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Resumen.

El actual aumento de la demanda de combustiblEkd$dpara multiples usos
hace necesaria la busqueda de una alternativaaleleoy sostenible para satisfacer la
creciente demanda. En los ultimos afios se ha empezavestigar acerca de nuevas
fuentes de energia renovables para conseguir blmestihles capaces de sustituir total
0 parcialmente a los actuales combustibles foddebiocombustible més usado hoy en
dia es el bioetanol que proviene de azlcar o almtgdgranos de cereales generalmente
comestibles. El uso de cultivos comestibles supmnenfrentamiento entre los sectores
energeético y alimentario por lo que el reto actumdsiste en buscar cultivos energéticos
alternativos. Recientes estudios perfilan al tabemmo un posible sustituto de los
cultivos alimenticios, al haber transformado ptiiatmente una variedad de tabaco no
comercial para que sobreexpresara el gen de fadmxina f. Esta planta transformada
fue capaz de acumular hasta 10 veces mas almidgdlaguianta control y mas del doble
de sacarosa.

El principal objetivo de este trabajo es compraflagfecto que provoca en la
variedad comercial Havana 503B la transformaci@stpial con tiorredoxina f y el
corte de la inflorescencia en la planta, sobrecéwacteres morfoldgicos, bioquimicos y
moleculares de la planta. También es objeto detegiajo valorar dicha variedad como
materia prima para la produccion de bioetanol a gszala.

Tras la ejecucidon de este trabajo se comprobd tquéy la sobreexpresion de
tiorredoxina f, como el descabezado de la plargaeh un efecto positivo que aumenta
hasta dos veces la cantidad de almidon acumuladambstante, los azucares solubles
acumulados apenas se vieron aumentados ligerametés plantas transformadas. Por
otro lado las caracteristicas morfologicas talesaaltura, numero de hojas, peso
especifico de las hojas y contenido en agua de hogase vieron afectados por ninguno
de los dos factores. Finalmente, se estimé unaupod@h de bioetanol de 500 L/ha en
las plantas de tabaco transformadas frente a ldupetn de aproximadamente 370
L/ha en las plantas control.

Pese a mejorar los niveles de almidon vy, leveméosede azucares solubles,
ademds de aumentar la produccion estimada de habeestos resultados quedan muy
lejos de los obtenidos anteriormente en otras dades no comerciales con
producciones de bioetanol de aproximadamente 204 hor todo ello, sera necesario
esperar a los estudios que se estan realizandalraenite de esta variedad en
condiciones de campo para poder concluir la valdiela variedad Havana 503B como
materia prima en la produccion de bioetanol.



Abstract.

The current increase in demand for fossil fuetsniany uses, require to search
for renewable and sustainable alternative to gatiief growing demand. In recent years
it has begun to investigate new sources of renewabérgy to make biofuels able to
replace all or part of existing fossil fuels. Theosh widely used biofuel today is
bioethanol which comes from sugar or starch fromneaegrains usually edible. The use
of food crops is a confrontation between energyfaod sectors so the challenge now
Is to find alternative energy crops. Recent stutliage outlined tobacco, modified by
genetic engineering, as a possible replacemertaaf €rops. The overexpression of the
tiorredoxin f in the plastid allowed the accumudatiof up to 10 times more starch than
the control plant and more than double sucrose.

The main aim of this study was to analyze thectftmused in the commercial
variety Havana 503B by the plastidial transformatisith thioredoxin f and by the
cutting of the inflorescence in the plant, testthg plant morphological, biochemical
and molecular characters. Another target of thiskweas to appreciate this variety as a
feedstock for bioethanol production on a largeescal

Upon execution of this work, it was found that lbobverexpression of
thioredoxin f and cutting the inflorescence in gant, have a positive effect increasing
twice the amount of accumulated starch in leavesvever, the soluble sugars were
only slightly increased in the transformed plarfsirthermore, the morphological
characteristics such as height, number of leayescific leaf weight and leaf water
content were not affected by either of the twodegxtFinally, the estimated production
of bioethanol was 500 L/ha in the transformed tabgaants compared to a production
of approximately 370 L/ha in the control plants.

Despite improving levels of starch and, slightigjuble sugar, while increasing
the estimated production of bioethanol, these tesafte far from those obtained
previously in other non-commercial varieties withodihanol productions of
approximately 2000 L/ha; therefore it will be nesay to wait for the studies currently
being conducted of this variety under field corafis to conclude the validity of the
Havana 503B variety as raw material for bioethgmotluction.



1. Introduccion.
1.1.Biocombustibles y tabaco.

En la actualidad, ha aumentado la necesidad ddwsiibles para transporte,
calefaccion y procesos industriales; ademas, logastibles fésiles que se usan hoy en
dia tienen efectos negativos como la emision desgpsrjudiciales que contribuyen al
efecto invernadero vy, al proceder de fuentes novadries, su precio se encarece cada
dia mas debido a que las reservas de petréleo dist@imuyendo considerablemente.
Por todo ello, se hace necesario buscar altersativanos agresivas con el medio
ambiente y que procedan de fuentes renovables.

Los biocombustibles son combustibles liquidos rigea bioldgico que resultan
adecuados para sustituir a la gasolina y al gasdéemanera total o parcial. Estos
pueden proceder de material vegetal sélido coma, lagtillas, paja..., de material
vegetal liguido como aceites, alcoholes..., 0 deagsecomo los biogases. ). En el afio
2020 la normativa de la UE obligara a que el 10%odecombustibles se obtengan de
fuentes renovables.

Para que un biocombustible pueda ser una alteanaitable tiene que producir
un balance de energia positivos, es decir, tieeepgoporcionar mas energia de la que
se gasta en fabricarlo, también debe ser bendicioen el medio ambiente,
econdmicamente rentable y tiene que poder ser pidmen grandes cantidades sin
reducir el suministro alimenticio. Estudios ante¥® demuestran que el bioetanol
reduce un 12% las emisiones respecto a los corblasstosiles y proporciona un 25%
mas de energia que la invertida en su produccidh€tal, 2006).

Los biocombustibles se dividen en dos tipos:

» Bioaceitesgenéricamente llamados biodiesel, se obtienetapeaccion de
aceites vegetales con un alcohol (transesteriboadcSe emplean en motores
de encendido por propulsion (diesel). Para su dabidbn se usan
principalmente aceites usados, soja, colza y diraso

» Bioalcoholes:son derivados de productos vegetales con altcecmitt en
hidratos de carbono y sirven para motores de ermemiovocado (Otto).
Los mas conocidos son el ETBE (Etil-ter-butil-étgr)el bioetanol. El
bioetanol se produce a partir de la fermentaciéohdllica de azucares y el
ETBE se obtiene mezclando etanol con isobutilerawa Pa obtencion del
bioetanol se emplean principalmente cereales, wrhaly cafia de azUcar.

El biocombustible mas usado hoy en dia es el dmoétproducido a partir de
azucar o de almidén de granos de cereal (Hahn-Halgetrr al, 2006). No obstante, la
produccion de bioetanol a partir de granos de teaeas una opcion viable debido al
choque con el mercado alimentario que supone. lnapetencia por el grano entre
ambos sectores, supone un encarecimiento del g@mo fuente de alimentacion, es
por ello que hay que buscar una fuente alterngtigano interfiera con la alimentacion.
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El bioetanol presenta muchas ventajas sobre lodbuastibles fosiles, tiene una
baja toxicidad, es biodegradable y produce mensssgeontaminantes. Por otro lado, la
produccion de cultivos para bioetanol reduce legles de gases de efecto invernadero
porque emplean el diéxido de carbono del ambiemt® pa fotosintesis. Ademas,
aungue la conversion de biomasa a bioetanol y stepor combustion producen gases,
éstos son menores que los producidos por combesstiiles, en conclusién, el uso de
bioetanol no contribuye al aumento del diéxido @debono atmosférico (Sticklen,
2008).

Otra de las grandes ventajas de los biocombustédejue pueden producirse en
cualquier parte del mundo, pueden usarse espadi@és@as de los que ya se conocen
sus técnicas y materiales de cultivo. Por ejenmgidBrasil se produce bioetanol a partir
de cafia de azucar; en Malasia a partir de aceifgabhea; en Suiza, Reino Unido y
Austria emplean madera; en Canada usan trigo y;man los Estados Unidos maiz
(Herrera, 2006).

En la Tabla 1 se pueden ver los diez productoresipales de bioetanol del
mundo, siendo Brasil el mayor productor a nivel diah

Tabla 1 Los diez mayores productores de bioetanol a nwehdial con su produccién en
millones de galones. Fuente: Renewable Fuels Assmtiand Citigroup (2006).

Pais Bioetanol (millones de galones)
Brasil 3.989

Estados Unidos 3.535

China 964

India 562

Francia 219

Rusia 198

Sudafrica 110

Reino Unido 108

Arabia Saudi 79




Por otro lado, las principales desventajas dedthiml son el aumento del gasto
en combustible ya que el bioetanol se consume ant25% y un 30% mas rapido que
la gasolina, aumento de gases nocivos en pasosoprev la elaboracién del
biocombustible como la quema de la cafia de azUoar gpdrian solucionarse
mecanizando las practicas de cultivo pero que r@igan nuevos problemas de
desempleo; estas desventajas hacen que, por elntmniee produccion de bioetanol
s6lo sea rentable mediante subvenciones (IICA, 2007

Otra gran desventaja es que las principales faetgédiomasa empleada para su
produccion son cereales; esto, como hemos dictes,aentra en conflicto con el sector
alimentario y crea la necesidad de encontrar @dtalternativos para su elaboracion.
Por ello se buscan cultivos energéticos que est@ptadas a distintas zonas geograficas
por lo que ya se conozcan sus técnicas de cultiv@aryejo. Muchas especies cumplen
estos requisitos pero hay que buscar las que pctaduzn buen rendimiento entre el
combustible consumido en su obtencion y el genemddinal. En la actualidad las
materias primas que se emplean para la producei@tashol se basan en que tengan un
alto contenido en sacarosa (cafia de azUcar, remad)ac un alto contenido en almidon
(patata, maiz), o un alto contenido en celulosal@re residuos agricolas).

Una posible especie alternativa es el tabaco, especie produce mucha
biomasa (hasta 170 t/ha de tejido verde cuandallseacpara biomasa (Vyacheslav
al., 2009)) y la mayor parte es cosechable, adema&sagra su capacidad de rebrote,
pueden hacerse varios cortes a lo largo del ciel@aglanta. En Espafia, la produccion
total se estima en unas 34.064 t repartidas eamiasvComunidades Autbnomas entre
las que destaca Extremadura con un 92,5% de laugeimoh nacional, seguida de
Andalucia con un 6% y de Castilla y Ledn, CastidlaMancha, Navarra y Pais Vasco
que cultivan el resto (MAPA, 2007). La diminucioe ths ayudas europeas y los
estrictos requisitos de calidad, han hecho que rtadugcion de tabaco baje su
rentabilidad y por tanto disminuya su cultivo enteifritorio espafiol; por ello es
necesario una reactivacion del sector que pueder@encada por el valor afiadido de la
planta de tabaco como materia prima para la pradiicte bioetanol.

El tabaco como tal, no es una especie capaz aeutamumucho almidon en sus
hojas; por ello se ha investigado la transformagémnética de plantas de tabaco con el
fin de aumentar sus niveles de acumulacion de amidEstudios anteriores
consiguieron una produccion de hasta 10 veces isupgue las plantas control,
transformando plastidialmente una variedad no coisdepara que sobreexpresase el
gen de la tiorredoxina f (Mingo-Casted al, 2009). Esta variedad de tabaco podria ser
una alternativa interesante para sustituir a lagates como materia prima para la
produccion de bioetanol. Por ejemplo, en Extremeagarse poseen las infraestructuras
necesarias para el cultivo del tabaco, por lo queeste cultivo de valor afiadido podria
ser una opcién muy rentable para la producciénaktdnol.



1.2. Tiorredoxinas.

Las tiorredoxinas son proteinas pequefias (12 k&ajoestables presentes en
todos los organismos, su funcién es catalizarritey¢ambios tiol-disulfuro y regular el
ambiente redox de la célula controlando humerosmsepos bioquimicos. En plantas el
sistema tiorredoxina es muy complejo ya que existegnerosas isoformas y genes que
codifican cada tipo de tiorredoxina, esto hace ddéda funcidn y especificidad de las
mismas.

Las tiorredoxinas de los cloroplastos se activan la luz y participan en el
metabolismo fotosintético de los carbohidratos. Ule las tiorredoxinas de los
cloroplastos es la tiorredoxina f (Trx f) que seam®ina asi porque es capaz de activar
la enzima fructosa-1,6-bis-fosfatasa, estd codificanuclearmente y tiene origen
eucariota. Regula la activacion especifica de msie@mzimas implicados en el ciclo de
Calvin incrementando la biosintesis en condiciaeeliz. Estd demostrado que la Trx f
es capaz de activar numerosas enzimas del cicl€Calein como: fructosa 1,6-
bifosfatasa (FBPasa), Rubisco activasa, fosforduittasa (PRK), gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y sedoheptulosaifggfatasa (SBPasa). También
regula la actividad de la glucosa 6-fosfato deslgednasa (G6PDH) involucrada en el
catabolismo de azlcares, la NADP-malato deshidesgeiNADP-MDH) importante
en la asimilacion de carbono en las plantas C4 la exportacion de poder reductor en
las plantas C3, y la ATP sintetasa. En el metatalislel almidén, regula la ADP-
glucosa-pirofosforilasa (AGPasa) que cataliza e@n@r paso de la biosintesis del
almidon y lac-amilasa y lar-glucano agua diquinasa (GWD) (Schurmann & Buchanan
2008).

1.3. Transformacion plastidial.

La transformacion plastidial consiste en integiratransgén en el genoma de los
cloroplastos, obteniéndose asi plantas transplastémPresenta numerosas ventajas
frente a la transformacion nuclear como:

- Niveles de expresion de la proteina recombinantey rauperiores: la
transformacion plastidial permite alcanzar el 70&b6la proteina soluble total,
mientras que la nuclear apenas llega al 1% @y, 2009).

- Evita la dispersion del transgén via polinizaci@ebido a que los granos de
polen de la mayoria de las plantas no llevanigiastse impide asi el flujo de
genes de especies transformadas a otras espeuiees 0 emparentadas no
transformadas, evitando asi un posible riesgo raetiental (Daniellet al,
1998).

- Eliminacion del "efecto de posicionttebido a que la transformacion se hace
por recombinacién homaologa, el transgén se intredirapleando dos regiones
flanqueantes del genoma plastidial por lo que s®@® su localizacion exacta
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en el genoma plastidial y se ahorra el analisisrdgran numero de plantas, ya
que se evita la variabilidad que el "efecto deqoasl' provoca (Maliga, 2002).

- Produccion de proteinas de origen tanto procari@@mo eucariota:el
cloroplasto puede producir proteinas de ambosstgn necesidad de una
adaptacion previa de codones, ademas de su coplegamiento (Staubt al,
2000).

- El silenciamiento génico no tiene lugano existen casos conocidos de
silenciamiento génico en plantas transplaston{idasiell et al, 2002).



2. Objetivos.
Los objetivos del presente trabajo son:

1. Caracterizacion molecular de plantas transplastsnite tabaco de la variedad
Havana 503B transformadas con el gen tiorredoxina f

2. Comparar el efecto de la sobreexpresion de tioxiadof y el efecto del
descabezado floral en la produccion de carbohigraten plantas
transplastdmicas y plantas control sin transformar.

3. Estudio de parametros fenoldgicos de las plantitisadas en invernadero.

4. Valorar dicha variedad de tabaco transformada gmméénte como posible
materia prima para la produccion de bioetanol.



3. Materiales y métodos.
3.1. Material vegetal.

La variedad de tabaco empleada es Havana 503f@nkracion J fue obtenida
por transformacion plastidial con el fin de querselipresase el gen de la tiorredoxina
f. En la Figura 1 se representa el esquema denka @e insercion del vector pL3-PrrnG
10L-Trxf de sobreexpresion de Trx f en plastididog sitios de restriccion para la
enzima Bglll.

PrmG10L
TRXF
TpsbA
Eg I{&643z8)
Fpsi2 exon 2
Egl M{Foss)
msi12
Eg IN{m&8)
Egl M8 z) ORFTE F-rps12 ewon 3
Bgl T{1256) ZRDH psT

Sl

Southern pL3-PrrnG 10L-Trxf
BoBs bp

Figura 1l Esquema de la zona de insercion del transgen ptr3d0L-Trxf en el genoma plastidial
con los sitios de restriccion Bglll. ZRI y ZRD das zonas de recombinacién homologa, trnV es el
gen de ARN de transferencia de la valina, Prrnlgg@mnotor de la 16SrARN de tabaco, aadA es el
gen de adenilil-transferasa para la inactivacion detibiéticos, PrrnG10L es el promotor de la
16SrARN vy region lider del gen 10 del bacteriofd@o Trxf es el transgén de la tiorredoxina f de
tabaco, TpsbA es el terminador del gen psbA dectaba

Las zonas ZRI y ZRD representan las zonas de t@oacion homadloga, trnV
es el gen de ARN de transferencia de la valinay Psrel promotor de 16SrARN de
tabaco, aadA es el gen de adenilil-transferasa lpar@activacion de antibioticos, en
este caso la espectinomicina, PrrnG10L es el prant® 16SrARN Yy region lider del
gen 10 del bacteriofago T7, Trxf es el transgétadmrredoxina f de tabaco y Tpsba es
el terminador del gen psbA de tabaco. Este veater dlegido porque en trabajos
anteriores con una variedad no comercial, dio tedos de hasta 10 veces méas almidon
acumulado en plantas con ese vector que en plsintasnsformar.
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El presente trabajo comenzé el 21 de Septiembgftie con la germinacién de
las semillas obtenidas de la regeneracion de ekadap, para ello primero se
desinfectaron las semillas mediante el siguient¢éopolo: previamente se preparé una
solucién desinfectante compuesta de CIONa al 1%cldeo activo y 0'01% de
Tween20, la desinfeccion se llevo a cabo en dosspawimero se le afiadié 1ml de
etanol al 70%, se les dejo un minuto y despuésis® rel etanol para mezclar las
semillas con 1 ml de la solucion desinfectantecaibarlas en agitacion fuerte durante
20 minutos. A continuacion, se lavaron las semitlais agua estéril 6 veces en cabina
de flujo laminar para evitar posibles contaminaegnTras el ultimo lavado, no se
descartd el agua y se cogié con una pipeta corutdapcortada 1 ml de agua con
semillas para echarlas en una caja Magenta conontedicultivo P3. Por dltimo se
sellaron las cajas magenta con cinta adhesiva pgree almacenaron en camaras de
cultivo a 27°C y fotoperiodo de 16 horas de luz.

El medio de cultivo P3 se prepar6 con sales mliegravitaminas de Murashige
& Skoog, 30 g/l de sacarosa, después se ajustdl e p,7-5,8 con HCl o0 KOH, a
continuacion se afiadieron 6 g/l de Microagar ysteréizé 20 minutos a 121 °C. Una
vez que la temperatura bajé a 60°C, se le afiaden§l@e espectinomicina y se agito
para finalmente dispensarlo en cajas magenta afictones estériles.

El dia 5 de Octubre de 2010 se procedi6 a la iddalizacion de las plantas
germinadas; para ello, en cabina de flujo lamisargogieron cajas Magenta con medio
de cultivo P3 nuevas y se traspasaron 3 plantutas cpja de las germinadas
anteriormente. Estas se dejaron de nuevo en laaradrde cultivo para que enraizasen,
en las mismas condiciones que cuando se pusieggemanar.

El dia 15 de Noviembre, esas plantas se trasptanta Jiffy en un mini
invernadero con tapa de plastico transparente turhrsemana, para mantener alta
humedad relativa y favorecer la aclimatacion, ydegaron en fitotron a 27°C y
fotoperiodo de 16 horas de luz para que se a@seaty crecieran antes de pasarlas a
invernadero.

El dia 13 de Diciembre de 2010, las plantas sgpasaron a una maceta en
invernadero y se les iluminé con focos (SON T-Adfi®), Philips) para mantener un
fotoperiodo de 16 horas. Se sacaron a invernadérgldntas control y otras 10
transformadas, que se organizaron en dos filag, @aa con 5 plantas de cata lote.
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Figura 2 Evolucién del proceso de obtencién de las plamtasestudio. (A) Plantas de
tabaco germinadas e individualizadas en cajas M#gemon medio P3 (con

espectinomicina),(B)Plantas de tabaco individualas en Jiffy para aclimatarlas antes de
pasarlas a invernadero,(C)Plantas de tabaco enrimagero iluminadas con focos para
mantener el fotoperiodo.

La primera floracion tuvo lugar el 24 de enero2041, a partir de entonces se
empez06 a controlar la fecha de floracion de laplaftas hasta la ultima el dia 2 de
Febrero.

El dia 3 de Febrero se procedi6 a cortar la iefloencia, o descabezar la planta,
a la mitad de las plantas de cada lote, obteniénaisis4 lotes de estudio diferentes:

-Control sin transformar con inflorescencia
-Control sin transformar sin inflorescencia
-Transformada con inflorescencia

-Transformada sin inflorescencia

12



Por ultimo, el mismo dia, se les hizo un tratansiezon STOMP (1 litro al 1%
con Pendimetalina 33%) pulverizandolo por el takola planta para inhibir el rebrote
lateral, evitando asi patrones de ramificacion eseddos de la planta y la acumulacion
de almidén en zonas no deseadas de la misma.

3.2. Caracterizacion molecular de las plantas transfodas
3.2.1. Homoplasmia.

Al modificar el genoma del cloroplasto, puede gue todos los
plastomas queden transformados teniendo asi wcgitude heteroplasmia; el
objetivo de la transformacion plastidial es congeglantas que tengan todos los
plastomas transformados, lo que se denomina hosmala heteroplasmia,
en ausencia del agente de seleccidn, resulta lhesyapuede revertirse al
genotipo silvestre. La homoplasmia se consiguevasias rondas de seleccion
en las que se exponen las plantulas a un factalicionante y se seleccionan las
supervivientes. Para comprobar la homoplasmides® kb cabo un Southern
blot, esta técnica sirve para encontrar, graciasna sonda, un fragmento
especifico de DNA dentro de una secuencia complets.pasos basicos que
hay que seguir en esta técnica son:

1. Extraccion de DNA totalas muestras que utilizamos provenian de plantas de
tabaco transformado y sin transformar recién teadptlas a cajas Magenta tras
germinar, es decir, de las plantas individualizadkadres en tres que estaban
enraizando en camara de cultivo; a estas muesirasrp se les extrajo el DNA
segun el método que utiliza Bromuro de hexadetiétiamonio (CTAB) y se
cuantifico (Murray & Thompson, 1980).

2. Digestion del DNADespués de cuantificarlo, se puso en la dige&@ng
con 3 ul de la enzima Bglll que da un patron distinto enta planta
transformada y la que esta sin transformar. Se digjdendo toda la noche a
37°C. Al dia siguiente, se separaron los fragmedeadistinto peso molecular de
la digestion, en un gel de agarosa al 0,7% dunamés 4-5 horas y después se
fotografio el gel con luz UV.

3. Desnaturalizacion del DNAprimero se hizo la depurinizacién para
fragmentar el DNA vy facilitar su transferencia anembrana, para ello se
sumergio el gel en una solucién 0.2N HCI 10 minutadespués se lavd con
agua. A continuacion, se llevé a cabo la desnata@bn para pasar de doble
cadena a simple y asi permitir la unidn de la spadancubo el gel 45 minutos
con una solucion de desnaturalizacion compuestiasd NaCl y 0.5M NaOH.
Por ultimo, se hizo la neutralizacion sumergiendlogel 30 minutos en la
solucién compuesta de 1M tris HCI con pH 7.4 y 119&(CI.
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4. Transferenciaeste paso consiste en pasar el DNA del gel a @mabmana de
nylon; para ello se incubé el gel en una soluciérrdnsferencia compuesta de
20x SSC (175,3 g de NaCl y 88,2 g de Citric Acicsddium Dihydrate) durante
10 minutos. Después se hizo el montaje de la gamsfia segun el siguiente
orden: papel Whattman de 15x25 cm, gel boca abegmbrana de nylon, papel
Whattman de 15x15 cm, una gran capa de serviltitagsapel y algo de peso
para facilitar la transferencia. EI montaje se pesbre una cubeta de geles
rellena de solucion de transferencia y se dej6é tadaoche a temperatura
ambiente. Tras la transferencia se le hizo un cliogsa la membrana para
fijarlo mediante UV.

5. Hibridacion de la membranarimero se pre-hibridé la membrana, para ello
se precalentaron a 42°C 20 ml del buffer de pradabiéon Dig EasyHyb
(Dietzgenet al, 1998), se afiadieron a la membrana y se dejéipreldndo
durante 4 horas en agitacién suave en un hornabdigldcion. Diez minutos
antes de quitar el tampoén de prehibridacion, seapeaté a 68°C la solucion que
lleva 15 ml de Dig EasyHyb y la sonda SH desnatadh a 99°C. Se afiadi6 el
buffer con la sonda SH a la membrana y se dejo ledeche girando en el
horno de hibridacion a 42°C.

6. Lavado de la membranae hicieron una serie de lavados a la membrana con
distintas soluciones, primero dos lavados de 5 tagwcon 250 ml de SSC 0.1%
SDS (10% de 20X SSC, 2,5% de SDS 20%) en una cubetanperatura
ambiente, después otros dos lavados de 15 minotod@ ml de 0.5X SSC
0.1% SDS (2,5% de 20X SSC, 0,5% de SDS 20%) girerw@| horno de
hibridacién a 68°C, y finalmente en una cubeta gitacon con 100 ml de
Washing buffer compuesto de acido maleico y Tween((®3%). Después se
bloqued en una bandeja en agitacion durante unawiddtos con 100 ml de
Blocking solution hecha de acido maleico (90%) yX1Blocking solution
(10%). A continuacion, se incub6 una hora con Asrdipsolution al 0,01% que
contiene Anti-Digoxigenina-AP y Blocking solutioRor altimo, se hicieron dos
lavados de 15 minutos con 50 ml de Washing buffer.

7. Reveladopara el revelado se llevo a cabo con el DIG Higim@rDNA
Labeling and Detection Starter Kit Il de Roche.niio se puso en contacto 5
minutos con Detection Buffer que contiene Tris 0,NaCI 0,1M y agua MQ.
Después se puso la membrana en un plastico colNAl Hacia arriba y se le
afadié 1 ml de solucion 5 (CSPD ready to use) pajarlo a temperatura
ambiente 5 minutos y a continuacién incubarlo 18uttus a 37°C. Por ultimo,
se expuso aproximadamente 20 minutos y se revatdraara oscura.
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3.2.2. Expresion de Tiorredoxina en hojas.

Para comprobar si la tiorredoxina f se expresa l&n plantas
transformadas, se llevd a cabo un western blog &stnica consiste en la
busqueda de una proteina en concreto dentro ddrauesestra problema.
Antes de llevar a cabo el western blot, se preparkrs muestras procedentes
de hoja vieja, madura y vieja de dos plantas desjruna transformada y la otra
no, tomadas en la segunda cosecha. Para ello@®pd$0 gramos de muestra
y se le afiadi6 el doble de Laemmli buffer. La m&zae puso a hervir 5 minutos
a 99°C en termomixer para desnaturalizar las prateie inmediatamente
después se sacaron a hielo para que no se reiraseal Por ultimo, se
centrifugaron dos minutos y se usé el sobrenadaari@ cargarlo en el gel de
proteinas.

Una vez preparadas las muestras, el western bististe en tres fases
distintas:

1. Electroforesis:la electroforesis consiste en separar las pratesegin su
tamafo en un gel vertical de poliacrilamida. Pdl@ase prepararon dos geles:
el de separacion que es el encargado de separproi@$nas por tamafios y
tiene un 18% de poliacrilamida, y el de concenfra@l 5% que sirve para que
todas las muestras comiencen a correr al mismgtera que cuando llegan al
final de éste, se aumenta el voltaje para quecquael gel de separacion.

2. Transferenciadespués de correr el gel, se transfirieron lamths proteinas
a una membrana de nitrocelulosa para que se peed@sel anticuerpo a la
proteina de interés. Para la transferencia se mamtsandwich" empezando
por una esponja empapada de solucion de transferg€r@® ml EB 10X, 200
ml Metanol, 500 pl SDS 20% y 700 ml Agua MQ), segude un papel
Whattman que hacia de filtro, el gel, la membramia papel Whattman y otra
esponja. La transferencia se llevé a cabo en ubetawon hielo y en agitacion
durante una hora. A continuacion, se bloquearompraieinas en la membrana
sumergiéndola con solucién de bloqueo (5% de lechpolvo y 95% de PBS-
Tween) durante toda la noche a 4°C en agitaciordidlsiguiente, se lavo la
membrana con PBS-Tween (100 ml PBS 10X, 1ml 0,1%eha20, agua MQ
hasta 1 L) 5 minutos en agitacion y se procedi@ aibridacion con el
anticuerpo primario, en este caso un anti-tiorretoX¥ obtenido en conejo,
diluido en Blocking Buffer (concentracion 1/7.50@ste se le afadio a la
membrana y se dejo incubando en agitacion suavanturuna hora. A
continuacion, se llevaron a cabo tres lavados dE05 5 minutos con PBS-
Tween y posteriormente se le afiadio el anticueggarglario, en este caso un
anti-fraccion constante de anticuerpos de coneéjoidd también en Blocking
buffer (concentracion 1/20.000) y se le dej6 otommahen agitacion suave.
Finalmente, se hicieron cuatro lavados con PBS-hwiees, 10, 5 y 5 minutos.
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3. Revelado:para este revelado se usoO el kit ECL Plus WesBiotting
Detection System de GE Healthcare. Primero se @épts solucion de
revelado del kit sobre la membrana y se dejé actueante cinco minutos sin
dejar que se secase la membrana. Después se @saurmrembrana y se dejé
sobre la funda de plastico con la cara de transf@dracia arriba y se introdujo
en el casette de revelado. Por ultimo, se colocarenla pelicula y se expuso
durante un minuto aproximadamente, para despuékarkven camara oscura.

3.3. Determinacion de almidon y azucares solubles.

Quince dias después del descabezado se llevidacpbimera cosecha, seguida
de otras tres, espaciadas quince dias en el tieBrpoada cosecha se tomaron cuatro
discos por hoja, en hojas alternas de cada plastagongelaron en nitrégeno liquido
para su posterior almacenamiento a -80°C.

En la segunda cosecha, se cosecharon ademasstres de los diferentes tipos
de hoja (joven, madura y vieja) y un disco api@tdda hoja.

¢ Almidon

Para las muestras de cada cosecha se siguiorebmi®cedimiento para
extraccion y cuantificacion de almidon. Cada mwefite pulverizada con un
homogeneizador y después se recogio una alicuotznoe 200 mg que se
guardaria a -80 °C hasta su cuantificacion. El ggoccuenta con tres fases
principales:

1. Homogeneizacioriras pesar la muestra y anotar su peso fresowdstra se
mezclé con 500 pl de etanol 100% y se homogen@rdultraturrax. Despues
se le anadieron 500 ul de etanol al 80% y se extmnajlos azlcares solubles a
70° en agitacion durante una hora y media en temeona 1100 rpm.
Transcurrido ese tiempo, se centrifugé la muedirenihutos a 14000 rpm para
recoger el sobrenadante y guardarlo a -20°C pagvadterior cuantificacion de
azucares solubles. Por ultimo se lavo el precipitaah 1 ml de etanol al 80% y
se dejo secar 20 minutos a 45°C en el termomixex gaardarlo a -20°C
también.

2. Solubilizaciérdel almidén: se resuspendio el precipitado endofe KOH
0,2N hasta obtenerse una solucion viscosa de ctdar. A continuacion, se
incubaron las muestras a 95 °C en agitacion (teiresma 1100 rpm) durante
una hora para disolver las muestras. Una vez d&sjale les ajust6 el pH a 4,6-
4,8 con aproximadamente 70 ul de acido acético 4fd gue la enzima que
interviene en el proceso de la cuantificacion pessliactuar. Por dltimo, se
centrifugd 10 minutos a 14000 rpm y se recogi®blenadante para guardarlo
a -20°C.
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3. Cuantificacion del almidéneste paso se llevé a cabo con el kit Starch de
Boehringer Mannheim de extraccion de almidon. Prinse descongelaron las
muestras y se precalentaron a 45°C, después fad@&a cada muestra 25 pl
del buffer 1 que contiene amiloglucosidasa parapemios oligosacaridos en
D-glucosa. Ademas se prepararon dos blancos sferblifque nos sirvieron
para restar posibles glucosas que no pertenecasaimidon. La mezcla se
dej6 incubar a 56°C durante 45 minutos y despuéllsg en proporcion 1:5
con 200 pl de agua. A continuacion, se preparoplacaa microtiter en la que
se introdujeron las digestiones y los blancos,da gacillo se le afiadio un mix
formado por 127,5ul del buffer 2, que contiene NARRATP, y 2,5ul del
buffer 3 que contiene hexokinasa y glucosa-6-fosfigshidrogenasa. Este mix
se encargd de llevar a cabo la reaccion que nomitperleer con el
espectrofotometro la cantidad de almidon en cadastraj la reaccion es muy
rapida por lo que nada mas afadir el mix hay geelés placas, se midio la
absorbancia a 340nm cada cierto tiempo hasta gilegsea la saturacion.

* AzUcares solubles

La cuantificacion de azucares solubles se llewsalzo a partir de los
sobrenadantes recogidos de la primera fase (horezgeron) de la
cuantificacion del almidén. Se recogieron los daolsre cantidad de glucosa,
fructosa y sacarosa.

La concentracion de azucares solubles se deternmmediante
cromatografia de alta eficacia (HPLC) con detecaémperométrica, en un
sistema DX-500 Dionex ajustado a una columna CRdmwPAlLl (Rolletschek
et al, 2002).

3.4. Parametros fenolégicos.

Los caracteres fenologicos que se midieron fuémomltura total de la planta,

namero de hojas, contenido en clorofila, peso &rgspeso seco.

La altura de las plantas se midié en dos ocasidaegrimera fue el dia del

descabezado de las plantas y la segunda en larpritneecha, quince dias después,
para observar posibles cambios en altura debiddssabbezado.

El nimero de hojas se contd el dia del descabepada establecer las

diferencias entre los distintos lotes de plantas.

El contenido en clorofila en las hojas se deteénion un medidor de clorofila

SPAD 502 y sirve para estimar ciertos pardmetrasoca entrada en senescencia de la
planta. En las dos primeras cosechas, se midigngétido en clorofila en hojas alternas
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de la planta y se hizo la media de los datos pada planta. En la dltima cosecha se
midid la cantidad de clorofila en las cinco hojadsnviejas para evaluar la fecha de
senescencia de la planta. Todos los datos fueroados hacia las diez de la mafana
para intentar que, al comparar los datos, el idolfuese lo mas fiable posible.

El peso fresco y el peso seco fueron medidos eestras recogidas en la
segunda cosecha; para ello se recogié un discalatgccada hoja de la planta con un
sacabocados de didmetro conocido. Una vez recotpdos, se pesaron y se anotd su
peso fresco, después se pusieron a secar cincerdias estufa a 70°C para obtener su
peso seco. Con los resultados de dichos pesosalsglécel SLW (Specific Leaf
Weight) que mide los miligramos de peso por certimneuadrado de hoja, y el LWC
(Leaf Water Content) que mide el porcentaje de agaéenido en hoja.

3.5. Andlisis estadistico.

El andlisis estadistico se llevo a cabo para ohitar si la division en lotes de
las plantas (segun si estaban descabezadas oegully si estaban transformadas o no)
estaba justificada. Para ello se utilizé el progragstadistico R (Rick Becker, John
Chambers y Allan Wilks; en AT&T Bell Laboratorieg)se siguio un disefio factorial
del experimento ya que éste permite el estudiodmmnfactores tratamiento (en este
caso transformacion y descabezado de la planta).
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4. Resultados y discusion.
4.1. Caracterizacion molecular de las plantas transfodas.
4.1.1. Homoplasmia.

El Southern blot se llevo a cabo para comprob&olaoplasmia en las
plantas transformadas. El DNA total de la plan& diwgerido con Bglll, dando
un fragmento de 4,47 kb en la planta control y oleo6,25 kb en las plantas
transformadas (Figura 3). La ausencia del fragmedetd,47 kb en las plantas
transformadas confirma la homoplasmia de éstas.

1 2 3 4 9 6 Wit

Figura 3 Southern blot de seis muestras de plantas tramsfdas que sobreexpresan
tiorredoxina F; WT, planta control.

4.1.2. Expresion de Tiorredoxina en hojas.

En el western blot se detectd una banda de 12pgdd@neciente a la
proteina de interés (tiorredoxina f de tabaco); ragestras empleadas en el
ensayo procedian de los tres tipos de hoja (jor&dura y vieja) de plantas
transformadas y sin transformar. La banda de 12ddDauestra en los tres tipos
de hoja de las plantas transformadas (Figura 4@ysancia de banda indica que,
pese a que la proteina existe en la planta podeséabaco, el nivel de ésta es
muy bajo e indetectable con la técnica western blot

Ademas, la banda de 12 kDa es mas débil en la tadoja vieja, lo que
nos indica que, previsiblemente, las hojas viegaslas que menos expresan la
proteina.
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12 kDa—ﬂP

Figura 4. Western blot de los distintos tipos de hoja denfalaransformada y planta
control, HJ hoja joven, HM hoja madura, HV hoja jaieLa banda corresponde a la
proteina tiorredoxina f de 12 kDa.

4.2. Determinacion de almidén y azucares solubles.

> Almidon

La cantidad de almidon acumulada se midi6 en guatrsechas distintas
espaciadas quince dias para conocer la evoluci@éhtampo del almidon acumulado y
establecer las diferencias entre planta contrairaimsformar y planta transformada. Los

datos obtenidos de la cuantificacion de almidotodelistintos lotes se representaron en
la Figura 5.
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Figura 5 Cantidad acumulada de almidon en hojas de tabeantsformado (Trx) y sin transformar
(Wt), en plantas con flor y en plantas sin flor, las cuatro cosechas efectuadas. (a) Primera
cosecha el 17 de Febrero de 2011, (b) Segundaltas#@ de Marzo de 2011, (c) Tercera cosecha
el 17 de Marzo de 2011, (d) Cuarta cosecha el 3Mdezo de 2011. Los datos representan la
media de cinco plantas en cada lote y sus desviasitipicas correspondientes.
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Como resultado general, el nivel de acumulacidmaldedon es superior en las
plantas transformadas que en las plantas contratasisformar. Tras realizar el analisis
de la varianza se observo que estas diferenciasigaificativas (95%).

Ademas, los lotes de plantas descabezadas acumakalmidon que los lotes
de plantas que mantienen su inflorescencia. EstBeyewcias también fueron
significativas (95%).

Fijandonos en la evolucion de todas las coseckasaprecia la tendencia
ascendente de la cantidad de almidon acumuladolardo del tiempo; aunque los
niveles de almidén en la segunda cosecha son nmregigas, e incluso inferiores, a los
de la primera, se debe a que el tratamiento conVBT Que sirve para inhibir el rebrote
lateral fue insuficiente, por lo que la planta dedbd un patron de ramificacién que
hizo que el material cosechable de nuestro intecégreciera tanto y por lo tanto
acumulase un nivel de almidon menor al esperados esbrotes alcanzaron el metro de
longitud en las plantas con la inflorescencia data fueron menores y mas escasos en
las plantas en las que se mantuvo la inflorescekaida tercera cosecha también hubo
rebrotes pero éstos fueron menores y no afectaraa & los resultados, se observa que
los niveles de almidon han empezado a crecer auaque nivel mas bajo de lo
esperado. En la cuarta cosecha los niveles de @mah los lotes de plantas
descabezadas se disparan mientras que en losclmteta inflorescencia intacta se
mantienen parecidos a los de la cosecha anterior.

En la primera cosecha (Figura 5 a) destaca la alagmn superior de almidon
en plantas transformadas respecto a plantas contenl plantas descabezadas respecto
a plantas con inflorescencia. También se obsereaequas plantas control apenas hay
diferencia entre descabezadas y no descabezaglado $as primeras las que acumulan
1,21 veces mas. La diferencia entre plantas cdorésicencia y sin ella, es mucho mas
notable en plantas transformadas con 1,86 vecesienabnidon acumulado en plantas
descabezadas. Por ultimo, la diferencia entre glaahtrol y planta transformada es
mayor en los lotes con la inflorescencia cortad@dyeces mas en transformadas) que
en lotes con la inflorescencia intacta ( 1,53 veoas en transformada.

En la segunda cosecha (Figura 5 b) se observarodo#es de acumulacion
similar, aunque sigue siendo mayor el caimulo deddlmen plantas transformadas que
en plantas control sin transformar. Aunque la difiera no es muy notable, también se
acumula un poco mas en plantas descabezadas quianéss con inflorescencia. Las
plantas control acumulan 1,05 veces mas en los ttgeplantas descabezadas frente a
los lotes de plantas con inflorescencia. Por @dw/ en las plantas transformadas, los
lotes de plantas sin inflorescencia acumulan 12y mas que los lotes de plantas sin
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descabezar. En los lotes de plantas descabezaddigerencia entre plantas control y
transformadas es mayor (1,84 veces mas en plaatefdrmadas) que en los lotes de
plantas con la inflorescencia intacta (1,61 vecés em transformadas).

En la tercera cosecha (Figura 5 c) los nivelesldeddn son parecidos entre
lotes pero superiores en plantas transformadas glartias descabezadas. Hay una
diferencia mayor entre plantas control descabezgdalantas control intactas,
acumulando 1,30 veces mas las descabezadas. Easpiamsformadas la diferencia es
algo menor y las plantas sin inflorescencia acumdld5 veces mas almidon que las
plantas con inflorescencia. Ademas hay una diféaemayor entre transformadas y no
transformadas en los lotes de plantas con infleresa intacta (2,09 veces mas en
transformadas) respecto a los lotes con plantasadegadas (1,81 veces mas en
transformadas).

En la cuarta y ultima cosecha (Figura 5 d), eehde acumulaciéon de almidén
es superior en plantas transformadas y en desadseZaestaca sobre todo el nivel de
acumulacion de almidén en las plantas transformatescabezadas. También es
importante que las plantas control sin transformadescabezadas acumulan mas
almidon que las plantas transformadas con inflemda (1,33 veces mas). Hay una
gran diferencia entre plantas transformadas y asaoontrol en los lotes descabezados
con 1,55 veces mas en plantas transformadas. Btapleon la inflorescencia intacta, la
diferencia es menor con 1,23 veces mas en plargasférmadas. También hay una
gran diferencia entre la acumulacion de almidoplantas transformadas descabezadas
y plantas transformadas con inflorescencia, acumlole?,04 veces mas almidon las
plantas transformadas sin inflorescencia. En ptantatrol, esta diferencia es menor
con 1,63 veces mas en lotes descabezados quegrdot inflorescencia.

La acumulacién de almidén en hojas aumenta corsolareexpresion de
tiorredoxina F, se han alcanzado unos maximos 8& &ces mas en transformadas,
gue fueron detectados en la primera cosecha. st de cosechas, la diferencia era
menor pero siempre entre 1,2 y 2,23 veces superaonparandolo con los datos de
estudios anteriores en los que se obtuvieron catesl de almidon hasta 10 veces
superiores en las plantas transformadas (MingoeCastal., 2009), el rendimiento de
esta variedad es muy bajo. Una de las principadesas de ello puede deberse al
tratamiento con STOMP que fue insuficiente, poo étls rebrotes que se formaron
entre la primera y la segunda cosecha fueron tandgs que restan fiabilidad a estos
resultados ya que, de no haber salido, probablemkst cantidades de almidén
acumuladas serian mayores. Otra de las posibleagaes que el cultivo de la planta se
realizd en invierno con baja irradiaciéon, por &l pusieron focos (SON T-Agro 400,
Philips) que so6lo consiguieron aumentar el fotamyi No obstante, es conveniente
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esperar a los resultados de los estudios que antd se estan llevando a cabo en
condiciones de campo para aceptar o descartarlegtdssis.

Cortar la inflorescencia a las plantas parecerteme efecto positivo en el
almacenamiento de almidén con niveles de hasta\v&6és superiores, registrados en
la Ultima cosecha. Ademas, hay que tener en cugretdos rebrotes que salieron fueron
mucho mas vigorosos en las plantas sin flor, p@ule éstas podrian haber aumentado
la diferencia con las plantas enteras.

En la segunda cosecha, se tomaron muestras de tigad de hoja para
cuantificar la cantidad de almidon en las distirdiases de hoja, con el fin de saber en
cual se acumula mas.
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Figura 6 Cantidad acumulada de almidén en los distintosgige hoja (joven, madura y vieja) de
tabaco transformado (Trx) y sin transformar (Wtpsldatos representan la media de tres plantas en
cada lote y sus desviaciones tipicas correspongieribatos tomados en la segunda cosecha con
fecha 3 de Marzo de 2011.

En la Figura 6 se observa la cantidad de almidimalado en cada tipo de
hoja; se aprecia que las hojas jévenes son lasngsealmidon acumulan, mientras que
las viejas son las que menos, con un nivel de aaonda de 2,14 veces mas en el caso
de las transformadas y 2,46 veces mas en las toh&t® hojas maduras también
acumulan bastante almidén; éste es el tipo dedrog que mayor diferencia se aprecia
entre la planta control sin transformar y la transfada con 2,33 veces mas en esta
altima.
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> AzuUcares solubles

La cuantificacion de los azucares solubles enshdgatabaco nos servira para
evaluar el potencial del tabaco como cultivo ensrgépara la produccion de bioetanol.
Los azucares que se midieron fueron la glucodaydtosa y la sacarosa.
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Figura 7 Cantidad de glucosa (a), fructosa (b) y sacaraja( hojas de tabaco transformado (Trx)

y sin transformar (Wt), en plantas con flor y eangés sin flor, de la cuarta cosecha con fecha 31
de Marzo de 2011. Los datos representan la medidiele plantas por lote y sus desviaciones
tipicas correspondientes.
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La cantidad de glucosa (Figura 7 a) en hoja es @lgyor en planta de tabaco
control sin transformar que en tabaco transformadpenas hay diferencia entre lotes
con inflorescencia y lotes sin inflorescencia. bat@ad de fructosa acumulada en hoja
(Figura 7 b) es casi la misma en todos los lotesjael las plantas transformadas
acumulan un poco mas, asi como las descabezadada Eigura 7 ¢ aparece
representada la cantidad de sacarosa acumuladasedistintos lotes, las plantas
transformadas acumulan mas que las plantas contesd descabezadas acumulan un
poco mas que las plantas con inflorescencia.

Las diferencias en cuantificacion de azUcaresb$sduno son estadisticamente
significativas, las transformadas parecen acummlas fructosa y sacarosa que las
plantas control, mientras que éstas acumulan ni&ssg. Por otro lado, el descabezado
tampoco afecta demasiado ya que tampoco existereddias significativas, aunque se
acumulan mas azucares solubles en las plantasbéesckas que en las que mantienen
su inflorescencia. Comparandolo con estudios améri(Mingo-Castel et al., 2009),
estos resultados no resultan muy positivos ya quetras variedades se consiguié un
aumento en el nivel de sacarosa de mas del doblgdamtas transformadas lo que
supone un transporte mas facil de este disacarigamos de reserva y por lo tanto un
aumento en el contenido de almidon. En este chsecho de que el nivel de sacarosa
esté poco aumentado respecto a las plantas com&rahfluido en el hecho de que la
cantidad de almidon acumulado tampoco haya cordeguios niveles demasiado altos
respecto a las plantas sin transformar.

4.3. Parametros fenologicos.
» Altura y nimero de hojas.

La altura de la planta se midié en dos momentas:dortar la flor y quince dias
después. Los datos fueron muy similares en ambebkade indicando que el
descabezado no afect6 al crecimiento de las plafsaslos datos de la segunda fecha
se descartaron y se tuvieron en cuenta solo loadostras el descabezado de la planta
gue se presentan en la Figura 8 a.
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Figura 8 (a) Altura total expresada en metros de plantastalgaco transformado (Trx) y sin

transformar (Wt), en plantas con flor y en planss flor. (b) NOmero de hojas contabilizadas en
plantas de tabaco transformado (Trx) y sin transfar (Wt), en plantas con flor y sin flor. Los
datos representan la media de cinco plantas en c#me; y sus desviaciones tipicas
correspondientes.

Las divergencias entre los distintos lotes no sigmificativas; no hay una
tendencia clara pero en plantas con inflorescetasaplantas mas altas son las
transformadas y, sin embargo, entre las plantasablegadas las de mayor altura son las
plantas control. La mayor diferencia se encuentteeglantas control y transformadas
gue mantienen su inflorescencia y éstas sélo garllé cm. de altura. Por ello, respecto
a la altura, la transformacién con tiorredoxinaparvece afectar en esta variedad de
tabaco.

El nimero de hojas se contabilizé el dia del deszzatio de la planta vy, al igual
gue con la altura de planta, se hizo la media da k#e y los datos estan representados
en la Figura 8 b. En este caso, las diferenciapdaamson significativas pero ocurre lo
contrario que en el caso de la altura, esta veraee las plantas con inflorescencia,
son las plantas control las que tienen un mayorendnde hojas, y en las plantas
descabezadas las plantas transformadas tienen magogro de hojas. Esto parece
indicar una posible relacion entre altura y numaéeohojas que podria resumirse en
cuanto mas altura tiene la planta, menor nimelwges tiene.
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Figura 9 Dos plantas de tabaco transformadas en invernaderda izquierda una con la
inflorescencia cortada (descabezada) y a la deragfecon la inflorescencia intacta.

En la Figura 9 se observan dos plantas, a la impiana con la inflorescencia
cortada y a la derecha una planta con la infloresaeintegra, como puede verse no
existen diferencias de altura ya que si se cottamaflorescencia, ambas tendrian una
altura similar

» Cuantificacion de clorofila.

Las dos primeras medidas de la cantidad de darsk hicieron en hojas
alternas de la planta, de cada una se calcul6 thano®n el equipo Spad 502 para
obtener un Unico valor representativo por cadatalatespués se hizo la media de cada
lote con su desviacion tipica (Figura 10).
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Figura 10 Cantidad de clorofila, expresada en unidades aabitas propias del medidor Spad 502,
en hojas alternas de plantas de tabaco transform@ar) y sin transformar (Wt), en plantas con
flor y en plantas sin flor. (a) Primera cosechdl@lde Febrero de 2011. (b) Segunda cosecha el 3 de
Marzo de 2011 . Los datos representan la mediaimiso lantas en cada lote y sus desviaciones
tipicas correspondientes.

En la primera cosecha (Figura 10 a), las plantasstormadas tienen una
cantidad de clorofila levemente superior a las tasrcontrol. No existen diferencias
significativas entre los lotes de plantas descalzzay los que mantienen su
inflorescencia; no obstante, en los lotes de ptantan la inflorescencia cortada, se
aprecia una diferencia mayor entre las plantagalontas transformadas.

Con el paso del tiempo, en la segunda cosechar@-ip b) las diferencias se
acortan entre plantas control y transformadas (@eistgguen sin ser significativas) y la
cantidad de clorofila se va igualando entre losdotas plantas transformadas tienen
mas clorofila que las control sin transformar y identas con inflorescencia tienen un
nivel de clorofila ligeramente superior a las pdandescabezadas.

La ultima medida se hizo en las hojas mas viegakaglanta, tomando valores
en las cinco ultimas hojas y, haciendo la mediaédws, se obtuvo un valor
representativo de cada planta, después se hizedarde cada lote con su desviacion
tipica (Figura 11).
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Figura 11 Cantidad de clorofila, expresada en unidades aabitas propias del medidor Spad 502,
en las cinco Ultimas hojas de plantas de tabacosf@mado (Trx) y sin transformar (Wt), en
plantas con flor y en plantas sin flor, tomadadanouarta cosecha con fecha 31 de Marzo de 2011.
Los datos representan la media de cinco plantascada lote y sus desviaciones tipicas
correspondientes.

Las plantas transformadas mantienen un nivel@efdl ligeramente superior a
las plantas control y sigue sin haber diferenciggnificativas entre plantas
descabezadas y con inflorescencia. La entrada gdaltda en senescencia se puede
predecir fijandonos en la degradacion de la cl@pftomparando las medidas de
clorofila de la ultima cosecha con las de la seguédtas han perdido entre un 40% vy
un 47% de la cantidad de clorofila, por lo que éstastad degradando indicando que la
planta esta entrando en senescencia; ademas csmplatdas transformadas mantienen
un nivel superior de clorofila podria decirse gaddcha de senescencia de las plantas
control sin transformar sera antes que la de lasstormadas. Entre las plantas
descabezadas y las que mantienen la infloresceadiay diferencias significativas, por
lo que el descabezado de las plantas no afectieeha de senescencia.

> Peso fresco y peso seco.

El peso en miligramos por centimetro cuadradoaja (Specific Leaf Weight,
SLW) se obtuvo al dividir el peso seco entre el etortotal de discos por el area de
cada disco, multiplicandolo todo por mil; despuésizo la media de cada lote con su
desviacion tipica (Figura 12).
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Figura 12 Peso especifico de hojas de plantas de tabacasfsemado (Trx) y sin transformar (Wt),
en plantas con flor y en plantas sin flor. Los datepresentan la media de cinco plantas en cada
lote y sus desviaciones tipicas correspondientes.datos fueron tomados en la segunda cosecha
con fecha 3 de Marzo de 2011.

No existen diferencias significativas entre lot@snque se observa una ligera
tendencia a un mayor peso especifico en hojask@dedatransformado y en lotes de
plantas descabezadas. Por ello ni la transformade la planta ni el corte de la
inflorescencia afecta demasiado al peso de las.hoja

El contenido en agua se calculo restando el peso slel peso fresco y
dividiéndolo entre el peso fresco, por cada lothize la media con su desviacion tipica
y se expreso en % (Figura 13).
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Figura 13 Contenido en agua en hojas de plantas de tabanwstormado (Trx) y sin transformar
(Wt), en plantas con flor y en plantas sin florslaatos representan la media de cinco plantas en
cada lote y sus desviaciones tipicas corresponeent
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En él se muestran los cuatro lotes practicamepialés, con un contenido en
agua levemente superior en las plantas controlgloia planta tampoco parece verse
afectada en el contenido de agua de las hojas.

4.4.Valoracion de la variedad Havana 503B como culenergético.

Las plantas de tabaco transformadas plastidiabneqie sobreexpresan
tiorredoxina f para aumentar el nivel del almiddéazfcares solubles acumulados son
una alternativa que puede resultar interesante aoateria prima para obtencién de
biocombustibles. Ademas, el hecho de que sea yreziesno comestible y a la que se
le puede dar un valor afiadido con el fin de reac# sector, convierte al tabaco en una
opcion con muchas ventajas frente a los cultivadidcionales como los cereales. No
obstante, es necesario realizar una valoraciom gariedad como cultivo energético y
estimar su produccién de bioetanol.

Para estimar la producciéon de bioetanol de lsedad Havana 503B, se tomaron
como datos la suma de los azucares solubles (gluftostosa y sacarosa) y el almidon
acumulado en la cuarta cosecha. Se estima quedihmiento en la fermentacion de los
azucares es del 95% y se ha tomado un valor deeidm de 0,645 L de EtOH/Kg de
azucar (datos facilitados por el Centro NacionalEsergias Renovables, CENER,
Navarra). Ademas, las variedades comerciales dacdaliienen un rendimiento
aproximado de 50 t/ha, lo que les convierte endgsuproductoras de biomasa.

En el presente trabajo sobre la variedad de tabavana 503B, se obtuvo una
produccion estimada de 370 L/ha en las plantasralpmhientras que en las plantas
transformadas plastidialmente se estimé una progiucde 500 L/ha. La planta
transformada produce aproximadamente un 30% maslaguydanta control, este
resultado se podia predecir observando los resgltabtenidos en azucares solubles y
en almidon de la cuarta cosecha; en acumulaciéazdeares solubles no existian
diferencias significativas y en cuanto al cumulo dbnidén, en las plantas
transformadas era un 30% mayor que las contrdtamnsformar.

Teniendo en cuenta los rebrotes que surgieron l&ragrimera cosecha, la
produccion estimada de bioetanol deberia haber sidgor, aunque no puede
predecirse con exactitud, si se puede hacer uraiamcion basada en los trabajos
realizados con anterioridad con otras variedadesadaco. En estudios anteriores
llevados a cabo en el Instituto de Agrobiotecn@dqt/PNA, Navarra) sobre la variedad
no comercial de tabaco Petite Havana transforméaiigialmente se consiguié una
produccion estimada de casi 2000 L/ha, mientras lguglanta control obtuvo una
produccion aproximada de 200 L/ha (Mingo-Castel 2009).

La planta control de la variedad Havana 503B pdetena produccion estimada
mayor que la de la planta sin transformar de Pétgeana; por ello, en condiciones
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optimas, la planta transformada plastidialmenteHdgana 503B posiblemente habria
alcanzado los 2000 L/ha de la variedad Petite Havan

Teniendo en cuenta todos estos datos y paranssribevo a cabo la valoracion
del cultivo como materia prima para la producciénatinidon. Para poder establecer si
este es un cultivo adecuado, primero habia queceodas producciones estimadas de
los cultivos que generalmente se emplean paratenoidn de bioetanol como el maiz
en grano que tiene una producciéon de entre 150009 2/ha, el grano de trigo con
1200 L/ha o la patata con 1800 L/ha (APPA, 2006).

Segun los resultados del presente trabajo, l&dadi Havana 503B no podria
competir con las producciones de cereales o deapata obstante, si en condiciones
Optimas llegara a alcanzar realmente los 2000 Idbabioetanol podria ser una
alternativa interesante a los cereales y a la gaggpecialmente en zonas como
Extremadura en las que las infraestructuras y ipeécide cultivo de tabaco ya estan
implantadas. Ademas el tabaco presenta una veitaida que es el alto contenido en
agua de sus hojas, esto implica un ahorro de ague proceso de hidrdlisis para la
obtencion de bioetanol, lo que supone un descenkas&ostes de produccion.

Por todo ello, para hacer una valoracion mejoesta variedad como materia
prima para la produccion de bioetanol, convieneesma los resultados de los estudios
que actualmente se estéan llevando a cabo portéutosde Agrobiotecnologia con esta
misma variedad en condiciones de campo.
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5. Conclusiones.

1. La transformacién del genoma plastidial de talde la variedad Havana 503B
para sobreexpresar la tiorredoxina f aumenta ltstaveces los niveles de almidén
en hojas de plantas transformadas respecto a pleondrol.

2. El corte de la inflorescencia de las plantasbtam supone un efecto positivo
sobre la cantidad de almidén acumulado, incremeotan

3. Los niveles mas altos de almiddon se alcanzaromaecuarta cosecha, ocho
semanas despues del descabezado.

4. Ni la transformacion plastidial de la variedadvena 503B ni el corte de la
inflorescencia producen diferencias significativers los siguientes parametros:
altura total de la planta, numero de hojas, codtede clorofila, peso especifico de
las hojas, contenido en agua y cantidad de azusahaisles en hoja.

5. Las plantas control sin transformar entran aatesenescencia que las plantas
transformadas plastidialmente.

6. La producciéon estimada de bioetanol es de 3Ha leh plantas control sin

transformar y 500 L/ha en plantas transformadastiglalmente. Esto supone que,
en las condiciones del presente estudio, la vatiétlvana 503B no es una materia
prima para produccion de bioetanol capaz de competnte a los cereales

(produccién media de 1200-2000 L/ha) o a la pafataduccion media de 1800

L/ha).
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