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RESUMEN

En los ultimos afios, la escasez de combustibles fosiles, el encarecimiento de su
precio y la conservacion del medio ambiente han hecho del desarrollo de biocombustibles
como fuente de energia renovable una prioridad. Resultados preliminares, obtenidos en el
laboratorio de Agrobiotecnologia Vegetal (IdAB), muestran que la sobreexpresion
plastidial de la tiorredoxina f (Trxf) en plantas de tabaco (cv. Petite Havana) produce un

aumento de los niveles de almidon en los cloroplastos de las hojas transformadas.

Dada la creciente demanda de bioenergia, se plantean como objetivos de este
trabajo el estudio de la sobreexpresion de la Trxf en los cloroplastos de la variedad
comercial de tabaco Virginia Gold y la valoracién de las plantas obtenidas como posible
cultivo energético. Para ello, se transformaron plastidialmente hojas de tabaco con el
vector pL3-PrrnG10L-Trxf y se comprobé la integracién de los transgenes en el genoma
plastidial y la homoplasmia mediante Southern blot. El anélisis de los niveles de expresion
de proteina mostré una sobreexpresion de Trxf recombinante que se correspondia con un
aumento de las cantidades de almidén en las plantas transformadas. Los litros de bioetanol
por hectarea que podriamos obtener con estas plantas transgénicas de tabaco rondan los
1350 L, superando el rendimiento medio obtenido con trigo y acercdndose a valores

registrados en otros cultivos energéticos como patata o maiz.

Por tanto, este estudio ha demostrado que las plantas de tabaco de la variedad
Virginia Gold con sobreexpresion de tiorredoxina f deberian tenerse en cuenta como futuro

cultivo energético alternativo para la produccién de bioetanol.



ABSTRACT

In the last few years, concerns about fossil fuels supplies, the increasing oil prices,
and greater recognition of the environment have driven interest in transportation biofuels.
Preliminary results obtained in the laboratory of Plant Agrobiotechnology (IdAB) show
that overexpression of plastidial thioredoxin f (Trxf) in tobacco plants (cv. Petite Havana)

rises starch levels in chloroplasts of transformed leaves.

Due to the increasing demand for bioenergy, this work aims to study Trxf
overexpression in tobacco chloroplasts of the commercial variety Virginia Gold and to
evaluate plants as a possible energy crop. For that purpose chloroplast transformation of
tobacco plants has been assessed with the pL3-PrrnG10L-Trxf vector and the integration of
transgenes in the plastid genome and homoplasmy was verified by Southern blot. Analysis
of protein expression levels showed an overexpression of recombinant Trxf, which
matched with the increased concentrations of starch quantified in transformed plants. The
amount of bioethanol per hectare that could be obtained with these transformed tobacco
plants are around 1350 L, which is more that the yield obtained with wheat and similar to

those values registered in other energy crops such as potato or corn.

Therefore, this study has shown that Trxf overexpressing tobacco plants should be

considered as an alternative energy crop for bioethanol production.



ANTECEDENTES

Los biocombustibles

Los biocombustibles o biocarburantes son combustibles liquidos de origen
biolégico obtenidos de manera renovable a partir de restos orgdnicos (biomasa),
susceptibles de ser empleados en un motor de combustion interna. Los biocarburantes en
uso proceden habitualmente de materias primas vegetales, pudiendo ser sélidos (paja,
cardo, lefas, astillas y carbon vegetal, por ejemplo), liquidos (aceites, metilésteres,
alcoholes, etc.) o gaseosos (los diferentes biogases). Todos ellos reducen el volumen total
de CO; que se emite en la atmdsfera, ya que se trata de un proceso de ciclo cerrado. La
energia contenida en la biomasa procede en ultima instancia de la energia solar fijada por
los vegetales en el proceso fotosintético y acumulada en los enlaces de las moléculas
orgédnicas que forman su biomasa. Esta energia se libera al romper los enlaces de los
compuestos orgdnicos en el proceso de combustion, dando como productos finales
anhidrido carbdnico y agua. Sin embargo, los biocombustibles proporcionan una reduccién
limitada en la emision de gases de efecto invernadero, ya que a menudo son mezclados con

otros combustibles en pequefias proporciones (5 o 10 %) (Schwietzke et al., 2011).

De todas las energias renovables actuales, la biomasa es la que participa en mayor
proporcién en el balance energético, tanto a nivel mundial como nacional y la que ofrece
las mejores perspectivas de crecimiento en los préximos afos (Huang and Zhang, 2011;
Barney and DiTomaso, 2011). La primera gran diferencia entre la biomasa y las restantes
energias renovables radica en su propia naturaleza de “energia quimica”, capaz de
proporcionar toda una serie de productos que pueden llegar a satisfacer todos los tipos de
necesidades energéticas que tiene la sociedad moderna (calor, electricidad y transporte
fundamentalmente), mientras que las restantes energias estdn especializadas en la
produccion de un solo tipo de energia ya sea eléctrica (hidrdulica, edlica o fotovoltaica) o
térmica (solar térmica o geotérmica). Segin la combinacién que se haga, resultan varios

tipos de combustibles (Brown, 2006; Hill er al., 2006; Yadav et al., 2010).

- Biogas: se obtiene a partir de la degradaciéon de desechos orgdnicos por efecto de
microorganismos que proliferan por falta de oxigeno (ambiente anaerdbico). Este
sistema es util para el tratamiento de residuos biodegradables, dado que produce

combustible que, empleado en plantas generadoras, produce energia eléctrica.



- Biodiesel: es el resultado de obtener biocombustibles a partir de aceites vegetales de
soja, palma, girasol, colza o canola, que en muchos casos se cultivan exclusivamente
para estos fines.

- Bioalcoholes: derivados de productos vegetales con un alto contenido en hidratos de
carbono. Dentro de este grupo destacan el bioetanol y su derivado el Etil-ter-butil-éter

(ETBE).

El bioetanol

El bioetanol es un alcohol que se obtiene por fermentacion de productos azucarados
procedentes de cultivos de plantas hidrocarbonadas cuya transformacién en biocarburante
resulta sencilla. Estos azucares estdn en forma de sacarosa, almidén, hemicelulosa y
celulosa, moléculas orgdnicas complejas que se concentran en la parte fibrosa de la planta
gracias al proceso de fotosintesis. Tras la fermentacion de los azicares contenidos en la
materia orgdnica de las plantas, se obtiene el alcohol hidratado, con un contenido
aproximado del 5% de agua, que tras ser deshidratado se puede utilizar como combustible
(Amorim et al., 2011). El bioetanol mezclado con la gasolina (en concentraciones del 5 o
el 10%) produce un biocombustible de alto poder energético con caracteristicas muy
similares a la gasolina pero con una importante reduccion de las emisiones contaminantes
en los motores tradicionales de combustiéon (Amorim et al., 2011). En la actualidad, buena
parte de los paises europeos cuya capacidad de produccién de biocarburantes supera el
millén de toneladas, estdn investigando sobre la utilizacién del bioetanol como alternativa
a la gasolina y es previsible que sea uno de los biocarburantes mds usados a nivel mundial

(Hahn-Hagerdal et al., 2006). Entre las ventajas del bioetanol (Sticklen, 2008) destacan:

¢ Es una fuente de combustible renovable que reduce la dependencia del petréleo del
extranjero y minimiza los residuos.

e Facil reciclaje o utilizacién de los subproductos obtenidos en la obtencién del
biocombustible. No hay emisiones gaseosas.

e Los biocarburantes emiten un 40-80% menos de gases invernaderos que los
combustibles fosiles.

e Muy bajo contenido de particulas en las emisiones de escape y ausencia total de
sulfatos en los mismos.

¢ Combustible biodegradable en aproximadamente una semana.



La obtencion del Bioetanol (Amorim et al., 2011; Huang and Zhang, 2011) se

separa en varias fases (Figura 1):

e Tratamiento inicial de la materia prima (homogeneizacion).

e Hidrdlisis (licuefaccién y sacarificacion): en la etapa de licuefaccion actian

enzimas bajo unas determinadas condiciones de temperatura, presion y pH. Estos
pardmetros se optimizan en funcién de la materia prima aportada. En la etapa de
sacarificacion el sustrato de la licuefaccion es transformado en glucosa que serd
posteriormente sometida a fermentacion. Los rendimientos del sistema son altos y
ofrecen un consumo 6ptimo de energia.

e Fermentacion: en el estadio de fermentacion la glucosa es transformada en alcohol.

e Destilacion, decantacion y evaporacion: la masa fermentada es conducida a la etapa

de destilacion. El alcohol crudo es destilado en una primera etapa y posteriormente

procesado en diversas columnas para separarlo de las impurezas y del agua.
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R5U Figura 1. Proceso de obtencién de bioetanol.

Entre las materias primas convencionales podemos encontrar azicares (procedentes
de la cafa o la remolacha, por ejemplo) o cereales (mediante la fermentaciéon de los
azucares del almidon). Todas ellas compiten con el mercado alimentario (Tammisola,

2010) y dan lugar al denominado “bioetanol de primera generacién”.

Otra alternativa a las cosechas dedicadas a fines energéticos, son los materiales

lignocelulosicos (Dunnett et al., 2008). Estos son los que ofrecen un mayor potencial para



la produccién de bioetanol: el uso de residuos de procesos agricolas, forestales o
industriales (con alto contenido en biomasa) han dado lugar al llamado ‘“bioetanol de

segunda generacion” (Tang et al., 2011). Estos residuos pueden ir desde la paja de cereal a

las “limpias” forestales, pasando por los Residuos Sélidos Urbanos (RSU) o las cédscaras de
cereal o de arroz. Los residuos tienen la ventaja de su bajo coste, ya que son la parte no
necesaria de otros productos o procesos, salvo cuando son utilizados en la alimentacion del
ganado. Los RSU tienen un alto contenido en materia organica, como papel o madera, que
los hace una fuente potencial de materia prima, aunque debido a su diversa procedencia
pueden contener otros materiales cuyo preproceso de separaciéon incremente mucho el
precio de la obtencion del bioalcohol. También pueden utilizarse residuos generados en
algunas industrias, como la papelera, la hortofruticola o la fracciéon organica de residuos
sOlidos industriales. Muchos de estos residuos no sélo tienen valor economico en el
contexto donde se generan sino que pueden ser causa de problemas ambientales durante su

eliminacién (Cabrera, 20006).
Aspectos basicos sobre la bioquimica y el metabolismo del almidén.

El almidoén, principal carbohidrato de reserva en plantas vasculares, es un
homopolimero de moléculas de glucosa agrupadas en cadenas de amilosa y amilopectina
que, a su vez, se organizan para dar lugar a estructuras semicristalinas llamadas granulos.

Las cadenas de amilosa (Figura 2A) estdn constituidas por moléculas de glucosa
unidas covalentemente mediante enlaces a-1,4 con un 0,1% de ramificaciones surgidas a
partir de enlaces a-1,6 (Ball ef al., 1996; Ball and Morell, 2003; Takagi and Hizukuri,
1984; Takeda and Hizukuri, 1986). Su tamafio molecular estd comprendido entre los 10°
y 10° Dalton (Da). EI tamafio molecular de la amilopectina (Figura 2B) oscila entre los

10" y los 10° Da y posee aproximadamente un 4% de enlaces a-1,6.
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Figura 2. Estructura de los homopolimeros que componen el almidén: (A) amilosa y (B) amilopectina.



El balance amilosa/amilopectina, la forma y el tamafio de los granulos de almidén
cambian segun especies y 6rganos de una misma planta. El conocimiento basico sobre la
biosintesis del almidén de las plantas avanzd sustancialmente tras el descubrimiento del
ADP-glucosa (ADPG) (Murata et al., 1964; Recondo et al., 1963). ADP glucosa
pirofosforilasa (AGPasa) cataliza el primer paso de sintesis de almidén en plastidios,
convirtiendo la glucosa-1-fosfato y ATP en ADP-glucosa y fosforo inorgénico (Pi). Tiene
actividad alostérica regulada por interacciones ultrasensibles con metabolitos efectores (el

3 fosfoglicerato es un activador y el Pi es un inhibidor).

Las tiorredoxinas.

Las tiorredoxinas son pequefas proteinas termoestables (12 kDa) presentes en todos
los organismos que catalizan intercambios tiol-disulfuro y regulan el ambiente redox de la
célula, controlando un amplio rango de procesos bioquimicos (Berndt et al., 2008;
Buchanan and Balmer, 2005). Esta regulacion depende, en la mayoria de los casos, de la
capacidad de las tiorredoxinas de reducir puentes disulfuro de proteinas diana. Todas las
tiorredoxinas muestran un sitio activo conservado que confiere una estructura comun a la
mayor parte de las proteinas disulfuro oxidoreductasas. Este centro activo estd formado por
los aminodcidos Cys-X-Pro-Cys, donde X suele ser Gly, pero también puede ser Pro o Ala,
ademds de ciertos aminodcidos cuyas posiciones son estructuralmente importantes (Eklund
et al., 1991). En la reaccion de oxido-reduccion, el tiol N-terminal del motivo CxxC ataca
el puente disulfuro de la proteina diana, liberando el grupo tiol y formando un puente

disulfuro con la segunda cisteina de la proteina (Meyer et al., 2009).

En plantas, el sistema tiorredoxina es particularmente complejo, ya que existen
multiples isoformas y multiples genes que codifican para cada tipo de tiorredoxina, siendo
todos estos genes codificados nuclearmente, independientemente de su localizacidén
subcelular (Meyer et al., 2009). Desde los primeros trabajos llevados a cabo en
Escherichia coli (E. coli), el nimero de proteinas pertenecientes a esta familia ha
aumentado de forma considerable (Schurmann and Buchanan, 2008). La multiplicidad de
isoformas de tiorredoxinas encontradas en cloroplastos de Arabidopsis thaliana, cuatro
isoformas de tiorredoxina “m”, dos “f”, una “x”, y dos “y”, hace que surjan dudas respecto
a la especificidad y las funciones de las mismas (Meyer et al., 2005). Las tiorredoxinas
mas estudiadas hasta la fecha han sido las tiorredoxinas m y f, denominadas asi en funcién

de la enzima que son capaces de activar, la NADP-malato deshidrogenasa (NADP-MDH)



y la fructosa-1,6-bis-fosfatasa (FBPasa), respectivamente (Montrichard et al., 2009).
Ambas muestran selectividad en sus interacciones con enzimas diana. Estudios
filogenéticos y comparaciones estructurales han demostrado que las tiorredoxinas m tienen
un origen procariota, estdn codificadas nuclearmente y se encuentran débilmente asociadas
a las membranas externas del tilacoide (Arsova et al., 2010; Meyer et al., 2005). Las
tiorredoxinas f estdn también codificadas nuclearmente, tienen un origen eucariota
(Sahrawy et al., 1996) y su superficie esta cargada mds positivamente que la de la Trxm
(Schurmann and Buchanan, 2008). Las tiorredoxinas cloroplasticas pueden regular
procesos tan importantes como: el ciclo de Calvin; el ciclo C4; el metabolismo del
nitrégeno y del azufre; la biosintesis de &cidos grasos, isoprenoides, tetrapirroles y
vitaminas; la traduccién; el ciclo de las pentosas fosfato; el estrés oxidativo; el
ensamblaje/plegado de proteinas y degradacion de las mismas; la degradacion del almidon;
la glicdlisis; la divisién plastidial y la replicacion del DNA (Issakidis-Bourguet et al.,

2001; Meyer et al., 2005; Lemaire et al., 2007; Mingo-Castel et al., 2009).

SOEXS

Figura 3. Sistema ferredoxina-tiorredoxina (Fdx/Trx) en organismos
fotosintéticos. Representacion esquemdtica de la transferencia de la sefal

luminica via Fdx y FTR a la enzima diana (Schurmann and Buchanan, 2008)

Las tiorredoxinas plastidiales obtienen el poder reductor a través del sistema
ferredoxina/tiorredoxina (Schurmann and Buchanan, 2008). Brevemente, el transporte de
electrones a través del fotosistema durante la fotosintesis reduce ferredoxinas (Frx). Las
Frx, una vez reducidas, interaccionan con la enzima ferredoxina:tiorredoxina reductasa
(FTR), la cual convierte la sefial dada por un electrén activado por la luz en una sefal tiol,
que es transmitida a una de las isoformas de la familia tiorredoxina presente en el plastidio
(Figura 3). En su forma reducida, las Trxs interaccionan con sitios especificos de puentes
disulfuro presentes en proteinas que participan en distintas vias (con el fin de aumentar o
disminuir su actividad) o con proteinas asociadas con respuestas a estrés (Schurmann and
Buchanan, 2008). Este sistema se creia propio de células fotosintéticas, sin embargo,

recientemente se ha descrito la existencia de un completo sistema Frx/Trx también en



amiloplastos, regulando la actividad de enzimas implicadas en procesos tales como el
metabolismo del almiddn; la biosintesis de lipidos, aminodcidos y nucledtidos; el plegado

de proteinas y otras reacciones varias (Balmer et al., 2006).

Relacion entre tiorredoxinas y produccion de azicares y almidon.

El metabolismo del carbono empieza en los cloroplastos mediante la fijacién de
carbono inorgdnico en el complejo proceso de la fotosintesis. El1 CO, atmosférico se
incorpora al ciclo de Calvin y, posteriormente, es exportado al citosol en forma de triosa-

fosfato para convertirse en sacarosa.

Las tiorredoxinas plastidiales, activadas por la luz, desempefian un papel importante
en el metabolismo de los carbohidratos (Chibani et al., 2009). Concretamente, la
tiorredoxina f desempefia un papel fundamental en la activacion especifica de muchos de
los enzimas implicados en el ciclo de Calvin, por lo que se considera que ejerce algin
control en la asimilacién fotosintética del carbono. Se ha demostrado una activacion
especifica de la Trxf para fructosa-1,6-bis-fosfatasa (FBPasa), rubisco-activasa,
fosforibuloquinasa  (PRK), gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) 'y
sedoheptulosa-1,7-bifosfatasa (SBPasa). Recientemente, gracias a la revolucion de la
gendmica y la proteémica, se han identificado otras enzimas implicadas en el metabolismo
de carbohidratos que son reguladas por tiorredoxinas, como la AGPasa, la a-glucano, agua
dikinasa (enzima plastidial que cataliza la fosforilacion del almid6n en su degradacion) y la
B-amilasa (TR-BAMY) (Buchanan et al., 2002; Lemaire et al., 2007). Son muchos los
trabajos en los que se han sobreexpresado en plantas enzimas relacionadas con el
metabolismo de los carbohidratos, la mayor parte en torno a la utilizaciéon de la AGPasa
(Slattery et al., 2000; Stark et al., 1992). Sin embargo, también se ha conseguido aumentar
los niveles de almidén mediante la produccion de plantas transgénicas que sobreexpresan
sacarosa-sintasa (SS) (Baroja-Fernandez et al., 2004). La sobreexpresion de una
FBPasa/SBPasa de cianobacterias en cloroplastos de tabaco mediante transformacién
nuclear mejor6 la fotosintesis y el crecimiento de las plantas transgénicas (Miyagawa et
al., 2001). Sin embargo, cuando esta misma proteina se ha expresado desde el genoma del
cloroplasto, a pesar de presentar unos niveles mayores de expresion, no se han observado
cambios importantes en fotosintesis, crecimiento y niveles de azicares respecto a los

obtenidos mediante transformacion nuclear (Yabuta et al., 2008).

10



Existen muy pocos trabajos en los que se han sobreexpresado tiorredoxinas en
plantas. Cho et al. (1999) sobreexpresaron una tiorredoxina h de trigo en el endospermo de
cebada transgénica, obteniendo un incremento de hasta 4 veces en la actividad de la
'starch-debranching enzyme', enzima que rompe de manera especifica los enlaces alfa-1,6
en el almidén, en el endospermo de granos transgénicos germinados. También se ha visto
que se aceleraba la emergencia de la radicula durante el proceso de germinacion (Wong et
al., 2002). Asimismo, se ha descrito que la sobreexpresion de tiorredoxina h en cereales
(trigo y cebada) puede utilizarse para mejorar la calidad harino-panadera del trigo,
aumentando la fuerza de la masa (Joudrier et al., 2005) y para mitigar la respuesta
alergénica a las proteinas del trigo (Buchanan et al, 1997) produciendo alimentos
hipoalergénicos mds digestivos. Recientemente, se ha descrito la obtencion de plantas de
tabaco con niveles incrementados de almidon en sus hojas mediante la sobreexpresion del
gen de la Trxf en sus cloroplastos (Mingo-Castel et al., 2009). Estos resultados apuntan a

un papel estimulador de la Trxf en la biosintesis de carbohidratos.

La transformacion plastidial.

La informacion genética en las plantas se encuentra distribuida en tres
compartimentos celulares: el nicleo, las mitocondrias y los plastidios. El genoma plastidial
(plastoma) es circular de doble hélice, y en plantas superiores difiere en tamafio segin la
especie entre 120 y 160 kb. El nimero de copias del plastoma en el plastidio es variable,
dependiendo del tipo de plastidio y del tipo de célula, pudiendo llegar a contener hasta

10.000 copias en una célula del meséfilo de la hoja.

En el proceso de transformacién plastidial, la integracién del ADN en el genoma
plastidial se produce por recombinacion homoéloga. En la mayoria de las especies, los
genomas plastidiales contienen 4 regiones, la zona simple larga (LSC), la simple corta
(SSC) y dos regiones invertidas repetidas (IR5 e IRp) (Sugiura et al., 1998). El plastoma de
tabaco tiene un tamaifio de 155.939 kb (Sugiura et al., 1998) y su organizacién se puede
observar en la Figura 4. Se han probado hasta 14 lugares distintos de insercion de
transgenes en el plastoma, en los que no ha habido efectos negativos, si bien los mds
utilizados han sido la regién intergénica del trnl-trnA y la del rrnl6/trnV-rps7/12 (Maliga,
2004). El método mas utilizado para insertar los vectores en el ADN plastidial ha sido el
bombardeo con helio a alta presién (método biolistico). Para detectar la regeneracion de

transformantes se suelen utilizar marcadores de seleccion. El mas eficiente hasta el
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momento ha sido el gen aadA de bacterias, que codifica la enzima 3'-adenilil-transferasa, y
es capaz de inactivar antibidticos tipo aminoglicésidos, como la espectinomicina y la

estreptomicina (Goldschmidt-Clermont, 1991).

TOBACCO
(Nicotiana tabacum)

Chioroplast DNA

Figura 4. Genoma plastidial de tabaco (Nicotiana tabacum)

Para lograr grandes niveles de acumulaciéon de proteina recombinante, los
transgenes se expresan bajo promotores constitutivos fuertes que aseguran altos niveles de
ARN mensajero (ARNm). También se suelen incluir regiones 5'UTR que promuevan una
traduccion activa y estabilicen los transgenes. La elecciéon de estos elementos resulta
crucial para determinar las cantidades finales de acumulacién de proteina, pues el inicio de
la traducciéon es el paso limitante (Maliga, 2004). En cambio, la regiéon 3'UTR es
importante para estabilizar el ARNm y no parece influir en el nivel de expresion de los

transgenes (Eibl et al., 1999; Katz and Danon, 2002; Rott et al., 1998).

La transformacion plastidial presenta una serie de ventajas, incluida la capacidad de
obtener elevados niveles de expresion de la proteina recombinante, pudiendo llegar a
alcanzar hasta el 46% de la proteina soluble total (De Cosa et al., 2001), debido

probablemente al elevado nimero de copias del transgén en la célula. Otras ventajas
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destacables son: la ausencia de "efecto posicion" (Bock and Khan, 2004), permitiendo una
expresion uniforme y reproducible del transgen; la baja probabilidad en el flujo de
transgenes a otros cultivos o especies salvajes relacionadas, ya que en la mayoria de las
especies cultivadas los plastomas son heredados por via materna (Hagemann and Schroder,
1989); y la capacidad de procesamiento policistronico, que los capacita para procesar

varios transgenes bajo el control de un tinico promotor (Bock and Khan, 2004).

Las aplicaciones biotecnoldgicas de la transformacion plastidial son amplias (Bock,
2001; Maliga, 2004). Por una parte, han sido numerosos los estudios para dotar de ventajas
agrondémicas a los cultivos, como resistencia a insectos o a herbicidas y fitorremediacion.
También se ha publicado la expresion de moléculas de interés industrial como la xilanasa,
trehalosa o el PHB. La aplicacion mds extendida ha sido la produccion de compuestos
biofarmacéuticos en plastidios (Farran et al., 2008; Fernandez-San Millan et al., 2003;
Fernandez-San Millan et al., 2008; Molina et al., 2004; Sanz-Barrio et al., 2011),
probablemente porque las expectativas de mercado son altas y pueden esperarse grandes

beneficios (Bock, 2007; Daniell, 2006).
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OBJETIVOS

1. Obtener plantas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Virginia Gold) transformadas

plastidialmente que sobreexpresen la proteina tiorredoxina f (Trxf) en los cloroplastos.

2. Caracterizar morfolégicamente las plantas obtenidas en distintos estadios
fenoldgicos.
3. Comparar el contenido de almidén y azucares solubles de las plantas transformadas

respecto a las no transformadas, con el fin de valorar el uso de dichas plantas como posible

cultivo energético.
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MATERIAL Y METODOS

Construccion del vector de transformacion.

La secuencia madura de la Trxf de Nicotiana tabacum (GenBank Accesion Number
HQ338526) se obtuvo mediante amplificaciéon por PCR, utilizando como molde un cDNA
de tabaco y los cebadores NtTrxf-5" (5’-CCATGGGTCACCATCACCATCACCATAGCT
CCGATGCTACTG-3’) y NtTrxf-3’ (5’-GCGGCCGCTTAACTTGACCGCACATCCTC
AATTG-3’). Estos cebadores incorporaron la diana Ncol (subrayado) en el NtTrxf-5’
seguida de una cola de histidinas (en cursiva) y una diana Nofl en el NtTrxf-3’. La
secuencia amplificada de la Trxf madura de tabaco se clon6 en el vector pGEM-T easy
(Promega, Madison, Wisconsin, USA) obteniéndose el vector de partida pGEMTrxf. El
fragmento Ncol-Notl correspondiente a las secuencia madura de la Trxf se clond en el
vector pBS-SKPrrnG10LCTF (Farran et al., 2008). De esta forma se obtuvo el vector pBS-
SKPrrnG10LTrxf, que por digestion EcoRI-Sall liberd la secuencia correspondiente a la
proteina Trxf fusionada con un fragmento de 150 pb que incluye el promotor constitutivo
del operén del RNA ribosomal del plastidio (Prrn) y la region lider del gen 10 del
bacteriéfago T7 (GI0L), como se muestra en la Figura SA. El fragmento obtenido se clon6
en el vector pL3 (Figura 5B) para dar lugar al vector definitivo de transformacién plastidial

pL3PrrnG10LTrxf.
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EcoRI (5509) Neo 1(5659) Not (6049)
w N (
[ opmGioL TRXI ;
PrrnG10LTrxf
(B) Figura 5. Construccion del vector de
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s N e pL3PrrnG10LTrxf. (A) Cassette de
\\ N expresion de la Trxf que se insertd en el sitio
Xho | ;5542)\

de miiltiple clonaje (MCS) del vector pL3 (B).
PrrnG10L: promotor del operén 16SrARN
mds la region lider del gen /0 del bacteriéfago
T7 (GIOL). ZRD 'y ZRI: zonas de
recombinacion homéloga; aadA gen que
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Transformacién plastidial y regeneracion de las plantas.

Se bombardeé el envés de hojas de la variedad comercial de tabaco Virginia Gold
cultivadas in vitro, mediante el sistema biolistico PDS1000/He (Bio Rad, Hercules, CA,
USA), segiin el método descrito por Daniell (1997). Para ello, se emplearon
microproyectiles de oro de 0.6 um recubiertos con el vector de transformacion plastidial
pL3PrrnG10LTrxf, a razén de 100 ng de oro y 300 ng de ADN por hoja bombardeada,
siendo la presion del disco de ruptura de 1.100 psi.

Tras el bombardeo, las hojas se incubaron en oscuridad durante dos dias a 28°C.
Posteriormente fueron troceadas en fragmentos de unos 5x5 mm y, manteniendo el envés
en contacto con el medio, fueron cultivadas en cajas Magenta (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA), con medio de regeneracion RMOP (sales MS, 30 g/l sacarosa, 0,1 mg/l ANA,
1 mg/l BAP, 100 mg/l myo-inositol, 1 mg/l tiamina y 6 g/l Phytagar pH 5,8) suplementado
con 500 mg/L de espectinomicina como agente de seleccion. Las condiciones de cultivo
fueron 28°C, un fotoperiodo de 16 horas luz y el flujo foténico de 120 umol.m'z.s‘1
suministrado con fluorescentes de luz blanca Philips (TDL 58W/79). Como controles se
incluyeron en el experimento hojas sin bombardear en medio RMOP con y sin
espectinomicina.

Los brotes regenerados resistentes a espectinomicina fueron sometidos a una
segunda ronda de seleccion bajo las mismas condiciones. Las plantulas regeneradas en
segunda ronda fueron enraizadas in vitro en medio P3 (sales MS, 30g/l de sacarosa y
solidificado con 6g/l Phytagar, pH 5.8) suplementado con 500 mg/L de espectinomicina,
aclimatadas en fitotrén y cultivadas en invernadero, con el fin de recolectar semillas y

confirmar la homoplasmia en las plantas de la generacion Tj;.
Extraccion del DNA genémico.

Las hojas de tabaco fueron congeladas con nitrégeno liquido y pulverizadas con
ayuda del Mikro-Dismembrator U (B Braun Biotech International, Melsungen, Alemania).
El ADN gendémico se extrajo empleando el método de bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB) descrito por Murray and Thompson (1980) y se cuantific6 mediante
espectrofotometria midiendo la absorbancia a 260 nm (BioPhotometer; Eppendorf

International, Hamburgo, Alemania).
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Confirmacion de la homoplasmia por Southern blot.

Se digirieron 20 ug de DNA genémico de dos plantulas de la generacion T; con la
enzima de restriccion Bg/Il, y los fragmentos generados fueron resueltos en un gel de
agarosa al 0.8% (p/v) y transferidos a una membrana de nylon (Nytran N; Whatman,
Springfield Mill, UK). Como sonda se us6 un fragmento de DNA de 0.78 kb obtenido tras
amplificar por PCR DNA genémico de Nicotiana tabacum cv. Petite Havana con los
cebadores sondal (5’-CCAAGGCATAACTTGTATCC-3") y sonda2 (5'-
GAGTGTACCATGAGAGAAGC-3’). Dicha sonda (HS, Figura 6A) hibrida con las zonas
de recombinacion homodloga del genoma plastidial. Tanto la preparacion de la sonda como
la hibridacién de la membrana se llevaron a cabo con el sistema de marcaje y deteccion
directa por quimioluminiscencia DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit

II (Roche Applied Science, Penzberg, Germany).

Cultivo de las plantas de tabaco en invernadero.

Tras confirmar la homoplasmia mediante andlisis por Southern blot, se germinaron
in vitro semillas de una de las lineas transplastomicas en medio P3 suplementado con 500
mg/L. espectinomicina. Paralelamente, se germinaron semillas procedentes de plantas
control no transformadas en medio P3 sin agente de seleccion. Una vez germinadas, diez
plantulas de la linea transformada homopldsmica y otras diez de la linea control, fueron
individualizadas y cultivadas durante cuatro semanas en tarros Magenta con medio P3,
aclimatadas en fitotron y trasplantadas a maceta en el invernadero para realizar los
posteriores estudios. En el invernadero, las plantas permanecieron durante 14 semanas
(entre el 26 de octubre y el 22 de febrero) a una temperatura de 28°C durante el dia 'y 15°C
por la noche, mantenida mediante sistemas reguladores y un fotoperiodo de dia corto (entre
9 y 10 horas de luz). Indicar que, debido a la disposicién de las plantas en el invernadero,
diez de ellas (cinco transformadas y cinco sin transformar) recibieron mayor cantidad de
luz solar que el resto por estar situadas cerca del cristal. Esto fue tomado en consideracion
a la hora de analizar los resultados.

Cuando el 50% de las flores se encontraban abiertas, se procedi6 al descabezado de
la mitad de las plantas, tanto transformadas como sin transformar. Seguidamente, se
procedié al deshijado quimico mediante tratamiento con STOMP (Pendimetalina 33%) al
1% en todas las plantas para evitar el rebrote, aplicando 20 ml por planta mediante

pulverizacion en cada una de las yemas laterales.
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Analisis de la expresion de tiorredoxina f mediante Western blot.

Se homogeneizaron unos 200 mg de hoja pulverizada en nitrégeno liquido en 600
pul de Laemmli buffer (0.5 M Tris-HCl pH 6.5, 4% SDS, 20% glicerol, 10% -
mercaptoetanol y 0.1% azul de bromofenol), tanto de plantas transformadas como no
transformadas. Se extrajo la proteina total (PT) hirviendo durante 5 minutos a 95°C. El
extracto fue resuelto por SDS-PAGE en un gel de acrilamida al 15% y transferido a una
membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL; GE Healthcare, Waukesha, WI, USA). Como
anticuerpo primario se usé anti-Trxf (Sanz-Barrio et al., 2011) a una dilucién 1:7500 y
como anticuerpo secundario se usO un anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa
(Sigma-Aldrich) a una dilucién 1:10000 en PBS-T (Na,HPO4 80mM, NaH,PO4 20mM,
NaCl 100mM, Tween-20 0.1%) con leche desnatada en polvo al 5%. La deteccién de las
proteinas se llevé a cabo por quimioluminoscencia, usando el sistema de revelado ECL

Plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare).

Contenido en agua, peso especifico y medida de la cantidad de clorofila.

Con el fin de calcular el contenido en agua de las hojas (LWC) y el peso especifico
(SLW), 30 dias después del descabezado (dias post-corte) se cosechd un disco apical de
cada una de las hojas de todas las plantas del ensayo con ayuda de un sacabocados de
didmetro conocido. Las muestras se pesaron (peso fresco) y posteriormente de secaron en
estufa a 80°C durante 48 horas, tomando posteriormente datos del peso seco de las
muestras.

Las medidas de clorofila se tomaron de hojas alternas (tres medidas por hoja) en
cada una de las plantas, usando el medidor SPAD-502 Plus (Minolta Konica Co. Ltd.,
Japan) (Kashiwagi et al., 2006).

Determinacion de almidon y cuantificacion de aziicares solubles.

Para las mediciones de almidén y azucares, se recolectaron discos de hojas de
tabaco con ayuda de un sacabocados a los 15, 30 y 45 dias post-corte de flor (tres discos
por hoja, en hojas alternas de todas las plantas de tabaco, tanto transformadas como
control). Ademads, durante la cosecha del dia 30, también se tomaron muestras de hoja
joven, madura y vieja, procediendo del mismo modo indicado previamente.

Las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido y pulverizadas en el Mikro-

Dismembrator U (B Braun Biotech International). Se homogeneizaron unos 200 mg de
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material vegetal pulverizado en 500 ul de etanol al 100% con ayuda de un Ultra-Turrax
(IKA, Werke Staufen, Germany). Tras afiadir 500 pl de etanol al 80%, se procedio a la
extraccion de azucares solubles a 70°C durante 90 minutos y en agitacion. Las muestras se
centrifugaron a 14000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. La concentracion
de azucares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) se determiné a partir del sobrenadante
mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con deteccion amperomérica. Se
uso el sistema DX-500 Dionex ajustado a una columna Carbo-Pac PA1 (Rolletschek et al.,

2002).

Para la solubilizacién del almidon, se lavo el pellet con 1 ml de etanol al 80% y se
centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 14000 rpm y temperatura ambiente. Tras
desechar el sobrenadante, se secaron los pellet durante 20 minutos a 45°C. A continuacidn,
se resuspendio el pellet en 400 ul de KOH 0,2 N y se incubaron las muestras durante 60
minutos a 95°C en agitacion. Se ajusto el pH a 4,6-4,8 mediante adiciéon de unos 70 ul de
acido acético IN. Por dltimo, se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 10
minutos y se recogié el sobrenadante. La cuantificaciéon del contenido en almidon se
realizé con el sobrenadante recogido tras la solubilizacién del polisacérido, siguiendo las
indicaciones de un kit comercial de bioandlisis enzimdtico (R-Biopharm Ag, Darmstadt,
Alemania). Asi, tras una hidrdlisis enzimética del almidén, se determiné por fotometria la
cantidad de glucosa en las muestras, midiendo la absorbancia a 340 nm en un

espectrofotometro (BioPhotometer; Eppendorf International).

Analisis estadisticos y representacion grafica

Los distintos resultados se graficaron y analizaron mediante el programa GraphPad
Prism, version 5.04. Para el andlisis estadistico de los datos, se usé el test no paramétrico U

de Mann Whitney, con un intervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS

Integracion de la secuencia de la Trxf en el genoma plastidial de tabaco y

comprobacion de la homoplasmia.

Con el propésito de valorar el efecto de la sobreexpresion plastidial de la Trxf sobre
los niveles de almid6n en los cloroplastos de plantas de tabaco, se transformaron hojas de
la variedad comercial Virginia Gold mediante el sistema biolistico. Para ello se cloné el
gen de la Trxf en el vector de transformacion pL3 (Figura 5B), desarrollado en el grupo de
Agrobiotecnologia Vegetal del Instituto de Agrobiotecnologia. Como puede verse en la
Figura 6A, el vector pL3 inserta el gen de interés por recombinacién homoéloga entre los
genes trnV'y 3’rps12 de la region invertida repetida del genoma plastidial. Esta zona de
insercion se ha venido usando habitualmente para la transformacion de cloroplastos, sin
haberse reportado efecto pleiotrépico alguno (Maliga, 2004). Para facilitar la acumulacién
proteica, se incluyeron en la construccién elementos reguladores tanto 3’como 5’ (Figura
6B), utilizando el terminador del gen rps/6 (regulador 3~ del mRNA obtenido del gen de la
subunidad menor del ribosoma del cloroplasto) y el promotor Prrn (promotor constitutivo
del operén del RNA ribosomal del plastidio) fusionado a la secuencia lider del gen 70 del
fago T7 (G10L). Como se ha podido comprobar (Staub et al., 2000; Tregoning et al., 2003)
estas secuencias reguladoras 5° permiten alcanzar altos niveles de expresion de proteina
exogena en cloroplastos (7%-25% sobre la proteina soluble total, TSP). Como gen
marcador se us6 el aadA (el cual confiere resistencia a la espectinomicina y
estreptavidina), bajo el control del promotor Prrn y el terminador del gen psbA. El cassette
aadA se encuentra flanqueado por las secuencias LOX, permitiendo la escision completa
del gen de resistencia a antibidtico tras la transformacion (Lutz and Maliga, 2007).

Las hojas de tabaco fueron bombardeadas con el vector pL3-PrrnG1OL-Trxf
(Figura 5) como se ha descrito previamente (Daniell, 1997). Tras cinco semanas, los
distintos brotes regenerados a partir de cada una de las hojas fueron sometidos a varias
rondas de regeneracion, con el fin de conseguir la condicion de homoplasmia. La
integracion estable del gen exdgeno en el plastoma y la homoplasmia en las plantas
transformadas se corroboraron por Southern blot (Figura 6C). Tras dos rondas de
seleccion, se extrajo el DNA gendmico de hojas de plantas de tabaco regeneradas y se
digirié con la enzima de restriccion Bgl/II, cuyos puntos de corte se encuentran en las
regiones de recombinacion que flanquean el sitio de insercion (Figura 6A). Como sonda se

us6 una secuencia de 0.78 kb homdloga a las regiones trnV'y 3’rpsi12 (HS, Figura 6A).
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Figura 6. Integracion del gen quimérico 7rxf en el genoma del cloroplasto y verificaciéon de la homoplamia.
(A) Secuencia del genoma del cloroplasto en el lugar de insercién entre los genes trnV 'y 3’rpsi2. El fragmento de
0.78 kb que flanquea la zona de insercién fue usado como sonda HS para el andlisis por Southern blot (B) Esquema
de los transgenes insertados por recombinacién homdloga en el genoma plastidial. PrrnG10L: promotor del operén
16SrARN mis la secuencia de la region lider del gen 70 del bacteriétago T7 (G10L); Trxf: gen que codifica para la
tiorredoxina f; @aadA: gen que confiere resistencia a espectinomicina y estreptomicina; TpsbA: terminador del gen
psbA de Nicotiana tabacum; Trps16: terminador de la proteina ribosomal S16; LOX: secuencia de reconocimiento
de la recombinasa CRE. Mediante flechas se indica el sentido de la transcripcion. (C) Andlisis por Southern blot de
una planta de tabaco control (WT) y dos lineas transformadas independientes (Trxf 1 y 2). Se digirieron 20 ug de
DNA gendémico con Bg/Il y se usé la sonda HS. Las flechas indican el tamafio de cada uno de los fragmentos.

De este modo, el plastoma de las plantas sin transformar dio lugar a un fragmento
de DNA de 4,5 kb, mientras que las plantas transformadas generaron un fragmento de 6,3
kb. La ausencia del fragmento de 4.5 kb en las lineas transgénicas indica homoplasmia.
Como se puede observar en la Figura 6C todas las plantas analizadas resultaron
homoplasmicas, lo que parece indicar que con el vector de transformacion pL3 podrian ser
suficientes dos rondas de regeneracion en presencia de espectinomicina para obtener

plantas homoplasmicas.
Expresion de Trxf en cloroplastos de plantas de tabaco.

Debido a que la capacidad de biosintesis proteica del cloroplasto disminuye con el
tiempo, la fluctuacion en los niveles de acumulacion de proteina exdgena es un buen
indicativo de la estabilidad de la proteina (Oey et al., 2009). Por ello, se analizaron los
niveles de proteina acumulados en hoja joven, madura y vieja de la generacién T;. El
Western blot (Figura 7A) se realizé con un anticuerpo policlonal anti-Trxf sobre extracto
de proteina total de hoja, revelando la preponderancia de Trxf en hojas jovenes de plantas
transformadas. Sin embargo, la acumulacién de proteina recombinante en hojas maduras y
viejas también fue notable, lo que indica que la Trxf es estable. La cantidad de proteina
total cargada en el gel fue la equivalente a 1 mg de material vegetal tanto en plantas
transformadas como en las control sin transformar. Para poder ver la Trxf enddgena, es
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necesario cargar la proteina total extraida de unos 10 mg de hoja fresca (Sanz-Barrio,
resultados no publicados), por ello, no se detectd sefial de Trxf endogena en las muestras
de hojas de plantas sin transformar, asi que podemos confirmar que la sefial detectada por

Western blot es especifica de la Trxf recombinante.
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Figura 7. Patron de expresion de la Trxf en hojas de tabaco y parametros morfolégicos de plantas
transformadas (Trx) respecto a las control sin transformar (WT) (A) Andlisis por Western blot de la
expresion de Trxf en hoja joven, madura y vieja de una linea transformada y otra control. Se cargaron 2,5 ul de
extracto proteico y 75 ng de Trxf producida en E.coli. La flecha indica el tamaio de la proteina Trxf (B) Imagen
de las plantas en el invernadero seis semanas tras el descabezado (C) Contenido en clorofila de las plantas 15, 30
y 45 dias post corte de flor (pc). La figura muestra la media de todas las plantas de cada grupo, a razén de 3
medidas por hoja, en hojas alternas de cada planta (D) Altura (en centimetros) de las plantas transformadas y no
transformadas 15 dias después del descabezado (E) Numero de hojas de las plantas en el momento del
descabezado (C,D,E) Los datos representan la media de diez plantas, tanto en las transformadas como en las
plantas control, acompaiiada del error estdndar.

También se analizaron algunos pardmetros morfolégicos de las plantas de tabaco
transformadas y control. Como se aprecia en la foto (Figura 7B), todas las plantas
mostraron sintomas de senescencia temprana ya desde el dia 15 tras el descabezado, con
unos niveles de clorofila que se mantuvieron estables a lo largo del tiempo (Figura 7C). No
se encontraron diferencias significativas en la altura de las plantas (Figura 7D) ni en el
nimero de hojas desarrolladas (Figura 7E) al comparar estos datos en plantas
transformadas y sin transformar. Por tanto, las plantas transformadas con Trxf no

desarrollaron ningtin rasgo fenotipico caracteristico (Figuras 7C, 7D y 7E), lo que indica
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que la expresion de esta proteina es fenotipicamente neutral, al menos bajo las condiciones
de cultivo establecidas en este trabajo.

Con el fin de valorar si existian diferencias en cuanto al contenido en agua (Figura
8A) y el peso especifico de hojas de tabaco (Figura 8B) entre plantas transformadas y sin
transformar, se secaron discos de hoja muestreados quince dias después del descabezado y
se calcularon dichos parametros. No se encontré ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre el peso especifico de las plantas transformadas y sin transformar, ni

tampoco en el contenido en agua.
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Figura 8. Contenido en agua (LWC) y el peso especifico (SLW) de las hojas de tabaco en
plantas transformadas (Trxf) y sin transformar (WT) (A) Valores medios del contenido de agua
en hoja de tabaco muestreadas 30 dias post-corte (B) Peso especifico de las hojas, expresado en mg
de peso por cm” (A,B) Los datos representan la media de diez plantas, tanto en las transformadas
como en las plantas control, acompafiada del error estandar.

Efectos de la sobreexpresion de Trxf sobre los niveles de almidén en hoja.

En trabajos realizados anteriormente (Mingo-Castel et al., 2009), se ha podido
comprobar que la sobreexpresion de tiorredoxina f en cloroplastos de tabaco cv. Petite
Havana produce cambios significativos en el contenido de almidén en hoja, lo que
convierte a estas plantas en una materia prima amildcea interesante para la produccion de
bioetanol. Sin embargo, Petite Havana es una variedad de tabaco de laboratorio, con una
produccion de biomasa muy baja. En el presente trabajo se pretende evaluar si existen
diferencias en el contenido de almidén entre plantas que sobreexpresan Trxf y plantas
control sin transformar de la variedad comercial de tabaco Virginia Gold, con unos
rendimientos por hectidrea que rondan las 50 toneladas de hoja (Farran, resultados no
publicados).

Con el fin de establecer el momento 6ptimo de cosecha de las plantas, se determiné

la concentracién de almidén en hojas de plantas transformadas y control de muestras
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recogidas 15, 30 y 45 dias después del descabezado. Como se puede observar en la Figura
9A, las plantas transformadas con Trxf acumularon, en general, mayores niveles de
almidéon que las plantas control. Asimismo, las hojas de las plantas descabezadas
presentaron mayor contenido de almidén que las plantas sin descabezar. Sin embargo, al
analizar estadisticamente estos datos se encontré una gran variabilidad en los mismos
causada por la cantidad de luz recibida por las plantas. Como se muestra en la Figura 9B,
las plantas que recibieron menos cantidad de luz (baja iluminacién) mostraron unos niveles
de almidén significativamente inferiores respecto a aquellas que resultaron més iluminadas
(alta iluminacién), diferencias que fueron mas notables en las plantas transformadas con la
Trxf. Por lo tanto, a la hora de analizar los contenidos de almid6n y azicares solubles en
las hojas de tabaco, se decidié tener en cuenta solamente los datos de las plantas que

recibieron mayor iluminacion (Figuras 10y 11).
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Figura 9. Analisis de la variabilidad en el contenido de almidén en hoja causada por la cantidad de luz recibida
por las plantas (A) Comparacion de los pumol de glucosa/g PF entre plantas transformadas y control a los 15, 30 y 45
dias tras el descabezado (pc), sin tener en cuenta los niveles de luz recibida por las plantas. Los datos representan la
media de diez plantas, acompaiiada del error estandar (B) Comparacién de los pmol de glucosa/g PF entre plantas
transformadas y control a los 15 dias tras el descabezado, en condiciones de baja y alta iluminacién. Los datos
representan la media de cinco plantas, acompaifiada del error estandar

Al analizar las diferencias entre plantas de tabaco que habian recibido mayor
iluminacién (Figura 10A), se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al contenido en almidén en hoja entre plantas transformadas y control, tanto en las
plantas descabezadas como en las no descabezadas (sin cortar) a los 15 y 45 dias tras el
corte de flor. Estos resultados revelaron que, en la cosecha del dia 15 post-corte, las plantas
de tabaco descabezadas que expresan Trxf sometidas a una mayor exposicion luminica

tienen un contenido en almidén de 270+31 umoles de glucosa por gramo de peso fresco
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(PF), lo que corresponde a 2,13 veces mds de almidon que las no transformadas para las
mismas condiciones. Este valor fue de 168+20 umoles de glucosa por gramo PF a los 30
dias post-corte (1,78 veces superior respecto a las plantas control) y 170£30 umoles de
glucosa por gramo PF a los 45 dias después del descabezado (2,95 veces mds que las
plantas control).

Ademas, como se puede observar en la Figura 10A, aquellas plantas transformadas
con Trxf que fueron descabezadas llegaron a acumular hasta un 58%, 36% y 185% mas de
almidon que las que no fueron descabezadas (datos correspondientes a los 15, 30 y 45 dias
después del corte, respectivamente). Sin embargo, estas diferencias no fueron tan notables
en el caso de las plantas control, que mostraron valores de almidén muy similares
independientemente de haber sufrido corte de flor o no. Esto indica que el corte de flor
favoreci6 la acumulaciéon de almidon en las hojas de las plantas de tabaco transformadas
con la Trxf, evitando la migracién de los fotoasimilados a los 6rganos sumidero (flores y

frutos en formacion).
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Figura 10. Contenido de almidén en hojas de plantas transformadas (Trx) y control (WT) cultivadas bajo altas
condiciones de luminosidad (A) Comparacién de los pmol de glucosa /g PF entre plantas transformadas y control a
los 15, 30 y 45 dias tras el descabezado (pc). Los datos representan la media de cinco plantas, acompafiada del error
estandar (B) Contenido en almidén en distintos estados de desarrollo de las hojas. Las medidas se realizaron con
material vegetal recolectado 30 dias post corte de flor. Los datos representan la media de 2-3 plantas acompafiada del
error estandar (A,B) La significacion de las diferencias encontradas en el andlisis estadistico (p) se indica en la figura.

A los 30 dias después del descabezado, se recogieron muestras de hoja joven,
madura y vieja en cada una de las plantas transformadas y control, para comprobar si la
mayor expresion de Trxf encontrada en hoja joven mediante Western blot (Figura 7A), se
correspondia con un mayor actimulo de almidén en estas hojas o por el contrario, el
almidén se acumulaba indistintamente por toda la planta. Al comparar los valores de

almidon de hojas en distinto estado de desarrollo (Figura 10B), a los 30 dias tras el corte de
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flor y en condiciones de alta luminosidad, se encontraron diferencias significativas entre
las plantas transformadas y control. Las mayores diferencias se hallaron en las hojas mas
jovenes de plantas descabezadas, llegando a acumular hasta 1,6 veces mas de almidén las
plantas que sobreexpresaban la Trxf que las plantas sin transformar. En hoja madura los
valores de almidon eran 1,5 veces superiores en las plantas transgénicas. En hoja vieja no
se encontraron diferencias significativas. Sin embargo, en el caso de las plantas sin
descabezar, los valores en ambos grupos (transformadas y control) fueron muy similares, a
excepcion de las hojas mds viejas, donde se cuantific6 mds del doble de almidén en las
plantas transformadas respecto a las no transformadas. Por tanto, estos resultados parecen
indicar que la transformacién plastidial con tiorredoxina f es eficaz ya que puede

incrementar el contenido de almidon en las hojas de tabaco con respecto a las controles.

Proporcion de azicares solubles en hoja de Virginia Gold transformada

plastidialmente con el gen de la Trxf.

Con el fin de analizar el potencial de las plantas de tabaco como fuente de azucares
fermentables para la produccion de bioetanol, en primer lugar se procedié a determinar los
azucares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) presentes en las hojas de tabaco. Para ello
se analizaron dnicamente los niveles de aziicares de aquellas plantas que acumularon
mayores niveles de almidén, es decir, las plantas de tabaco descabezadas que se
encontraban situadas junto al cristal en el invernadero y que, por tanto, recibieron mayor
cantidad de luz. Analizando los resultados del contenido en azucares de las hojas de
tabaco, apenas se observaron diferencias entre plantas transformadas y el grupo control a lo
largo de las distintas cosechas (Figura 11A). Aunque si se vio que a los 30 dias post-corte
hubo un aumento de azicares, tanto en plantas transformadas como control, y que estos
valores disminuyeron considerablemente en la cosecha del dia 45. La proporcion entre
hexosas se mantuvo constante a lo largo del tiempo, siendo la sacarosa la forma
predominante. Al analizar los datos segin el estadio de desarrollo de las hojas (Figura
11B) se observé una tendencia a acumular mds azicares en las hojas mads viejas,
aumentando especialmente los niveles de glucosa a medida que aumentaba el estado de
madurez de las hojas. Por tanto, la expresion de tiorredoxina f en los cloroplastos de tabaco

no parece que conlleve un aumento en la concentracion de azucares en las hojas.
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Figura 11. Cuantificacion de azicares solubles en plantas transformadas (Trx) y control (WT)
descabezadas cultivadas bajo alta luminosidad (A) Proporciones de glucosa, fructosa y sacarosa
encontradas en hoja de plantas descabezadas, transformadas y sin transformar, a los 15, 30 y 45 dias post
corte (pc). Se han representado los valores medios de azicares de cada uno de los grupos en pmol/gramo
de muestra (B) Proporciones de glucosa, fructosa y sacarosa en funcion del estado de desarrollo de las
hojas. Las medidas se realizaron con muestras recogidas 30 dias post-corte en plantas descabezadas. (A,B)
Los datos representan la media de dos-tres plantas acompafiados del error estandar

Evaluacion del potencial de las plantas transgénicas de tabaco de la variedad Virginia

Gold como cultivo energético.

La obtencion de plantas transgénicas capaces de producir y acumular mayores
contenidos de almidén y azicares fermentables, es objeto de interés en la busqueda de
fuentes alternativas de materias primas para la producciéon de bioetanol. Con el fin de
evaluar el potencial fermentador de las plantas transgénicas de tabaco obtenidas en el
presente trabajo, se han extrapolado los resultados obtenidos con la variedad de tabaco
Virginia Gold (Figura 12A) y asi obtener un indicador, litros de bioetanol por hectarea, que

nos permita comparar esta materia prima con otras (Figura 12B).

En la Figura 12A, se resumen los principales parametros que permiten evaluar el
rendimiento en bioetanol, y, por tanto, el potencial fermentador, de una materia prima. A la
hora de realizar estos calculos, se han tenido en cuenta tanto los azucares del almidén
como los solubles (glucosa, fructosa y sacarosa), que son los que la levadura podria
emplear durante la fermentacion, siendo el dato de “Azucares Hojas” la suma de ambos.
Para estimar la produccion de bioetanol se ha considerado un valor de conversion de 0.645
L/kg de azicar, con un rendimiento en la fermentacién del 95% (datos facilitados por

CENER). Considerando un rendimiento de 50 t/ha de hoja de tabaco para la variedad
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Virginia Gold (Farran, resultados no publicados), se ha estimado la produccién de

bioetanol por hectarea, tanto en las plantas transformadas como control.

(A)

WT Trxf
Azicares Hojas (%) 2,49+ 0,14 4,46 + 0.57
Rendimiento Fermentacion (%) 95 95
Bieoetanol produccién (L/t hoja) 15,24 27,32
Rendimiento Variedad Comercial (t hoja/ha) 50 50
L bioetanol/ha 762 1366
(B)
5000+
S Figura 12. Potencial fermentador
£ de las plantas de tabaco de la
© variedad Virginia Gold
-_g transformadas con la Trxf (A)
3 Resumen de los  principales
© parametros que permiten evaluar el
L .
3 potencial fermentador de una
materia prima en las plantas control
(WT) y en las trasformadas (Trxf)

L/t hoja: litros de bioetanol por
tonelada de hoja de tabaco en peso
fresco (B) Productividad energética

de distintos cultivos en Espafia.

Como se puede observar en la Figura 12A, los litros de bioetanol por hectidrea que

podriamos obtener con el tabaco de la variedad Virginia Gold modificado genéticamente

rondan los 1350 L, casi el doble que con las plantas sin transformar. Si comparamos este

valor con los rendimientos medios en bioetanol obtenidos con otros cultivos (Figura 12B,

datos obtenidos de www.marm.es y www.ine.es), se observa que el rendimiento estimado

para esta variedad de tabaco transformada plastidialmente con la Trxf supera el

rendimiento medio obtenido con el grano de trigo y es ligeramente inferior al obtenido con

la patata o el grano de maiz.
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DISCUSION

Los biocombustibles, y en particular el bioetanol, son la alternativa a los
combustibles fosiles utilizados en automocion. La producciéon de bioetanol aumenta afno
tras afio en todo el mundo y especialmente en la UE, donde la normativa obligard en el afio
2020 a que el 10% de los carburantes se produzcan a partir de fuentes renovables (Hancsok
et al., 2011). En los ultimos afios se estd trabajando en la busqueda de especies no
convencionales para su aprovechamiento energético, adaptadas a diferentes dareas
geograficas, ya que los cultivos que se usan actualmente para producir bioetanol (cafia de
azicar, maiz), presentan el inconveniente de competir con el mercado alimentario
(Tammisola, 2010). Una de estas especies alternativas podria ser el tabaco, gran productor
de biomasa verde que puede acumular almidén en las hojas, lo cual le convierte en una
materia prima amildcea interesante para la produccién de etanol. Ademds, mediante
técnicas de ingenieria genética pueden mejorarse los cultivos para que aumenten su
contenido de almidén, por lo que estos cultivos mejorados serian una alternativa a los
cultivos tradicionales de tabaco, como los existentes en la region extremefia de nuestro
pais.

La proteina tiorredoxina f (Trxf) estd involucrada en los mecanismos de control y
regulacién de la biosintesis de almidén en tejidos fotosintéticos y es posible que también
forme parte del sistema de sefnalizacion del metabolismo de carbohidratos entre los tejidos
fotosintéticos y los 6rganos sumidero como los tubérculos (Mingo-Castel et al., 2009). En
trabajos anteriores se clon¢ la tiorredoxina f de tabaco (que tiene localizacién plastidial) y
se expresé desde el genoma plastidial de tabaco (Mingo-Castel et al., 2009). Asi, se
obtuvieron plantas transplastomicas de una variedad no comercial de tabaco (Petite
Havana), cuyo andlisis bioquimico mostré que acumulaban entre 5 y 10 veces mds almidén
y unas 2-3 veces mds sacarosa en hoja que las plantas control.

En el presente estudio se ha introducido la tiorredoxina f en el plastoma de la
variedad comercial de tabaco Virgina Gold, una variedad con mayor biomasa que Petite
Havana. Para dirigir el gen de interés en la transformacion plastidial, generalmente se
eligen promotores enddgenos constitutivos de plastidios. Los promotores plastidiales
probados para la expresion de proteinas heterélogas hasta el momento de la construccidén
de los vectores de transformacion habian sido varios: el promotor de trnV (Zoubenko et al.,
1994), psbA (Staub and Maliga, 1994, 1995; Zoubenko et al., 1994), rbcL (Shiina et al.,
1998), 16SrARN (rrn) (Svab and Maliga, 1993; Kota et al., 1999; McBride et al., 1995) y

rps16 (Staub and Maliga, 1994). Los mejores niveles de expresion habian sido obtenidos
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con los promotores Prrn y PpsbA. El Prrn es constitutivo, y es reconocido tanto por la
ARN polimerasa nuclear (NEP) como por la plastidial (PEP) (Iratni et al., 1997). Para la
eleccion de regiones 5’UTR se disponia de varias opciones. Una de las regiones mas
interesantes es el sitio de union al ribosoma (RBS) (Iratni et al., 1997) de la regién lider
del gen 10 del bacteriétago T7 (GI0L). Este RBS es complementario al anti-RBS de la
16SrTRNA plastidial, que proporciona sefiales de traduccion muy eficientes e
independientes de la luz (Staub et al., 2000). Ademds ya se habia comprobado que
aumentaba la capacidad de traduccion de genes exdgenos en E.coli (Olins et al., 1988) y
plastidios (Staub et al., 2000), llegando a alcanzar niveles de expresién del 25% de
proteina soluble total (Tregoning et al., 2003). Como resultado del estudio de los
promotores y regiones 5S’UTR disponibles, se decidi6 elegir el promotor Prrn y RBS del

gen /0 del bacteriéfago T7 (G10L).

La obtencién de lineas transformadas estables implica el cultivo de los
transformantes en presencia de espectinomicina durante el tiempo necesario para que las
células se dividan, al menos, entre 16 y 17 veces (Moll and Polsby, 1990). Durante este
tiempo los plastidios transformados tienen ventaja selectiva sobre los no transformados,
aumentando en nimero y proporcion gradualmente. Los primeros regenerantes obtenidos
suelen ser totalmente verdes pero quiméricos, con sectores transformados y sin transformar
debido al enmascaramiento por el tejido transgénico (Khan and Maliga, 1999). Por ello, se
necesitd un segundo ciclo de regeneracion en medio selectivo para obtener plantas

homopléasmicas.

Una vez transformadas las plantas con la Trxf y comprobada su homoplasmia
mediante Southern, se analizaron los niveles de proteina acumulados en hoja joven,
madura y vieja mediante Western blot, comprobando que los mayores niveles de expresion
se daban en hoja joven. Esto se corresponde con los resultados obtenidos por Sanz-Barrio
(resultados no publicados) al cuantificar los niveles de Trxm en plantas de tabaco de la
variedad Petite Havana transformadas con el vector pL3-PrrnG10L-Trxm, donde se estim6
que el porcentaje de Trxm sobre proteina total (PT) era de 0.8%=0.1 en hoja joven, frente

al 0.16%+0.02 de PT encontrado en hoja madura.

Los niveles de clorofila se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo y similares
a los observados en estudios precedentes en plantas de tabaco de la variedad Virginia Gold
entre 80 y 100 dias tras aclimatacion en invernadero (Kowalczyk-Jusko and Koscik, 2002).

En dicho estudio, los mayores niveles de clorofila se alcanzaron durante las diez primeras
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semanas tras la aclimatacion (que es cuando realizamos el descabezado de las plantas), por
lo que de haber medido los niveles de clorofila en ese momento, es probable que los
niveles encontrados hubieran sido mayores. La senescencia precoz de las plantas podria
estar relacionada con la rdpida organogénesis que caracteriza a esta variedad (Sakai and
Shimamoto, 1965). Ademads, el proceso de floracion fue mas lento de lo esperado, tal vez
debido a que el cultivo de las plantas tuvo lugar en los meses con menor fotoperiodo del

afo (de octubre a febrero).

No se encontraron diferencias en el peso especifico de hojas de plantas
transformadas y sin transformar. Sin embargo, en trabajos anteriores (Martinez, 2010),
llevados a cabo en plantas de tabaco de la variedad Petite Havana transformadas con la
Trxf, se vio que las plantas transgénicas presentaban mayor peso seco que las control
(hasta un 34,35% mads que las control), estimando el momento 6ptimo de cosecha (aquel en
el que la cantidad de biomasa es mayor) alrededor de los 45 dias tras la floracion de las
plantas de tabaco. Debido a la precoz senescencia observada en la variedad de tabaco
empleada en este trabajo, es probable que, de haber observado diferencias en el peso
especifico entre plantas transformadas y sin transformar, habria sido antes de los 15 dias

tras la floracion, cuando las plantas atin no habian mostrado sintomas de senescencia.

La evidencia de la que se dispone actualmente apunta a un papel estimulador de la
biosintesis de carbohidratos por parte de la Trxf (Mingo-Castel et al., 2009), demostrando
que las plantas transgénicas que incorporan Trxf, producen cantidades de almidén y
sacarosa superiores en 5 6 10 veces a las obtenidas de los mismos tejidos u érganos de las
plantas silvestres correspondientes, cultivadas en condiciones idénticas. Estos resultados se
corroboraron en Martinez (2010), donde se cuantificaron entre 15-20 veces mds de
almidén y seis veces mds de azucares en plantas transformadas respecto a las control,
aunque, en este caso, la cuantificacién se llevé mediante un método enzimdtico distinto
basado en el método de la AOAC 985.29: Dietary Fiber in Foods (Enzimatic-Gravimetric
Method). En los trabajos realizados por Mingo-Castel et al (2009), se observaron valores
de almidén en hoja alrededor de 25 pmoles/g PF en plantas de Petite Havana sin
transformar y 200-250 pmoles/g PF en plantas transformadas con el vector
pL3PrrnG10LTrxf. En el presente trabajo se ha visto que en la variedad Virginia Gold
estos valores superaban los 150 umoles/g PF en el caso de las plantas sin transformar,
confirmandose que se trata de una variedad de tabaco que acumula altos niveles de

almidén en hojas. Sin embargo, a pesar de este hecho, en las hojas de plantas de tabaco
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transformadas se ha cuantificado una media de 266 umoles/g PF, por lo que podemos
afirmar que los valores absolutos de almidon en hoja son similares a los obtenidos
anteriormente con la variedad Petite Havana. Si ademds consideramos que los mayores
valores de almidén se cuantificaron en la primera cosecha (15 dias tras el descabezado),
donde los datos de peso especifico y niveles de clorofila parecen indicar que las fechas de
cosecha disefiadas no fueron las adecuadas, tal vez se podrian haber encontrado mayores
diferencias en las dos primeras semanas tras el descabezado. En el caso de los azucares
solubles, los mayores niveles se vieron en sacarosa, ya que constituye en muchas plantas la
forma mayoritaria de transporte de azicar desde las hojas a otras partes de la misma
(Lecourieux et al., 2010). El hecho de no haber encontrado diferencias entre plantas
transformadas y control en cuanto al contenido de azucares podria estar relacionado con el

momento de recogida de las muestras.

Para evaluar el potencial fermentador de las hojas de tabaco se calculd el
rendimiento en bioetanol a partir de los valores de almidén y aziicares obtenidos en este
trabajo. De este modo, se estimaron los litros de bioetanol por hectdrea que podriamos
obtener con las hojas transformadas de tabaco de la variedad Virginia Gold (Figura 12A) y
se comparé este valor con otras materias primas que se han venido utilizando como cultivo
energético en los ultimos afios (Figura 12B). Asi hemos podido comprobar que, mientras
que en cultivos de cereales como por ejemplo el trigo, se obtienen alrededor de 1000 litros
de bioetanol por hectdrea (Figura 12B), considerando un rendimiento medio nacional de
trigo en Espafia de 2,28 t/ha (datos obtenidos de www.marm.es y www.ine.es), con el
tabaco comercial modificado genéticamente podriamos rondar los 1350 litros de bioetanol
(Figura 12). Es decir, empleando hojas de tabaco con sobreexpresion de tiorredoxina,
obtendriamos el doble de rendimiento que con las plantas sin transformar y un 24% mads de
bioetanol por hectdrea que con el trigo, uno de los cereales més utilizados en Espafia para
la obtencion de bioetanol (Martinez, 2010). Ademas, los rendimientos en bioetanol
estimados con las hojas de tabaco transgénico, se sitian cerca de los litros por hectarea de
bioetanol obtenidos con otras materias primas como la patata o el grano de maiz, lo que
hace del tabaco comercial transformado con Trxf un posible cultivo energético para la
obtencion de bioetanol. A todo esto hay que afiadir que, considerando que para la
valoracién del potencial fermentador de estas plantas transgénicas de tabaco no se han

tenido en cuenta los tallos, su productividad bioenergética podria incluso ser mayor.
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Otra ventaja que ofrece el empleo de hojas de tabaco con sobreexpresion de
tiorredoxina f como materia prima para la produccion de bioetanol es que presentan un alto
contenido en agua, lo que podria suponer una reduccién del coste de agua del proceso
industrial (Andrianov et al., 2009). Del mismo modo, las hojas de tabaco no necesitan
pretratamientos severos previos a la hidrdlisis enzimadtica, al contrario que los materiales
lignoceluldsicos. Esto podria generar un ahorro en los costes y tiempo de produccién, dado
que el pretratamiento de las materias lignoceluldsicas es la etapa que mdas encarece el
proceso (Kumar et al., 2011). Por dltimo, y como ya hemos indicado antes, el uso de
plantas de tabaco mejoradas para la produccién de bioetanol supondria una alternativa a los
cultivos tradicionales de tabaco (como los existentes en la regidon extremefia de nuestro

pais) y no compite con el mercado alimentario.
Perspectivas futuras.

En primer lugar, se podria transferir esta tecnologia a otros cultivos energéticos,
susceptibles de ser transformados plastidialmente con el fin de incrementar sus
rendimientos en la produccién de bioetanol, como podria ser el caso de la patata. En cuanto
al cultivo de las plantas, seria recomendable optimizar las condiciones del ensayo (luz,
época de siembra y descabezado, etc.) y determinar el momento 6ptimo de cosecha. Y por
ultimo, se podria valorar el subproducto lignocelulésico del tabaco (tallos) para la
produccion de bioetanol de segunda generacion, ya que los tallos de las plantas de tabaco
suponen el 36% del peso total de la planta (Martinez, 2010) y son una fuente rica en
celulosa que puede ser valorada para la obtenciéon de bioetanol, realizando asi un

aprovechamiento integral de la planta.
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CONCLUSIONES

1. La proteina tiorredoxina f (Trxf) se ha expresado de forma estable, mediante
transformacion plastidial, en las hojas de tabaco de la variedad comercial Virgina

Gold, alcanzandose los mayores niveles de expresion en hoja joven.

2. La expresion de Trxf en los cloroplastos de tabaco incrementd entre dos y tres
veces el contenido de almidén en las hojas de tabaco transformadas con respecto a
las control, no aprecidndose diferencias en cuanto al contenido de azicares

solubles.

3. Los mayores niveles de almidén en hoja de plantas transformadas se registraron en
la primera cosecha (15 dias tras el descabezado de las plantas), alcanzando los

270431 umoles de glucosa por gramo de peso fresco.

4. El almidén se acumuld principalmente en las hojas jovenes y maduras de las
plantas transformadas, siendo estos valores hasta 1,5 veces superiores que en las

plantas sin transformar.

5. El descabezado de las plantas de tabaco favoreci6 la acumulaciéon de almidén en las
hojas de las plantas transformadas con la Trxf, evitando la migracion de los

fotoasimilados a los 6rganos sumidero (flores y frutos en formacion).

6. El rendimiento de bioetanol estimado para la variedad comercial de tabaco Virgina
Gold transformada con el gen de la tiorredoxina ronda los 1350 L bioetanol/ha e
incrementaria en un 80% la produccién de bioetanol obtenida en las hojas de tabaco
sin transformar, alcanzando valores similares a otros cultivos energéticos como el

trigo.
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