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RESUMEN

La glutamina sintetasa (GS) es una enzima clave de la asimilacion de nitrégeno y sintesis de
compuestos nitrogenados en plantas superiores. Hemos desarrollado una estrategia
molecular para aumentar la expresion de esta enzima en arboles transgénicos mediante la
construccion de un gen quimérico que permite la sintesis de la GS de pino bajo la direccion
del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor. La construccién se transfirié al genoma
de un clon hibrido de chopo (Populus tremula X P. alba, clon INRA 7171-B4) via
Agrobacterium tumefaciens. La presencia del transgén se ha detectado en todas las lineas
seleccionadas. Como resultado de su expresion se produce un aumento en los niveles de
actividad GS y en el contenido de proteinas y clorofilas. Estos cambios estan asociados a un
aumento en el crecimiento vegetativo de los arboles modificados respecto a la linea control
no transformada. Nuestros resultados sugieren que la eficiencia de utilizacién del nitrégeno
puede ser mejorada en arboles mediante manipulacion genética de la biosintesis de
glutamina.

PALABRAS CLAVE: desarrollo del chopo, asimilacién de nitrégeno, transformacion, cultivo
in vitro.

SUMMARY

Glutamine synthetase (GS) is a key enzyme in the assimilation of inorganic nitrogen and
biosynthesis of nitrogenous-compounds in higher plants. We have developped a molecular
strategy to increase the expression of the enzyme in transgenic leaves by the construction of
a chimeric gene which encodes pine GS under the direction of 35S cauliflower mosaic virus
promoter. The chimeric gene was transferred to the genome of an hybrid poplar line (Populus
tremula X P. alba, clon INRA 7171-B4) via Agrobacterium tumefaciens. The presence of the
transgene was confirmed in the selected poplar lines. An increase in GS activity, chlorophyll
and protein content was observed as results of the transgene expression. These changes
were associated to a higher vegetative growth in the transgenic trees respect to the control
line. Our results suggest that the efficiency of nitrogen utilization may be engineered in trees
by genetic manipulation of glutamine biosynthesis.
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INTRODUCCION

En plantas superiores, la glutamina sintetasa (GS) es la principal enzima
implicada en la asimilacion de amonio. La GS cataliza la incorporacion de
amonio a glutamato produciendo glutamina. Esta reaccion es de una gran
relevancia metabdlica dado que el nitrégeno presente en la mayor parte de
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las biomoléculas, incluidas proteinas, acidos nucleicos,poliaminas y clorofila,
procede en ultimo término de la glutamina sintetizada por la GS.

En angiospermas, la GS existe como diferentesisoenzimas que se localizan
en el citosol y en el cloroplasto de las células; no obstante, en células
fotosintéticas, la isoenzima cloroplastidica (GS2) es la unica isoforma GS
presente y es responsable de la asimilacion del amonio procedente de la
reduccién de nitrato y del liberado durante lafotorrespiracion. Por el contrario,
en tejidos no fotosintéticos y en los elementos vasculares de la hoja, la
isoenzima presente es de localizacioncitosdlica (GS1), y es responsable de
la asimilacidon de amonio procedente de otros procesos secundarios y de la
sintesis de glutamina para el transporte a otros tejidos de la planta. En el
chopo, el patréon de expresiéon de la GS en la hoja es similar a cualquier otra
angiosperma herbacea, siendo la GS2 la isoforma principal en tejido
fotosintético, mientras que la GS1 es mayoritaria en tejido vascular (Gallardo
et al. 1999; figura 1).

Aunque existe una gran cantidad de datos sobre la relevancia de la GS
cloroplastidica en el desarrollo de las plantas, una serie de evidencias
experimentales también indican un papel importante de la isoenzima
citosolica (GS1) en el desarrollo del tejido fotosintético durante la
diferenciacion del plasto (Gallardo y col. 1998; Galvez y col. 1990), la
senescencia de la hoja (Kawakami y Watanabe, 1988), o en respuesta a
estres de origen bidtico como la infeccidon por bacterias (Pérez-Garcia y col.
1995) o abidtico (Bauer y col. 1997). Ademas, se ha demostrado que la
isoforma citosolica de la GS tiene una funcién fisioloégica importante en el
desarrollo de las coniferas, grupo en el que no se ha detectado laisoforma
cloroplastidica y en el que el desarrollo del cloroplasto esta asociado a la
expresion de la GS citosodlica (Canovas y col. 1998; figura 1).

Los estudios indicados sugieren que la expresion ectopica de la GS1 en
células fotosintéticas podria afectar la eficiencia de utilizacion del nitrogeno
por la planta, y por tanto, afectar a los diferentes procesos asociados al
desarrollo de la misma, que son dependientes de la sintesis de compuestos
nitrogenados (figura 1, panel inferior).

RESULTADOS Y DISCUSION

Construccion de un gen quimérico y transformaciéon de un clon hibrido
de chopo.

Para obtener la expresion de la GS en elcitosol de células fotosintéticas de
chopo, se realiz6 la construcciéon de un gen quimérico para la produccion de
la GS de pino bajo la direccién del promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV 35S, figura 2). EI CaMV 35S es un promotor fuerte y
constitutivo que se ha empleado en una gran cantidad de estudios de
transformacion de plantas. El gen quimérico, denominado 35SGSp, se
transfirio al plasmido pBin19 (Bevan, 1984) para la transformacién de un clon
hibrido de chopo (Populus tremula X P. alba, clon INRA 7174-B4; Leplé et al.,
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1992) mediante infeccidn con Agrobacterium tumefaciens (figura 2). Tras la
transformacion, y seleccion de las células recombinantes, se obtuvieron
callos y se regeneraron plantulas in vitro que se sometieron a diferentes
estudios moleculares y de crecimiento.
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Figura 1. Papel de la glutamina sintetasa en la sintesis de compuestos
nitrogenados.

En células tipicamente fotosintéticas de angiospermas, incluido el chopo, la
asimilacion de amonio tiene lugar en el cloroplasto puesto que laisoenzima
GS1 (citosdlica) no se expresa en ellas. En coniferas, laisoenzima GS
responsable de la sintesis de compuestos nitrogenados es lacitosolica, ya
que la GS2 no se expresa en este grupo de plantas. La expresion de la GS
de pino en el citosol de células fotosintéticas de chopo afiade a éstas un
nuevo compartimento subcelular para la asimilacion de amonio, y puede
proporcionarle una mayor capacidad de sintesis de glutamina (panel chopos
transgénicos). Las nuevas caracteristicas de la célula podria afectar a la
sintesis de compuestos nitrogenados y al desarrollo del arbol.
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Figura 2. Esquema de la construccion génica empleada para Ila
sobreexpresion de glutaminasintetasa.

El gen 35SGSp se transfirio al vector pBin19 para la transformaciéon de un
clon hibrido de chopo mediante infeccidn con Agrobacterium tumefaciens.
CaMV 35S, promotor del gen 35S del virus de mosaico de la coliflor. NOS,
region de poliadenilacién del gen de lanopalina sintasa de A. tumefaciens.

Caracterizacion de los arboles transgénicos.

La presencia del transgén en las plantulas regeneradas se comprobo
mediante southern blot y PCR empleando cebadores especificos delcDNA
de la GS de pino (Cantén et al. 1993). La funcionalidad deltransgén se
determind mediante la deteccion del mMRNA y del polipéptido GS de pino
(Gallardo et al., 1999). Como resultado de la expresion se ha observado un
aumento en el contenido total de actividad GS en la hojas de las plantas
transgénicas, y la formacion de una nueva holoenzima GS que presenta
caracteristicas cinéticas y moleculares similares a la GS de pino $ampalo,
2000).
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Figura 3. Deteccién de la presencia deltransgén de GS de pino en el genoma
de los arboles transgénicos.

Se prepar6 DNA gendémico de la linea control y de diferentes lineas
transgénicas y se realizd la amplificacion por PCR empleando cebadores
especificos del cDNA de GS de pino. Como control, se incluyé en el gel la
amplificacion realizada con el plasmido pGS114, que contiene el cDNA de
GS de pino.

Ademas de los cambios descritos, los arbolestransgénicos se caracterizan
por presentar un mayor contenido en clorofila y proteina que las lineas
controles (Gallardo et al. 1999). También se han descrito aumentos en el
contenido de proteina total, clorofila o biomasa en plantas herbaceas que
sobreexpresan GS (Hirel et al. 1997). En nuestro sistema experimental
también se han observados cambios en el fenotipo de las plantas debido a la
presencia de laisoenzima de pino. Se estudiaron varios indicadores basicos
de crecimiento como el desarrollo de las plantasin vitro, el numero de hojas o
el porte de los arboles, estos ultimos en experimentos realizados en
invernadero. Los datos obtenidos indican que los chopostransgénicos se
desarrollan mas rapidamente en cultivo in vitro, presentando una mayor
capacidad de enraizamiento que las plantas controles cultivadas en las
mismas condiciones (figura 3). Igualmente, estudios en invernadero,
realizados sobre 22 lineas de chopos transgénicos independientes, indicaron
que los arboles modificados presentaron una altura superior en un 76% a la
registrada en los arboles controles tras dos meses de cultivo (Gallardo et al.
1999) y un incremento del 40% en el numero de hojas (nodos) (figura 4).
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Figura 4. Fenotipo de los chopostransgénicos que expresan la GS de pino.
Las plantas son representativas de lineas de chopotransgénico y control
cultivados in vitro y en invernadero durante 3 meses de edad.

Aunque existen pocos datos sobre los cambios fenotipicos producidos por la
variacion de la actividad GS, en un trabajo realizado en leguminosas se ha
descrito que el aumento de la expresion de isoenzima citosodlica puede
acelerar el desarrollo de la planta, provocando su floracion y senescencia
prematura (Vincent et al., 1997). Nuestros resultados, obtenidos en un
sistema forestal, también apoyan la hipdtesis de que el aumento en la
expresion de GS citosodlica puede afectar a la eficiencia de utilizacion de
nitrogeno y provocar un efecto global sobre el desarrollo de las plantas
superiores. Se estan realizando estudios de campo en una parcela
experimental con los objetivos de conocer los cambios estacionales en el
metabolismo nitrogenado conferidos por la expresion deltransgén de pino, y
para comprobar si el mayor crecimiento vegetativo de los arboles modificados
pueden mantenerse en las condiciones propias de una explotacion forestal.
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