar la expresién de los genes de
nodulacién bacterianos, genes nod, uniéndose a una secuencia especifica
del promotor denominada caja nod (Fisher and Long, 1992). Los genes
nod codifican para enzimas involucradas en la sintesis de factores de

nodulacién o factores Nod (Fig. 3).

Los exudados
compuestos flavonoides (flavonas,

o
[

o ©

Y .

* Rhizobium ¥
ey riox genies.

o proteins

Fig 3: Diagrama esquemitico del intercambio de senuales en la interaccidn

Rhizobium-leguminosa



En general, la estructura de los factores Nod consiste en un
oligosacdrido de 3 a S unidades de N-Acetilglucosamina unidas con
enlaces B-1,4, y con un acido graso en el extremo no reductor (Fig 4). Los
factores pueden tener distintas substituciones en sus extremos reducido
-y no reducido que determinan no sélo la especificidad de hospedero sino
la propia actividad bioldgica de la molécula.

NH
-

NcH,

Fig 4: Estructura general del factor de nodulacién. n= i, 2 6 3; R; = H, carbamoilo o
acetilo; R2 = H o metilo; R3 = dcido graso; R4 = H, acetilo, sulfurilo o azdcar.

La longitud del esqueleto del factor Nod juega también un papel
importante en el reconocimiento de la planta. La sintesis del esqueleto
del factor de nodulacién es catalizada por los productos de tres genes
nodA, nodB y nodC. NodC tiene homologia con una quitinsintasa y se ha
especulado que es la enzima responsable de la sintesis del oligémero de
quitina, incorporando moléculas de NAcGIlc a oligédmeros con un tamaiio
madximo de cinco (Geremia et al., 1994). La enzima NodB es la encargada
de N-acetilar el extremo no reducido de la molécula (John et al., 1993).
Finalmente, NodA transfiere el 4cido graso desde una proteina acilada
hasta el factor de nodulacién (Roéhrig et al., 1994). Este esqueleto biasico
es modificado por la accién de otras proteinas Nod (hsn: host specific
nodulation) que determinan la especificidad de hospedero de la bacteria.
Esta regulacién es tan fina que hace que la diferencia entre el rango de
hospedero de dos bacterias radique en una minima modificacién de sus
factores de nodulacién. Por ejemplo, la diferencia entre los
lipooligosacdridos que sintetizan R.leguminosarum biovar viceae y trifoli
radica en la presencia o ausencia de un doble enlace en su acido graso
que determina distinta hidrofobicidad de la molécula. Esta diferencia
estd mediada por el dominio central de la proteina NodE (44
aminodcidos) (Bloemberg et al., 1995).



Los genes nodABC se han denominado genes nod comunes, porque
se crefa podfan ser intercambiables entre distintas especies de
Rhizobium. Sin embargo, Ritsema et al.,, (1996) demostraron que cuando
se reemplaza el gen nodA de Rhizobium leguminosarum biovar viceae
por el de la cepa Bradyrhizobium sp. ANU289 la proteina NodA de
Bradyrhizobium sp. ANU289 transfiere un dacido graso distinto al
oligosacarido aceptor de R. leguminosarum biovar viceae. Esto hace que
el factor de nodulacién sintetizado sea diferente al producido por la cepa
silvestre y que se establezca un fenotipo Nod- (Nodulacién-) en Vicia. De
este modo, se puede considerar que la proteina NodA es también un
determinante de la especificidad del hospedero. A la misma conclusién
llegaron Debellé et al., (1996), demostrando que el gen nodA de R.
tropici incorpora al factor de nodulacién de R. meliloti, un dacido graso
C18:1 (acido cis-vaccenico), en vez de la cadena insaturada de C16 que
" incorpora la proteina NodA de R.meliloti. Esto conduce a un retraso en la
infeccién y en la nodulacién de la planta, reafirmando la contribucién
del gen nodA al rango de hospedero. El gen nodC, encargado de 1la
oligomerizacién del factor, también es considerado un determinante del
rango de hospedero, ya que distintos alelos nodC determinan diferentes
tamaifios del oligémero de N-acetil glucosamina, haciendo que se
produzcan variados fenotipos en la planta hospedera dependiendo de la
longitud del factor de nodulacién que se excrete (Debellé et al.,, 1995).

Un determinado rhizobio es capaz de sintetizar varios tipos de
factores de nodulacién. Rhizobium etli, microsimbionte que nodula
especificamente frijol, produce varios tipos de factores. Son
pentasacdridos cuyo extremo no reductor estdi metilado y acetilado.
Poseen como dcido graso cis vaccémnico (C18:1) o estedrico (C18:0) y
llevan un grupo carbamoil en el C4. Su extremo reductor estid sustituido
en la posicién C6 con O-acetil fucosa. Parece ser que los rhizobios que
sintetizan un mayor niimero de factores Nod diferentes tienen un rango
de infeccién de leguminosas mds amplio (Price et al., 1992). Sin
embargo, en algunos casos la separacién de dos especies de plantas en
dos grupos de nodulacién distintos viene determinada por los
flavonoides secretados por sus raices. R etli es capaz de nodular algunas
especies de Lotus sélo cuando la bacteria lleva un gen nodD FITA, es
decir, un activador de la transcricién independiente de flavonoides. Del
mismo modo, R. lori que no es capaz de nodular frijol, puede hacerlo
cuando porta el gen nodD FITA. Esto indica que la barrera de
especificidad entre R. etli y R. loti viene determinada por el tipo de



flavonoide que secreta la planta y que es reconocido por el regulador de
la transcripcion NodD (Cardenas et al., 1995).

b. Preinfeccién

Cuando el rhizobio coloniza la rafz de la leguminosa
expresion de algunos genes de la planta, la deformacién y curvatura de
los pelos radiculares y la actividad meristemaitica de las células del
cortex de la raiz para dar lugar al primordio nodular. Estos cambios
morfolégicos son precedidos de una despolarizacién de la membrana
(Ehrhardt et al., 1992), un cambio en los flujos de Caz2+ y H+, rearreglos
en los microfilamentos de actina (Allen et al, 1994) y un incremento del
flujo citoplasmico (Heidstra et al., 1994). El factor Nod por si solo es
capaz de inducir estos efectos en la planta (Spaink et al., 1991; Truchet
- et al.,, 1991; Relic et al., 1993). Durante esta etapa temprana, la planta
expresa en la epidermis genes de nodulinas tempranas. Parece ser que
se necesita un contacto directo entre el factor Nod y la epidermis de 1la
planta para inducir la expresién de estos genes (Journet et al.,, 1994).
Por ello, se ha postulado la existencia de un receptor en la epidermis ~
que deberia reconocer especificamente a la molécula bacteriana. El &acido
graso del factor de nodulacién podria servir para anclarlo a la

membrana y facilitar la unién al supuesto receptor o para traslocarlo al
interior de la célula.

induce la

c. Infeccién

Después de que la bacteria se une al pelo radicular de la planta, la
punta del pelo se curva y la bacteria queda atrapada dentro. Se produce
una hidrélisis local de la pared celular de la planta (Van Spronsen et al.,
1994), se invagina la membrana plasmdtica y se produce depésito de
nueva pared celular. Asi se forma una estructura denominada hilo o
tubo de infeccién a través del cual la bacteria se introduce en la planta
(Fig. 5 y 6a). Para que se forme el tubo de infeccién es necesaria la
presencia de la bacteria, pues la aplicacién del factor de nodulacién sélo
produce tubos de infeccién abortados (Van Brussel et al., 1992). La
bacteria en el tubo de infeccién esti rodeada de una matriz formada por
compuestos de origen vegetal y bacteriano. A la vez que se esta
formando el tubo de infeccién se produce la divisién de las células del
cortex de la raiz, formandose asi el primordio nodular. El factor de
nodulacién es necesario y suficiente para desencadenar la divisién de las
células corticales (Spaink et al., 1991; Truchet et al., 1991; Relic et al.,
1993). La bacteria en el interior del tubo de -infeccién se dirige hacia
este primordio y se libera en el citoplasma de la célula vegetal. Esta



liberacién es similar a una endocitosis (Basset et al., 1977) pues la
bacteria queda rodeada de una membrana de origen vegetal llamada
membrana peribacteroidal (MPB) (Fig S y 6b).
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Fig 5: Esquema del proceso de infeccidén.(a) Unién de las bacterias a la punta del
pelo radicular emergente de la raiz. (b) Curvatura del pelo radicular y
proliferacién de las bacterias en ese espacio. (¢) Hidrélisis parcial de la pared
celular del pelo radicular y formacién del tubo de infeccién por donde viajan tlas
bacterias. (d y e) El tubo de infeccién entra en contacto con las células del cortex
de la rafz y las atraviesa a través de un puente citopliasmico.(f) Ramificacidén . del
tubo de infeccién y liberacién de las bacterias al citoplasma de las células del
primordio nodular, donde se diferencian a bacteroides. .



A través de la MPB se produce el intercambio de sefiales y
nutrientes entre la planta y la bacteria. De este modo se libera el NH,+,
producto de la fijacién de N, (O°Gara and Shanmugam, 1976), o el grupo
.hemo de la leghemoglobina, de origen bacteriano (Nadler and Avissar,
1977) y se incorpora el fotosintato proporcionado por la planta (De
Bruijn et al.,, 1989; Werner, 1992). A su vez, la MPB previene del disparo
de una respuesta de defensa de la planta contra un posible patégeno
intracelular (Nap and Bisseling 1990; Verma 1992; Werner 1992). La
MPB contiene algunas nodulinas: la nodulina 24 se localiza en la
superficie de la MPB, orientada hacia el espacio peribacteroidal (Cheon
et al.,, 1994); la nodulina 25 se propone que participa en la formacién de
la matriz peribacteroidal y en el intercambio de metabolitos entre los
dos simbiontes (Kiister et al., 1994); la nodulina 26 (Miao et al.,, 1992) es
una proteina intrinseca de membrana que forma un poro por donde
entran los &4cidos dicarboxilicos al bacteroide, ademas de otros iones y
pequeiios metabolitos (Weaver et al., 1994).

tubo de infeccién bacteroide MPB

bacteroide

Fig 6: Micrografias electrénicas de (a) un tubo de infeccién en crecimiento con
bacterias en su interior; (b) bacteroides rodeados de la membrana periacterodal en
las células infectadas de un ndédulo determinado

Durante la formacién del primordio del nédulo se inducen genes
que participan en divisién celular, tales como ciclinas y el gen cdc2
(Yang et al., 1994), y genes de nodulinas como Mtripl (Cook et al.,
1995), ENOD2 (van de Wiel et al., 1990) ENODI12 (Scheres et al., 1990a),
ENODS, ENOD3, ENOD14 (Scheres et al., 1990b), ENOD40 (Kouchi and Hata,
1993: Yang et al., 1993; Asad et al.,, 1994; Matvienko et al, 1994) y
MiPRP4 (Wilson et al., 1994)(Tabla I).



Mitripl es una peroxidasa que se expresa durante las primeras
etapas de la infeccion (3 horas postinoculacién) o pocas horas después
de la adicién del factor de nodulacién. Su expresién declina a las 48 h
después de la infeccién. La expresién de Mtrip se localiza en una zona de
la raiz cercana a la punta donde ain no han emergido los pelos
‘radiculares (Cook et al., 1995). Esta peroxidasa podria actuar facilitando
la infeccién mediante la modificacién de la pared celular del pelo
radicular. También podria contribuir a la reparacién de la pared celular
en el sitio de infeccién o, alternativamente, su induccién podria ser una
respuesta similar a la ‘desencadenada en la interaccién planta-patégeno,
para restringir la infeccién por Rhizobium (Cook et al.,, 1995).

ENOD2 es una proteina rica en hidroxiprolina localizada en el
parénquima nodular (Van de Wiel et al.,, 1990). Su expresién se induce
de 7 a 10 dias después de la infeccién o la inoculacién con el factor de
nodulacién (Lauridsen et al., 1993). Su probable funcién es la de formar
una barrera de difusién al oxigeno formando parte de la pared celular
modificada del parénquima (Govers et al., 1990).

ENOD12 es una proteina rica en prolina que forma parte de la
pared celular del tubo de infeccién (Scheres et al., 1990b). Se expresa
muy tempranamente, 2-3 horas después de la adicién del factor Nod, en
las - células de la epidermis de la raiz, antes y durante la emergencia de
los pelos radiculares (Journet et al., 1994). Su expresiéon se induce en las
células por las que pasa el tubo de infeccién y en aquellas que aidn no lo
tienen. En los nédulos maduros, ENODI12 se expresa en las células de
origen meristematico de la parte distal de la zona de infeccidn.

ENODS es un arabinogalactano rico en prolina que también parece
formar parte del tubo de infeccién (Scheres et al., 1990a). Su expresién
se induce en la epidermis de la raiz pocas horas después de la infeccién
o de aplicar a la planta el factor de nodulacién (Houarth et al., 1993) y
en las células infectadas del primordio nodular (Vijn et al., 1995).

ENOD3 y ENODI14 tienen clusters de cisteina que sugieren que son
proteinas que unen metales. Se inducen en zonas contiguas y
sobrelapadas del nédulo pero sélo en las células infectadas (Scheres et
al., 1990a).



Tabla|. Caracteristicas de las principales nodulinas lempranas estudiadas
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ENODA40 se expresa en nédulos inducidos por Rhizobium o por el
factor de nodulacién, y en nédulos espontdneos de alfalfa. Durante las
primeras etapas de la nodulacién se expresa en el periciclo de la raiz y
en el primordio nodular. En los nédulos maduros ENOD40 se localiza en
el periciclo del parénquima vascular del nédulo y en las células no
infectadas (Kouchi and Hata, 1993; Yang et al., 1993; Asad et al., 1994,
Matvienko et al.,, 1994). También aparece en estadios tempranos del
desarrollo de raices laterales, en las células del periciclo que van a dar
lugar al primordio de la raiz lateral (Papadopoulou et al., 1996). El gen
enod40 codifica para un ARNm con una estructura altamente estable
pero no traducible (Crespi et al., 1994). Se ha propuesto que juega un
papel en la comunicacién (ej, respecto al balance hormonal) entre la
estela de la raiz y el cortex, a partir del cual se va a originar el nédulo
(Yang et al.,, 1993). También se ha sugerido que ENOD40 esta
involucrada en el control del crecimiento de la planta y la diferenciacién,
participando en procesos organogenéticos en los que est€é involucrado un
cambio en el estatus hormonal de la planta (Crespi et al., 1994).

MtPRP4 es una proteina de pared celular rica en prolina,
encargada como muchas otras de remodelar la matriz extracelular de la
planta. Se expresa tempranamente durante el desarrollo del

nodular .y en las células meristematicas del ndédulo
maduro (Wilson et al., 1994).

meristemo
indeterminado

) En respuesta a la infeccién por Rhizobium también se inducen
proteinas involucradas en la transduccién de seiiales, como el factor de
transcripcion NMH7 de alfalfa (Heard and Dunn, 1995).

En plantas de clima tropical como frijol, soya y Vigna las células
corticales que son susceptibles al factor Nod y que originan el primordio
del nédulo son células del cortex externo. Sin embargo, en leguminosas
de clima templado como alfalfa, chicharo y trébol, el nédulo se forma a
partir de las células que se dividen en el cortex interno. El mecanismo
por el cual el factor de nodulacién induce divisién celular es desconocido
adn, pero las evidencias indican que el factor Nod causa un cambio en el
balance de fitohormonas auxina/citoquinina. La aplicacién de
citoquininas (Cooper and Long, 1994) y de inhibidores del transporte
polar de auxinas (Hirsch et al.,, 1989) inducen la formacién de
estructuras similares a nédulos donde se expresan nodulinas tempranas:
por ejemplo, en Sesbania rostrata, FEnod 2

2 se expresa en ndédulos
inducidos por citoquininas (Dehio and Bruijn, 1992)
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El factor de nodulacién actita a concentraciones muy bajas,
similares a las fitohormonas. El hecho de que dispare respuestas en tres
tejidos diferentes de la rafz (epidermis, corteza-y periciclo), sugiere que
podria existir un receptor en la epidermis cuya unién al factor de
nodulacién desencadenara la generacién de un segundo mensajero que
dispararia la respuesta en los tejidos adyacentes (Mylona et al., 1995).

En adicién a los factores Nod, otros compuestos bacterianos
podrian estar involucrados en las respuestas inducidas en la planta.
Analisis gendéticos han demostrado la existencia de glicoconjugados
bacterianos que son esenciales para el desarrollo normal y
funcionamiento del ndédulo: polisacaridos extracelulares capsulares,
lipopolisacdridos de la membrana externa y glucanos ciclicos presentes
en el espacio periplismico (Brewin et al., 1994). Como otro ejemplo
podemos citar a la proteina NodO. El gen nodO de Rhizobium
leguminosarum bv.viceae codifica para una proteina que se secreta y no
participa en la biosintesis del factor. Estd involucrada en la formacién de
canales para iones monovalentes. NodO podria amplificar la accién de los
factores Nod en la membrana plasmdtica de la planta (Sutton et al.,

1994).

Algunos resultados indican que la presencia de la bacteria es
necesaria para la induccién de ciertas nodulinas, aunque la fijacién de
nitré6geno determine los niveles finales de expresién. Por ejemplo: en
nédulos inefectivos de frijol (Nod+ Fix-) se induce la expresién de la
enzima uricasa II. A los 12 dias después de la inoculacién se alcanzan
niveles de expresiéon similares a los del nédulo silvestre. Sin embargo, a
los 21 dias, los niveles decaen, sugiriendo que la acumulacién de uricasa
II depende de condiciones derivadas de una activa fijacién de nitrégeno
(Padilla et al., 1991). En chicharo (Pisum sativum), nédulos mutantes con
bacteroides en su interior pero no fijadores de nitrégeno, expresan
nodulinas como ENOD2 y dos leghemoglobinas distintas; sin embargo, los
niveles de expresién son inferiores a los alcanzados en ndédulos
silvestres (Suganuma et al., 1995).

d. Organogénesis del nédulo
Una vez que la bacteria se libera del tubo de infeccién se

diferencia a bacteroide en la célula infectada y el primordio nodular se
diferencia a nédulo fijador de nitrégeno. Existen dos tipos de nédulos en
leguminosas: nédulos indeterminados y determinados. Los ndédulos
indeterminados son tipicos de Ileguminosas de clima templado que

18




transportan preferentemente amidas. Son nédulos cilindricos con un
meristemo de actividad persistente. Existe un gradiente de desarrollo
que comienza en este meristemo y pasa por una zona de prefijacién,
donde tiene lugar la infecciéh, una-interzona, donde se induce la fijacién

una zona de fijacién y una zona de senescencia donde los

de nitrégeno,
El nédulo esti rodeado de un

bacteroides son degradados por la planta.
parénquima vascular atravesado por haces vasculares que no se cierran

en el extremo y de un cortex externo (Vasse et al.,, 1990) (Fig. 7). Los
nédulos determinados son tipicos de leguminosas de clima tropical y
subtropical, como el frijol y la soya, que transportan como forma
nitrogenada preferentemente ureidos. Son nédulos esféricos con un
meristemo de actividad limitada. Un cortex externo rodea a un
.parénquima vascular atravesado por haces vasculares que irrigan al
nédulo. La zona central estd compuesta por células infectadas por la
bacteria y células no infectadas (Hirsch et al., 1992) (Fig. 8). Las células
infectadas son de mayor tamaifio y en ellas se lleva a cabo la fijacién del
N.. La células no infectadas son de menor tamafio y parecen estar
involucradas en el transporte del nitrégeno fijado. Estas células

contienen una gran cantidad de peroxisomas y un reticulo endopldasmico
través de plasmodesmos, de tal

muy desarrollado que se continta a
infectadas estan interconectadas y

forma que todas las células no
constituyen una red mas o menos continua que conecta la zona central

del nédulo con los haces vasculares (Newcomb et al., 1985; Selker,
1988). A través de esta red se transportan los ureidos.

parénquima vascular

cortex

meristemo

zona dc prefijaciéon

interzona

zona dc scnescencia .zona dc fijacién

Fig 7: Micrografia de un corte longitudinal de un néduio indeterminado.
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Fig 8: Micrografias de un nédulo decicrminado donde se¢ mucstran los distintos tipos

ceclulares quc lo componcn.



e. Funcionamiento del nédulo.
La planta deriva hacia el nédulo fotosintatos en forma de sacarosa

(Hawker, 1985) que el bacteroide utiliza como fuente de carbono y
energfa para su mantenimiento y para la fijacion de nitrégeno. En el
interior de las células infectadas del nédulo, la bacteria se diferencia a
bacteroide: cambia su morfologia celular e induce la expresién de genes
para la fijacién de nitrégeno, genes fix y nif. El bacteroide reduce el N,
atmosférico a NH,+ gracias a la accién de la enzima nitrogenasa. La
planta, por su parte, también induce la expresién de genes que van a
permitir el funcionamiento O6ptimo del nédulo y por tanto una eficiente
asimilacién del nitr6geno fijado. Durante esta ectapa se expresan las

denominadas nodulinas tardias.

el. Regulacion de 1la expresion de nodulinas

La expresiéon de los genes de la planta puede estar regulada por
factores de desarrollo y medioambientales. Estos factores, entre los que
se encuentran -seiiales de la planta y la bacteria, controlan directa o
indirectamente la expresién temporal y espacial (célula-, tejido- y
6rgano-especifica) de los genes de nodulinas. El factor de nodulacién por
si solo es capaz de inducir la expresién de muchos genes de la planta,
entre los que se encuentran los genes de nodulinas tempranas. La
expresién de las nodulinas tardias necesita en muchos casos de la
presencia de la bacteria. Se ha sugerido que el factor BBFI (Bacterial
Binding Factor I) aislado del rizobio Azorhizobium caulinodans es una
proteina regulatoria de unién a ADN que podria controlar la expresién
de genes de nodulinas tardias en la planta Sesbania rostrata (Welters et
al., 1993). Aparentemente las seiiales de expresién para distintas
nodulinas estan conservadas entre las distintas leguminosas,
independientemente del tipo de nédulo, determinado o indeterminado,
que produzcan (Lauridsen et al., 1993). Prueba de ello es que muchos
promotores de ‘nodulinas han dirigido las expresién correcta de sus
genes reporteros en plantas transgénicas heterdlogas, tanto temporal
como Organo-especifica. Por otro lado existen factores que actian en
trans que regulan diferencialmente la expresién de las nodulinas

tempranas y tardias.

e2. Regulacién de los niveles de oxigeno en el nédule.

Rhizobium es una bacteria aerobia que necesita oxigeno para
llevar a cabo su metabolismo. La fijacién de nitrégeno es un proceso que
requiere de gran cantidad de energia y la bacteria la obtiene a través de
procesos oxidativos. Sin embargo, el proceso de fijacién de nitrégeno es
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altamente sensible al O, debido a que el cofactor MoFe de la nitrogenasa

se desnaturaliza irreversiblemente por O, (Shaw and Brill, 1977).

Existen varias estrategias para solventar este problema:

Justo antes de la fijacién de nitr6geno se induce en el nédulo la
expresiéon de la leghemoglobina (Lbs). Es la proteina méas abundante del
nédulo, constituyendo un 25% de la proteina total soluble. El péptido
globina es codificado por un gen de la planta y la bacteria sintetiza el
grupo prostético hemo. La leghemoglobina estid involucrada en el
transporte de O; y por tanto es capaz de facilitar la difusién de este gas
a los bacteroides a la vez de controlar la concentracién interna del O, en

nédulo (Wittenberg et al., 1990). Las

los distintos compartimentos del
Las distintas isoformas

Lbs son productos de una familia maultigénica.
parecen estar asociadas con distintas afinidades por O, y su expresién se
induce en distintos estadios durante el desarrollo y funcionamiento del
nédulo’ (Appleby, '1984).

Por otro lado, el parénquima del nédulo estd constituido por
células que poseen muy poco espacio intercelular. De este modo
constituye una barrera natural a la difusién de oxigeno (Witty et al.,
1986). ENOD2 es una nodulina temprana rica en hidroxiprolina que se ha
localizado en el parénquima vascular del nédulo (Van de Wiel et al.,
1990). Se ha propuesto que ENOD2 es una proteina de pared celular que
podria contribuir a la formacién de una barrera de difusién de O, en el
cortex interno del nédulo.

e3. Flujo de carbono hacia el bacteroide

Durante la simbiosis la planta suministra al bacteroide la fuente de
carbono necesaria para mantener la respiracién de la bacteria, con la
consiguiente obtencién de ATP y poder reductor para la fijacién de N,, y
proveer esqueletos de carbono para la asimilacién y transporte de
compuestos nitrogenados. Se han identificado algunas enzimas del
metabolismo de la planta que aumentan sus niveles de expresién
durante la simbiosis, como la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEP
carboxilasa) que transforma fosfoenol piruvato en madlico, el compuesto
que se ha propuesto atraviesa la MPB hacia el bacteroide. Otras enzimas
cuya sintesis también aumenta son la sacarosa sintasa y la nodulina
GmN56 de soya que codifica para una enzima homdloga a
malato sintasa y homocitrato sintasa (Kouchi and Hata, 1995).

isopropil
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eq4. Asimilaciéon del nitrégeno fijado
El amonio, producto de la fijacién del N,

se excreta al citoplasma
de las células no infectadas y se

incorpora a glutamina gracias a la
accién de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa
(GOGAT). Cada una de estas enzimas estd presente en la planta como
miltiples isoformas codificadas por familias de genes (Schubert, 1986;
Lam et al., 1995; Marsolier et al., 1995). En plantas de frijol, se induce
un aumento de la expresién de la subunidad vy de la GS en el ndédulo
(Lara et al., 1983). Aunque en un principio se pensé que este péptido
era nédulo especifico, se han detectado niveles de ARNm en tallos,
peciolos y cotiledones verdes (Bennett et al., 1989%a: Bennett et al.,
1989b). En los ndédulos indeterminados, tipicos de leguminosas
templadas, glutamina y asparagina son las formas nitrogenadas que se
exportan al resto de la planta. Por el contrario, en los nédulos
determinados, la glutamina se incorpora a la sintesis de purinas de novo
junto con otros compuestos procedentes del metabolismo celular. La
oxidacién de estas purinas se lleva a cabo en su mayoria en las células
no infectadas del nédulo, dando lugar a los ureidos, alantoina y 4cido

alantoico, compuestos nitrogenados que se transportan al resto de la
planta (Fig 9).

e5. Ureidos

Los ureidos son compuestos orgdnicos nitrogenados que contienen
uno o mdas grupos ureido (NH,-CO-NH-). Estdn presentes en una gran
cantidad de organismos superiores e inferiores. En plantas
juegan un papel esencial en el metabolismo,
almacenamiento de nitrégeno. Alantoina,
los ureidos mds comunes en plantas.

superiores
transporte Yy
4cido alantoico y citrulina son

Durante la simbiosis Rhizobium- legumxnosa la bacteria es capaz de
fijar el nitrégeno atmosférico a un compuesto nitrogenado asimilable por
la planta: el amonio. En leguminosas de origen tropical, como frijol, soya
o cowpea el amonio se deriva a la formacién de ureidos como
compuestos de transporte y almacén de nitrégeno. Diversas evidencias
indican que la produccién de ureidos esti intimamente relacionada con
la fijacién de nitrégeno. Por un lado, las plantas noduladas tienen mayor
concentracién de ureidos que las no noduladas. Por otro, la eliminacidén
de los nédulos de una planta o la adicién de nitrato al medio resultan en
una disminucién de los niveles de alantoina y 4#dcido alantoico en 1la
planta (Schubert and Boland, 1990). En leguminosas noduladas de clima
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tropical, los ureidos constituyen del SO al 99% del nitré6geno orgédnico de
la savia. Sin embargo, plantas no noduladas y plantas noduladas
suplementadas con nitrato transportan preferentemente amidas,
aunque también contienen una proporcién variable de ureidos en el
xilema. En plantas de Phaseolus vulgaris no noduladas o alimentadas con
amonio, se han encontrado riveles significativos de ureidos en la savia
en comparacién con otras leguminosas tropicales (del 13 al 40% del
nitrégeno organico). Los ureidos se exportan del nédulo hacia el resto de
la planta donde se acumulan o se catabolizan.

II. Papel _de los ureidos durante el desarrollo

Los ureidos también estadn involucrados en la translocacién de
nitrégeno durante la ontogenia y la germinacién de la semilla (Polayes
.and "Schubert, 1984) y durante el establecimiento de la pldantula (este
trabajo). Durante el desairollo y llenado de la semilla el nitrégeno de los
ureidos es utilizado para la sintesis de proteinas de reserva en Ila
semilla. Los ureidos no entran a la semilla como tal, sino que se
degradan en la cubierta y el producto de su catabolismo alimenta al

embrién.

Durante la germinacién 'y mais intensamente durante el
establecimiento de la pldntula el proceso es inverso: se sintetizan
ureidos como formas para transportar nitrégeno, que luego se utilizan
en la sintesis de proteinas de la pliantula en crecimiento. Los ureidos en
estos procesos constituyen un bajo porcentaje del total del nitrégeno
transportado por la planta. El resto del nitrégeno se transporta en forma
de amidas: glutamina y asparagina.

III. Biosintesis de ureidos

La biosintesis de ureidos implica la asimilacién de amonio (NH4+),
la sintesis de purinas y su oxidacién (Reynolds et al., 1982). En los
nédulos la produccién de ureidos proviene de la sintesis de novo de
purinas, sin embargo en los cotiledones pueden formarse a partir de
purinas de novo o sintetizarse a partir de la ‘degradacién de acidos
nucleicos o el reciclado de otras purinas. Esto es lo6gico al pensar que
durante la germinacién se produce una hidrélisis masiva de ARN (y
posiblemente también de ADN) que elevan los niveles de purinas.

Para la sintesis de purinas y ureidos en el nédulo se requiere un

constante aporte de precursores (Fig. 9): el fosforribosil pirofosfato
(PRPP) constituye el sitio de anclaje de los constituyentes del anillo de
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purinas; la glutamina aporta dos grupos amida; el aspirtico dona el
grupo amino; la glicina se incorpora integra en las posiciones C4, Cs y N7,
el meteniltetrahidrofolato y el formiltetrahidrofolato aportan grupos
metilo y el CO, se incorpora en la posicién C6 para dar lugar al anillo de
purinas. Este carbono es luego eliminado por la accién de la uricasa II.

La planta es la que provee esqueletos de carbono,
mantener el metabolismo de la bacteria como para

compuestos nitrogenados en las células vegetales. Se considera que el

malato es la principal fuente de carbono vegetal que recibe el bacteroide
en el nédulo (Suganuma et al.,, 1987).

tanto para
la formacién de

La sintesis de ureidos en

los nédulos de
compartimentalizada. A

leguminosas esta
partir de las purinas sintetizadas de novo en los
plastidos de las células infectadas, se produce IMP, XMP y xantina que a
su vez .son convertidos en &4cido irico gracias a la accién de la xantina

deshidrogenasa. Esta enzima se ha localizado tanto en células

infectadas
como no infectadas.

La enzima uricasa II trasforma el acido irico en
alantoina. Este paso se lleva a cabo en los peroxisomas de las células no
infectadas del nédulo. En el reticulo endopldsmico de estas células,

alantoinasa transforma la alantoina a 4cido alantoico. Alantoina y acido
alantoico son los compuestos nitrogenados que se transportan al resto de
la planta a través de los haces vasculares que irrigan al nédulo.

la

IV. Caiabolismo de _ureidos

El principal 6érgano donde se catabolizan los ureidos es la hoja. La
alantoina y el acido alantoico se oxidan hasta producir 4 moléculas de
amonio, 2 moléculas de diéxido de carbono y una molécula de glioxilato
a partir de la cual se producen glicina y serina (Fig. 10). El nitrégeno
liberado es reasimilado y utilizado para sintesis de aminodacidos, dcidos
nucleicos, proteinas u otros compuestos nitrogenados. El resto de los
ureidos que se acumulan se metabolizan mas tarde en el desarrolio y
proveen de fuente de nitrégeno adicional para el llenado de la semilla.

V. Significado biolégico de los ureidos

El hecho de que los ndédulos determinados producidos por plantas
tropicales sinteticen ureidos como compuestos nitrogenados de

transporte y almacén y los nédulos indeterminados, tipicos de plantas
templadas, sinteticen amidas, no debe ser algo casual.



NH2
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GLIOXILATO UREIDOGLICOLATO UREIDOGLICINA
2NH 3 + CO2 NH 3

Fig 10: Esquema gencral del catabolismo de ureidos

El clima tropical al que se han adaptado plantas como el frijol, la
soya y Vigna se caracteriza por altas temperaturas y abundancia de
agua. Los ureidos son relativamente menos scolubles en agua que las
amidas. Sin embargo, los nédulos determinados tienen una estructura
que permite un flujo de agua mayor a través de los haces vasculares.
Ademads, la abundancia de agua y las altas temperaturas solventan el
problema de la insolubilidad. Sin embargo, la baja solubilidad de
alantoina y A4cido alantoico podria ser una ventaja para secuestrar
nitrégeno en tejidos y o6rganos de almacén.

Por otro lado, las altas temperaturas causan un aumento en la tasa
de fotorrespiracién de las plantas, con la consiguiente pérdida de
carbono. Se ha postulado que una de las razones de la planta para usar
este ciclo que se pensaba futil es la de obtener una alta disponibilidad
de NH;, y asi poder moverlo a procesos de biosintesis o almacén. El
catabolismo de los ureidos en la hoja aumenta los niveles de CO,. En
estas condiciones la fotorrespiracién se reduce, porque aumentaria la
relacion CO,/O,, favoreciéndose la fijacion de CO, por la Rubisco. Por ello,
el transporte de ureidos podria ser considerado como un mecanismo
para reducir la fotorrespiracién, con el consiguiente ahorro de energia y
la eficientizacién de la fotosintesis.



Por iltimo, los ureidos son posiblemente las formas mds eficientes
para el transporte de nitr6geno desde el punto de vista de ahorro de
carbono, ya que segin la estructura de su molécula, la relacién C/N=1, es
decir, para transportar un &dtomo de nitrégeno se necesita un idtomo de
carbono (Fig. 11). Las amidas, asparagina y glutamina, tienen una
relaciéon C/N=2 6 2.5, por lo que el gasto de C para el transporte de
nitrégeno es- mayor (Atkins, 1982). ’ '

NH2 cO— NH\ NH2> NH2>
: co |
CO—— NH— CH— NH"" CO— CH;—CH—— COOH
ALANTOINA(C/N=1) ASPARAGINA (C/N=2)
NH2 NH>

NH> COOH NH: l I

CO—— NH— CH— NH-—CO CO—— CHz— CH;— CH—— COOH

ACIDO ALANTOICO (C/N=1) GLUTAMINA (C/N=2.5)

Fig 11: Esquema de los ureidos y las amidas mds comunes presenles en plantas. Se
indican la relacién Carbono/Nitrégeno de cada una de las moléculas

Se ha postulado que las plantas transportan ureidos en condiciones
de limitacién de carbono: por ejemplo, durante la fijacién de nitrégeno
donde 1la bacteria necesita mucho aporte de fotosintato, o durante Ila
germinacién y el establecimiento de la plintula antes de que la planta
desarrolle sus primeras hojas fotosintéticas (Mothes, 1961; Polayes and
Schubert, 1984). La formacién de ureidos en plantas no noduladas
parece ser parte de una respuesta fisiolégica a la limitacién de aporte de
carbono. EIl transporte de ureidos se postula por tanto como una
estrategia para el ahorro de carbono.



URICASA II

a. Uricasa Il en los organismos eucariotas.
Uricasa II, o urato oxidasa, es una enzima conservada a lo largo de

la evolucién eucariota. Cataliza la conversion de 4cido drico en alantoina
y CO,, con la liberacién de H; O,.

O ) COyp
Acido urico Alantoina

H>O H>Oo

uricasa II ha sido caracterizada en wuna gran
Aspergillus nidulans (Oestreicher and
Scazzocchio, 1993), Aspergillus flavus (Legoux et al.,, 1992), humano (Wu
et al., 1992), rata (Reddy et al., 1988), ratén (Wu et al., 1989), mono (Wu
et al.,, 1989), conejo (Motojima and Goto, 1989), cerdo (Wu et al., 1989),
Drosophila melanogaster (Wallrath et al., 1990), Drosophila
pseodoobscura (Friedman et al., 1992), Glycine max (Nguyen et al.,
1985) y Vigna aconitifolia (Lee et al., 1993). En todos ellos uricasa II
conserva los motivos caracteristicos de esta enzima: el sitio de unién a
Cu+2, la seiial de importe a peroxisomas, y dos motivos conservados de

funcién desconocida.

La proteina
diversidad de organismos:

La funcién que desempeiia uricasa en las distintas especies en las
que se ha estudiada, es variada. Algunos organismos, como el hongo
ascomiceto Aspergillus nidulans, usan el &acido irico y otras purinas
como udnica fuente de nitrégeno (Scazzocchio et al., 1982). El alga verde
Chlamydomonas reinhardii (Devi Prasad, 1983) y otras algas como
Chlorella (Birdsey and Lynch, 1962) y Xanthophyceae (Miller and Fogg,
1958), usan purinas y derivados de purinas como fuente nitrogenada
para su crecimicnto. La uricasa en estos oganismos estd involucrada en
vias metabdlicas de asimilacién. La mosca del vinagre, Drosophila
melanogaster, expresa un gen de urato oxidasa especificamente durante
un determinado estado de desarrollo, en el que el exceso de purinas,
usado comiinmente para la sintesis de nucleétidos y pterinas, se
convierte en Aacido tlirico y se excreta por los tibulos de Malpigio
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(Wallrath et al.,, 1990). En mamiferos, esta enzima se localiza
preferentemente en el higado y, como en Drosophila, tiene un papel
detoxificador en el metabolismo. El gen de urato oxidasa de humanos
presenta dos mutaciones sinsentido, que hacen inactiva a la enzima en el
hombre (Wu et al., 1989). Este es también el caso de otros hominidos,
como el chimpancé y el orangutin, en los que mutaciones deletéreas en
el gen de uricasa hacen a la urato oxidasa no funcional (Wu et al., 1992).
Como ya hemos visto, en las plantas leguminosas de origen tropical como
Phaseolus vulgaris (frijol), Glycine max (soya) y Vigna, uricasa II
participa en la biositesis de ureidos durante la simbiosis que estas
plantas establecen con bacterias del suelo de los generos Rhizobium y
Bradyrhizobium (Sianchez et al.,, 1991; Verma et al., 1992b).

b. Uricasa II como enzima catabdlica en plantas

Uricasa’ II es una enzima que participa en el metabolismo
nitrogenado de leguminosas, concretamente en la via de sintesis de
ureidos. Cataliza la descarboxilacién oxidativa del 4cido drico para

convetirlo en el ureido alantoina.

Es wuna proteina tetramérica formada por cuatro subunidades
iguales que se sintetizan en polisomas libres y se exportan al
peroxisoma, donde se ensamblan y forman la proteina activa. La sefal
de importe al peroxisoma esti constituida por el tripéptido SKL (Ser-
Lys-Leu) localizado en el extremo carboxilo de la proteina.

En plantas existe otra actividad degradadora de idrico denominada
uricasa I: es una actividad producida por la accién combinada de una
diamino oxidasa (1) y una peroxidasa (2) (Tajima et al., 1983)

RCH2NHz + H20 + 02 —L g RCHO + NHs + H205
2 -  alantoina + HO

urato + H202

RCHo:NH3 + Oz + urato ——8 RCHO + alantoina + NHg

La actividad uricasa 1 fue detectada en radiculas de plantulas de
soya no infectadas (Tajima and Yamamoto, 1975), aunque también estd
presente en raices inoculadas. Su pH éptimo de actividad es 8.0 a
diferencia de la uricasa II de nédulo, cuyo pH 6ptimo es 9.5. Anticuerpos
monoclonales creados contra la uricasa de nédulos no cruzan con la
urato oxidasa detectada en radiculas (Bergmann et al., 1983). Esta
actividad necesita de la presencia de un cofactor, cadaverina, cuya
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concentracién regula la actividad degradadora de irico (Tajima et al.,
1983; Tajima et al., 1985). La cadaverina se produce en condiciones
aerébicas y su formacién se inhibe por adicién de nitrato exégeno. La

adicién de cadaverina no afecta la actividad de uricasa de nédulos
(Tajima et al., 1983).

c. Caracteristicas y propiedades de 1la enzima

Uricasa II ha sido aislada de nédulos de cowpea (Rainbird and
Atkins, 1981) soya (Legocki and Verma, 1979; Lucas et al.,, 1983;
Bergmann et al., 1983) y frijol (Sianchez et al., 1987), presentando su
monémero tamafios de 50-, 33- y 35-KDa respectivamente. En nédulos
de soya, la enzima tiene un pI=9.0 y un pH 6ptimo de actividad de 9.5
(Lucas et al., 1983; Bergmann et al, 1983). Es una metaloproteina que
posee Cu,+ como grupo prostético. El andlisis de aminoicidos indica que
no contiene residuos de cisteina (Cys) pero si una gran proporcién

(aproximadamente el 22%) de residuos de glicina (Gly)(Bergmann et al.,
1983).

d. Distribucién de uricasa II en la planta

Uricasa Il se localiza preferentemente en los peroxisomas de las
células no infectadas del nédulo simbidtico de leguminosas tropicales
como frijol, soya y Vigna (Hanks et al., 1981; Nguyen et al., 1985;
Vandenbosch and Newcomb, 1986; Kouchi et al., 1989). Experimentos de
hibridacién in situ confirman que el ARNm de uricasa II se localiza en
las células no infectadas del ndédulo de frijol (Taté et al., 1994;
Papadopoulou et al., 1995). Mediante inmunolocalizacién, uricasa II
también se ha detectado en el parénquima vascular de nédulos efectivos
de soya (Vaughun and Stegink, 1987).

En Organos distintos al ndédulo, se ha detectado transcrito y
actividad de uricasa en cotiledones e hipocotilos de plantulas de soya
durante el desarrollo de la semilla y la germinacién temprana (Tajima et
al., 1991). En cotiledones en desarrollo el transcrito de uricasa 11 alcanza
su maximo nivel durante el periodo de llenado de la semilla, 29 dias
después de la floracién (Takane et al, 1997). El cDNA de uricasa II de
cotiledones de soya es idéntico a nivel de su secuencia nucleotidica que
el caracterizado de ndédulos de soya (Takane et al, 1997). En los
cotiledones de plantulas de soya la uricasa II ha sido

inmunolocalizada a
nivel subcelular exclusivamente en

los peroxisomas (Damsz et al 1994).

e. Expresiéon de wuricasa II en el nédule

ILa expresion de uricasa Il en el ndédulo simbiético se incrementa
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unas 100 veces, 2 6 3 dias antes de que inicie la fijacién de nitrégeno
(entre los dias 11 y 13 después de la inoculacién) (Bergmann et al.,
1983; Sdnchez et al, 1987; Papadopoulou et al., 1995) lo que sugiere que
la induccién de su expresién no esti relacionada con la efectividad del
nédulo (Sanchez et al, 1987). Sin embargo, la fijacién de nitrégeno si es
necesaria para alcanzar la méaxima expresién de uricasa y para el
mantenimiento de la misma, como lo prueban experimentos en los que
la actividad uricasa se reduce al 50% en nédulos inefectivos (Nod+, Fix-)

en comparacién com ndédulos silvestres (Nod+, Fix+) (Larsen and
Jochimsen, 1986) (Fig 12).

g

ACTIVIDADDEURICASA (n /i)
s g

" 1% W 23 27 32 DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Fig 12: Actividad especifica de wuricasa Il en extractos

de ndédulos colectados a
distintos tiempos después de la

infeccién. La infeccién se llevé a cabo con
Bradyrhizobium japonicum 110: nod+, fix+ (®x Bradyrhizobium japonicum A3:
nod+, fix- (?). Tomado de Larsen y Jochimsen, 1986

Uricasa II es una enzima esencial en la biosintesis de ureidos. Esta
via de asimilacién y transporte de nitrégeno se ha demostrado que es
esencial para plantas transportadoras de ureidos: Lee et al. (1994)
transformaron plantas de Vigna aconitifolia con ARN antimensajero de
uricasa II. Ademds de observar un retraso en la biogénesis de los
peroxisomas, las plantas presentaban sintomas de decficiencia de
nitrégeno, como clorosis. Estos resultados indican por un lado, que la
biogénesis de los peroxisomas podria estar acoplada a la sintesis de
uricasa y, por otro lado, que cuando se reduce la sintesis de urecidos el
transporte de amidas y otros compuestos nitrogenados no son
suficientes para suplir los requerimientos nitrogenados de ia planta.



f. Antecedentes de uricasa II en el laboratorio

Nuestro interés en el laboratorio ha estado enfocado hacia el
estudio de la interaccién simbiética entre plantas leguminosas y
bacterias del suelo. El proyecto de nodulinas ha tenido un enfoque

metabdélico y molecular
de Phaseolus

f1l. Purificacién de 1a uricasa II de nédulos

vulgaris (Sinchez et al., 1987)
La enzima uricasa II fue purificada a homogenecidad por métodos

de purificacién indicaron que uricasa II
de la proteina total soluble del
purificada de nédulo se

cromatogriaficos. Los datos
constituye aproximadamente un 2%
nédulo maduro. A partir de la enzima
obtuvieron anticuerpos policlonales anti-uricasa [I que se usaron para
estudiar la expresién de la enzima a lo largo del desarrollo del nédulo y
para purificar ARNm de uricasa II mediante inmunoseleccién de

polisomas.
II de nédulos de

f2. Clonacién del c¢DNA de wuricasa

Phaseolus vulgaris (Sanchez et al., 1987)

A partir de ARN poli(A) de nédulos de frijol de 18 dias se
construyé una genoteca de cDNA en el vector pUCI19. De este banco
especifico de nédulo se aislé una clona de uricasa II de 900 pb usando
un cDNA construido a partir del ARN polisomal
el anticuerpo anti-uricasa. Las clonas se
la clona de uricasa ndédulo-

como sonda
inmunoseleccionado con
confirmaron mediante hibridacidén frente a
especifica de soya.

f3. Expresion de uricasa [II durante el desarrollo del
nédulo (ARNm, proteina y actividad)(Sanchez et al., 1987)

Mediante andlisis por northern y usando como sonda la clona de
cDINA aislada, se detecté un transcrito de aproximadamente 1.3 Kb en
nédulos de frijol. En otros tejidos analizados, raices y hojas de plantas no
transcrito, llegandose a la conclusién de que
uricasa II era una enzima nédulo especifica. Durante el desarrollo del
nédulo la expresién de uricasa II experimenta un aumento de unas 100
a 150 veces entre los dias 11 y 13 después de la inoculacién del frijol
con Rhizobium rtropici CIAT 899, es decir, 2 6 3 dias antes de que inicie
la fijacién de nitrégeno. Los niveles del transcrito alcanzan un miximo
entre los dias 13 y 20, en nuestras condiciones experimentales, y luego
decaen ligeramente hacia el dia 28 después de la infeccién, cuando el

nédulo comienza a senescer (Fig.

infectadas, no se detects el

13 A).
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El antigeno de uricasa II se detecta mediante andlisis por western
en nédulos de 11 dias después de la infeccién. No se detecté antigeno de
uricasa II en extractos procedentes de hipocotilos, raices y hojas de frijol
(Fig. 13 B).

La actividad de uricasa se induce 100 veces durante el desarrollo
del nédulo. En resumen, después del comienzo de la fijacién de nitrégeno
se detectan altos niveles de antigeno, de transcrito y de actividad de

uricasa (Fig. 13 O).
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Fig 13: Cinética de expresién del ARNm (A), de la> proteina (B) y de la actividad

uricasa II (C) a lo largo del desarrollo del ndédulo.
uricasa 1II purificada.

R, raiz de frijol no inoculada; U,
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f4. Expresion de uricasa II en nédulos inducidos por bacterias
mutantes (Padilla et al., 1994)

En el laboratorio se dispone de una serie de cepas mutantes de
Rhizobium, capaces de formar estructuras similares a nédulos con
caracteristicas anatémicas y fisiol6gicas alteradas. Se analizé 1la
expresién del gen de uricasa II en tres tipos de nédulos anémalos:

A. Nodulos vacjos: son nédulos no infectados, blancos y pequeiios
producidos por tres cepas diferentes de R.erli con mutaciones en los
genes de lipopolisacdridos (CE109 Lps-); de produccién de purinas
(CE110 Pur-) y en el gen de citocromo c¢ (CFN4202 Cit c¢-). Estas
mutaciones bloquean la invasién bacteriana. En estos nédulos vacios se
expresan genes de nodulinas tempranas como ENOD2, pero no se
detectan niveles de transcritos de nodulinas tardias como
Leghemoglobina o nodulina 30. Parece ser que la induccién de las
nodulinas tardias estd condicionada a la liberacién de la bacteria. Sin
embargo, uricasa II considerada como una nodulina tardia, si se expresa
en estos nédulos, alcanzando niveles de transcrito del 10% en
comparacién con los nédulos normales. Esto sugiere que existe una
regulacién de la expresién de uricasa II previa a la liberacién de la

bacteria.

B. Nédulos_de desarrollo lento: producidos por cepas de Rhizobium
con capacidad infectiva limitada por poseer inserciones de Tn5 en genes
de citocromos (CFNO31 Cit o-) y de sintesis de purinas (CE106N Pur-), o
producidos por una cepa no virulenta de Agrobacterium rtumefaciens
(AT42D) ' portadora del plasmido simbiético de Rhizobium etli. Los
nédulos producidos por estas cepas son pequeiios, verdes o rosas tenues
y pobremente infectados. Los niveles detectados de uricasa II son tres
veces superiores a los encontrados en ndédulos silvestres. Estos
resultados se pueden explicar por el desarrollo anormal de estos
nédulos, en los que existe una relacién alterada entre el nimero de

células infectadas y no infectadas.

C. N6dulos inefectivos: La expresién de uricasa II en estos ndédulos
es similar a la de la cepa silvestre. Sin embargo, cuando el nédulo no fija

nitrégeno la expresién de uricasa decae. Esto indica que la fijacién de
nitrégeno no es el factor que dispara la induccién del gen de uricasa II
pero si es necesaria para el mantenimiento de su expresién,
posiblemente porque la fijacién de nitrégeno proporciona el sustrato
para la biosintesis de ureidos.
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LA GERMINACION Y EL ESTABLECIMIENTO DE LA
PLANTULA

La germinacién es el periodo de desarrollo de la planta que abarca
desde la captura de agua del suelo hasta la emergencia de la radicula.
Las semillas contienen grandes cantidades de sustancias de reserva
nesesarias para soportar el crecimiento teinprano de la plantula. Estas
sustancias son .principalmente carbohidratos (almidén, hemicelulosas y
amiloides), grasas y aceites (triacilglicerol, fosfolipidos, glicolipidos y
esteroles) y proteinas que se almacenan en los cuerpos proteicos o
“protein bodies” (albiminas, globulinas, gluteolinas, prolaminas y
zeatinas). Las semillas también contienen en menor cantidad fitinas,
alcaloides, lectinas, inhibidores de proteasas y oligosacaridos de rafinosa.

Cuando la semilla seca entra en contacto con el agua se produce el
fenémeno de la imbibicién, es decir la captura de agua gracias a la
existencia de un gradiente de potencial hidrico (A‘¥), por medio del cual

el agua fluye desde el suelo con alto potencial hidrico, hasta la semilla
La toma de agua del suelo desencadena
la semilla y se activan la respiracién,
Cuando la

seca con potencial hidrico bajo.
Ia induccién del metabolismo de
las actividades enzimdticas y la sintesis de ARN y proteinas.
semilla empieza a respirar se induce la glucolisis, el ciclo de las pentosas
fosfato y el ciclo de Krebs. ElI sustrato de la glucolisis durante la
germinacién proviene de 1la hidrélisis de reservas, generalmente
triacilglicerol, sacarosa y oligosaciridos de rafinosa y sus derivados. Sin
embargo, la mayor movilizacién de reservas ocurre postgerminacién y la
glucolisis utiliza como sustratos sacarosa y oligosacdridos. A partir de
estas vias la semilla obtiene ATP y poder reductor que utiliza en las
rutas de biosintesis. El metabolismo de los organelos también se activa
y, por ejemplo, las mitocondrias activan la fosforilacién oxidativa que es
la principal fuente de ATP para la germinacién. También se produce un
aumento en el nimero de polisomas para la sintesis de proteinas. Los
embriones sintetizan ARNms y en 30 a 90 minutos se incorporan a
polisomas en el reticulo endoplismico. La sintesis de proteinas también
puede ocurrir sin que haya habido sintesis de mensajeros ya que en la
semilla seca se conservan la mayoria de los componentes del complejo
de sintesis de proteinas, incluyendo ARNm. Estos transcritos se protegen
quedidindose en el nicleo o bien asocidndose con proteinas en el
citoplasma, formando particulas de ribonucleoproteinas (RNP). Luego
serdan traducidos rapidamente a proteinas necesarias para la
germinacién. Segiin esto, durante las primeras horas de la imbibicién se
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produce un cambio en el conjunto de transcritos, ya que muchos ARNm
residuales se degradan y se sintetizan ARNm nuevos.

La presién positiva que ejerce el agua que entra en la célula
produce la expansion de la pared celular y el consiguiente’ aumento o
elongacién celular. Este fenémeno sumado a divisién celular da lugar a la
emergencia de la radicula, con lo que finaliza la germinacién
propiamente dicha. A partir de que emerge la radicula comienza el
establecimiento de la pldantula. Durante este periodo se produce una
gran movilizacién de las reservas almacenadas en la semilla que se
convierten en formas facilmente transportables a 1los 6rganos en
crecimiento con altas tasas metabdélicas. La liberacién de las reservas
disminuye a medida que la plidntula crece y se hace fotosintética.

El principal carbohidrato de reserva en la semilla es el almidén. En
la hidrélisis del almidén participan enzimas como la a-amilasa,
dextrinasas limite y o-glucosidasas. Estas tres enzimas se sintetizan de
novo en la capa de aleurona de muchas semillas en respuesta a la
hormona &acido giberélico (GA;) liberada por el embrién.

Las proteinas de reserva almacenadas en los cuerpos proteicos se
catabolizan en 1la semilla gracias a la accién de endo-, amino- y
carboxipeptidasas con 1la consiguiente liberacién de péptidos y
aminodcidos. Estos aminodacidos van a formar parte de esqueletos de
carbono para la sintesis de otras proteinas o se utilizan como fuente de
carbono en la respiracion oxidativa. En cotiledones de semillas de
leguminosas, en el momento en el que se hidrolizan las proteinas de
reserva, se produce un aumento en la actividad de las enzimas
GS/GOGAT y asparagina sintetasa que intervienen en la sintesis de
glutamina y asparagina. Estos aminoicidos, denominados amidas, son los
principales transportadores de nitré6geno en leguminosas. Sin embargo,
también se producen ureidos como formas de transporte de compuestos
nitrogenados. En germinulas de soya, los ureidos constituyen el 0.7 y 6%
del nitrégeno total de cotiledones y ejes embrionarios, respectivamente
(Polayes and Schubert, 1984).

El catabolismo de dcidos grasos (triacilgliceroles) saturados y su
conversién a carbohidratos se lleva a cabo a través de cuatro procesos:
lipolisis, P—oxidacién de dcidos grasos, ciclo 'del ~glioxilato 'y
gluconeogénesis. En estos procesos estin involucrados el citosol y tres
organelos yuxtapuestos en la célula: cuerpos oleicos  (*o0il bodies™),
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mitocondrias y glioxisomas (Fig. 14).

En los cuerpos oleicos el triacilglicerol se transforma a dcidos
grasos por la accién de lipasas. En los glioxisomas los dcidos grasos
entran a la via de la P-oxidacién de dcidos grasos, en la que se liberan
progresivamente moléculas de AcCoA (acetil coenzima A). Esta molécula
se incorpora en los mismos glioxisomas al ciclo del glioxilato, que en
general convierte dos moléculas de acetato en una molécula de succinico.
El succinico sale del glioxisoma y se incorpora al ciclo de Krebs en la
mitocondria. A través de la gluconeogénesis, los acidos tricarboxilicos se
transforman en aziicares. La sacarosa, producto de la gluconeogénesis, es
utilizada como sustrato de procesos oxidativos durante el desarrollo de
la pldntula. Para la oxidacién de &dcidos grasos insaturados se necesita de
la accién de enzimas como cis- y trans- isomerasas, epimerasas e
hidratasas, presentes en los glioxisomas.

En la semilla se produce también una hidrélisis masiva de acidos
nucleicos durante las primeras horas de la germinacién. Aumentan asf{
los niveles de purinas que se dirigen bien al reciclaje de dcidos nucleicos
o bien a la sintesis de ureidos como formas de movilizaciéon de nitrégeno.
Estudios de germinacién en cotiledones de plantas de soya han
demostrado que durante el desarrollo temprano de 1la pldantula el
metabolismo de ureidos estid inducido transitoriamente (Matsumoto et
al, 1977; Fujihara and Yamaguchi, 1978; Polayes and Schubert, 1984). En
estos cotiledones existe actividad de uricasa y ‘de alantoinasa,
alcanzandose un maximo 2-4 dias después de la imbibicién (Polayes and
Schubert, 1984). Los ureidos se producen en cotiledones de plantas de
soya noduladas y no noduladas (Matsumoto el al, 1977) y en presencia o
ausencia de nitrato exégeno (Polayes and Schubert, 1984). Estos
resultados sugieren que la formacién de ureidos es independiente de la
fijacién de nitrégeno y de la captacién de nitrato por las raices de las
plantas.

Los cotiledones estidn conectados a los &érganos en crecimiento a
través de una red de haces vasculares, de modo que los productos de la
hidrélisis de las sustancias de reserva pueden ser translocados a través
del floema. La entrada de compuestos al floema se lleva a cabo gracias a
la presencia de células de transferencia u otras células parenquimaticas
que rodean al xilema y el floema. Estas células tienen una superficie
muy extensa de modo que se aumenta el drea de transporte.
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Fig 14: Catabolismo de 4cidos grasos en los cotiledones de pldntulas en desarrollo

En las plantas de crecimiento epigeo, como el frijol, los cotiledones
emergen del suelo y se exponen a la luz. Se produce entonces una
transformacién de glioxisomas a peroxisomas, desapareciendo las
enzimas del ciclo del glioxilato y la B-oxidacién de dcidos grasos. En
ambos tipos de organelos se conserva la actividad oxidasa (entre las que
se incluye la urato oxidasa) con la consiguiente formacién de perdéxido
de hidrégeno, ecliminado por la accién de catalasas y peroxidasas.
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Fig 15: Metabolismo general de los cotiledones durante la gefminacién y el
desarrollo de la pldantula.
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JUSTIFICACION

Uricasa II ha sido considerada como una nodulina. Segdn la definicién
de van Kammen (1984), las nodulinas son proteinas codificadas por la
planta que se expresan exclusivamente en nédulos. Sin embargo,
actualmente esta definicién es mads amplia, pues se ha visto que muchas de
las llamadas nodulinas son proteinas que desempefian un papel en otros

6rganos de la planta, pero que ven aumentada su expresion durante la

simbiosis.

En trabajos preeliminares con uricasa II en frijol, se catalogé a esta
proteina como nodulina, debido a que s6lo se detecté expresién en ndédulos
simbiéticos, y no en raices u hojas de la planta adulta (Sanchez et al.,
1987). Sin embargo, estudios sobre el metabolismo de ureidos en otras
plantas como soya, indican que estos compuestos nitrogenados se
transportan a niveles considerables durante la germinacién y desarrollo de

la pldantula. .

Con estas premisas, decidimos investigar la presencia de uricasa II en
érganos de frijol distintos al nédulo, concretamente en cotiledones, raices e
hipocotilos, durante los primeros estadios de desarrollo de la planta, es

decir, durante la germinacién y el establecimiento de la plantula, cuando el
trasporte de ureidos es considerable. Este trabajo dio lugar al articulo que

se presenta a continuacién.
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OBJETIVOS
A. OBJETIVOS GENERALES

Estudiar la expresion del gen de uricasa Il de frijol en otros Organos
distintos al nédulo y en otro estadio de desarrollo distinto a la simbiosis.

B. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Clonar el cDNA de uricasa Il de frijol para determinar su secuencia de
nucleétidos y de aminoicidos, y establecer homologias con urato oxidasas
de otros organismos. Esta clona sera itil para ser usada como sonda en los
estudios posteriores.

2. Determinar mediante Southern genémico el nimero de genes de uricasa
II que posee el genoma de P. vulgaris, usando como sonda la clona de cDNA
de uricasa II aislada.

3. Estudiar mediante experimentos tipo northern la cinética de expresién
del transcrito de wuricasa II en distintos O6rganos de la planta de frijol
(cotiledones, raices e hipocotilos), durante la germinacién y el
establecimiento de la pldntula.

4. Estudiar mediante experimentos tipo western la expresion de la proteina
uricasa II en los cotiledones, raices e hipocolitos de frijol, a lo largo de la
germinaciéon y el desarrolo de la pldntula.

5. Determinar mediante experimentos de hibridacién in situ la localizacién
del transcrito de uricasa II en los distintos 6rganos de la plantula de frijol.

6. Determinar mediante inmunodeteccién la localizacién de la proteina
uricasa II en los distintos 6rganos de la plantula de frijol.
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ABSTRACT

Uricase II is a purine metabolic enzyme highly induced in root
nodules during the symbiosis established between legumes and bacteria of
the genus Rhizobium and Bradyrhizobium. Here we describe the
characterization of bean nodule uricase Il cDNA and show that wricase II is
encoded by a single gene in the Phaseolus vulgaris genome. This gene is
also expressed in cotyledons, roots and hypocotyls during bean seedling
establishment, and an anti-uricase antibody recognizes the protein in
different seedling organs. Uricase II has also been found in Leucaena
seedlings, suggesting that it participates during seedling establishment in
legumes that do not transport ureides. A 50-kD polypeptide that is
detected by the anti-uricase antibody is found in cotyledons during
seedling development. This higher molecular weight form is also detected
in developing roots and hypocotyls, but not in nodules. In situ
hybridization experiments in root seedlings showed uricase II transcripts
in the metaxylem-parenchyma cells and phloem fibers of the wvascular
system.
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INTRODUCTION

Ureides are important components of the nitrogen metabolism in a
wide variety of higher plants (Pate et al., 1980; Thomas and Schrader,
1981; Reynolds et al., 1982) including the Leguminosae, Boraginaceae,
Platanaceae, Hippocastanaceae and Aceraceae families (Mothes, 1961).'
Legumes can be classified into amide or ureide transporters depending on
the nitrogenous compounds that they export from the nodule to the shoot.
In tropical legumes such as bean, soybean and cowpea, a change in the
transported nitrogen compounds from amides (glutamine and asparagine)
to ureides (allantoin and allantoic acid) occurs when they are in association
with nitrogen-fixing bacteria of the genus Rhizobium and Bradyrhizobium
(Matsumoto et al., 1977; Fujihara and Yamaguchi, 1980).

Root nodules are highly specialized symbiotic organs wherein the
differentiated bacteria or bacteroids reduce atmospheric nitrogen to
ammonia (Sadanchez et al.,, 1991; Verma et al., 1992; Mylona et al.,, 1995).
Ammonium ions are excreted into the plant’s cell cytoplasm, assimilated
into glutamine and then incorporated into de novo purine biosynthesis
(Schubert, 1986). In the infected and non-infected cells of the nodule,
these purines are catabolized and consequently converted into ureides
which are transported to the aerial parts of the plant (Matsumoto et al,
1977; Pate et al, 1980). Xanthine dehydrogenase, uricase-II1 and
allantoinase, the last three enzymes in the ureide biosynthetic pathway,
are predominantly located in the non-infected cells of the nodule (Atkins
et al.,, 1980; Hanks et al., 1981; Bergmann et al., 1983; Schubert, 1986;

Schubert and Boland, 1990).

Uricase II (urate oxidase; EC 1.7.3.3) catalyzes the oxidative cleavage
of uric acid into allantoin and COj, liberating H;O3. This enzyme has been
purified from cowpea (Rainbird and Atkins, 1981), soybean (Legocki and
Verma, 1979; Lucas et al.,, 1983; Bergmann et al., 1983) and bean (Sdnchez
et al., 1987) nodules. It is preferentially synthesized on free polysomes
during nodule development and is localized in the peroxisomes of non-
infected cells of the nodule (Hanks et al.,, 1981; Nguyen et al., 1985;
Vandenbosch and Newcomb, 1986; Kouchi et al., 1989). In effectively
nodulated bean plants, uricase Il expression and activity are induced to
high’levels before N2 fixation begins (Sdnchez et al., 1987; Padilla et al.,
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1991), and the enzyme constitutes approximately 2% of the total soluble
protein of the nodule (Sanchez et al., 1987). In empty nodules induced by
Rhizobium mutants, the amount of uricase II mRNA is 10% of that
observed in nodules infected with wild-type bacteria, suggesting that
events during nodule development (e.g., nodule induction, bacteria release,
nitrogen fixation) are important for the regulation of the uricase II gene

expression (Padilla et al., 1991).

in soybean callus tissue,
1986),
and

Low uricase II activity has been detected
where it is regulated by oxygen availability (Larsen and Jochimsem,
and uricase activity has also been found in soybean cotyledons
hypocotyls during seed development and early germination (Tajima et al.,
1991). The uricase II protein has been immunocytochemically detected in
the peroxisomes of soybean cotyledon cells (Damsz et al., 1994). In this
plant, uricase II is encoded by a small gene family (Tajima et al., 1993).
Uricase activity (uricase-I) has also been detected in soybean seed radicles,
but this activity was found to be due to a diamine oxidase/peroxidase
system with different characteristics than nodule uricase (Tajima et al.,
1983; Tajima et al., 1985). Uricase II cDNA clones have been isolated from
soybean nodule (Bergmann et al., 1983; Nguyen et al., 1985) and cotyledon
(Takane et al., 1997) libraries, and from Vigna aconitifolia (Lee et al.,
1993), Canavalia liniata (Kim and An, 1993), and Phaseolus vulgaris
(Sanchez et al., 1987; Papadopoulou et al., 1995) nodule libraries.

: The present” work describes the isolation and characterization of the
bean nodule uricase II cDNA and demonstrates that a single copy of the
uricase II gene is present in the Phaseolus vulgaris genome. In addition to
the nodule, this gene is expressed in different organs of the seedling and
the adult plant. We have also investigated the patterns of uricase IT mRNA
and protein in cotyledons, roots and hypocotyls during germination and
seedling establishment. In bean organs other than nodules, a 50-kD
polypeptide immunologically related to uricase II was detected and its
initial characterization is reported. Finally, we show the in situ localization
of the uricase transcript in the seedling roots, and discuss the biochemical

and developmental significance of these results.
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MATERIAL AND METHODS

Growth of plants

Bean seeds (Phaseolus vulgaris cv. Negro Jamapa) were surface-sterilized
in 10% (v/v) commercial sodium hypochlorite for 10 min and then rinsed
several times with sterile water. Germination was carried out on moist
towel paper in sterile trays at 28°C in the dark. Four d after imbibition, the
seedlings were grown in an approximately 12 h light/12 h dark
photoperiod. The plants were not inoculated with any Rhizobium bacteria.
Cotyledons, roots and hypocotyls were harvested at different times after
imbibition (O h, 12 h, 1 d, 2 d, 3 d, 4 d, 7 d, and 10 d), frozen immediately
in liquid nitrogen and stored at -70°C. Germination and growth conditions
were the same for Leucaena leucocephala and Zea mays.

Isolation and DNA sequencing of the uricase II c¢DNA clone

A Phaseolus vulgaris uricase-II clone (pSKuri) was isolated from a A-Zap
cDNA library constructed from 20-d-old bean nodules, using an incomplete
uricase-II cDNA (Sdnchez et al., 1987) as a probe. The nucleotide sequence
of the uricase-II cDNA clone was determined by the dideoxy chain
termination method (Sanger et al., 1977) using the Sequenase 2.0 kit
(United States Biochemical). The nucleotide and the deduced amino acid
sequence were compared to the soybean and cowpea uricase-II using the
GeneWorks program, version 2.3.1.

Genomic Southern blot

Bean DNA was extracted from Phaseolus vulgaris cv. Negro Jamapa
etiolated hypocotyls, and Qdigested with EcoRI, EcoRV, HindIIl and Xbal,
restriction enzymes. Twenty five pg of each restricted DNA were loaded
per lane and fractionated on a 0.8% (w/v) agarose gel (Maniatis, 1982).
Southern blot analysis was performed as described by Maniatis (1982),
with a EcoRI-Ncol fragment from pSKuri (see Fig. 1A) labeled with
a-[32P]dCTP (Multiprime DNA labeling system Kkit, Amersham) as a probe.
The hybridized filter was washed from 2X SSC, 0.1% (w/v) SDS at 55°C to
0.1X SSC, 0.1% (w/v) SDS at 65°C in three steps, and exposed to Kodak X-
OMAT film for three days.

RNA isolation and northern analysis
Plant material, previously harvested and frozen as described above, was
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ground in a chilled coffee mill. Total RNA from cotyledons, uninfected roots
and hypocotyls was extracted according to the procedure described by de
Vries et al. (1988). Thirty ug of total RNA were loaded per lane in 1%
(w/v) agarose gels containing 2.2 M formaldehyde as described (Campos et
al.,, 1987). After transfer to a nylon membrane (Hybond N+, Amersham),
the RNA was hybridized with the uricase I cDNA labeled with o-[32P]dCTP
using the multiprime DNA labeling system kit (Amersham). In order to
check that equal amounts of RNA were loaded, the gels were stained with
ethidium bromide and photographed. In addition, the filters were also
hybridized with a 28S rRNA probe. The hybridized filters were washed
from 2X SSC, 0.1% (w/v) SDS at 55°C to 0.1X SSC, 0.1% (w/v) SDS at 65°C, in
three steps, and exposed to Kodak X-OMAT film. The hybridization signals
were quantified using the 1-D Analysis Program from Bio-Image Products

(Millipore).

Protein extraction and western blot analysis
Frozen cotyledons, uninfected roots or hypocotyls were ground in a coffee
mill and incubated in 2.5 volumes of extraction buffer (30% (w/v) sucrose,
30 mM Tris-HC1 (pH 7.4), 2% (w/v) polyvinylpolypyrrolidone) for 10 min
at 4°C. The extracts were centrifuged at 12,000 g for 25 min at 4°C. The
supernatant fluids were filtered through two layers of Miracloth and
precipitated * with 60% acetone (v/v). Total soluble proteins were
determined by the method of Bradford (1976). The samples were analyzed
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis using the Laemmli
discontinuous buffer system (Laemmli, 1970). For western blot analysis,
proteins were electroblotted onto nitrocellulose (Immobilon-P Transfer
Membrane, Millipore) as described by Maniatis (1987), blocked in 5%
(w/v) commercial nonfat dry milk in TBST (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 150
mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20), incubated with anti-uricase antibodies
(1:1000) and detected with goat anti-rabbit antibodies coupled to
horseradish peroxidase (Amersham) (1:5000) using the ECL Amersham
detection kit, as indicated by the suppliers. The exposure time for the
cotyledon western blot was longer than for root and hypocotyl westerns.
For protein visualization, the gels were stained with Coomassie brilliant
blue (Merril, 1990) or the nitrocellulose filters were stained with Ponceau
S. Anti-uricase is a rabbit polyclonal antibody obtained against uricase II,
which was purified to homogeneity from common bean nodules (Sanchez

et al., 1987).
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NS

- Uninfected

V8 protease digestion
V8 protease digestion of
imbibition) bean seedling roots
previously described (Cleveland et al.,, 1977).
sheep anti-rabbit-AP (Boehringer Mannheim) (1:5000)
used to detect the resulting peptides.

the crude extracts from 4-d-old (days after
was made in polyacrylamide gels as
Anti-uricase (1:1000) and
antibodies were

Urate oxidase activity
Two grams of various bean seedling organs were homogenized with 6 mL

of extraction buffer (50 mM of potassium phosphate buffer containing 50
mM KCI, 5 mM Mg-acetate, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 4% (w/v)
polyvinylpolypyrrolidone). The extracts were centrifuged at 12,000 g for
25 min at 4°C. The supernatants were filtered through glass fiber and
centrifuged at S0K for 15 min. The resulting supernatants were
precipitated with 60% acetone (v/v), resuspended in 2 mL of 85 mM
glycine pH 10, and passed through a Sephadex G-25 column (0.7 X 26 cm)
using 85 mM glycine pH 10 as eluent. Urate oxidase activity was measured
as described previously (Bergmann et al., 1983), except that 85 mM
glycine pH 10 buffer was used. Units of uricase activity are in nmol of
oxidized uric acid .- min-1 . mg-1 protein. Protein concentration was

determined by the Bradford procedure (1976).

In situ hybridization
roots from 4-d-old bean seedlings and 21-d-old nodules were

harvested and fixed at room temperature overnight, in 4% (w/v)

paraformaldehyde, 0.25% (v/v) glutaraldehyde in 10 mM sodium
phosphate buffer pH 6.8, supplemented with 1 M NaCl, with the first hour
under vacuum. Fixed tissues were dehydrated and embedded in paraffin
following the method described by Van de Wiel et al. (1990). Seven pm
thick sections were cut in a manual microtome. The uricase II cDNA clone
(pSKuri) linearized with HindIII was transcribed from the T7 promoter
and a 441 base antisense RNA labeled with (DIG)-11-rUTP (Boehringer
Mannheim) was obtained (see Fig. 1A). The same plasmid digested with
Ncol was transcribed from the T3 promoter to obtain a 367 base sense
RNA labeled by the same method (see Fig. 1A). To estimate the yield of the
assay, the transcripts were analyzed by agarose-gel electrophoresis and
ethidium bromide staining. The amount of labeled RNA generated was
measured by direct detection: dilutions of the labeled transcripts and a
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control DIG-dUTP labeled DNA (5 upg/mL) were blotted on a nylon
membrane (Hybond-N+, Amersham) and detected with the anti-DIG-AP
antibody (Boehringer, Mannheim) (1:15000) and the AP substrates NBT
and BCIP. Sense and antisense RNAs were hybridized to the tissue sections,
according to the protocol described by McKhann and Hirsch (1993). Equal
amount of labeled sense and antisense probes were added to the
corresponding sections. The hybridization and antibody incubation times
were the same for the sense and antisense experiments. Probed slides
were dried, mounted in Poly/Mount (Polysciences, Inc., Warrington, PA),
examined under a Zeiss microscope and photographed with 16X, 40X and
100X objectives using 35 mm, 100 ASA KodaK film.



RESULTS

Isolation and characterization of a uricase II c¢DNA clone

From a A-Zap common bean cDNA library constructed from 20-d-old
nodule RNA, a uricase-II clone (pSKuri) (Fig. 1A) was isolated using an
incomplete nodule uricase-II cDNA clone (Sidnchez et al.,, 1987) as a probe.
This clone contains the entire uricase II coding region. Its nucleotide and
deduced amino acid sequences were obtained and compared to the nodule
soybean (Glycine max) and cowpea (Vigna aconitifolia) uricase-II
sequences (Fig. 1B). The uricase II coding regions share a high percentage
of identity at the nucleotide (90% with soybean; 94% with cowpea) and
amino acid levels (91% with soybean; 95% with cowpea). The bean uricase
II cDNA encodes a protein of 308 amino acids that contains the four
conserved motifs present in all urate oxidases described previously,
namely the V-L-K-T-T-Q-S motif (Bairoch, 1991) and the S-P-S-V-Q-
K/H/N-T-L-Y motif, each of unknown function, the H-X-H-X-F motif that
joined to a third His (residue 266 in bean uricase) forms the protein
copper-binding site proposed by Wu et al., (1989), and the tripeptide S-
Basic-L (S-K-L for bean, soybean and cowpea uricase II), the signal for
peroxisome entry localized at the carboxyl terminus of the protein
(Motojima and Goto, 1989; Wallrath et al.,, 1990; van den Bosch, 1992;
Miura et al.,, 1994) (Fig. 1B). The 3’ non-coding region of 294 bp contains a
putative polyadenylation signal sequence (AATAAA) located 67
nucleotides from the poly(A).

Genomic Southern blot

To estimate the complexity of wuricase II genes in the P. vulgaris
genome, we analyzed total bean DNA digested with several restriction
enzymes using Southern blots. The EcoRI-Ncol uricase Il cDNA fragment
was used as a probe (see Fig. 1A). We detected a single hybridization band
in DNAs restricted with EcoRI and Xbal, and two bands in DNAs restricted
with HindIIl and EcoRV (Fig. 2). The later are restriction sites located at
the first intron of the uricase II gene (unpublished results)(see Fig. 1A).
We conclude that, unlike soybean where it has been proposed that uricase
II is encoded by a small gene family (Tajima et al., 1993), in the bean
genome, this gene exists as a single copy.
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Expression of uricase II mRNA in different organs of adult bean

plants
To determine if the single bean uricase Il gene was expressed
nodule-specific manner, we analyzed the expression of this gene in organs
other than nodules using northern blot analysis. We found a ~1.2 Kb
transcript in roots, stems and leaves of uninfected adult bean plants (Fig.
3), of the same size as the one found in nodules (Sdanchez et al.,, 1987),
indicating that uricase II expression was not restricted to this organ.
However, transcript levels in nitrogen-fixing nodules were much higher

than those of the other organs examined.

in a

Expression pattern of bean uricase II mRNA during seed

germination and seedling establishment
Nitrogen is actively mobilized during seedling development (Polayes

and Schubert, 1984). Because .uricase II is a key enzyme in nitrogen
investigated the expression of the uricase II gene in

metabolism, we
seed germination and seedling

different seedling organs during
establishment.

Total RNA from cotyledons, roots and hypocotyls from germinated P.
vulgaris seedlings was analyzed by northern blots using the nodule uricase
II ¢cDNA as a probe. During seed germination (O h, 4 h, 8 h and 12 h after
imbibition) uricase II mRNA was not detected in the cotyledons. At 1 d
post-imbibition, when the radicle has emerged and seedling growth starts,
uricase II mRNA was first detected, reaching a maximum 4 d post-
imbibition (Fig. 4A). Uricase II transcripts were not detected in the dry
embryo radicle nor in radicles 12 h after imbibition. In developing roots,
the uricase II transcript is detected 1 d post-imbibition, showing a similar
induction pattern as in cotyledons (Fig. 4B). Constant uricase II mRNA
levels were maintained in hypocotyls from 3 to 10 d after imbibition (Fig.

4C).

Expression pattern of bean uricase II protein during seed
germination and seedling establishment

Uricase II protein was also detected in the cotyledons, roots and
hypocotyls of developing seedlings (Fig. 5A, 5B and 5C, respectively).
Western blot analysis, showed not only the 35-kD polypeptide
corresponding to the uricase [1I subunit (Sianchez et al., 1987) but in
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addition, a novel 50-kD polypeptide not found in nodules. The 35-kD
polypeptide was detected in dry seeds and cotyledons at 12 h, 1 d and 2 d
after imbibition, whereas the 50-kD cross-reacting polypeptide was visible
in proteins isolated from cotyledons 2 to 10 d after imbibition (Fig. SA). In
roots (Fig. SB) and hypocotyls (Fig. 5C), both polypeptides appeared in
similar proportion and at the same time in development, which was"
approximately coincident with the detection of the uricase II transcript in
those organs. Both forms were maintained at constant levels during
seedling establishment. Although the same amount of protein was loaded
in the three experiments, the exposure times used in the root (Fig. 5B) and
hypocotyl (Fig. 5C) westerns were considerably shorter than the used for
the cotyledon western (Fig. 5A). These data indicate that the amount of
uricase II protein with respect to the total soluble protein is higher in roots
and hypocotyls than in cotyledons.

Uricase [II is present in amide-transporting legumes

We analyzed total proteins from Leucaena leucocephala seedlings (a
legume that preferentially transports amides as nitrogenous compounds
during symbiotic conditions) and from a non-leguminous plant, Zea mays,
by SDS-PAGE, and immunochemically with an anti-uricase II antibody. We
detected the uricase II subunit (the 35-kD polypeptide) and the 50-kD
protein, in 4-d-old roots and hypocotyls from L. leucocephala seedlings,
and only the 50-kD form in 4-d-old cotyledons (Fig. 6), the same pattern
found in bean seedlings. In 4-d-old Z. mays seedlings, no cross-reacting
bands were detected in any organ analyzed.

Immunological and enzymatic analysis of the 50-kD polypeptide

To determine whether the 50-kD polypeptide was a modification
product of the 35-kD protein or a different but immunologically related
protein, we digested the 35- and 50-kD polypeptides with V8 protease,
separated the reaction products on a SDS-PAGE gel and detected the
resulting peptides with an anti-uricase antibody. The 50-kD protein
digestion yielded three peptides of 34-, 7.9- and 7.3-kD (Fig. 7), and all
digestion products were recognized by anti-uricase polyclonal antibody,
supporting the idea that the 50-kD protein could be a modified form of the
35-kD uricase. V8 proteolysis of the 35-kD protein yielded four different
peptides of approximately 11-, 7.6-, 6.9- and 5.8-kD, all of which were
recognized by anti-uricase antibody. In a second experiment (Fig. 8), we
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in cotyledon extracts from dry seeds to

measured uricase-specific activity
levels

10 d after imbibition. We detected similar uricase specific activity
along all stages of cotyledon development. Cotyledons from 3 to 10 d after
imbibition, those that only contain the 50-kD polypeptide (see Fig. SA), had
urate oxidase activity. These extracts were precipitated with 15% (v/v)
TCA and analyzed by western blot, corroborating the presence of the 50-
kD and not the 35-kD protein (data not shown). We also measured the
uricase-specific activity in other bean seedling organs and mature nodules.
These results are shown in Table I. A cotyledon extract from maize, where
no protein immunorelated to bean uricase was detected (Fig. 6), was also

included.

Spatial localization of uricase II transcripts in the roots

developing bean seedlings
To determine the Ilocalization of the uricase II mRNA in bean

developing roots, 4 d-post-imbibition roots were collected and examined
by in situ hybridization. We used antisense and sense (as a control) DIG-
labeled mRNAs as probes (See Material and Methods). Uricase II
transcripts were detected in root vascular tissue (Fig. 9). In the xylem, the
signal accumulated in the cytoplasm of the parenchyma cells which
surround the metaxylem vessels (Fig. 9A, 9C). These cells have a living
protoplasm at maturity as shown in the micrographs (Fig. 9E). Some of the
cytoplasm is so closely appressed to the cell wall such that the signal
seems to be over the cell wall. In the phloem, the signal was confined to
the cytoplasm of phloem fibers (Fig. 9A, 9D). Although fibers are usually
dead cells late in development, the fibers we analyzed have not lost their
cytoplasm at this stage of development (4 d after imbibition) (Fig. 9F).. We
also performed in situ hybridization experiments on 21-d-old nodule
sections, as a positive control. We detected the uricase II mRNA not only in
the uninfected cells of the central tissue, as previously reported (Taté et
al., 1994; Papadopoulou et al., 1995) but also in the nodule parenchyma
cells and in the vascular tissue (Fig. 9G). No signal was detected in the
infected cells nor in the outer cortex of the nodule. Sense controls did not

exhibit any hybridization signal (Fig. 9B, 9H).
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DISCUSSION

Uricase II has been commonly studied in tropical legume nodules
because of its participation in ureide biosynthesis during the symbiosis
these plants establish with bacteria of the genus Rhizobium and
Bradyrhizobium. In this work we have demonstrated that this enzyme is
also expressed in other bean organs (roots, stems and leaves)(Fig. 3), and
that its expression is probably modulated when the plant needs to mobilize
reduced nitrogen, i.e. during seedling establishment. The presence of a
single uricase II gene in the bean genome (Fig. 2) suggests that different
regulatory mechanisms for the uricase II gene, rather than differential
regulation of several genes, account for its expression in response to the
different stimuli of symbiosis and development.

. Bean plants associated with nitrogen-fixing bacteria mainly transport

nitrogenous compounds as ureides. However, even in non-nodulated bean
plants, the transport of ureides constitutes about 13 to 42% of the total
organic nitrogen in the xylem sap (Thomas and Schader, 1981). The uricase
detected in the seedling (Fig. 5) and adult plant organs (Fig. 3) is probably
maintaining this ureide transport rate during seedling and plant
development. On the other hand, plants are carbon starved during seed
germination and seedling establishment, before photosynthesis starts
(Schubert "and Boland, 1990). In these conditions, the biosynthesis of
ureides, in which uricase II participates, may be a strategy for energy
conservation (Mothes, 1961). The detection of the wuricase II protein in
Leucaena leucocephala seedlings (Fig. 6), an amide-transporter legume,
suggests that this legume uses a similar strategy to improve the plant
carbon economy during seedling development. Although we could not
detect any uricase II antigen nor urate oxidase activity in Zea mays
seedlings, under our experimental conditions, we cannot discard the
possibilty that this plant contains wuricase II. Alternatively, maize plants
could use a strategy other than transporting ureides to improve its carbon
metabolism during seedling establishment.

The expression of the uricase Il gene is induced in bean cotyledons
at the onset of seedling development, approximately 1 d after imbibition,
coinciding with the beginning of reserves mobilization (Figs. 4A). A
massive hydrolysis of DNA and RNA takes place in the seed during
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germination, elevating the levels of purines, which are substrates for
ureide biogenesis (Polayes and Schubert, 1984), "and may also participate
in uricase II induction. The presence of uricase II transcripts in developing
bean roots and hypocotyls (Fig. 4B, 4C), suggests that these organs are also
able to synthesnze ureides.

In addition to the uricase II subunit (35-kD polypeptide), we
detected a uricase-related protein of 50-kD in developing cotyledons, roots
and hypocotyls of bean seedlings, that interestingly, is not found in
nodules. Tajima et al. (1991) reported the detection of a less abundant
band of high molecular weight by immunoblot analysis of soybean
cotyledon proteins with anti-uricase antibody. They suggested that this
band could be the dimeric form of the uricase protein. Damsz et al. (1994)
also reported the detection of uricase II and two high molecular weight
polypeptides in proteins extracted from 28-d-old soybean nodules.
However, the molecular mass of the 50-kD polypeptide (Fig. 5) does not

to a dimer of -a 35-kD monomer; and the three peptides

correspond
derived from its digestion with V8 protease have different sizes than those

derived from the 35-kD protein (Fig. 7). This supports the idea that the 50-
kD polypeptide we detected is not a dimeric form of the enzyme. The 50-
kD polypeptide may be a modified version of the 35-kD protein, which
could give rise to different sized peptides after V8 proteolysis. However,
these putative modifications do not seem to be due to ubiquitination of the
35-kD uricase II subunit, as a signal for protein degradation, because anti-
ubiquitin antibodies do not cross-react with the 50-kD band (data not
shown). It is possible that a differential splicing of the uricase II mRNA in
cotyledons, roots and hypocotyls, could give rise to a higher molecular
weight protein, but northern analysis consistently showed only a single
~1.2 kb uricase II transcript in all organs including nodules (Fig. 3).
Alternatively, the 35- and -50-kD polypeptides may represent related but
distinct proteins encoded by different genes. The 50-kD protein could
share reactive epitopes with the 35-kD uricase protein but the nucleotide
sequence of the corresponding genes would not have enough identity to be
detected by nucleic acid hybridization experiments. This possibility was
explored by using lower stringent hybridization and washing conditions in
the Southern and northern experiments. No differences from the results

presented were found (data not shown).
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Extracts from seedling cotyledons containing only the 50-kD
polypeptide had urate oxidase activity (Fig. 8), suggesting that the
immunologically-related protein has uricase activity. Uricase specific
activity was maintained in bean cotyledons during all the stages of bean
seedling development (from dry seeds to 10 d after imbibition)(Fig. 8).
Further, we could also detect a higher uricase specific activity in roots and
hypocotyls from 4 d bean seedlings (Table I), where both polypeptides are
present. In contrast, Tajima et al. (1991) reported the presence of uricase
activity in cotyledons from soybean seedlings, but this activity decreased S
d after imbibition. Additionally, they reported lower uricase levels in
developing soybean hypocotyls, which disappeared rapidly 2 d after
imbibition.

The 35-kD uricase II polypeptide is present in the dry seed and
remains in the cotyledon 12 h and 1 d after imbibition (Fig. SA), although
uricase II mRNA is not present at these stages of development (see Fig.
4A). It is likely that the uricase II protein that participates in ureide
biosynthesis during the seed-filling period, but not its mRNA, is
maintained in the cotyledon during desiccation and early germination. The
detection of the uricase II transcript coincides with the progressive
disappearance of the 35-kD protein and the accumulation of the 50-kD
polypeptide, further supporting the hypothesis that the 35-kD protein
translated from its mRNA is modified to the 50-kD polypeptide. We are
continuing with these investigations.

Uricase II transcripts have been localized by in siru hybridization in
the non-infected cells of the central tissue of bean nodules (Taté et al.,
1994; Papadopoulou et al., 1995). However, we have also detected uricase
mRNA in the vascular tissue that traverses the nodule as well as in nodule
parenchyma cells (Fig. 9G), confirming the results of Vaughun and Stegink
(1987) who found uricase II in cells of the vascular parenchyma of
effective nodules. In this work we have extended these localization studies
to developing bean roots, 4 d after imbibition. Here, the signal for uricase
II transcript was primarily detected in the metaxylem-parenchyma cells
that surround the large xylem vessels (Fig. 9A, 9C), and in the phloem
fibers (Fig. 9A, 9D). Electron microscopy showed that the phloem fibers
from young roots appear to contain a living cytoplasm, as so do the
parenchyma cells in which the uricase Il signal is also detected (Fig. 9E,
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9F). The metaxylem-parenchyma cells are considered to be active in the
transport of solutes, because they contain abundant mitochondria and
endoplasmic reticulum (Chonan et al, 1981). Uricase II likely synthesizes
ureides in the metaxylem-parenchyma cells and transports them to the
xylem vessels through the abundant plasmodesmata that interconnect both
cell types. The ureides would be distributed from the

xylem vessels to the whole plant. The presence of uricase II in the phloem
fibers however, is not easily explained. These cells serve mainly as support
and have a very thick cell wall. Sakurai et al (1996) detected cytosolic
glutamine synthetase (GS1; EC 6.3.1.2) in the phloem fibers and xylem
parenchyma cells from non-green leaves of developing rice plants. They
proposed that this enzyme might participate in the assimilation of NH4+
derived from the phenylalanine ammonia-lyase (PAL; EC 4.3.1.5) reaction,
the key enzyme for biosynthesis of lignin polymers in the cell wall. The
NH4+ assimilated by the GS may be incorporated, as in nodules, to the
synthesis of purines and their conversion into ureides, with the
subsequent participation of the uricase [I enzyme. Experiments are in
progress to localize uricase II mRNA in cotyledons and hypocotyls from

bean seedlings.

ACKNOWLEDGMENTS

We are greatly indebted to Dr. José M. Colmenero, Dr. Manuel Pineda
and Dra. Shirley Gil for helpful discussions, and to Drs. M. Lara, M. Rocha, A.
Covarrubias, and M. Soberén, for critical reading of the manuscript. We also
thank A. Pichardo and S. Trujillo for photograph assistance, and L. Lépez for
technical assistance with the microscopy. This work was supported by grants
from DGAPA-UNAM IN 300993 and USAID 12367.

Received: 5/14/97
Accepted:

60



LITERATURE CITED

Pate JS (1980) Evidence for a purine pathway of ureide

Atkins CA, Rainbird RM,
unguiculata(L) Walpl. Z Pflanzen

synthesis in N-fixing nodules of cowpea [Vigna
Physiol 97: 249-260

Bairoch A (1991) The SWISS-PROT protein sequence data bank. Nucleic Acid Res
(suppl.)19: 2241-2246

Verma DPS (1983) Nodulin-35: a subunit of specific

Bergmann H, Preddie E,
the uninfected cells of soybean nodules.

uricase (uricase II) induced and localized in
EMBO J 2: 2333-2339

Bradford MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantization of
micrograms quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal

Biochem 72: 248-254

Vazquez M, Ortega JL, Enriquez C, Sinchez F (1987)

Campos F, Padilla J,
in Phaseolus vulgaris. Plant Mol Biol 9: 521-532

Expression of nodule-specific genes

Kawahara - H, Matsuda T (1981) Ultrastructure of the large

Chonan N, Kaneko M,
323-331

vascular bundles in the leaves of rice plants. Jpn J Crop Sci 50:

Cleveland DW, Fisher SG, Kirschner MW, Laemmli UK (1977) Peptide mapping
by limited proteolysis in sodium dodecyl sulfate and analysis by gel electrophoresis. J

Biol Chem 282: 1102-1106

Bell JA, Webb MA (1994) Immunocytochemical

Damsz B, Dannenhoffer JM,
Plant Cell Physiol 35: 979-982

localization of uricase in soybean cotyledons.

de Vries S, Hoge H, Bisseling T (1988) Isolation of total polysomal RNA from

plant tissues. Plant Mol Biol Manual 6: 1-13
Fujihara S, Yamaguchi M (1980) Niwogen fixation and allantoin formation in
soybean plants. Agric Biol Chemn 44: 2569-2573.

NE, Schubert KR (1981). Localization of enzymes of ureide

Hanks JF, Tolbert
Plant Physiol 68: 65-69

biosynthesis in peroxisomes and microsoms of nodules.

Kim HB, Ann CS (1993) Nucleotide sequences and expression of cDNA clones
encoding uricase Il in Canavalia lineara. Korean J Biol 36: 415-423

Kouchi H, Tsukamoto M, Tajima S (1989) Differential expression of nodule-
specific (nodulin) genes in the infected, uninfected and cortical cells of soybean
(Glycine max) root nodules. J Plant Physiol 135: 608-617

Laemmili UK (1970) Cieavage of structural
of bacteriophage T4. Nature 227: 680-685

proteins during the assembly of the head
in soybean

Larsen K, Jochimsem BU (1986) Expression of nodule-specific uricase

61



callus tissue is regulated by oxygen. EMBO J §: 15-19

Verma DPS (1993) Expression of antisense nodulin-35
nodules retards peroxisome development

Plant J 3: 599-606
protein (Nodulin-35) from

Lee N, Stein B, Suzuki H,

RNA in Vigna aconitifolia transgenic root

and affects nitrogen availability to the plants.

RP, Verma DPS (1979) A nodule specific plant

Science 208: 190-192

Lucas K, Boland MJ, Schubert KR (1983) Uricase from soybean root nodules:

purification, propierties and comparison with the enzyme from cowpea. Arch

Biochem Biophys 226: 190-197.

Maniatis T, Fritsch EF, Sambrook J (1982) Molecular cloning. A laboratory
Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor, NY.

Yamamoto Y (1977) Distribution and change in the
in developing nodulating and non-nodulating

Legocki
soybean.

manual.

Matsumoto T, Yatazawa M,
contents of allantoin and allantoic acid
plants. Plant Cell Physiol 18: 353-359
McKhann HI, Hirsch AM (1993) In siru localization of specific mRNAs in plant
tissues. In BR Glick, JE Thompson, eds, Methods in Plant Molecular Biology and
Biotechnology, - CRC preéss, Inc, pp 179-205

staining techniques. Methods Enzymol

Ichiyama A (1994) Urate oxidase is
SKL motif of proteins. Eur J

Merril CR (1990) Gel 182: 477-488

Miura S, Oda T, Funai T, Ito M, Okada Y,
imported into peroxisomes recognizing the C-terminal

Biochem 223: 141-146
Mothes K. (1961) The metabolism of urea and ureides. Can J Bot 39: 1785-1807

Goto S (1989) Cloning of rabbit uricase cDNA reveals a conserved
tripeptide in three species. Biochim Biophys Acta 1008: 116-118

Bisseling T (1995)

Motojima K,
carboxy-terminal
Mylona P, Pawlowski K, Symbiotic nitrogen fixation. Plant

Cell 7: 869-885

Nguyen T, Zelechowska M, Foster V, Bergmann H,
Primary structure of the soybean nodulin-35 gene encoding uricase II
the peroxisomes of uninfected cells of nodules. Proc Natl Acad Sci USA 82: 5040-5044

Verma DPS (1985)
localized in

Padilla JE, Miranda J and Sidnchez F (1991) Nodulin regulation in common bean
induced by bacterial mutants. Mol Plant Microbe Inter 4: 433-439

nodules
Papadopoulou K, Roussis A, Kuin H, Katinakis P (1995) Expression pattern of
uricase II gene during root nodule development in Phaseolus vulgaris. Experientia
S1: 90-94.

Woo KC (1980). Nitrogen nutrition

White ST, Rainbird WR,
Plant Physiol

Pate JS, Atkins CA,
of nitrogen in ureide-producing grain legumes.

and xylem transport



65: 961-965.

Polayes DA, Schubert KR (1984) Purine synthesis and catabolism in soybean
seedlings. Plant Physiol 75: 1104-1110

Rainbird RM, Atkins CA (1981) Purification and some properties of urate oxidase
from nitrogen-fixing nodules of cowpea. Biochimica et Biophysica Acta 659: 132-140

Reynolds PHS, Boland MJ, Blevins DG, Randail DD, Schubert KR (1982)
Ureide biogenesis in leguminous plants. TIBS 7: 366-368

Sakurai N, Hayakawa T, Nakamura T, Yamaya T (1996) Changes in the cellular
localization of cytosolic glutamine synthetase protein in vascular bundles of rice
leaves at various stages of development. Planta 200: 306-311

Sanchez F, Campos F, Padilla J, Bonneville JM, Enriquez C, Caput D (1987)
Purification, cDNA cloning and developmental expression of the nodule-specific
uricase from Phaseolus vulgaris L. Negro Jamapa. Plant Physiol 84: 1143-1147

Sidanchez F, Padilla JE, Pérez H, Lara M (1991) Control of nodulin gene in root-
nodule development and metabolism. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 42: S07-
528

Sanger F, Nicklen S, Coulson AR (1977) DNA sequencing with chain terminatin‘g
inhibitors. Proc Natl Acad Sci USA 74: 5463-5467

Schubert KR (1986) Products of biological nitrogen fixation in higher plants:
synthesis, transport and metabolism. Ann Rev Plant Physiol 37: 539-574

Schubert KR and Boland MJ (1990) The ureides. In The biochemistry of plants.
Academic Press, Inc, pp 197-282.

Tajima S, Ito H, Tanaka K, Nanakado T, Sugimoto A, Kouchi H, Okazaki K
(1991) Soybean cotyledons contain a uricase that cross-reacts with antibodies raised
against the nodule uricase (Nod-35). Plant Cell Physiol 32: 1307-1311

Tajima S, Kanazawa T, Takeuchi E, Yamamoto Y (1985) Characteristics of a
urate-degrading diamine oxidase-peroxidase enzyme system in soybean radicles. Plant
Cell Physiol 26: 787-795

Tajima S, Kato N, Yamamoto Y (1983) Cadaverine is involved in urate degrading
activity (uricase activity) in soybean radicles. Plant Cell Physiol 24: 247-253

Tajima S, TanakaK, Takane K, Sugimoto A, Okazaki K, Kouchi H (1993)
Soybean nodule uricase gene (nodulin-35) is expressed in cotyledons during seed
development and early germination. In R Palacios, J Mora, WE Newton, eds, New
Horizonts in Nitrogen Fixation. Kluwer, Dordretch, The Netherlands, p373.

Takane K, Tanaka K, Tajima S, Okazaki K, Kouchi H (1997) Expression of a

gene for uricase I1 (nodulin-35) in cotyledons of soybean plants. Plant Cell Physiol
38: 149-154

63



Taté R, Patriarca EJ, Riccio A, Defez R, Laccarino M (1994) Development of
Phaseolus vulgaris root nodules. Mol Plant Microbe Inter 7: S582-589

Thomas RS, Schrader RE (1981) Ureide metabolism in higher plants.
Phytochemistry 20: 361-371.

Van den Bosch KA (1992) Biochemistry of peroxiso'mes. ‘Ann Rev Biochem 61: 157-
197 ’ )

Van den Bosch KA, Newcomb EH (1986) Immunogold localization of nodule-
specific uricase in developing soybean root nodules. Planta 167: 425-436.

Van de Wiel C, Scheres B, Franssen H, Van Lierop MJ), Van Lammeren A,
Van Kammen A, Bisseling T (1990) The early nodulin transcript ENOD2 is located
in the nodule parenchyma (inner cortex) of pea and soybean root nodules. EMBO J 9:
1-7

Vaughun KC, Stegink SJ (1987). Peroxisomes of soybean, Glycine max, rootnodule
vascular parenchyma cells contain a nodule-specific urate oxidase. Physiol Plant 71:
251-256

Verma DPS, Hu CA and Zhang M (1992) Root nodule development: origin, function
and regulation of nodulin genes. Physiol Plant 85: 253-26S5.

Wallrath LL, Burnectt JB, Friedman TB (1990) Molecular characterization of the
Drosophila melanogaster urate oxidase gene, an ecdysone-repressible gene expressed
only in the Malpighian tubules. Mol Cell Biol 10: 5114-5127.

Wu XW, Lee CC, Muzny D M, Caskey CT (1989) Urate oxidase: structure and
evolutionary implications. Proc Natl Acad Sci USA 86: 9412-9416

64



Table |. Uricase specific activity from different plant organs

Plant organ Uricase specific activity

(U/ mg prot)a

Bean cotyledons 4-d-old 3.74 +0.40
Bean roots 4-d-old 15.40 = 0.84
Bean hypocotyls 4-d-old 13.33 = 1.61
Bean nodules 21-d-old 1790 + 380
Maize cotyledons 4-d-old 0.00

a Units (U) of uricase activity are in nmol of oxidized uric acid - min-1 under

the conditions of the reaction.
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FIGURE LEGENDS

1 (A) Restriction map of the uricase II cDNA clone. T7 and T3
promoters, from which transcripts for thein sire hybridization experiments
are initiated, are indicated. (B) Alignment of the deduced amino acid
sequences from bean, soybean and cowpea uricase II. Arrowheads indicate
the His and Phe amino acid residues proposed by Wu et al.,, (1989) as the
copper-binding site of the protein. The two conserved motifs of unknown
function are indicated with open boxes above the sequence. The SKL motif
for protein import into peroxisomes is underlined.

Figure

Figure 2. Southern blot analysis of P. vulgaris DNA restricted with EcoRI
(ED, EcoRV (EV), HindIll (H) and Xbal (X) restriction enzymes. Twenty-five
ng of each restricted DNA were loaded per lane. The blot was probed with
a EcoRI-NotI fragment from pSKuri clone (see Fig. 1A). Molecular mass

markers are indicated.

Figure 3. Expression of uricase II gene in different organs of adult plants.
Total RNA (25 ug) from roots, stems, leaves and 21-d-old nodules was
analyzed by northern blot analysis using the uricase II cDNA as a probe. In
to verify that equal amounts of RNA were loaded, the gels were

order
ethidium bromide and the filters were also hybridized with a

stained with
28S rRNA probe.

4 Expression of uricase II gene during bean seed germination and
seedling establishment. Northern blot analysis of total RNA from (A)
cotyledons; (B) roots; (C) hypocotyls. Twenty-five pug of total RNA were
loaded per lane. Uricase II cDNA was used as a probe in all experiments.
The gels were stained with ethidium bromide and the filters were also
hybridized with a 28S rRNA probe. The experiments were performed two
times with identical results. The mRNA levels were quantified using the 1-
D Analysis Program from Bio-Image Products (Millipore). h, hours after

imbibition; d, days after imbibition.

Figure

Figure S Expression of uricase II protein during bean seed germination
and seedling establishment. Immunodetection of uricase II protein in (A)
cotyledons; (B) roots; (C) hypocotyls. All experiments have a protein
sample from 21-d-old nodules as a control. Crude extracts of proteins (20

74



pg per lane, except for nodule extract, 2 pg) were analyzed by SDS-PAGE
and immunoblotting with anti-uricase (1:1000) and anti-rabbit coupled to
horseradish peroxidase (Amersham) (1:5000) antibodies. The exposure
time in A was longer than in B and C. Molecular mass standards are

indicated.

Figure 6. Detection of uricase II protein in hypocotyls, roots and
cotyledons of Leucaena leucocephala. Crude extracts of proteins (20 pug per
lane, except for nodule extract, 2 pug) were analyzed by SDS-PAGE and
immunoblotting with anti-uricase (1:1000) and anti-rabbit horseradish-
peroxidase (1:5000) antibodies. Seedling organ extracts from Zea mays 4 d
after imbibition were also included. Molecular mass standards are

indicated.

Figure 7. Immunoblot analysis of peptides generated from the 35- and
50-kD proteins by V8 hydrolysis. The two bands that cross-reacted with
the anti-uricase antibody were digested in the gel with V8 protease,
loaded in SDS-PAGE and immunodetected with anti-uricase (1:1000) and
anti-rabbit-AP (Boehringer Mannheim) (1:5000) antibodies. Arrows
indicate the resulting peptides. Molecular mass standards are indicated.

Figure 8. Uricase-specific activity in the cotyledons of developing bean
seedlings. Five mM uric acid (@) or no uric acid (A) were used in the
reactions as substrate. Each value is the mean of three experiments =#* SD.
Each experiment included triplicate samples. Units of uricase activity are in
nmol of oxidized uric acid -min-1 under the conditions of the reaction.

Figure 9. Localization of uricase II transcripts in 4-d-post imbibition roots
of P. vulgaris seedlings by in situ hybridization. Tissues were fixed,
embedded in paraffin, cut into 7 um sections and hybridized with DIG-
labeled sense and antisense probes. Anti-DIG-AP (Bochringer Mannheim)
(1:2500) and the substrates NBT and BCIP were used to detect
hybridization. Photographs were taken with 16X, 40X and 100X objectives.
Bars represent 10 pm (1 um for electron microscopy photographs).

(A, C, D) Root cross-sections hybridized with antisense uricase II RNA; (B)
Root cross-sections hybridized with sense uricase II RNA: (E, F) Electron
micrographs showing the metaxylem-parenchyma cells (E) and the phloem
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fibers (F) of the vascular tissue from 4-d-post imbibition bean roots.
Symbols: f, phloem fibers; pp, pith parenchyma; xp, metaxylem-
parenchyma cells; xv, metaxylem vessels.

(G) Nodule cross-sections hybridized with antisense uricase II RNA. (H)
Nodiule cross-sections hybridized with sense uricase II RNA. Symbols: c,
cortex; i, infected cells; ni, non-infected cells; v, vascular tissue; vp,
vascular parenchyma.
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RESULTADOS ANEXOS Y DISCUSION
o rime t

Los experimentos de hibridacién in situ llevados a cabo en las raices
de plantulas de frijol, revelaron que uricasa Il se expresa especificamente
en el tejido vascular (ver articulo). Por otro lado, experimentos de northern
y western blot publicados en ese mismo trabajo, revelaron que el ARNm y
la proteina de wuricasa II estdn también presentes en cotiledones e
hipocotilos de la pldantula en desarrollo. Por ello, decidimos investigar
mediante experimentos de hibridacién in situ la localizacién del transcrito
de uricasa II en estos organos. Nuestra inquietud nos llevé también a
investigar la localizacién de la proteina de uricasa II en las raices,
cotiledones e hipocotilos de la pliantula de frijol, mediante

inmunolocalizacién.

Localizacién del
de plantulas de frijol.

Para llevar a cabo Jlos experimentos de hibridacién én situ se
emplearon cotiledones e hipocotilos de pldntulas de frijol de 4 ddi (dias
después de la imbibicién). La metodologia empleada esta detallada en los

materiales y métodos.

En cotiledones de frijol 4 ddi, se pueden distinguir dos tipos de
células que parecen estar en estados metabdélicos distintos: unas células con
abundantes amiloplastos y otras con los amiloplastos ya digeridos y un
citoplasma mds extendido. El transcrito de uricasa II se localiza
preferentcmente cn ¢l citoplasma de las células con amiloplastos digeridos
(Figs. 1A y 1B). Los controles negativos hibridados con el ARNm sentido no

mostraron ninguna sefial. (Figs. 1C y 1D).

En los hipocotilos en desarrollo, el transcrito de uricasa Il se localiza
en las células parenquimaiticas que rodean a los vasos del xilema (Figs. 2A
y 2B), no presentindose sefial en los controles hibridados con el ARNmMm

sentido (Figs. 2C y 2D).
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RESULTADOS ANEXOS Y DISCUSION
. Primera parte

Los experimentos de hibridacién

in situ llevados a cabo en las raices
de plantulas de frijol,

revelaron que uricasa Il se expresa especificamente
en el tejido vascular (ver articulo). Por otro lado, experimentos de northern

y western blot publicados en ese mismo trabajo, revelaron que el ARNm y
la protefna de wuricasa II estdn también presentes en cotiledones e
hipocotilos de la pldantula en desarrollo. Por ello, decidimos investigar
mediante experimentos de hibridaciéon in siru la localizacién del transcrito

de uricasa II en estos 6rganos. Nuestra ingquietud nos llevé también a
investigar la localizacion de la proteina de

uricasa II en las raices,
cotiledones e  hipocotilos de la pldantula de frijol, mediante
inmunolocalizacién.
Localizacién del ARNm de wuricasa II en cotiledones ¢ hipocoetilos
de plantulas de frijol.

Para llevar a cabo los experimentos de hibridacién in situ se
emplearon cotiledones e hipocotilos de plantulas de frijol de 4 ddi (dias

después de la imbibicién). La metodologia empleada estd detallada en los
materiales y métodos.

En cotiledones de frijol 4 ddi, se pueden distinguir dos tipos de
células que parecen estar en estados metabdlicos distintos: unas células con
abundantes amiloplastos y otras con los amiloplastos ya digeridos y un
citoplasma mdas  extendido. El transcrito de uricasa II se localiza
preferentemente en ¢l citoplasma de las células con amiloplastos digeridos
(Figs.

1A y 1B). Los controles negativos hibridados con el ARNm sentido no
mostraron ninguna sefal. (Figs. 1C y 1D).

En los hipocotilos en desarrollo, el transcrito de uricasa II se localiza

en las células parenquimaiticas que rodean a los vasos del xilema (Figs. 2A
y 2B), no presentandose sefial cn los controles hibridados con el ARNm
sentido (Figs. 2C y 2D).
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Fig 1: Localizacién de! ARNm de uricasa II en cotiledones de frijol de 4 ddi
hibridacién in situ. Rebanadas de cotiledén hibridadas con ARN antisentido (A, B):

ARNmMm sentido (C, D). Las fotos fueron lomndns en un. mlcroscoplo Zems con Obje[lvos i
de 16X y 40X. Simbolos: a, amiloplastos.

mediante






Fig 2. Localizacién del ARNm de uricasa I en  hipocotilos de  frijol
hibridacién in siti.. Rebanadas transversales de hipocatilos hibridadas
as fotos fuecron tomadas en
Simbolos: c, cortex: f. floecma: m. mdédula:

de 34 ddi mediante
con  ARN antisentido
UNn. mMicroscopio Zeiss con objetivos
P, parénquima del Xilema. x. vasos del

(A, B):; ARNm sentido (C, D). L
de 16X y 40Xx.
xilema;

o
ESTA YESIC NO  DEBE ’
SALIR p: 1A BIBLIGTECS




Inmunodeteccién de uricasa | § en raices, cotiledones
hipocotilos de plantulas de frijol

Para conocer la localizacién de la proteina uricasa Il en las pldantulas
de frijol en desarrollo, llevamos a cabo experimentos de inmunolocalizacién
en raices, cotiledones e hipocotilos de pliantulas de 4ddi, usando el
anticuerpo policlonal anti-uricasa y el anticuerpo comercial anti-conejo-AP,
como se detalla en materiales y métodos.

En los cotiledones de la pldantula, uricasa Il se localiza en el mismo
tipo celular que el transcrito, es decir, en las células del cotiledén donde ya
se ha llevado a cabo el proceso de digestién metabdlica de las reservas (Fig.
3A). El control negativo incubado con el suero preinmune de conejo, no
presenté ninguna seiial (Fig. 3B).

En la raiz de plantulas de frijol, uricasa II se localiza en los haces
vasculares, presentando la misma distribucién que el transcrito: uricasa II
se localiza en las células  parenquimiticas del xilema (Figs. 4A y 4D) y en
las fibras del floema (Figs. 4A y 4B). Los cortes de raiz incubados con el
suero preinmune de conejo no presentaron ninguna sefial (Fig. 4C).

En el hipocotilo, el patrén de distribucion de la proteina coincide
también con el del transcrito, localizindose uricasa II en las células
parenquimadticas del xilema (Fig. 5A). La incubacién de cortes de hipocotilo
con suero preinmune de conejo no origind ninguna seiial (Fig. 5B).

Con estos resultados podemos concluir que los cotiledones, raices e
hipocotilos de la plintula de frijol en desarrollo contienen uricasa II y que,
por tanto, son capaces de sintetizar ureidos. Como hemos discutido en el
articulo, durante el establecimiento de la plintula se produce una gran
movilizacién de reservas desde el cotiledén hasta la pldntula en
crecimiento. En los cotiledones de la plantula de frijol, uricasa Il podria
estar participando en la movilizacién de compuestos nitrogenados en forma
de ureidos. En la raiz y el hipocotilo de la pldiantula en desarrollo, uricasa II
podria sintetizar ureidos en las células parenquimdticas del xilema. Estos
ureidos serian transportados a través de plasmodesmos hacia los vasos del
xilema contiguos, y de ahi serian distribuidos al resto de la planta. Por
iltimo, la presencia de uricasa II en las fibras del floema podria responder
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a un proceso detoxificador del NH4+ que se produce durante la activa
sintesis de lignina que tiene lugar en este tipo celular, dentro del programa
de engrosamiento de sus paredes celulares. Una explicacién mas
interesante, sin embargo, aunque sin fundamenos bioquimicos ni
moleculares atin, puede relacionar a la proteina de S50-kD con un proceso
de apoptosis. Se ha reportado que la produccién de H,0O: como componente
del “burst” oxidativo que tiene lugar en las células vegetales durante la
infeccién por patégenos, funciona como disparador local de la muerte
celular programada (Levine et al., 1994, 1996). La apoptosis es, por tanto,
un proceso esencial para la supervivencia y el desarrollo de las plantas, y
participa, por ejemplo, durante la formacién de las flores, los 6vulos y el
tejido vascular (Greenberg, 1996). Durante la diferenciacién y maduracién
del xilema y floema de las plantas se lleva a cabo un proceso de autolisis
celular. Si las sefiales oxidativas indujeran la muerte celular programada
en plantas, como lo hacen en animales (Hockenberryet al., 1993), e¢l H.O,
producido durante la reaccién de uricasa II (ver introduccién de la tesis)
podria participar en la muerte celular programada de las fibras del floema.
Nuestra hipétesis es, pues, que la proteina.  de 50-kD relacionada con
uricasa podria tener un papel relacionado con apoptosis durante el
desarrollo de la pldntula. De esta forma se explicaria su presencia en
cotiledones senescentes (la senescencia tiene también asociada un
programa de muerte celular programada) y en las células del xilema y
floema de 1las raices e hipocotilos de frijol que estin madurando y
perdiendo sus citoplasmas.

i Uricasa Il es una proteina peroxisomal y sin embargo, la sefial de
inmunolocalizacién parece detectarse en el citoplasma celular. La
explicacién a esta aparente incongruencia es que, por un lado, el método de
deteccién empleado no permite una mayor resolucién y, por tanto, no
podemos localizar la proteina a nivel subcelular. Por otro lado, somos
conscientes de que el anticuerpo anti-uricasa probablemente esta
detectando el péptido de 35- y el de 50-kD en sus formas nativas. Quizi la
proteina de 50-kD no se dirija al peroxisoma y la estemos detectando en el
citoplasma de 1la célula. En cualquier caso, los experimentos de
inmunolocalizacién confirman la expresiéon especifica de uricasa II en esos
tipos celulares.

Con estos estudios se completan y se apoyan los resultados
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publicados en el articulo: uricasa II como forma tetramérica de la proteina
de 35-kD podria desempeiiar un papel en la movilizacién de reservas del
cotiledén hacia la raiz y la parte aérea de la pldantula en desarrollo, y en el
mantenimiento de los niveles de ureidos de la pliantula y la planta adulta.
Por otro lado, la proteina de 50-kD podria ser una forma modificada de
uricasa que no se importara al peroxisoma y que pudiera desempefiar en el
citoplasma de 1la célula una funcién detoxificadora de NH,+ (en
concordancia con papel detoxificador que desempefia esta enzima en
Drosophila y en mamiferos), o una funcién de desarrollo relacionada con
apoptosis. Consecuentemente se localiza en las células senescentes del
cotiledén y en las células que van a perder su citoplasma dentro de un
programa de desarrollo de los haces vasculares.
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uricasa Il en cotiledones dc pldntulas de frijol
anti-uricasa (1:100);

el sucro preinmune. Las fotos fueron
40X. Simbolos: a. amiloplastos.

Fig 3: Inmunolocalizacién de
ddi. (A) rebanadas de cotiledén incubadas con el anticuerpo

(B) rebanadas de cotiledén incubadas con
tomadas en un microscopio Zeiss con objetivos de
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Fig 4: Inmunolocalizacién de uricasa II en rafces de frijol de 4 ddi. (A, B, D)
rebanadas transversales de rafces hibridadas con ARN antisentido; (C) ARNm sentido.
Las fotos fueron tomadas en un microscopio Zeiss con objetivos de 40X y 100X.
Sfmbolos: ¢, cortex; f, floema; m, médula; p, parénquima del xilema; x, vasos del
xilema; .
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Fig 35: Inmunolocalizacién de wuricasa II en hipocotilos de frijol de 4 ddi. (A)
rebanadas transversales de hipocotolos hibridadas con ARN antisentido; (B) ARNm
sentido. Las fotos fueron tomadas en un microscopio Zeiss con objetivos de 40X.
Simbolos: ¢, cortex; f, floema; m, médula; p, parénquima del! xilema; x, vasos del
xilema; .
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. Segunda parte

El genoma de frijol contiene una séla copia del gen de uricasa II.
Como hemos visto, la expresién de este gen esti regulada a distintos
niveles: desarrollo, simbiosis, o6rgano-, tejido-, célula- y organelo-
especificidad. Este patrén de expresién tan interesante nos llevé a estudiar
la regulacién del gen de uricasa II a nivel molecular analizando su regién 5’
regulatoria. Decidimos llevar a cabo estos estudios de regulacién en cis
siguiendo dos estrategias distintas y complementarias: ’

A. Estudios de expresion estable, mediante la obtencién de plantas
transgénicas de Lorus corniculatus. Debido a que no se cuenta con un
sistemna eficiente de transformacién para frijol, elegimos como modelo para
hacer los estudios de expresion estable a la planta Lorus corniculatus,
leguminosa que presenta varias ventajas: 1. Existe un método de
transformacién bien establecido para Lortus corniculatus. 2. Es una planta
leguminosa que forma nédulos determinados al igual que frijol. 3. Lotus
trasporta como forma nitrogenada preferencialmente amidas. Esto nos
permite eliminar problemas de competencia entre los promotores por la
maquinaria de transcripcién que podrian enmascarar los resultados de
actividad del promotor de uricasa II que introducimos. 4. Las senales que
controlan la expresién de nodulinas ecstin conservadas en  distintas
leguminosas, incluso entre aquellas que tienen nédulos determinados e
indeterminados. '

B. Estudios de expresién transitoria, mediante la electroporacién de
protoplastos de células no infectadas de frijol, debido a que es en este tipo
celular en donde se obtienen los maximos niveles de expresiéon del gen de
uricasa [I. Para ello, pusimos a punto un sistema de obtencién dec
protoplastos de células de nddulo, basdndonos en la difercncia de tamaio
que existe entre las células infectadas y no infectadas (Ver Materiales y
Métodos).

Los pasos realizados para llevar a cabo estos cstudios fueron:
1. Aislamiento de la clona genémica de uricasa II.

2. Secuenciacién del promotor de uricasa Il
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3. Construccién de herramientas
regulacién en cis:

3.1. Construccién del gen quimérico (Promotor de uricasa II: GUS:
nos) dentro de dos vectores de transformacién de plantas: pBI121, para
hacer estudios de expresién estable en plantas transgénicas de Lorus
corniculatus; pBl426, para hacer estudios de expresién transitoria en
protoplastos de células no infectadas de ndédulos de frijol.

3.1.1. Localizacién del sitio de inicio de la transcripcién (+1).
3.1.2. Amplificacién por PCR del promotor de uricasa II.
3.1.3. Clonacién del promotor en los vectores pBI121 y pBI426.

3.2. Construcién de un sistema de deleciones 5° de 1la regién
promotora de uricasa Il y fusién de estas deleciones al gen reportero GUS
dentro de los dos vectores de transformacién vegetal, pBl121 y pBI426.

moleculares para hacer estudios de

4. Estudios de regulacién en cis.
4.1. Obtencién de plantas
mediante infeccién mediada por Agrobacrerium rhizogenes.

4.2. Electroporacién de protoplastos de células no infectadas de
nédulos de frijol.

transgénicas de Lotus corniculatus,

A continuacién se detallan cada uno de estos pasos. El objetivo idltimo
de realizar los estudios de regulacién en cis no se llevé a su término debido
a que, por la complejidad de los sistemas elegidos

se encontraron muchas
dificultades experimentales.

A pesar de que se obtuvieron plantas
transgénicas de Lotrtus los resultados no fueron concluyentes, pues no se

obtuvo un nimero suficiente de plantas y no se analizaron todas las
construcciones. Por owtro lado, a pesar de que se puso a punto el método de
obtencién de protoplastos de células no infectadas de nédulos de frijol, no
se¢ obtuvicron resultados de transformaciéon de los mismos, aunqgue se
probaron muchas condiciones distintas. A pesar de ello, se detallan las
estrategias de obtencion de transgénicas y de protoplastos en el apartado
de Materiales y métodos y se proponen métodos alternativos

para la
realizacién de estos estudios en el apartado de Perspectivas.
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1. Aislamiento de la clona genémica de uricasa II

Para llevar a cabo los estudios de regulacion en cis del gen de
uricasa II, el primer paso a dar fue el aislamiento de la clona genémica de
uricasa II. Para ello, utilizamos una genoteca de frijol en el vector
A-EMBL3A, y usamos como sonda el fragmento EcoRI-Notl de la regién 5’
del cDNA de uricasa II. De este modo, aislamos la clona genémica de wuricasa
II, A—urig (Fig. 6). Las regiones 5’ (fragmento EcoRI-Notl) y 3’ (fragmento
HindIII-XhoI) del cDNA de uricasa Il se usaron para hacer hibridaciones
independientes sobre el ADN del fago A-urig digerido con varias enzimas
de restriccién (Figs. 7A y 7B). De este modo se obtuvo un mapa de
restriccién parcial de la clona genémica y se pudo determinar un
fragmento de 2 Kb Sall/EcoRV correspondiente a la zona 5° del gen de
uricasa II. El fragmento de 2 Kb se subcloné en un vector mas manejable,
el plismido pKS+, dando lugar a la construcién pPuri.2. Se realizé un mapa
de restriccién parcial de la clona (Fig 6).

2. Secuenciaciéon del promotor de uricasa 1II

Conociendo la secuencia del cDNA de uricasa Il (Fig. 8)(Capote-
Mainez and Sanchez, 1997), se diseiié un oligonucleétido homélogo a la
region de inicio de la traduccién del gen de uricasa II ATG (5
CGCCATCTTTTCGGAATA 3°), que se usd para secuenciar rio arriba la regién
correspondiente al promotor de uricasa II. También se usaron como
primers los oligonucleétidos homélogos al plismido pKS+, universal (UNI) y
reverso (REV) (ver Fig. 6). Como ADN molde se usaron las clonas pPuri.2 y
las deleciones 5° del promotor (ver después). Comparando la secuencia del
promotor con la de genes de nodulinas y no nodulinas de plantas
encontramos algunos motivos conservados que podrian funcionar como
cajas de regulacién de la transcripcidon (Fig 9):

a. la caja TATA, una secuencia corta, situada cerca del inicio de la
transcripcién (44 pb en el caso del promotor de uricasa II) nesesaria para
la transcripcién que es reconocida por el factor TBP (TATA-binding
protein) en los promotores de genes cucariotas.

b. tres motivos AAAGAT (-90, -629 y -926) y cuatro motivos CTCTT
(-16, -239, -308 y -688) pertenccientes al elemento especifico de ndédulo
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OSE (Organ Specific Element) tipico de promotores de nodulinas tardias
como Npv30 de frijol (Campos et al.,, 1995), N23 y [/bc3 de soya (Jorgensen
et al., 1988; Stougaard et al., 1990; de Bruijn et al., 1990). Mutaciones
puntuales en los motivos CTCTT o en ambos CTCTT y AAAGA del OSE hacen
al promotor del gen [bc3 de soya inactivo. Mutaciones puntuales en
AAAGA tiene sélo efectos minimos en los niveles de expresién. Mutaciones
en motivos CTCTT fuera del OSE reducen un 50% la actividad del promotor
(Ramlov et al.,, 1993). No se han encontrado factores que interaccionen en
trans con estos elementos in virro (Jensen et al.,, 1988; Forde et al., 1990).
Sin embargo parece ser que no es el tlnico elemento que controla la
expresién especifica de nédulo, pues el elemento regulador positivo SPE
(Strong Positive Element) del promotor de [/bec3 es capaz de dirigir la
expresiéon nédulo-especifica en ausencia del OSE (Stougaard et al., 1990).

En el promotor del gen Srglb3 de Sesbania rostrata se ha encontrado
un elemento de 78 pb denominado NICE @Oodule Infected Cell
E xpression). Este elemento es esencial y suficiente para. determinar la
expresién nédulo- y célula- (infectada) especifica del gen de
leghemoglobina. Consta de tres motivos: (A)AAAGAT, (TTGT)CTCTT y
CACCC. Los dos primeros motivos que pertenecen al OSE antes mencionado,
son esenciales para la actividad de los promotores Srglb3 y [bc3 de soya
(Szczyglowski et al., 1994). El motivo CACCC esta también presente en la
regién promotora de globina de humanos. Como es de esperar para una
proteina que se expresa exclusivamente en células no infectadas, este
motivo NICE no esti presente en el promotor del gen de uricasa II.

c. una regién rica en A/T (ATRE: AT Rich Element) situada entre las
posiciones -305 y -267 homdéloga al consenso TATTTWAT que se
encuentra en muchos genes de plantas: /bc3 de soya (Jensen et al., 1988; de
Bruijn ct al.,, 1988; Jacobsen et al., 1990), Srglb3 de Sesbunia rostrata (Melz
et al., 1988; de Bruijn et al., 1988), N23 de soya, gln-y de frijol (Forde et al.,
1990), nodulina 30 (N30) de frijol (Campos et al., 1995) y en otros genes
que no son de nodulinas (Forde et al., 1994).

En otros sistemas se han aislado factores nucleares que interaccionan
en rrans con estos elementos ATRE: factores nucleares derivados de
nédulos (PNF-1) y de raices no infectadas (PRF-1), interaccionan con
regiones ricas en A/T del gen gln-y de frijol (Forde et al., 1990); los factores
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NAT2 de nédulos maduros, NATI] de raices y nédulos y LAT1 de hojas
jovenes, interaccionan con regiones ricas en A/T (ATRE-BS1 y ATRE-BS2)
de los promotores de !bc3 y de N23 de soya (Jacobsen et al., 1990). NATI1 y
LAT1 son proteinas homélogas a las proteinas cromosomales del grupo de
alta movilidad, HMG I (High Mobility Group) de humanos, que se
encuentran asociadas con cromatina transcripcionalmente activa (Jacobsen
et al.,, 1990). En el promotor del gen Srgl!b3 de Sesbania rostrata se han
encontado otros elementos ATRE BS2* que interaccionan con factores
especificos de ndédulos, raices y hojas (Metz et al., 1988; de Bruijn et al.,
1988), y otros situados rio arriba y rio abajo de este elemento que parecen
ser elementos de regulacién en cis positivos (de Bruijn et al., 1989; de
Bruijn and Schell, 1992; Welters et al., 1993).

d. dos hipotéticas cajas G situadas en las posiciones -375 y -439
homdéloga al consenso ACGT. Esta region es tipica de promotores de genes
de plantas que responden a una gran variedad de estimulos tales como la
luz (Meier et al, 199S5S), anaerobiosis (McKendree et al., 1992), Acido
cumdrico (Loake et al., 1992) y hormonas como ABA (Shen and Ho, 1995),
etileno (Sessa et al., 1995), auxina (Hong et al., 1995) y metil jasmonato
(Mason et al., 1993). En estos ejemplos mutaciones o deleciones de la caja G
reducen dramiticamente la actividad del promotor o hacen que el
promotor ya no responda a un determinado estimulo. A este elemento
regulatorio se unen en frans una gran variedad de factores agrupados con
el nombre de GBFs (G-box binding factors) que incluyen proteinas con
caracteristicas similares a la familia de factores de transcripcién bZIP
(basic Leucine Zipper). Todos los GBF aislados contienen un dominio rico en
prolina involucrado en la activacién de la transcripcién. La actividad de las
GBFs es regulada por fosforilacién (Harter et al., 1994). Las propiedades
reguladoras de la transcripcién de la caja G dependen del complejo de
proteinas quc sc le unan en 7rans y del contexto donde sc ubiquen dJdentro
del promotor. Se ha demostrado que las secuencias de ADN aledafias a la
caja G influyen sobre las propiedades de este elemento regulatorio
(Williams et al., 1992). -

No todos los factores protcicos que se unen a ADN estin involucrados ..
directamente en el control de la expresién. Por ejemplo, se ha especuladoi:
que el factor NAT2 es un componente de la estructura de la cromatina en
su estado relajado, que podria estar relacionado con el andamiaje nuclear’
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(Stougaard et al., 1990; Jacobsen et al., 1990). Por otro lado, no todos los
elementos que controlan la expresion en cis lo hacen a través de unién a
proteinas, ni actiian de forma aislada: en el promotor de los genes [bc3 y
N23 existe una interdependencia entre distintos elementos de control de
modo que la interaccién entre elementos negativos, positivos y 6rgano-
especificos controlan la expresién del gen (Stougaard et al., 1990).

3. Construccién de herramientas moleculares para hacer estudios

de regulacion en cis

Para determinar si alguna de las cajas detectadas en el promotor de
uricasa II u otras regiones no conocidas eran responsables de la regulacién
de la transcripcién de este gen, decidimos llevar a cabo estudios de
regulacién en cis, a través de la construccién de genes quiméricos y su
transformacién en sistemas vegetales. Los pasos seguidos fueron los
siguientes:

- 3.1. Construccioén de un gen quimérico, fusionando
transcripcionalmente la regién S° regulatoria del gen de wuricasa II
con la regién codificante del gen reportero GUS (B-glucuronidasa) y la
regién terminadora del gen nos (nopalina sintetasa) dentro de dos
vectores de transformacién vegetal:

- pBI121, para hacer estudios de expresién estable en plantas
transgénicas de Lotus corniculatus.

- pBI1426, para hacer estudios de expresién transitoria mediante
electroporacién de células no infectadas de nédulos de frijol.

L 3.2. Construcién de un sistema de deleciones 5° de 1la regién
promotora y fusion de estas deleciones al gen rceportero GUS dentro
de los dos vectores de transformacién vegetal, pBIl121 y pBI426.
Estas construcciones se obtuvieron con el fin de monitorear su
expresién en los dos sistemas elegidos (plantas transgénicas de Lotus
corniculatus y protoplastos de células no infectadas de nédulos de
frijol), y de esta forma obtener informacién sobre el papel que las
regiones deletadas podrian tener en la regulacién de la expresién del
gen de uricasa IL
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A continuacién se detallan los pasos para la construccién de las
herramientas moleculares (apartados 3.1 y 3.2).

3.1. Construccion del gen guimérico (Promotor de uricasa II: GUS:
nos) dentro de vectores de transformacién de plantas.

Para hacer los estudios de regulacién decidimos fusionar
transcripcionalmente la regién 5° regulatoria del gen de uricasa II con el
gen reportero P-glucuronidasa (GUS). Una fusién transcripcional es aquella
en la que la traduccién se inicia a partir del ATG del gen reportero. La
ventaja sobre una fusidn traduccional, en la que la traduccién se inicia a
partir del ATG del gen a estudiar, es que no se necesita secuenciar la
construccion para saber si quedé en fase de lectura.

+1 ATG
[ PROMOTOR | GENREPORTERO | T | fusion transcripcional

+1 ATG
[ PRomOTOR | cenreporTERO | T] fusion traduccional

Por tanto, para hacer la fusién transcripcional (Promotor de uricasa
II: GUS) debiamos eliminar el ATG del gen de uricasa II pero conservar el
sitio de inicio de la transcripcién (+1).

3.1.1. Localizacidén_del sitio de inicio de la transcripcién (+1)

Para llevar a cabo una fusién transcripcional del promotor de uricasa
IT con del gen reportero GUS cra necesario conocer la localizaciédn cxacra
del sitio de inicio de la transcripcién (+1). Para cllo, decidimos llevar a cabo
un experimento de “primer extension’, en el que, tomando como molde
ARN total de nédulo y usando un oligonucleétido marcado radiactivamente
complementario a una porcién del ARN de interés, la transcriptasa reversa
sintetiza una hebra de ADN de cadena simple complementaria al ARN. La
cadena de ADN sintetizada queda marcada radiactivamente y es analizada
en un gel de poliacrilamida para determinar la longitud de la hebra de ADN
que se ha extendido a partir del primer.



El protocolo seguido fue el indicado en Materiales y Métodos. Usando
como molde 50 pg de ARN total de nédulos de frijol de 21 dfas y utilizando
como primer un oligonucle6tido marcado radiactivamente, complementario
al sitio de inicio de la traduccién, ATG (5° CGCCATCITTTTCGGAATA 3°), se
sintetiz6 una hebra de ADN y se analizé6 en un carril de un gel de
poliacrilamida (Fig 10). Este oligonucleé6tido fue el mismo que se diseié
para secuenciar el promotor de uricasa II a partir de la clona pPuri.2 (ver
Fig. 6). Para determinar exactamente el nucle6tido que corresponde al
inicio de la traduccién (1+), la muestra se corri6 junfto a una reaccién de
secuencia del promotor de uricasa Il que se realiz6 usando como molde la
clona pPuri.2 y como primer el mismo oligonucle6tido usado en este
experimento. Como resultado del experimento de ‘“primer extension™ se
obtuvo una séla banda. Debido a que el oligonucledtido disefiado estaba
muy cercano al sitio de inicio de la transcripcién no pudimos leer las 9
bases situadas rio abajo del +1. Sin embargo, fue suficiente para leer la
secuencia del promotor de uricasa II a partir del sitio de inicio de 1la
transcripcién, con lo que pudimos determinar su localizacién exacta. Como
es usual en los promotores de genes eucariotas, el nucleétido A es la
primera base del ARNm de uricasa II. Estd situado a 20 pb del ATG (Fig 9).

3.1.2. Amplificacién mediante PCR del promotor de uricasa [I1

Una vez determinado el sitio de inicio de la transcripcién y conocida
la localizacién del ATG mediante la secuenciacién del cDNA, disefiamos dos
oligonucledtidos para amplificar el promotor de uricasa II mediante un -
experimento de PCR (Fig 11A): un 29-mero complementario al vector pkS,
con una mutacién que creaba el sitio de restriccién HidlII (5°
CTCACTATAGGGAAGCTTGGGTACCGGGC 3’) y un 28-mero complementario a
la regién proximal del promotor de uricasa II, con una mutacién que
creaba el sitio de restricecion BamHI y que dejaba rio abajo el sitio de inicio
de la traduccién (ATG), pero permitia amplificar el sitio de inicio de la

transcripcion (5° CGCCATCTTTTCGGATCCAACACTGTTT 3°). Este experimento
de PCR nos permitié tres cosas:

. a. eliminar el ATG y conservar el +1 para hacer la fusién
transcripcional.
. b. introducir dos sitios de

restriccién HindIII y BamHI en los
oligonucleétidos disefiados de tal modo que el nuevo fragmento
amplificado adqguiera estos sitios que nos iban a facilitar la clonacién.
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. c. obtener grandes cantidades de ADN correspondiente a la regién 5°
regulatoria del gen de uricasa II, que nos iban a facilitar la clonacién
en los vectores elegidos.

El tamaifio del fragmento obtenido fue de 1476 pb, como era esperado (Fig

11B y 11C).

3.1.3. Clonacién del_ promotor de uricasa_en los vectores de transformacién:
pBI121 y pBl426

pBIl21 es un vector derivado del plismido pBIN19 diseiiado para
que, una vez introducido en Agrobacterium, la bacteria sea capaz de
transferir el ADN contenido entre los bordes del ADN-T al genoma de la
planta que infecta. El vector pBIl121 contiene dentro de los bordes del
ADN-T 800 pb del promotor del virus del mosaico de la coliflor (35S)
fusionado transcripcionalmente a GUS y al terminador de nos, ademadas de
un gen marcador de resistencia a kanamicina (Fig 12A). Por lo tanto,
nuestra estrategia a seguir para la clonacién de la regién 5° no codificante
del gen de uricasa II en este vector fue la de reemplazar el promotor 35S
por las 1476 pb correspondientes a la zona proximal del promotor de
uricasa II:

. a. eliminacién el promotor 35S mediante digestién HindIII-BamHI
del plasmido pBI121.

. b. purificacién por gel del pliasmido pBI121 carente del promotor
3S5S.

. c. ligacién del pldsmido incompleto y la regién amplificada del

promotor de uricasa II digerida con HindIIl y BamHI para obtener la
construccién pBIURI (Fig 12A)

. d. transformacién del plismido obtenido a una cepa de E.coli
mediante electroporacién, para amplificar el plasmido.
. ¢. obtencidn, mediante conjugacion  triparental, dJde¢  cepas  de

Agrobacterium rhizogenes portadoras de los plasmidos construidos,
para infectar a plantas de Lotus corniculatus.

pBI426 es un vector derivado de pBR322 diseifiado para hacer
estudios de expresién transitoria en sistemas vegetales. Contiene dos
fragmentos repetidos del promotor 35S fusionados transcripcionalmente al
elemento potenciador de la traduccién AMV, a los genes reporteros GUS y
npt (neomicina fosfotransferasa) y al terminador de nos (Fig 12B). Una vez
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introducido en la célula vegetal es incapaz de dividirse y por tanto de
perdurar. Sin embargo la maquinaria vegetal es capaz de transcribir y
traducir los genes que alberga bajo el control de promotores de plantas.
Para la clonacién de la regién 5’ regulatoria. del gen de uricasa en el
plismido pBl426 se siguié la misma estrategia empleada para la clonacién
en pBI121, con la salvedad de que el promotor de uricasa II estd clonado
entre los sitios de restriccién HindIIl y Bglll (Fig 12B).

3.2. Construcciéon de un sistema de deleciones S’ del promotor de

uricasa IX.

Para obtener un sistema de deleciones S5° del promotor de uricasa II
decidimos clonar esta regién en el vector pKS+, obteniéndose la
construccién pKPuri (Fig 13). El sistema de deleciones se obtuvo mediante
dos estrategias: digestién Exolll/Sall y PCR. Los fragmentos obtenidos
fueron secuenciados para obtener la secuencia completa del promotor y
para mapear exactamente las deleciones.

3.2.1. Deleciones mediante digestién Exolll/Sall.

Las deleciones se llevaron a cabo como se detalla en Materiales y

Métodos y como se esquematiza en la figura 13:

. 1. Corte protectivo con Kpnl. Esta enzima al cortar el ADN deja
extremos 3’ prominentes y, por tanto, la exonucleasa ExolIIl no puede
actuar. De esta forma, se protege de la digestiéon este extremo del

plasmido

. 2. Corte permisivo con Xhol. Esta enzima al digerir el ADN deja
extremos 5° prominentes por donde puede actuar la exonucleasa
ExoIIl. .

. 3. Decleciones con exonucleasa Exolll. Para obtener una  serie de

deleciones de distintos tamafios, las reacciones se incuban durante.
periodos de tiempo progresivos. B A T s o
. 4. Extremos romos con endonucleasa SI. Una ‘vez obtenidas:
deleciones se obtienen extremos romos con laendonucleasa’ SI. 'para .
poder ligar de nuevo el plasmido. S S
. 5. Ligacién con ligasa T4 de E. coli y. : transformacién
electroporacién de una cepa de E. coliipar
construcciones obtenidas. e

:'lqs .
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3.2.2. Deleciones mediante PCR.

Una vez conocida la secuencia proximal del promotor y los motivos
que se encontraban en ella, se obtuvieron mediante PCR
deleciones mds pequefias que contuvieran regiones determinadas con
posible papel regulador de la transcripcién. Para este fin se utilizé el
oligonucleétido 3°’BamHI, usado previamente en la amplificacién del
promotor de uricasa II, y se disefiaron tres oligos 5’HindlIlla, S’HindIllb y
S’HindIlIc. Se amplificaron tres fragmentos de 66, 187 y 329 pb que
contenian distintas cajas de regulacién (Fig. 14). :

conservados

De las deleciones obtenidas por los dos métodos, se seleccionaron
nueve de ecllas y se clonaron en los plismidos pBIl121 y pBI426,
reemplazando al promotor 35S. Asi se obtuvieron las construcciones pBI66,
pBI187, pBI329, pBI471, pBI735, pBI870, pBI977, pBII093 y pBII1312
(Fig 15A) y p66, pl187, p329, p471, p735, p870, p977, pl093, p1312 (Fig
15B), respectivamente.

Con este trabajo se pusieron a punto las herramientas necesarias

para llevar a cabo estos estudios de regulacién en cis con el gen de uricasa
II. Es necesario aclarar que para llevar a cabo un estudio riguroso de la
regulacién de la expresién de un gen hay que analizar otras regiones del
gen distintas a la regiéon 5’ regulatoria, como la regién intergénica,
incluyendo intrones y exones, y la regién 3° no codificante (Sieburth and
Meyorowitz, 1997; Taylor, 1997) Sin embargo, se¢ propone el anidlisis de la
regién 5~ regulatoria como primer paso para llevar a cabo este objetivo.

4. Estudios de regulacién en cis

Con las herramientas moleculares obtenidas se iniciaron dos tipos de
estudics dc regulacién cn s utilizando dos sistemas wvegetales:
. 4.1. Estudios de expresién estable mediante la obtencién de plantas

transgénicas de Lorus corniculatus.

4.2. Estudios de expresion transitoria mediante la electroporacién de
protoplastos de células no infectadas de frijol. '
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4.1. Estudios de expresion
transgénicas de Lotus corniculatus

Para la obtencién -de plantas transgénicas de Lotus corniculatus se
utilizé la técnica de transformacién mediada por Agrobacterium
rhizogenes. A. rhizogenes es una bacteria patégena del suelo que porta en
su genoma el plismido Ri (inductor de raices). Una vez que la bacteria
infecta a la planta, es capaz de transferir al genoma de la misma una
porcién de su plismido Ri, denominada T-DNA, y provocar en la planta el
fenotipo de denominado ‘raices velludas”. El T-DNA'  esti flanqueado por
dos secuencias repetidas de 25 pb, y puede ser sustituido por el fragmento
de ADN de interés que queremos estudiar (en nuestro caso, la fusién
Promotor de uricasa II: GUS: nos). La transferencia del fragmento de ADN
flanqueado por los bordes repetitivos al genoma de la plata se produce
gracias a la accién de genes de virulencia (genes vir), localizados en el
plismido Ri, y genes cromosomales chv, que facilitan la adhesién de
Agrobacteritem a la célula vegetal. Para llevar a cabo la transformacién de
Lotus cornicularus cs necesario obtener cepas de A. rhizogenes portadoras
del plidsmido Ri y del plasmido que porta el gen de interés entre los bordes
del T-DNA (en nuestro caso, el plasmido pBIl121 y todos los derivados del
mismo) (ver Fig. 15A). La transferencia del T-DNA del pliasmido Ri al
genoma vegetal va a permitir hacer una seleccién directa de 1la planta
transformada por la formacién de raices velludas. La transferencia del ADN
de interés va a ser monitoreada por la resistencia a Km que adquiere la

planta, gracias a gen de resistencia a ese antibiético que porta el T-DNA

transferido.

Para obtener plantas transgénicas de Lorus se obtuvieron por
conjugacién triparental cepas de A. rhizogenes portadoras de las siguientes

construcciones:

CONTROL POSITIVO pBl121 (35S:GUS:nos)
PROMOTOR URICASA pBIURI (Puricasa:GUS:nos)

pBl66 (TATA:GUS:nos)
DELECIONES [pBI329 (ATRE, OSE, TATA:GUS:nos)

detallado en Materiales y Meétodos,

En el protocolo de transformacioén,
la citocinina BAP (Benzil

se emplearon reguladores de crecimiento vegetal:
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amino purina), para inducir brotes, y la auxina ANA (4cido a-naftalacético),
para inducir raices. En presencia de un agente de seleccion (Kmso), se
pueden obtener plantas transgénicas a las 18.5 semanas después de la
germinacién.

Con cada una de las construcciones antes mencionadas se obtuvieron
plantas transgénicas, pero no en cantidad suficiente como para hacer
estudios fidedignos de expresién. Debido a la complejidad del sistema y a lo
prolongado del experimento, se proponen hacer estos estudios de
regulacién con la leguminosa Lotus japonicus, cuyas ventajas se comentan

en las Perspectivas de este trabajo.

transitoria: electroporacion

expresion
noédulos.

4.2, Estudios de
no infectadas de

protoplastos de células
uricasa II

Para

con las construcciones obtenidas en el utilizamos
como estrategia la electroporacién de protoplastos de células no infectadas
de nédulos de frijol, debido a que es en este tipo celular en donde se
obtienen los maximos niveles de expresién del gen de uricasa II. Para ello,
a punto un sistema de obtencién de protoplastos de células de
nédulo, basindonos en la diferencia de tamafo que existe entre las células
infectadas y no infectadas (Ver Materiales y Métodos). Se probaron varias
edades de nédulos: 11 dias, cuando tiene lugar la fuerte induccién de la
expresién, y 21 dias, cuando se produce el pico de acumulacion de ARNm
de uricasa II, que no necesariamente tiene que coindicir con el midximo
nivel de expresion (ver Fig. 13 de la introduccién de la tesis). Se comprobé
que los nédulos de 11 dias, ademds de ser de muy pequefio tamafio y poco

infeciadas con una gran canudad
los protoplastos y, por tanto,
los mismos.

llevar a cabo los estudios de cxpresién transitoria de
vector pBI426 (Fig.15B),

pusimos

presentaban unas  céluias no
que hacian muy frdagiles
disminuia considerablemente el rendimiento de obtencién de
Los pocos que se obtenian se (fragmentaban ficilmente durante Ia
electroporacién. Por esta razén, decidimos utilizar los nédulos de 21 dias
cuyas células no infectadas tienen menor proporcién de amiloplastos y son
mas estables. La concentracién osmética O6ptima para aislar células no
infectadas fue 450 mM de Sorbitol.

mancjubles,
de amiloplastos
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Para la transformacién de protoplastos decidimos utilizar Ila
electroporacién por ser el método mias eficiente para la transferencia de
ADN y expresién transitoria. Se hicieron ensayos probando distintas
condiciones de voltaje, capacitancia y tiempo de descarga y utilizando
distintos aparatos de electroporacién para monitorear la viabilidad de los
protoplastos 8 horas después de ser electroporados. Las condiciones
6ptimas de electroporacién se describen en Materiales y Métodos.

Los DNA plasmidicos utilizados fueron los siguientes:

PROMOTOR URICASA Il pPuri (uricasa:GUS:nos)
p66 (TATA:GUS:nos)
DELECIONES p329 (TATA, OSE, ATRE:GUS:nos)
: p471 (TATA, OSE, ATRE, 2 cajas G:GUS:nos)
CONTROL NEGATIVO sin ADN

A pesar de que pusimos a punto la técnica de obtencién de
protoplastos de células no infectadas de nédulo, no pudimos monitorear la
actividad del promotor 35S ni el de uricasa II en los protoplastos
electroporados, debido a que no soportaban el periodo de recuperacién y
se lisaban. Las células no infectadas del nédulo contienen una gran
cantidad de amiloplastos que son, posiblemente, los que provocan la
inestabilidad de estas células. Como se indica en las Perspectivas del
trabajo, se proponen hacer estos estudios utilizando protoplastos de células
de hoja de frijol, de mas fAicil obtencién y mayor resistencia.
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GENOTECA DE Phaseolus vulgaris EN A-EMBL3A

Busqueda de la clona genédmica de uricasa i
Sonda: fragmento 5' del cDNA de uricasa Il de frjol

EcoRI Not! Hindill Xhol
— VLl EP]

’ 327 pb

ATG poli d(A)
Salt EcoRV EcoRV  * Xbat P O Xbat sals

A—-EMBL3A
| 20xb 3.3 Kb 29 Kb 17.0Kb
1 -~
[} -~
-

[} -~
1 -~
i
!

Hindll Hindll Ncol Hingll Bgill

Sall

Promotor uricasa ll (1486 pb)

hd —
Scat ———— Bgill Hindll  Hindlil
ATG l l\ -—

Fig. 6: Aislamiento de la clona gendémica de uricasa II, A-urig, y construccion de la clona
pPuri.2: A partir de una genoteca de P.vulgaris en A-EMBL3A se aisldé una clona gendmica de
uricasa II, A-urig, usando como sonda el fragmento 5°' del cDNA de uricasa Il de frijol. A

partir de esta clona se subclond un fragmento de 2 Kb que contenia

1486 pb

correspondientes a la region 5' regulatoria del gen de uricasa ll. Se presenta el mapeo

parcial de ambas clonas y los primers utilizados para la secuenciacién (“—— g ).
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|2

A H B g X H/B H/X B/X Bg/X x z

. - -t — 212
L - agé

- -a™ -3

L

- o - —a
— 15
-3

B HB B X B _ WX BXByX  x =z PM

Fig 7: Analisis por Southern de la clona gendmica A-urig digerida con varias enzimas de

restriccion. Como sondas se usaron las regiones 5' (fragmento EcoRI-Ncol) 6 3 (fragmento

HindlIil-Xhol} de 1a clona de cDNA de uricasa Il (paneles A y B, respectivamente). H. HindHI;

B, BamHI; Bg, Bglll; X, Xbal, x. fragmento 3' del ¢cDNA de uricasa Il; 2, tragmento 3' del cDNA

de uricasa II; PM, peso molecular en Kb o1
1



T e s

M A Q E v v B G F K F 11
AGT GTT TAT TCC GAA AAG ATG GCG CAG GAA GTT GTG GAG GGG TTC AAG TTT

E Q R H G K E R v R V. A
GAG CAG AGG CAC GGG AAA GAG CGC GTC GTT GCG

R P
‘TGG AGG ACG CCG CAG 108

G R H F v v E w R (o} v 49
GGT

s
TCT

‘7
CCA A

I B
ATT GAA

GTG GTG - -CTC. ATC CCT TCT GGC CTC AGA GAT GCT GAT TTT CAT
CAT. . GTA ATT CTG GTT TTT GTT ATC TTT ATG TTT TGT TTA ATG
ATG AAT AAC TTC CAC GAG GGA TAT TCT GCA GGT TGC ACC AAT
TCC AAA ATT CCA ATA AAT TTC CTT GTG ATC TTT ATG GAA
CTT ATG AAG TTG ATG AAA TGC TTC TTT AAA AAA AAA AAA

GeT . 1 :
ACT GAA ) GTT.ATT ‘1191
AAA AAA L1236
Fig 8: Secuencia de nucledtidos y la deducida de aminoacidos del ¢cDNA  de 'uricasa Il de
nédulos de frijol. Se senalan los motivos conservados en otras urato oxidasas:- Wdominio de
unioén a cobre; sefial de importe a peroxisomas; c——motivos conservados de funcion
desconocida; * codon de término; AATAAAT putativa senal de poliadenilacion; ---———
primer disefiado para secuenciacién de la region 5' regulatoria.

102




GTCGACCTGC AGGTCAACGG
TAATAATAAT AATAATAATA
TTGTTAGTAT TATTAATTAT

GTACAAATTT AAACATTTCA

AAAAATATCC TAAAACCTCT

AGTTTTAACT TATTTTAAAA
CCATCCTAGT AACATCACGA
GCCATGTAAC AATTTCACAG
AGTACTCTTT TTTTATTATT
AGTCTCTAAT TTCACTTTTG
TATAATTAAC AAGAATCAAT
AAAAAAATTG AAAATTTTGG
ACAGAGTTAC GGTGAAACAG
'CGCGCGAGTA TAAATAAAGT
TTCACTTAAC TAAACAGTGT
GGAGGGGTTC AAGTTTGAGC
CGCGCGTGTG GAGGACGCGC

‘. caja TATA

- 1+ {inicio transcripcian)

ATCTTTTCTA
ATAATATCAA
TATTAGCAGT
ATTATTGCAT
GAAATTCAAG
AATTTTTGTT
TAGTAACTTT
AAACCACCAA
AATAACATTT
TTGAAATTTT
AAAGGTAAAA
TTGAAAAAAC
TTTTTTAGAG
CATCAATTTA
ATGTAATTGA
TAGTCTCTTA
TGGTGAATCT
CAACAGATCT
TTACAAAMAT
AGCATATAAA
ATCTTACTTT
CACATCCATG
AAMAAAMGGAGA
ATTTAAATTT
TATCTCTTAA
CCCTTAAMAGT
AATTTGTTTG
GCADNAGATGG
GAAACTCGAA
TTATTCCGAA
AGAGGCACGG
AG

CATATTATTA
TAACGACCAT
ATTGTTATTA
AATACTTAAA
CTGAATCTCA
GAATATAGTT
AAACTACGTG
ACTAATCAAA
TTAGAATAAA
TCAATTTAGA
AACTACAAAC
ATGATAATTA
TACTTTTAAA
ATGAATZA2G
TTATTTTTTC
GAMALDACATA
GAGACTGACT
AGTAMAATTTA
TTATATTCAT

ATGTAATTAA
ATTAATATTA
TGACTATTAA
TTTAAATCAA
ACAATTCAAC
CAACTTCTTT
GAAAAAAAAT
ACACATATGA
GAACATACGA
GGATAAATTT
TTATGTGACT
AACTTTAAAA
TTCTATAAAT
TATAGTTTAT
2TGAGTCTTG
TTTCTTTCTT
CTCCGACACT
CGTCCGATAC
TTATAATTCA
TGCCGTACTG
I TCCTTATC
TAGGTTTCTT
ACATTTTTCA
AAAAAACGTT
TTTAACCAAT
TTGTTGATAG
TAACGCGCAC
ACGCGAAACA
CACTCACTCT
AGGAAGTTGT
GTCAGAGTTG

{lll, OSE (Organ Specific Etement
M ATRE (rgion ricaen AT

g caia

—
i3

Fig 9: Secuencia de nucledtidos de la regién 5’ regulatoria del gen de uricasa Il de
Phaseolus vulgaris. Se muestran las putativas cajas de regulacién en c¢is y los sitios de inicio

de la transcripcion y traduccioén.
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3'BamHl
ADN plasmidico usado como moide - 1+ ATG —M
S'Hindil l dNTP + Taq polimerasa
fragmento
[ : 1+ ] 1476 pb amgliﬁcado
Hindlll

1
BamH!

OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN LA AMPLIFICACION

BamH|

3'BamHl : 55CGCCATCTTT 'CGﬁf\IﬁCAACACTGl T3 28-mero Tm:61°C
in

—
S'Hindlll : 5' CTCACTATAGGGAAGCTTGGGTACCGGGC 3' 29-mero Tm: 65°C

CONDICIONES DE LA PCR

n° de ciclos tiempo temperatura
1 ciclo 2 a95°C
1.5 92°C
25 ciclos 1 58°C
<3 72°C
1 ciclo 10 72°C




ADNcs A T G C

- A (+1)

Fig 10: Determinacion del sitio de inicio de la transcripcién (+1) del promotor de uricasa
1I. Autorradiografia resultado del experimento de “primer extension” ADNcs, fragmento
de ADN de cadena simple extendido a partir del primer. Su tamario es de 27 nucledtidos.
La secuencia del promotor de uricasa 1l correspondiente a la zona proximal corrida en el
mismo gel nos indica que el primer nucleotido es una A.
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wurf Ce

Vo

digestion HindlllV/BamHI del fragmento amplificado

clonacién en los vectores pBl426 y pBlI121 remplazando al promotor 35S -

Fig 11: Amplificacién por PCR del promotor de uricasa Il. A: Elementos utilizados en la
amplificacién del promotor de uricasa Il por PCR. B: Electroforesis del producto de la
amplificacion en un gel de agarosa teiiido con EtBr. C: Southern blot del fragmento
amplificado por PCR usando como sonda un fragmento Bglll-Bglll de 1100 pb
correspondiente a la zona proximal del promotor de uricasa Il. Pm, peso molecular
estandar; uri, fragmento amplificado por PCR; ¢ +, control positivo correspondiente al
fragmento BgllI-Bglll de la zona proximal del promotor de uricasa Il.
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A. Estudios de expresion estable

- -

800 pb 1940 pb
R8 LB
—‘—lﬁ;ﬁ_gig]{ Kan R J.GuUs
LA}
P S
© Ss E1
- 3.6 KD e ce—————i
1476 pb 1940 pb 260 pb
AB ATG A
_‘-t-ﬁaﬁ Kan R A . e GuUS
TT
P Sp

B. Estudios de expresion transitoria

- . .

AMY
520 pb 44 pb 2700 pb

5.5 Kb -
AMV
1476 pb 48 pb 2700 pb 250 pb
P uri g Y NoS
H N X BmSm Ss El

Fig 12: Vectores utilizados para llevar a cabo

de uricasa II con el gen reportero GUS y las construcciones derivadas de ellos. A: al
vector pBI121 se le sustituyé el promotor 35S por las 1476 pb correspondientes a la
zona proximal del promotor de uricasa II, dando lugar a la construccién pBIURI. B: al
vector pBI426 se le sustituyé el promotor 35S por las 1476 pb correspondientes a la
zona proximal del promotor de uricasa II, dando lugar a la construccién pBluri.

las fusiones transcripcionales del promotor
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1. corte 3' prominente Kpni

@ Hindlll /
> 4

2.corte 5‘ prominenteXhol
3. actua Exolll

4, extremos romos con
endonucleasa S)

Fig 13: A: Esquema de la obtencién de las delecciones 5' del promotor de uricasa Il mediante
digestion Exolll/Sall. 1: plasmido a partir del cual se hicieron las deleciones 5' del promotor de
uricasa II; 2: corte del plasmido con una enzima que deja el extremo 3' prominente donde no
actua Exolll, y posterior corte con una enzima que deja el extremo 5' prominente por donde
actua Exolll. 3: creacion de extremos romos con la endonucleasa Sl. 4: ligacién de los extremos
romos con ligasa T4. B: Electroforesis de las deleciones seleccionadas; C: Southern blot de las
deleciones hibridadas contra el fragmento de 1476 pb correspondiente al promotor de uricasa

.
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@ 3'BamHI

Puri.2
e ADN molde ATRE TATA 1+ ATG}——

l_,l__>;>

S'Hindlllc  S5'Hindlllb 5'Hindllla

dNTP + Taq polimerasa l

H B8
TATA 1+] 66pb
H 8
i I
fragmentos
| ose TATA 1+ | 187pb amplificados
H 8
1
[ ATRE OSE TATA 1+ | 329pb

OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN LA AMPLIFICACION

BamH!
3'BamHl : SSCGCCATCTTTITCGGATCCAACACTGTTIT 3 28-mero Tm:61°C
Hindlll
| aesnaysyqumm—" |
S’Hindllla : 5 TGGTCGTGTCCTCTTCGAAACACGCG 3' 26-mero  Tm:63°C
R Hindill
| sunsnsysy——
S'Hindlllb : 5' ATCAATCCCTTAAGCTTAAGACCAAAT 3 27-mero Tm:63°C
Hindtll
—
S'Hindllic : 5' GAATCTACACATTTCGAAGTACTACT 3' 26-mero Tm: 61°C

CONDICIONES DE LAS PCR

n° de ciclos tiempo temperatura
1 ciclo 3' 95°C
1 92°C
25 ciclos 1’ 58°C
1 72°C
1 ciclo 10 72°C




\

digestion HindllI/BamHl de los tres fragmentos amplificados

clonacion en los vectores pBl426 y pBl121 remplazando al promotor 35S

Fig 14: A: Elementos utilizados para la obtencién de las tres deleciones pro» males:del
promotor de uricasa II.. B: Electroforesis de los productos ' de la amplificacion: C: ~Southern’
blot de los fragmentos amplificados por PCR usando como sonda el fragmento de 1476 pb
correspondiente al promotor de uricasa [l
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L8 =3

Promotor uricasa Il

-1312

PBIURI

—d

PBI312
PBI1093
pBI977
pBI870

PpBI1735

pBI329
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PBIE6
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182 Promotor uricass !l
—I——-| ZizBZERBEE

| A NH-H _cusinot_Jnosa'] p1s7

paUS

- .l_r 355-355 __H=H Gus:npt ’)INOS-S'I pBl426
L 4] |

Bgst Mook Xeat;BemiiSmel  Sect Econt

Fig 15: Diagrama de las fusiones uricasa II::GUS en los vectores pBI121 y pBl426. Las
deleciones se llevaron a cabo en la regién -1462 a +10 del promotor de uricasa Il clonada
en pKS (PKuri) y luego insertadas en los vectores pBI121 (panel A) y pBI426 (panel B) en
sustitucién del promotor 35S. La posicién exacta de las deleciones con respecto al sitio de
inicio de la transcripciéon (+1) se indican con flechas y ntmeros
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MATERIALES Y METODOS

Hibridacién in situ

Se colectaron raices, cotiledones e hipocotilos de plantulas de frijol de
4 dias después de la imbibicién (ddi), se cortaron en porciones pequeiias y
se fijaron en 4% (w/v) paraformaldehido, 0.25% (v/v) glutaraldehido en 10
mM de fosfato de sodio (pH 6.8), suplementado con 1 M NaCl, durante toda
la noche a temperatuta ambiente, estando la primera hora sometidas a
vacio. Los tejidos fijados se deshidrataron y se embebieron en parafina
siguiendo el método descrito por Van den Wiel et al., (1990). Con un
microtomo manual, se obtuvieron cortes de 7 pum. La clona de cDNA de
uricasa II, pSKuri, (ver Fig. 1 del articulo) digerida con la enzima de
restricciéon HindIIl se usé como molde para transcribir in vitro el ARNm
antisentido a partir del promotor T7, resultando una sonda de 293 b
marcada con (DIG)-11-rUTP (Boehringer, Germany). La misma clona
digerida con Ncol se transcribié in vitro a partir del promotor T3 para
obtener el ARNm sentido marcado por el mismo método. Los ARNm sentido
y antisentido se hibridaron contra las secciones montadas en portaobjetos
tratados previamente con poli-L-Lisina (Sigma), segin el método descrito
por McKhann and Hirsch (1993). Los portaobjetos hibridados se secaron y
se montaron en Poly/Mount (Polyscience, Inc., Washington, PA). Las
fotografias fueron tomadas en un microscopio Zeiss con objetivos de 6.3X,
10X y 40X, usando una pelicula Kodak de 35mm y 100 ASA

Inmunolocalizacién

Se obtuvieron cortes de 7 um de raices, cotiledones e hipocotilos de
plantulas de frijol de 4 ddi como se detalla en el apartado anterior y se
montaron en portaobjetos previamente tratados con poli-L-Lisina (Sigma).
Las secciones se desparafinaron con xilol 100% y después de sucesivos
pasos de deshidratacién con alcoholes, se bloquearon en 5% (w/v) de leche
descremada comercial en TBST (10 mM Tris-HC1,150 mM NacCl, 0.05% (v/v)
Tween 20, pH 8.0) a 42°C durante 4-8 h. Posteriormente, se incubaron con
el anticuerpo anti-uricasa II (1:100) en TBST conteniendo 5% de leche
descremada comercial, durante toda la noche a temperatura ambiente. Se
hicieron 4 lavados de 20 min con TBST y luego se incubaron con un
anticuerpo anti-conejo acoplado a fosfatasa alcalina (1:1500) (Boehringer
Mannheim). Para la deteccién del antigeno se usaron los sustratos NBT y
BCIP en solucién AP (100 mM Tris-HC1, 100 mM NaCl, S mM MgCl,, pH 9.5)
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mas una gota de levamisole (Vector laboratories). Los portaobjetos
inmunodetectados se secaron y se montaron en Poly/Mount (Polyscience,

Inc., Washington, PA). Las fotografias fueron tomadas en un microscopio

Zeiss con objetivos de 6.3X, 10X y 40X, usando una pelicula Kodak de
3Smm y 100 ASA.

Aislamiento y secuenciacién de 1la regién S5’ regulatoria

A partir de una genoteca de Phaseolus vulgaris en A-EMBL3A se aislé
una clona gen6émica de uricasa II, usando como sonda un fragmento_ EcoRI-
Notl de 327 pb del cDNA de uricasa II de nédulo marcado radiactivamente
con a-32P[{cCTP]. En el vector pBluescript KS+ (Stratagene Inc., USA)
subcloné un fragmento de 2 Kb que contenia 1572 pb correspondientes a
regién 5’ regulatoria del gen. Para obtener la secuencia del promotor se
construyé un sistema de deleciones 5° del promotor. Las deleciones se
obtuvieron por el método ExollIl-SI o utilizando PCR (reaccién en cadena de
la polimerasa). La secuencia de nucleétidos se determin6é siguiendo el
método de Sanger et al. (1977) utilizando el kit de Sequenase de United
States Biochemical (USB) segin indican los fabricantes. La biisqueda de
posibles cajas de regulacién y motivos conservados en otros protores de
genes de plantas se hizo mediante el programa * find pattern”(Wisconsin
package Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WIS)

se
la

Primer extension

El protocolo seguido para realizar €l eXxperimento de “primer
extension” es el indicado en Current Protocols in Molecular Biology, unidad
4.8. E1 ARN utilizado se extrajo a partir de nédulos frescos de frijol de 21
dias segin el protocolo de Vries et al.,, (1988). El oligonucleé6tido utilizado

como primer se marcé radiactivamente con [y-32P]JATP
polinucle6tido kinasa T4 de Boehringer.

se realizé usando transcriptasa
Amersham.

usando
La reaccién de retrotranscripcion
reversa Yy deoxirribonucleétidos de
Las muestras se corrieron en un gel de 8% poliacrilamida/7M
urea. El gel se secé y se expuso con peliculas KodaK X-OMAT.

Creaciéon de un sistema de deleciones 5’ mediante digestiéon
Exolll/Sall.

Para obtener un sistema de deleciones 5° de la regién regulatoria del
gen de uricasa Il se parti6 de la construcciéon pKPuri (promotor de uricasa
clonado en el vector pKS+). El método seguido fue el siguiente:
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. 1. Corte protectivo: digestion del plasmido pKPuri con la enzima de
restriccién Kpnl, que deja un extremo 3° prominente que no es
digerido por la exonucleasa ExolIIl.

- 2. Corte permisivo: digestién del plismido con la enzima Xhol que
deja extremo 5’ prominente sustrato de la ExolIl
. 3. Incubacién a 37°C con la exonucleasa ExolIl que va digiriendo

progresivamente nucleétidos por el extremo del plasmido digerido
con Xhol. Cada 45 seg se toman muestras de la digestién y se paran
en una solucién 10 mM Tris HC1 pH 7.5, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl,,
20 pg/ml RNasa A.
4. Digestion con endonucleasa SI para hacer extremos romos.
. 5. El volumen de la digestién se divide en dos:
Sa. Digestién con BamHI para liberar los insertos y poder
checarlos en un gel de agarosa.
S5b. Ligacién de los plasmidos con ligasa T4.

. 6. Transformacién de FE.coli DHSa con las distintas construcciones
mediante electroporacién.
. 7. Transformacioén de A. rhizogenes mediante conjugacién triparental

con las distintas cepas de E. coli.

Creacion de deleciones 5° mediante PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa)

Para obtener las tres deleciones proximales del promotor de uricasa
II se us6 como ADN molde la clona pPuri.2 que -contiene el fragmento de 2
Kb correspondiente a la regién 5’ regulatoria del gen fusionada a GUS. Para
amplificar los fragmentos de 66 pb (que contiene la caja TATA), el
fragmento de 174 pb (que contiene la caja TATA y un motivo OSE) y el
fragmento de 329 pb (que contiene la caja TATA, un motivo OSE y una
regién rica en A/T 6 ATRE) se diseiiaron los oligonucleétidos:

3’BamHI (5’ CGCCATCTTITCGGATCCAACACTGTTT 3°)
5’HindIla (5 TGGTCGTGTCCTCTTCGAAACACGCG 3°)
5°HindIIIb (5° ATCAATCCCTTAAGCTTAAGACCAAAT 3°)
5°HindIlIc (5° GAATCTACACATTTCGAAGTACTACT 3°)

Los tres fragmentos se amplificaron en ciclos de PCR programados en
las siguientes condiciones: 1 ciclo de desnaturalizacién de 2 min a 95°C; 25

ciclos que incluyen cada uno 3 ciclos: desnaturalizacién (1 min a 94°C),
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alineamiento (1 min a S8°C) y polimerizacién (1 min a 72°C); por iltimo, 1

ciclo de extensién de 10 min a 72°C.

Los fragmentos amplificados se digirieron con las enzimas HindIII y
BamHI y se clonaron en los pliasmidos pBI121 y pBlI426 a los que
previamente se habia eliminado el promotor 35S.

electrocompetentes de E. coli.

Preparaciéon de células
CMK o DHSa

1. Se crecié un preinéculo de 5 ml (LB) de E. coli
durante 8 horas. '

- 2. Con el preinéculo se
dejaron crecer 4 horas a 37°C.

3. Se cosecharon las células de todo el medio a 10 000 rpm 6 min a
4°C.

- 4. Se resuspendié suavemente la pastilla en 10 ml de agua destilada
estéril y fria y se le dieron otros 3 lavados.

5. Se resuspendi6é la pastilla en 10 ml de 10% glicerol estéril y frio.

6. Se hicieron alicuotas de 70 pl en eppendorff estériles. Las células '

se guardaron a - 70°C.

inocularon matraces con medio 2YT, y se

Electroporaciéon de E. coli.
- 1. Se mezclaron perfectamente en hielo ~ 50 ng de ADN plasmidico

con células electrocompetentes de E. coli . A continuacién se
electroporaron las bacterias utilizando un aparato de electroporacién
en las siguientes condiciones: capacitancia 25 upFD, resistencia 800
ohmios y 2500 voltios, en celdas de 0.4 cm de ancho.

2. Inmediatamente después de dar el pulso eléctrico se crecieron las
células en 1 ml de medio LB sin antibi6tico durante una hora; se

plaquearon en césped 3 diferentes diluciones del cultivo y se
incubaron a 37°C por ~ 15 horas.
Conjugacion triparental.
rhizogenes portadoras de

Para obtener las clonas de Agrobacterium
las contrucciones se llevaron a cabo conjugaciones

intervinieron tres cepas:

triparentales en las que

E. coli (clona con la construccién correspondiente)

E. coli pRK 2013 (coadyuvante)

Agrobacterium silvestre (receptora): A. rhizogenes 15834
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. 1. Se crecieron cultivos liquidos de las tres cepas con sus antibiéticos
respectivos.

. 2. Se centrifugaron 3 ml de cada cultivo 15 seg a 14 000 rpm, y se
lavaron dos veces las pastillas con 1 ml de MgSO4s 100mM. Se
centrifugaron y resuspendieron las pastillas en 100 pl de MgSO4 100
mM y se mezclaron en un solo tubo.

. 3. Se depositaron 300 ul de esta mezcla en una caja Petri conteniendo
medio LB sélido sin antibiético, dejandose secar bien para después
incubar las bacterias durante 24 hrs a 30°C. Al término de esta
incubacién se aislaron colonias en medio LB sdélido con antibidtico
(Kmgsp) y se incubaron 48 hrs a 30°C.

Obtencién de plantas transgénicas de Lotus corniculatus
Para las transformaciones realizadas en Lotus corniculatus se

emplearon semillas de la variedad “Rodeo”.

- 1. Se colocaron las semillas de 15 a 30 min en una solucién de
benlate (1 gr/ It), se esterilizaron con una solucién de hipoclorito de
sodio al 20% durante 15 min y se enjuagaron con agua destilada
estéril tres veces, dejadndolas hidratando una noche en agua estéril.

. 2. Se germinaron en cajas de Petri con medio BS (50%) sin sacarosa y
gelrite al 0.9%. Se colocaron 10-12 semillas por caja y se dejaron en
fotoperiodo 16:8 luz:oscuridad a 25°C.

. 3. Se hirieron pldntulas de 10-12 dias de germinacién en el hipocotilo
con una aguja embebida de A. rhizogenes. Las bacterias se tomaron
directamente de colonias frescas crecidas previamente en medio
s6lido con sus respectivos antibiéticos a 30°C durante 2 dias. Las
plantas infectadas se dejaron 24 horas en oscuridad y después se
sometieron a fotoperiodo.

. 4. Después de 2-4 semanas de cultivo en fotoperiodo, a las plantas
que desarrollaron raices velludas, se les corté la raiz principal y se
subcultivaron como plantas compuestas durante 2 semanas en medio
B5, con el objeto de que la raiz velluda creciera mds.

. S. A las raices bien desarrolladas se les corté la parte aérea y la raiz
velluda se subcultivé durante 2 6 3 semanas en medio BS5, sacarosa
2%, gelrite 0.2%, 10mM (NH4)2SO4, BAP 0.2 ug/ml, cefatoxinazgo ¥y
kmso (seleccién) para obtener brotes.

- 6. Los brotes emergentes se subcultivaron en el medio sefialado en el
punto S varias semanas mds hasta que é&stos elongaran.
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7. Los brotes elongados se cortaron y subcultivaron en BS (50%),
sacarosa 1%, gelrite 0.4%, ANA 0.5ug/ml, cefatxinaszoo y kmsg, para

inducir raices.
. 8. Los brotes enraizados se cultivan en BS, sacarosa 2%, gelrite 0.2%.

cefatoxinazpoo y Kmso, para elongar las raices.

9. Las pldantulas enraizadas se transfirieron a macetas con vermiculita
Yy se cubren con bolsas para evitar desecacién. Las plantas se regaron
con una solucién nutritiva para plantas libre de nitrégeno.

10. Una vez que se obtuvieron brotes ya acondicionados en macetas,
se inocularon con R. loti NZP 2037. Se obtiene nédulos maduros a las
5 semanas.

Obtencién de protoplastos de células no infectadas de ndédulos de

frijol
- 1. Partir de 3-4 g de nédulos frescos de 21 dias. Hacer rebanadas de
1 mm de grosor.
. 2. Incubarlas durante 2-3 horas a temperatura ambiente con
1

agitacién suave (50 rpm) en solucién enzimaidtica estéril (10 mM KCl,
mM MgClIl,, 1 mM CaCl,, 10 mM MES-KOH pH 5.6, 450 mM sorbitol, 1%
celulasa, 0.19 pectoliasa, 1% B-mercaptoetanol, 0.5% BSA).

3. Filtar a través de 4 capas de gasa estéril (en la gasa se quedan
residuos y células del cortex).

4. Filtar a través de una capa de nylon de 20 um de poro (en el filtro
se quedan las células infectadas).

S. Dejar decantar o centrifugar 2 min a 30-60 x g.

6. Resuspender en 2-5 ml de solucién de enjuague (450 mM sorbitol,
5 mM CacCl,;, 20 mM MES-KOH pH 7.5).

7. Filtar nuevamente a través de una capa de nylon de 20um de poro.
8. Dejar decantar o centrifugar 2 min a 30-60 x g.

9. Resuspender en 1 ml de solucién de enjuague.

10. Conteo en hematocitémetro.
11. Diluir los protoplastos hasta una concentracién de 2-4 x10s

o ¢ 0 0

protoplastos/ml.

Electroporacién de protoplastos de células no infectadas de

nédulos de frijol
Los protoplastos obtenidos por el método descrito anteriormente
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deben estar mids de 30 min en hielo antes de ser electroporados.

1. Pasar 200 pnl de solucién de protoplastos (2-4 x10s
protoplastos/ml) a una cubeta de electroporacién de 0.4 cm de ancho.
2. Ainadir 10-25 pg de ADN plasmidico y 10-25 png de DNA de
esperma de salmén sonicado.
3. Incubar 10 min en hielo.
4. Introducir los electrodos en la cubeta y electroporar en las
siguientes condiciones:

Capacitancia: 220 pF

Voltaje: 300 V

Tiempo de descarga: 10 mseg
5. Dejar las cubetas 10 min en hielo para permitir que los poros
queden abiertos y el flujo de ADN sea mayor. Tomar 100 pl para
analizar viabilidad.
6. Trasladar la solucién de protoplastos electroporados a cajas de
Petri de 5 ml e incubar en medio K3 (ver apéndice A) con 450mM de
sorbitol. Sellar las cajas e incubarlas durante 8 horas a 22-26°C en la
oscuridad.
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CONCLUSIONES

1. Existe un s6lo gen de uricasa II en el genoma de Phaseolus
vulgaris.

2. Este gen tlinico se expresa en distintos estadios del desarrollo del
frijol (simbiosis y establecimiento de la plantula) y en distintos 6rganos de
la plantula (cotiled6n, raiz e hipocotilo) y de la planta adulta (nédulo, raiz,
tallo y hoja).

3. Durante la simbiosis, la expresién de uricasa II aumenta de unas
100 a 150 veces, 2 6 3 dias antes de que inicie la fijaciéon de N,. Uricasa II
se localiza en los peroxisomas de las células no infectadas del nédulo de
frijol y participa en la via de sintesis de ureidos, formas nitrogenadas que
el n6édulo exporta al resto de la planta.

4. Durante la germinacidon de la semilla de frijol no se detectaron
niveles de transcrito ni de proteina de uricasa Il. Su expresién se induce
cuando inicia el establecimiento de la plantula, es decir, aproximadamente
1 dia después de la imbibicién de la semilla. En la plantula de frijol los
niveles de transcrito y proteina son mucho mas bajos, comparados con los
detectados en el nédulo simbidtico.

5. En los cotiledones de pldantulas de frijol el transcrito y la proteina
de uricasa II se localizan en las células quc estidn en un estado metabdlico
activo. Posiblemente, uricasa II participa en la sintesis de ureidos como
parte del programa de movilizaciéon de reservas que tiene lugar durante el
establecimiento de la plantula. Los ureidos se sintetizan como estrategia
para economizar carbono en condiciones en que la relacién C/N es baja, por
ejemplo, durante la simbiosis o durante el desarrollo de la pldntula antes
de que ésta sea desarrolle su hojas fotosintéticas.

6. En las raices de pldantulas de frijol el transcrito y la proteina de
uricasa II se localizan en las células parenquimaiticas del xilema y en las
fibras del floema. Las células parenquimditicas que rodean al xilema tienen,
por tanto, la capacidad para sintetizar urcidos, que se distrubuirdn a través
del xilema al resto de la planta. En las fibras del floema uricasa Il podria
estar derivando a la formacién de ureidos los altos niveles de NH,+ que se
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producen durante la activa sintesis de pared celular que tiene lugar en
estas células.

7. En los hipocotilos de plantulas de frijol el transcrito y la proteina
de wuricasa II se localiza en las células parenquimaiticas que rodean al
xilema y en el floema. Del mismo modo que en la raiz, las células
parenquimadticas del xilema sintetizan ureidos que serdn distribuidos al
resto de la plantula a través de los vasos del xilema.

8. En el promotor de uricasa II se han encontrado posibles cajas de
regulacién homdélogas a las presentes en otros promotores de plantas y de
otras nodulinas, que podrian estar controlando la expresién o6rgano-
tejido-, célula- y organelo- especifica de uricasa II y su expresién durante
la simbiosis y el establecimiento de la plantula.




PERSPECTIVAS

Una de nuestras principales inquietudes es la caracterizacién de la
proteina de 50-kD relacionada con uricasa II. Para ello se proponen las
siguientes metas:

1. Microsecuenciacién del polipéptido de 5S0-kD. De esta forma
sabremos si esta proteina conserva los motivos caracteristicos de las urato
oxidasas. Para ello, se partird de un extracto de raices de frijol de 4 ddi y
se separard y aislard la banda de 50-kD de un gel de SDS-PAGE para,
posteriormente, analizar su secuencia de aminoécidos.

2. Determinacién de sus parametros cinéticos y bioquimicos (Kas, pH
6ptimo de actividad, pl, etc)

3. Localizacién subcelular de la proteina de 50-kD en cotiledones,
raices e hipocotilos de frijol. Para llevar a cabo este objetivo se propone
realizar un fraccionamiento de un extracto de alguno de los o6rganos de
pldantulas de frijol, por ejemplo, raices de 4 dias, para obtener por un lado,
una fraccién conteniendo peroxisomas y por otro, una fraccién soluble que
corresponda al citoplasma. Determinar . mediante ensayo tipo western
donde se encuentran las proteinas de 35- y 50-kD.

4. Determinar la posible funcién de la proteina: podriamos
determinar la relacién de la proteina de 50-kD con apoptosis, analizando la
presencia de esta proteina en sistemas que incluyan programas de
desarrollo que lleven asociados muerte celular programada; por ejemplo,
senescencia de hojas, xilogenesis, ataque por patégenos, etc. Por otro lado,
la obtencién de plantas transgénicas de Lotus japonicus y Arabidopsis
thaliana transformadas con ARN antimensajero de uricasa II y el analisis
de su fenotipo, nos podrian indicar la funcién de uricasa II en plantas
leguminosas y no leguminosas no transportadoras de ureidos.

Como otra meta no menos importante nos proponemos llevar a cabo
los estudios de regulaciéon en cis de la expresién del gen tGnico de uricasa II
de frijol. Para ello proponemos hacer uso de los genes quiméricos
construidos y de técnicas de transformacién vegetal alternativas a las ya
probadas:

1. Obtencién de plantas transgénicas de Lorus japonicus. En este
sistema se pueden llevar a cabo estudios de expresiéon estable para
monitorear la expresiéon de las construcciones obtenidas durante el
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desarrollo y a nivel de O&rgano- tejido y célula-especificidad. Para esta
leguminosa se han reportado protocolos de transformacién exitosos
(Handbergk, Stougaards, 1992). Posce algunas caracteristicas que la hacen
ventajosa como modelo de estudio: es una especie autégama diploide, posee
un genoma pequeiio (3-5 veces el genoma de Arabidopsis) y tiene tiempo
de generacién corto. En general, se pueden obtener plantas transgénicas en
4 meses y semillas en 6 meses. .

Lo ideal para hacer estos estudios de expresién estable seria
conseguir un sistema de. transformacién para frijol. En nuestro laboratorio
se han obtenido plantas quimeras de frijol transformadas mediante
imbibicién de plantulas germinadas con cultivos saturados de
Agrobacterium tumefaciens. Se pretende poner a punto este método
embebiendo ejes embrionarios de frijol para aumentar la probabilidad de
que la bacteria infecte una célula meristematica que de lugar a una planta
transgénica completa.

2. Transformacién de protoplastos de células de frijol. En este
sistema se pueden hacer estudios de expresion transitoria para medir los
niveles de transcripcién que dirigen cada una de las construcciones.
Ademaidis, el uso de protoplastos permite la transformacién no sélo de DNA
sino de otros compuestos que podrian alterar los niveles de transcripcién,
actuando como activadores o inhibidores de la misma. Por otro lado, en
este sistema también se puede monitorear el efecto de algunas condiciones
de incubacién sobre la expresién (hormonas, microaerobiosis).

En nuestro laboratorio se puso a punto el protocolo para la obtencién
de protoplastos de células no infectadas de ndédulos de frijol. Sin embargo,
los ensayos de transformacién mediante electroporacién no fueron exitosos.
Se propone utilizar otro método de transformacién, como la mediada por
polietilenglicol, o alternativamente, monitorear la expresién del promotor
de uricasa II y sus deleciones mediante la transformacién de protoplastos
de otro tipo celular, como por ejemplo protoplastos de células de hoja (en
hojas de frijol se ha detectado la expresién de uricasa II (ver articulo)), que
permitan una mas ficil extraccién y una menor fragilidad de las células.

Adicionalmente se tratard de realizar estos estudios utilizando un gen
reportero mas sensible como es la proteina verde fluorescente (GFP)
(Chalfie et al., 1994). Esto permitiri observar niveles bajos de expresién,
como los que se encuentran en 6rganos de la planta distintos al ndédulo.
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