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RESUMEN

TITULO: Evaluacion del uso de variedades comerciales de tabaco transformadas
con el gen de la tiorredoxina f como posible cultivo energético para la
produccion de bioetanol.

ALUMNA: Amaia Altuna Aldareguia

DIRECTORA: Inmaculada Farran Blanch

Los biocombustible, y en particular el bioetanol, son una alternativa a los
combustibles fdsiles. Sin embargo, algunos de los cultivos energéticos utilizados
actualmente pueden llegar a provocar una serie de desventajas a nivel social debido a su
competencia con los cultivos alimentarios. Para ello, en los Gltimos afios se ha planteado la
introduccidn de especies no convencionales para su aprovechamiento energético.

El tabaco es un gran productor de biomasa verde siendo practicamente el 100%
de la parte aérea cosechable. Sin embargo, las hojas de tabaco no son acumuladoras de
almidon. Con el fin de incrementar el contenido de almidon en estas plantas, se ha
sobreexpresado el gen de la tiorredoxina f desde el cloroplasto de variedades
comerciales de tabaco, convirtiéndolas en una atractiva fuente de almidén para la
produccion de bioetanol.

El cultivo de las plantas transformadas se realiz6 en campo, en la finca
experimental del ITG en el término municipal de Sartaguda. El disefio experimental fue
de bloques al azar con parcelas elementales de 60 x 90 cm, con 15 plantas por parcela y
tres repeticiones. Se ensayaron dos lineas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum
L.) de las siguientes variedades: Havana 503-B y Virginia Gold. Ademas, se incluyeron
en el ensayo plantas control sin transformar de cada una de las dos variedades. Se
estudiaron parametros fenoldgicos y morfoldgicos (altura, nimero de hojas, clorofila,
peso seco Yy peso fresco) durante el desarrollo del cultivo.

Tras la cosecha se analiz6 el rendimiento de las hojas transgénicas de tabaco en
la produccion de bioetanol a escala de laboratorio, comparandolo con las plantas
control. Para ello, se cuantificé la cantidad de almidén, mediante una hidrolisis
enzimatica y una determinacion fotométrica de la cantidad de glucosa siguiendo un kit
comercial. Ademas, se calcul6 la huella de carbono del cultivo de tabaco, con la ayuda
de varios agricultores, para poder valorar si la produccion del bioetanol a partir de
tabaco puede ser rentable comparandolo con las emisiones que se producen en su
cultivo.

La sobreexpresion de Trxf mostrdé un aumento de las cantidades de almidon en
las hojas de las plantas transformadas de hasta 4 veces mas que en las control. Los litros
de bioetanol por hectarea que se podrian obtener con las hojas de estas plantas
transgénicas de tabaco rondaron los 500-700 L. La huella de carbono estimada para este
cultivo fue de 774 kg CO, eg/t. A pesar de que estos datos no serian los dptimos para
recomendar el uso de las plantas de tabaco con sobreexpresion de tiorredoxina f como
cultivo energético, y teniendo en cuenta que el desarrollo del cultivo en condiciones de
campo no fue el deseado, seria aconsejable repetir el ensayo en mejores condiciones de
cultivo para poder validar estos datos.



ANTECEDENTES

Los biocombustibles

La creciente preocupacion por la seguridad del suministro del petroleo vy el
impacto negativo de los combustibles fésiles sobre el medio ambiente, en particular las
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), han ejercido presion sobre la sociedad
para encontrar alternativas para combustibles renovables (Hahn-Hagerdal et al., 2006).
Para ser una alternativa viable, un biocombustible debe proporcionar una ganancia neta
de energia, beneficios ambientales, ser econdomicamente competitivo y poder ser
producido en grandes cantidades, sin reducir el suministro de alimentos (Hill et al.,
2006).

Los biocombustibles o biocarburantes son combustibles liquidos, de origen
biolégico, obtenidos de manera renovable a partir de restos organicos (biomasa),
susceptibles de ser empleados en un motor de combustion. Los biocarburantes proceden
habitualmente de materias primas vegetales, pudiendo ser sélidos (paja, cardo, lefa,
astillas y carbdn vegetal), liquidos (aceites, metilésteres, alcoholes, etc.) o gaseosos (los
diferentes biogases). Todos ellos reducen el volumen de CO, que se emite en la
atmosfera, 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 organicas que forman
su biomasa. Esta energia se libera al romper los enlaces de los compuestos organicos en
el proceso de combustion, dando como productos finales anhidrido carbénico y agua
(Schwietzke et al., 2011).

Los andlisis de etanol y biodiesel realizados sugieren que, en general, los
biocombustibles podrian proporcionar mayores beneficios ambientales si sus materias
primas de biomasa se produjesen con bajos insumos agricolas (es decir, menos
fertilizantes, pesticidas y energia), en tierras agricolas con un valor bajo o marginales, y
requiriesen bajo consumo de energia para convertir las materias primas en
biocombustibles (Hill et al., 2006). Ya que, el costo relativamente alto de los aceites
refinados hacen que los combustibles resultantes no puedan competir con los

combustibles derivados del petréleo (Yadav et al., 2010).
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La demanda global de alimentos se duplicara en los proximos 50 afios, y la
demanda mundial de combustibles para el transporte se espera que aumente aln mas
rpido. Hay una gran necesidad de fuentes de energia renovables que no causen dafio
ambiental significativo y que no compitan con el suministro de alimentos. La
conservacion de la energia y los biocombustibles que no estan basados en los alimentos
es probable que sean mucho mas importantes a largo plazo. (Hill et al., 2006). Por ello,
con el fin de que los cultivos bioenergéticos no sean un potencial invasor para los
cultivos autoctonos y la bioeconomia, se estdn buscando regionalmente cultivos
apropiados con alto rendimiento, lo que permite una gran flexibilidad en la eleccion de

dichos cultivos (Barney and DiTomaso, 2011).

Una de las mayores ventajas de los biocombustibles es que se pueden producir
en cualquier parte del mundo a partir de materia prima propia cosechada con maquinaria
agricola. Brasil, por ejemplo, produce etanol de la cafia de azlcar y el biodiesel de la
soja, Malasia e Indonesia producen etanol a partir de aceite de palma, Suecia, Reino
Unido y Austria utilizan la madera para producir combustibles liquidos y sélidos,
Canada utiliza el maiz y el trigo, y los Estados Unidos en su mayoria utiliza grano y

rastrojo de maiz (Herrera, 2006).

El tabaco puede generar una gran cantidad de biomasa de bajo costo de manera
maés eficiente que cualquier otro cultivo agricola. En la busqueda de alternativas de
plantas para biocombustible, el tabaco ha sido pasado por alto ya que se considera
principalmente como un cultivo caro cuando se utiliza para la industria tabacalera. Sin
embargo, un examen mas detallado identifica el tabaco, que se cultiva en mas de 100
paises, como un cultivo de biomasa destacado, que puede generar hasta 170 t/ha de
tejidos verdes cuando se cultiva para la produccién de biomasa (Andrianov et al., 2010).
Por otra parte, el tabaco puede ser cortado para estimular el rebrote después del corte,

por lo que varias cosechas de biomasa son posibles en un solo afio.

Los aceites de biocombustibles por lo general no se asocian a la biomasa verde,
hojas vy tallos, pero si con las semillas que acumulan aceite en forma de triglicéridos
como reserva de almacenamiento. El tabaco produce hasta un 40% de aceite por peso de
semilla seca. Sin embargo, el tabaco produce una cantidad modesta de unos 600 kg de
semillas por hectarea, muy inferior a los productores tradicionales de biocombustibles,

como la soja o la colza. Recientemente, mediante ingenieria genética se ha conseguido
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incrementar hasta un 4% del peso seco los niveles de aceite en hojas de tabaco, por lo
que puede considerarse un atractivo y prometedor "cultivo energético” para la
produccion de biodiesel (Andrianov et al., 2010).

Sin embargo, hay que reconocer que el proceso de extraccion de
biocombustibles a partir de biomasa verde representa un mayor reto en comparacion con
el método establecido de extraccion de aceite de semillas. Como resultado de los
recientes progresos realizados con respecto a la disminucion del costo de las enzimas, la
optimizacion del método de tratamiento previo, y el desarrollo de cepas de levadura mas
eficiente, la fermentacion de la biomasa de tabaco a etanol se ha convertido aun més
factible. Mediante la generacion tanto de biocombustibles como de etanol, el tabaco
tiene el potencial para producir mas energia por hectarea que cualquier otro cultivo no

alimentario (Andrianov et al., 2010).
El bioetanol

El reciente marco establecido por la Unién Europea para la promocién de los
biocombustibles espera fomentar el sector de cultivos energéticos. En Espafa, el
porcentaje de bioetanol en el sector del transporte es casi diez veces mayor que el de
biodiesel, por lo que se ha presentado un renovado interés en la investigacion vy el
desarrollo de cultivos energéticos para la obtencion de bioetanol (Ferndndez and Curt,
2005). A nivel mundial en la actualidad, la mayoria de los biocombustibles son también
en la forma de etanol (Sticklen, 2010).

El bioetanol es un alcohol que se obtiene por fermentacion de productos
azucarados procedentes de cultivos de plantas hidrocarbonadas cuya transformacion en
biocarburante resulta sencilla. Estos azucares estan en forma de sacarosa, hemicelulosa
y celulosa, moléculas organicas complejas que se concentran en la parte fibrosa de la
planta gracias al proceso de fotosintesis. Tras la fermentacion de los azUcares presentes
en la materia organica de la planta, se obtiene el alcohol hidrato, con un contenido
aproximado del 5% de agua, que tras ser deshidrato se puede utilizar como

biocombustible.

La produccion de bioetanol a partir de cafia de azUcar representa una de las

principales tecnologias capaces de producir biocombustible de manera eficiente y
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econdmica, proporcionando alternativas viables a la gasolina. En este cultivo, la
combinacion de la inmovilizacion de CO, mediante la fotosintesis en azlcares solubles,
junto con la fermentacion alcoholica de éstos ha permitido la produccion de un
combustible liquido, limpio y de alta calidad que contiene el 93% de la energia original
que se encuentra en el azdcar (Amorim et al., 2011). El bioetanol producido a partir de
materias primas amil&ceas requieren una primera etapa de licuefaccion (para solubilizar
el almidon), seguida de una fase de hidrdlisis (para producir glucosa). Finalmente, la
glucosa resultante es facilmente fermentada (Hahn-Hagerdal et al., 2006). En la
actualidad, los principales retos cientificos son el desarrollo de nuevas tecnologias para
la produccién de bioetanol a partir de materias primas, la seleccion de nuevas cepas de
levadura, la mejora genética y la tecnologia de ADN recombinante aplicada a los

procesos de produccién de bioetanol (Amorim et al., 2011).

Actualmente, el bioetanol para el mercado de combustibles se produce a partir
de azucar (Brasil) o almidon (EE.UU.). Sin embargo, estas materias primas, que
también tienen que ser utilizadas para la alimentacion animal y otras necesidades
humanas, no serdn suficientes para satisfacer la creciente demanda de etanol como
combustible y la reduccién de gases de efecto invernadero resultantes del uso de
azucares o almidon como seria deseable (Hahn-Hagerdal et al., 2006).

Otra alternativa es la produccién de bioetanol a partir de material lignocelulésico
(bioetanol de segunda generacion) (Dunnett et al., 2008). Se produce a partir de residuos
agricolas, forestales o industriales (con alto contenido en biomasa) tales como la paja de
cereal, cascaras de cereal y arroz, Residuos Soélidos Urbanos (RSU) o madera. Los
residuos tienen la ventaja de su bajo coste, ya que son la parte no necesaria de otros
productos o procesos (Tang et al., 2011). Aunque existen similitudes entre los procesos
lignocelulésicos y el de almiddn, los retos tecno-econémicos que enfrentan los primeros
son mayores. El primer paso en la conversion de biomasa en etanol es la reduccién de
tamario y el pretratamiento. La hemicelulosa y la celulosa, deben ser hidrolizados con
enzimas o acidos para liberar los azucares monoméricos. Los azUcares del pre-
tratamiento son fermentados por las bacterias, levaduras u hongos filamentosos. La
hidrolisis enzimatica y fermentacion también se puede realizar en un paso combinado
Ilamado sacarificacion simultanea y fermentacion (SSF). Después de la purificacion

final (por destilacion y tamices moleculares, u otras técnicas de separacion), el etanol
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esta listo para ser utilizado como combustible, ya sea puro 0 mezclado con gasolina.
Una parte de la lignina, la parte principal de la biomasa solida restante, se puede quemar
para producir calor y electricidad para el proceso, mientras que el resto se mantiene
como un subproducto valioso (Hahn-Hagerdal et al., 2006). Sin embargo, la produccién
de etanol celulosico sigue siendo poco rentable debido a la baja concentracion de etanol
de los productos, que debido a su diversa procedencia pueden contener otros materiales
cuyo pre-proceso de separacion incrementa mucho el precio de la obtencion del
bioetanol (Tang et al., 2011).

La bioguimica y el metabolismo del almidon

El almidon constituye la forma principal de almacenamiento de carbohidratos en
plantas. Se acumula en grandes cantidades en drganos tales como semillas (trigo,
cebada, maiz, guisante, etc.) y tubérculos (patata y batata entre otros) y es un
constituyente fundamental de la dieta del ser humano. Por otro lado, el almidén es
utilizado frecuentemente en la industria papelera, cosmética, farmacéutica y alimentaria,
y también se utiliza como componente fundamental para la fabricacion de plasticos
biodegradables y en la produccién de biocombustibles (Mingo-Castel et al., 2009).

El almidon se encuentra en plantas, algas verdes y cianobacterias. EI almidon,
principal carbohidrato de reserva de las plantas vasculares, es un homopolimero de
moléculas de glucosa agrupadas en cadenas de amilosa y amilopectina (Ball and Morell,
2003). Es una compleja estructura granular (de 0,1 a mas de 50 pum de diametro) que se
puede acumular tanto en los cloroplastos de las hojas (almidén transitorio) como en los
amiloplastos de las células de los tejidos de almacenamiento (almidén almacenado). Se
compone de dos fracciones de polisacaridos diferentes: amilosa y amilopectina (Figura
1). La amilopectina es el compuesto principal, tiene un peso molecular muy alto (10-
10° Da) y posee un 5% de enlaces a-1,6. La amilosa es una molécula mas pequefia (peso
molecular de 10° -10° Da) con muy pocos enlaces o-1, 6 (menos del 1%). Ambos tipos
de polisacaridos se sintetizan en plastidios por similares enzimas utilizando las ADP-
glucosas como sustrato (Ball et al., 1996). La ADP glucosa pirofosforilasa transforma la
glucosa-1-fosfato en ADP-Glucosa, en el proceso se invierte una molécula de ATP y se

obtiene ADP-Glucosa y fésforo inorganico (PPi) (Murata et al., 1964).
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Figura 1: Estructura de los homopolimeros que componen el almidén: (A) amilopectina y
(B) amilosa.

El balance amilosa/amilopectina, la forma y el tamafio de los granulos de
almidon cambian segun especies y érganos de una misma planta, también dependiendo

de la actividad de cada etapa (Murata et al., 1964).
La tiorredoxina

Las tiorredoxinas (Trxs) son pequefias proteinas (alrededor de 10-12 kDa)
presentes en todos los organismos de vida libre, que catalizan las reacciones redox,
promueven la formacion de puentes disulfuro y controlan una amplia gama de rutas

bioquimicas (Berndt et al., 2008; Buchanan y Balmer, 2005).

La funcion principal de la tiorredoxina es la reduccion de puentes disulfuro en
proteinas diana en una reaccion donde el tiol N-terminal del motivo CXXC ataca el
puente disulfuro de la proteina diana, liberando un tiol y formando un puente disulfuro
con la segunda cisteina de la proteina diana (Meyer et al., 2009). Las plantas superiores
poseen un sistema de tiorredoxinas muy complejo, ya que existen multiples isoformas y
maultiples genes que codifican para cada tipo de tiorredoxina, siendo todos estos genes

codificados nuclearmente (Issakidis-Bourguet et al., 2001).

Los cloroplastos contienen 4 tipos de tiorredoxina f, m, x, e y. La evidencia
experimental sugiere que las tiorredoxinas f y m representan las formas mas abundantes
del cloroplasto y las tiorredoxinas x e y, son menos abundantes (Buchanan and Balmer,

2005). Inicialmente, las tiorredoxinas de los cloroplastos m y f fueron denominadas asi
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en funcién de la enzima que eran capaces de activar preferentemente: fructosa-1,6-
bifosfatasa (FBPasa) (tipo f) o NADP-malato deshidrogenasa (NADP-MDH) (tipo m)
(Montrichard et al., 2009; Arsova et al., 2010). Estas fueron identificadas como enzimas
dependientes de luz, capaces de regular las enzimas clave del metabolismo del carbono
en la fotosintesis de los cloroplastos, como las del ciclo de Calvin (Lemaire et al.,
2007). Las tiorredoxinas de tipo x e y parecen estar mas implicadas en la respuesta de la
planta al estrés.

A pesar de que todas las tiorredoxinas plastidiales estan codificadas en el ndcleo
y su estructura general es similar, estudios filogenéticos y comparaciones estructurales
han demostrado que la Trx m, x e y tienen un origen procariota, mientras que la Trx f,
muestra homologia con Trxs de origen eucariota (Sanz-Barrio et al., 2011), pero poco
mas se sabe acerca de su especificidad fisioldgica (Issakidis-Bourguet et al., 2001). Las
tiorredoxinas cloropléasticas pueden regular procesos tan importantes como: la sintesis
de ADN, la asimilacion de azufre, la biosintesis de lipidos, aminoacidos y nucleétidos,
el plegamiento de proteinas, la biosintesis de acidos grasos, el ciclo de Calvin, la
sintesis de almidon, la sintesis de ATP, el ciclo de las pentosas fosfato, el estrés
oxidativo (Issakidis-Bourguet et al., 2001; Buchanan and Balmer, 2005; Meyer et al.,
2009; Berndt et al., 2008; Sanz-Barrio et al., 2011; Balmer et al., 2006; Montrichard et
al., 2009; Mingo-Castel et al., 2009).

Las tiorredoxinas del cloroplasto obtienen el poder reductor a través del sistema
ferredoxina/tiorredoxina (Fdx/Trx) (Montrichard et al., 2009). En el cloroplasto, los
electrones liberados en la oxidacién del agua durante el proceso de la fotosintesis son
transferidos a través de la cadena de transporte de electrones hasta la ferredoxina (Fdx).
La Fdx reducida es capaz de reducir a la Trx por accién de la Fdx-Trx reductasa o FTR
(Meyer et al., 2009; Schurmann and Buchanan, 2008). Por lo tanto, en los cloroplastos
la reduccidn de la Trx estd vinculada a la luz y la fotosintesis. Durante la noche, tanto
Trx como Fdx, se oxidan dando lugar a la activacién/desactivacion de las enzimas

reguladoras asociadas (Meyer et al., 2009).
Relacion entre tiorredoxina y produccion de almidén

El metabolismo del carbono empieza en los cloroplastos mediante la fijacion de

carbono inorganico en el complejo proceso de la fotosintesis. EI CO, atmosférico se
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incorpora al ciclo de Calvin y, posteriormente, es exportado al citosol en forma de

triosa-fosfato para convertirse en sacarosa (Mingo-Castel et al., 2009).

Las tiorredoxinas plastidiales, activadas por la luz, desempefian un papel muy
importante en el metabolismo de los carbohidratos. Concretamente, la tiorredoxina f
desempefia un papel fundamental en la activacion especifica de muchas de las enzimas
implicadas en el ciclo de Calvin, por lo que se cree que ejerce algun control en la
asimilacion fotosintética del carbono. Se ha demostrado una activacion especifica de la
Trxf para fructosa-1,6-bis-fosfatasa (FBPasa), rubisco-activasa, fosforibuloguinasa
(PRK), gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) y sedoheptulosa-1,7-
bifosfatasa (SBPasa). Recientemente, se han identificado otras enzimas implicadas en el
metabolismo de carbohidratos que son reguladas por tiorredoxinas, como la AGPasa, la

a-glucano-agua dikinasa y la B-amilasa. (Buchanan et al., 2002; Lemaire et al., 2007).

Al modificar las enzimas que estan implicadas en el metabolismo de
carbohidratos el almidon se ve influenciado, aumentando o disminuyendo su contenido.
La mayoria de trabajos relacionados con la obtencion de plantas productoras de almidén
giran en torno a la utilizacion de la AGPasa (Slattery et al., 2000; Stark et al., 1992), por
ejemplo, en semillas transgénicas de Vicia narbonensis se observa que cuando la
AGPasa y la ADP-glucosa descienden bruscamente el almidon se reduce
moderadamente (Rolletschek et al., 2002). Sin embargo también se ha conseguido
aumentar los niveles de almidén mediante la produccién de plantas transgénicas que
sobreexpresan sacarosa-sintasa (SS) (Baroja-Fernandez et al., 2004). En plantas de
tabaco transgénicas a las que se les ha reducido la actividad SBPasa dan lugar a
reducciones en los niveles de carbohidratos, sobre todo en almidén. Sin embargo, estos
cambios en el contenido de carbohidratos también dependen del estado de desarrollo de
la hoja (Olger et al., 2001). Por otro lado, se ha demostrado que la reduccion de la
cantidad de fructosa 2,6-bifosfato (Fru-2,6-bisP) en plantas transgénicas de tabaco
disminuyd la produccién de almidon en hojas que estaban en oscuridad (Scott et al.,
2000). En cambio, al elevar la cantidad de esta enzima, se observé que el contenido de
almidon también descendia, probablemente porque la estimulacion de sintesis del
almidon es unidireccional (Scott and Kruger, 1995). Plantas transgénicas de tabaco con
altos niveles de fructosa-1,6-bisfosfatasa, en condiciones atmosféricas, mantienen el

crecimiento, la actividad fotosintética, y el peso fresco sin cambios, pero la relacion
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sacarosa/hexosa/almidon se altera ligeramente. En niveles elevados de CO,, sin
embargo, las ramificaciones laterales, nimero de hojas y peso fresco se incrementaron
significativamente. La actividad fotosintética también se vio incrementada. La hexosa se
acumulo en las hojas superiores de las plantas, mientras que la sacarosa y almidén se

acumularon en las hojas inferiores y brotes laterales (Tamoi et al., 2011).

Plantas transgénicas de tabaco que expresan FBP/SBPasa de cianobacteria en los
cloroplastos mediante transformacion nuclear mostraron una mayor eficiencia
fotosintética y caracteristicas de crecimiento (Miyagawa et al., 2001). Sin embargo,
cuando esta proteina se ha expresado mediante las técnicas de transformacion del
cloroplasto, a pesar de presentar unos niveles mayores de expresion, no se han
observado cambios importantes en fotosintesis, crecimiento y niveles de azlcares

respecto a los obtenidos mediante transformacion nuclear (Yabuta et al., 2008).
Caracteristicas morfoldgicas y boténicas del tabaco

La planta de tabaco es el Unico vegetal capaz de sintetizar en cantidad
importante y conservar en sus hojas después de secas un alcaloide, la nicotina. El tabaco
pertenece al género Nicotiana, encuadrado en la familia botanica de las Solanaceae. El
tabaco comercial se obtiene casi en su totalidad de la especie tabacum, otra especie la
Nicotiana rustica se cultiva en cantidades relativamente pequefias. El origen de la
especie Nicotiana tabacum se debié al cruzamiento, seguramente casual, de dos
especies mas antiguas, la Nicotiana tomentosiformis y la Nicotiana sylvestris. Al género
Nicotiana pertenecen ademas de la tabacum otras 60 especies, la mayoria originarias de
América. Atendiendo a su morfologia, a la distribucion geogréfica de las mismas y al
namero de sus cromosomas, han sido agrupadas en tres subgéneros: rustica, tabacum y
petunoides. La N. tabacum comprende numerosas variedades con apariencia, tamafio y
cualidades diferentes (Llanos, 1981; Llanos, 1985).

Las Nicotiana son plantas anuales, de tallo herbaceo (algunas son vivaces, de
tallo sublefioso), del que nacen hojas aisladas enteras. Las flores crecen en
inflorescencias y son hermafroditas. El caliz es tubuloso, ovoide o acampanado. La
corola es tubular y termina en un limbo de 5 Iobulos (de color parpura, rosa, amarillo o
blanco). Tiene 5 estambres insertos dentro del tubo de la corola y frecuentemente

desiguales. El ovario generalmente con dos cavidades y estigma en forma de cabeza
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aplastada. La flor una vez fecundada y madura se convierte en una capsula, que se abre
en su Vvértice por dos valvas, que contienen numerosas semillas muy pequefias de forma
reniforme (de 10.000 a 13.000 semillas pesan un gramo) (Figura 2) (Llanos, 1981,
Llanos, 1985).

Figura 2: Morfologia de la planta de
tabaco. (A) capsula partida en dos valvas, (B)
caliz tubuloso, (C) semilla pequefia de forma
reniforme, (D) hoja aislada y entera, (E)
inflorescencia ramificada, (F) anteras, (G)
seccion vertical del ovario con dos cavidades,
(H) seccion horizontal del ovario donde se
aprecian las dos cavidades, (1) seccion vertical
de la flor, donde se ve la insercién de los
estambres, (J) estigma en forma de cabeza
aplastada, (K) pistilo y (L) seccion de la
semilla.

La variedad Virginia es una planta alta y fuerte de tallo grueso con entrenudos
muy cortos en la parte baja del tallo y mas distanciados en la parte superior. Las hojas
tienen una relacion largo-ancho aproximadamente igual a tres, de forma lanceolada,
acuminadas y mas anchas en la base (oval-lanceolada). La nervadura central es fuerte y
la secundaria formando angulo con aquella. Las hojas de color verde oscuro pasan a
marron cobrizo al secarse. La inflorescencia, son ramos espaciados ramificados y
frondosos, reunidos sobre su eje y que llegan todos, aproximadamente, a la misma
altura. La flor es mas bien larga con pétalos triangulares de color rosa o rojo (Llanos,
1981).

La variedad Havana es una planta medianamente alta y derecha, de tallo no muy
grueso, con 20-25 hojas que nacen casi horizontales. Los entrenudos son bastante
amplios, sobretodo en la parte alta del tallo. Las hojas son de forma eliptica algo
acuminadas en la punta, aproximadamente el doble de largas que anchas, de color verde

suave que pasa a color verdoso claro al secarse. El angulo de insercion de las
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nerviaciones secundarias en la principal es bastante abierto. Las inflorescencias son
abiertas con ramos inferiores espaciados y casi horizontales. Las flores son pequefias
con sepalos terminados en punta adheridos al tubo de la corola, y los pétalos mas

anchos que largos de color rojo o carmin (Llanos, 1981).
Cultivo del tabaco

Distribucién de la produccion de tabaco en Espafia

Se evidencia una notoria concentracion del cultivo de tabaco en la Comunidad
Auténoma de Extremadura, que alcanza el 92,5% de la produccién nacional. Le siguen:
Andalucia con un 6% de la produccion total, Castilla y Ledn, Castilla La Mancha,
Navarra y Pais Vasco, hasta alcanzar una produccion estimada de 34.064 t segun datos
de contratacion de la cosecha 2007. En términos de superficie, en Espafa se cultivan,
entre todos los grupos de variedades de tabaco, aproximadamente, 9.950 ha. El cultivo
del tabaco tiene una gran importancia socioeconémica en determinadas regiones
espafiolas y se concentra en las provincias de Céceres y Granada. En la Tabla 1 se
exponen los datos correspondientes a la cosecha del 2007 de produccion en Navarra y
en el total del estado (Anuario de Estadistica, 2008).

Tabla 1. Produccién y superficie de tabaco en Navarra y en Espafia (cosecha 2007).

CONTRATACION DE TABACO EN NAVARRA (COSECHA 2007)
Comunidad Grupoy o Kilos Superficie
Auténoma variedad N® Productores contratados | cultivada (ha)
Navarra G-11l Havana 18 61.050 18,79
Total general 3.341 34.064.186 9.947,11
El clima

El tabaco es originario de regiones subtropicales, con climas calidos y hiumedos.
El clima influye sobre la duracion del ciclo vegetativo de las plantas, asi como en la

calidad y el rendimiento de la cosecha.

Los factores del clima que mas van a influir en el rendimiento y calidad de las

cosechas son: la temperatura del aire y del suelo (no debe haber heladas), la
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disponibilidad de agua en el suelo, la humedad relativa del aire y la intensidad de la luz
(informacién obtenida del MARM). En Navarra y, en concreto, en la zona media, donde
se da el cultivo del tabaco, las temperaturas medias anuales oscilan entre los 11,5° y
13,5° C, con maximas cercanas a 40° C en julio y agosto. El periodo libre de heladas se
extiende desde finales de abril a finales de octubre. La pluviometria media varia de
1.000 a 600 mm anuales. Esta zona pertenece a un clima mediterraneo de veranos

frescos (datos obtenidos de meteo.navarra.es).

Caracteristicas de los suelos tabagueros

El suelo optimo para el buen arraigue y desarrollo posterior de las plantas lo
ofrecen las tierras porosas, friables y fértiles donde las raices pueden extenderse
libremente en superficie y en profundidad (Llanos, 1981). Al elegir la parcela para cultivar

tabaco se tendra en cuenta que la parcela sea homogénea, con suelo permeable y buen drenaje,

para evitar la asfixia de las raices.

El pH de los suelos de cultivo de tabaco, mediante aportaciones de enmiendas
calizas o dolomitas (contienen calcio y magnesio) de forma anual, se deben situar
proximos a los 5,8-6,2. El contenido 6ptimo de materia orgénica en el suelo para el
cultivo del tabaco se debe situar entre el 1,8 y el 2,2 %. La materia organica puede ser
de diferentes origenes y composicion, se recomienda estiércol de vacuno y se aplicara,
de media, 20 t/ha y afio (informacion obtenida del MARM).

La produccion de plantas en semillero

La semilla de tabaco es extremadamente pequeiia (de 10.000 a 13.000
semillas/g) y su germinacion delicada (Llanos, 1981), por lo que, habitualmente la
produccidn de todas las variedades de tabaco cultivadas en Espafia, se realiza mediante
el sistema de bandejas flotantes, con el fin de mejorar la calidad de las plantas, tanto en

potencial radicular como en masa vegetativa.

La técnica de produccién de plantas en bandejas flotantes es un método féacil,
comodo y seguro de obtener plantas uniformes, con cepelldn, vigorosas, sanas y de
calidad, en el momento adecuado para realizar el trasplante al terreno de asiento y en
cantidad suficiente, con eliminacion del estrés post-trasplante e inmediato arraigue
(informacion obtenida de MARM).
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Las labores preparatorias del suelo

El tabaco tiene unas raices blandas con escaso poder penetrante. Por ello, es
preciso trasplantar el tabaco en tierras bien trabajadas que presenten en profundidad y
de forma uniforme una estructura suelta conferida por las labores preparatorias (Llanos,
1981).

Se recomienda realizar labores preparatorias dirigidas al mantenimiento de la
fertilidad del suelo y para conseguir airear el suelo, activar la vida microbiana, destruir

las malas hierbas, romper las capas duras del suelo, mejorar la estructura, etc.

Se realizaran estrictamente las labores necesarias, en el momento adecuado para
que sean eficaces. Deben ser profundas, procurando romper la suela de labor y las capas
impermeables que limitan el desarrollo radicular; y en caso de fuertes lluvias, facilitaran

el desagile. Se debe respetar la estructura del suelo (informacién obtenida de MARM).

Plagas vy enfermedades

Los animales e insectos de gran tamafio, como las hormigas, tijeretas, topos o
ratas, producen dafios en la época del semillero, desarraigando las plantulas de los

semilleros y comiéndoselas.

Los insectos como Agrotis segetum o Agriotes lineatus, producen dafios en su
fase de larva o gusano, comiéndose el tallo de la planta de tabaco. Generalmente,
afectan cuando la planta esté recién trasplantada, cuando todavia es pequefia y debil.
Pueden roerla por el cuello, o introducirse dentro del tallo y crear galerias. Los pulgones
(Myzus persicae) viven sobre las hojas y los brotes de tabaco creando una secrecién que
impregna toda la superficie de la planta. Esto impide un buen funcionamiento
fisiologico de la planta y atrae a otros organismos parasitos, tales como hongos (Llanos,
1981).

La desinfeccion del suelo adquiere especial relevancia en el cultivo del tabaco,
debido a las altas poblaciones de nematodos existentes. Las especies que generalmente
parasitan en las raices del tabaco, formando numerosos nudos o agallas y produciendo

un marchitamiento general, son Meloidogyne (incognita, arenaria y javanica) y
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Globodera tabacum. El control de nematodos debe hacerse con rotaciones, variedades

resistentes, biofumigacion y productos fitosanitarios (informacion obtenida de MARM).

Las enfermedades que mas afectan al tabaco son la fusariosis, el oidium, la
negrilla y la podredumbre de los semilleros. De los tratamientos en semillero son
obligatorios los preventivos contra el moho azul (Peronospora tabacina). Las plantas
atacadas presentan rodales amarillos en el haz de la hoja y corresponden con otras de
color gris azulado en el envés, que pueden acabar necrosandose y formando agujeros
(Llanos, 1981).

El trasplante

La base de un buen trasplante comienza por preparar el terreno de asiento
mediante labores adecuadas y mejorar su sanidad, para que la plantula encuentre las
condiciones que le permitan desarrollarse sin ningun tipo de obstaculos y con la menor

parada posible en su crecimiento.

Las plantas a trasplantar, ademas de la sanidad necesaria en cualquier tipo de
planta a utilizar, es importante en las plantas con cepellon su Optimo desarrollo
radicular. Deberan plantarse alrededor de 18.000 plantas por hectarea en tabaco
Virginia, adaptando la separacidn entre lineas a la posible incidencia de enfermedades y

a la recoleccion mecanizada.

Las ventajas que ofrece el trasplante sobre caballon son las siguientes: la
temperatura del suelo es superior a la conseguida en llano, los fertilizantes estan
concentrados en el volumen del suelo donde se va a producir el desarrollo radicular a lo
largo del cultivo, el suelo estd mullido, lo que facilita la aireacion y facil crecimiento de
la raiz; en caso de encharcamiento del suelo, se evita la asfixia radicular y, en caso de

[luvias abundantes, se propicia un facil desague.

La fecha idénea de trasplante del tabaco Virginia en Espafia debe estar
comprendida entre la dltima semana de abril y la primera quincena de mayo
(informacion obtenida del MARM).
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Despunte vy deshijado

Cuando las plantas estan préximas a alcanzar su maximo desarrollo en altura se
inicia la formacion del ramillete de flores en el extremo superior del tallo. En esta fase
del cultivo se usara una gran parte de sus reservas alimenticias y vitalidad, cosa que al
agricultor no le interesa, por eso se lleva a cabo el despunte (Llanos, 1981). El despunte
consiste en suprimir el ramo floral terminal para que asi las hojas puedan aprovechar los
jugos que aquél habia de precisar. Se realiza bajo, suprimiendo con el boton floral

apenas formado, varias de las hojas superiores (Llanos and Zubia, 1964).

La planta, después que se ha despuntado, reacciona produciendo yemas o brotes
laterales que nacen en las axilas o angulos de insercion de las hojas en el tallo. Estos
ramilletes o brotes laterales, si se les dejase crecer, formarian otras tantas
inflorescencias con las que la planta sustituiria la funcion del ramillete de flores
terminal que se le ha cortado (Llanos, 1981). Por ello, es necesario suprimirlas para que
no se aprovechen ellas del alimento que debe servir a las hojas de cosecha (Llanos and
Zubia, 1964).

El modo clasico de despuntar y deshijar es manual, antes de que las yemas
laterales crezcan en exceso. Esta operacion habria que repetirla las veces precisas para
mantener las plantas libres de rebrotes, pero actualmente, se emplean productos
quimicos para inhibir el desarrollo de las yemas laterales una vez despuntada la planta
(Llanos, 1981). En este mismo momento se aplicara un producto de contacto mojando
bien el corte del tallo y las axilas de las hojas, se repetira esta operacién a los 7 y 12 dias
con productos sistémicos localizados (informacién obtenida del MARM). Se han
realizado estudios en los que se demuestra que herbicidas sistémicos como la
pendimetalina (STOMP) son eficientes controlando los hijuelos y no afectan en el

crecimiento y rendimiento de la planta (Yousafzai et al., 2006).

La supresion del ramillete y de los brotes laterales provoca en la planta otra
reaccion secundaria consistente en un crecimiento suplementario de sus raices. Como
consecuencia, la planta absorbe méas agua, acumulandose en las hojas y adquiriendo

estas mas peso y tamafio (Llanos, 1981).

19



Trabajo Final de Carrera Antecedentes
2011/2012

El riego

En el cultivo del tabaco, el sistema mas comin de riego es por aspersion,
fundamentalmente en las de pequefia dimension (5-10 ha). En las grandes
explotaciones, en cambio, se alternan los riegos por pivot y por aspersion y, en

explotaciones muy aisladas, el riego se realiza por cafiones.

Con independencia del sistema de riego empleado, regar bien significa dar a la
planta el agua que necesita teniendo en cuenta, entre otros, los siguientes factores: suelo,
lluvia, evaporacion y fase de desarrollo de la planta. Es necesario considerar todos estos
factores para determinar el caudal, la dosis, la frecuencia y el momento éptimo para

realizar los riegos.

La dosis de riego ha de situarse en torno a los 20 I/m?. Respecto a la frecuencia,
ésta sera mayor, aproximadamente del periodo del 15 de julio al 15 de agosto, donde la

evapotranspiracion es muy alta (informacion obtenida del MARM).

La fertilizacion

La bdsqueda constante de los aumentos de produccion por hectarea y de la
calidad, hacen necesaria la aportacién de elementos minerales, que dependera del
contenido de los mismos en los suelos que dedicamos al cultivo del tabaco. En el
cultivo del tabaco, el nitrégeno, fosforo, potasio, calcio y magnesio tienen un papel
importante, siendo definitorios en la calidad final del tabaco (informacion obtenida del
MARM).

El nitr6geno es la base para obtener una cosecha cuantitativamente elevada. Los
fertilizantes nitrogenados mas corrientes para el tabaco son, entre los organicos, el
estiercol, y entre los minerales, los nitratos, las sales amoniacales, la urea y los
amonitratos. La accion del fésforo sobre el tabaco se reduce a acelerar el proceso de
maduracion de las hojas. La mejor fuente de fosforo para el tabaco son los superfosfatos
(Llanos, 1981).

La primera aportacién de fertilizantes se realizard lo mas cerca posible del
trasplante. El resto se iran haciendo a la vez que las labores. En el nimero total de

unidades a aportar de los diferentes elementos minerales influyen factores como el tipo
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de suelo, contenido en materia organica, climatologia, labores preparatorias, posibles
enfermedades, forma de regar y produccion esperada. Una fertilizacion media en tabaco
podria ser: Nitrogeno 80-120 kg/ha; Fésforo 40-50 kg/ha en forma de P,Os; Potasio:
250-300 kg/ha en forma de K,O; Magnesio: 60-80 kg/ha en forma de MgO
(Informacion obtenida del MARM).

Huella de carbono

Los acuerdos internacionales y las evaluaciones cientificas requieren una accion
concreta para la reduccion sustancial de los gases de efecto invernadero (GEI)
mundiales. Una mejor comprension de donde se deben reducir las emisiones de GEI a lo
largo de las cadenas de suministro y el ciclo de vida de productos, se pueden calcular
mediante el calculo de la huella de carbono de los productos, este término hoy se utiliza
comunmente para la evaluacion del ciclo de vida (ACV) (Espinoza-Orias et al., 2011).

La Huella de Carbono es un término usado para describir la cantidad de GEI
causados por una actividad en particular o entidad, y por lo tanto una forma de que las
organizaciones e individuos evalten su contribucién al cambio climéatico (Guide PAS
2050). El etiquetado del carbono pronto puede ser un requisito previo para el comercio

internacional de productos agricolas (Deurer et al., 2011).

"La huella de un producto” se refiere a las emisiones de gases de efecto
invernadero de un producto durante su ciclo de vida, desde las materias primas en todas
las etapas de la produccién (o prestacion de servicios), distribucion, consumo y
desechos o reciclado. Se incluyen los gases de efecto invernadero como el diéxido de
carbono (CO,), metano (CH,) y éxido nitroso (N2O) (Guide PAS 2050).

La evaluacidn de los biocombustibles ha sido hasta ahora el principal factor en la
demanda de energia y las emisiones de gases de efecto invernadero, a pesar de la
importancia general del uso de agua para la ACV de productos agricolas. Por lo que, al
igual que con el carbono se han hecho estudios donde se ha calculado la huella del agua,
evaluando en detalle el consumo de agua a lo largo de una cadena de produccién y
teniendo en cuenta las eficiencias de riego, los niveles de escasez de agua y el tipo de
materia prima. EI consumo de agua por lo tanto puede llegar a ser una preocupacion
importante (Faist et al., 2011).
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A parte de las estimaciones que se puedan hacer para saber la contribucién al
cambio climéatico de cada producto, hay estudios que calculan esta valoracion
cambiando aspectos del embasado del producto (Espinoza-Orias et al., 2011). También
se han realizado estudios en los que se comparan métodos de reciclaje de un producto,
basados en el calculo de la huella de carbono, por un lado la reparacion y por otro la
remanufacturacion. Los productos que ya no pueden ser enviados a los vertederos son
responsabilidad de los productores y tienen que tener en cuenta todas las etapas del ciclo
de vida de los productos. Se ha identificado que la reparacion tiene una huella de
carbono menor que la remanufactura. Sin embargo, la reparacion solo extiende el ciclo
de vida actual del producto, mientras que con la remanufactura se pueden utilizar hasta
tres veces, y ofrece el producto con un nuevo ciclo de vida. Por lo tanto, la
remanufactura es considerada como el método mas preferido de la recuperacion del
producto en términos de emisiones de carbono y la eliminacion sostenible de los
residuos (Appleby et al., 2010).

Metodologia PAS 2050

La huella de carbono de los productos se puede calcular adoptando diferentes
metodologias analiticas. Los calculos también pueden ser afectados por los pocos datos
disponibles y la incertidumbre sobre el valor de las variables clave. La combinacion de
estos dos factores reduce la validez de la comparacién de la huella de carbono entre los

productos y paises (Plassmann et al., 2010).

Para el célculo de la Huella de Carbono la metodologia més utilizada es la PAS
2050 (Publicly Available Specification 2050, 2008) desarrollada por el British Standard
Institute (BSI), el departamento de Agricultura, Medio Ambiente y Desarrollo Rural del

Reino Unido y la fundacion Carbon Trust.

PAS 2050 puede ofrecer a las empresas la posibilidad de evaluar internamente el
ciclo de vida de las emisiones de GEI de los productos, y puede ser un punto de
referencia para medir y comunicar la reduccion de emisiones. Para los clientes establece
una mayor comprension de cémo sus decisiones de compra impactan sobre las

emisiones de gases de efecto invernadero.
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La colaboracion con los proveedores es fundamental para comprender el ciclo de
vida del producto y de recogida de datos. Por lo general, las empresas conocen sus
propios procesos de produccion a fondo, sin embargo, mas alla de los limites de la
empresa, el conocimiento de los procesos, materiales, energia requerida y los residuos

tienden a variar considerablemente.

Hay cinco pasos bésicos para el célculo de la Huella de Carbono de cualquier

bien o servicio, segin PAS 2050:

» Creacion de un mapa de procesos (diagrama de flujo): Construir un mapa de procesos

del ciclo de vida del producto, identificando todas las materias primas, materiales de
desecho y los flujos de residuos, actividades y procesos que contribuyen. Sirve como
una valiosa herramienta proporcionando un punto de partida para entrevistas y una

referencia gréafica para guiar a la recopilacion de datos y el célculo de la huella.

Hay dos tipos de procesos, el Business-to-Consumer (B2C) que tiene en cuenta
todas las materias primas, pasando por la fabricacidn, distribucion y venta al por menor,
para uso de los consumidores y, finalmente, eliminacion y/o reciclaje. Y el Business-to-
Business (B2B) que para la huella de carbono en el punto en el cual se entrega el
producto a otro fabricante, excluyendo etapas adicionales de fabricacion, la distribucion

del producto final, uso por el consumidor y la eliminacion y/o reciclaje.

» Comprobacion de los limites y la priorizacion: Confirmar las fronteras para ayudar a

priorizar los esfuerzos. La principal clave de los limites del sistema es incluir todos los
"materiales” de las emisiones generadas como consecuencia directa o indirecta. PAS
2050 permite que las emisiones inmateriales procedentes de una sola fuente que generen
menos del 1% de las emisiones totales sean excluidas. Sin embargo, la proporcién total
de emisiones de las fuentes inmateriales no puede superar el 5% de la huella de carbono

total del producto.

* Recopilacion de datos: Recopilar datos sobre las cantidades de materiales, actividades

y los factores de emision en todas las etapas del ciclo de vida. Los datos de buena
calidad ayudan a construir una huella que representa el ciclo de vida de un producto
"tipico”, durante un periodo de tiempo definido, reconociendo las variaciones en

geografia, distancia y materiales.
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Hay dos tipos de datos que son necesarios para el calculo de la huella de
carbono: los datos de actividad y factores de emision. Los datos de actividad se refieren
a todas las cantidades de materia y energia implicadas en el ciclo de vida del producto
(mass/volume/kWh/km). Los factores de emision proporcionan el vinculo que convierte
a éstas cantidades en las emisiones de gases de efecto invernadero resultantes
(CO€/unit).

En la toma de datos hay algunos factores que pueden ser dificiles de cuantificar
0 que no se sepa como hacerlo, como por ejemplo los productos que se forman a partir
de origen vegetal que en realidad almacenan carbono, creando emisiones “negativas”.
Las emisiones de CO, procedentes del ganado, el estiércol o los suelos deben ser
incluidos. Cualquier emision de GEI derivada de cualquier medio de transporte
necesaria durante la produccion de los productos y sus materias primas se incluyen en la
evaluacion de la huella de carbono, teniendo en cuenta su creacion y transporte.
También hay que tener en cuenta cuando el proceso del ciclo de vida del producto

contribuye a generar mas de un producto util.

« Célculo de la huella: La ecuacién de la huella de carbono es el producto de la suma de

todos los materiales, energia y residuos en todas las actividades en el ciclo de vida del
producto, multiplicado por sus factores de emision. Consiste simplemente en multiplicar

los datos de actividad por el adecuado factor de emision.

El PAS 2050 evalta el impacto de las emisiones de gases de efecto invernadero
derivados del ciclo de vida de productos durante un periodo de 100 afios después de la

formacion del producto.

» Comprobacioén de la incertidumbre (opcional): Evaluacion de la exactitud y precision

de una entrada o calculo. El andlisis de la incertidumbre en la huella de carbono es un
grado de precision. Las empresas pueden beneficiarse de la evaluacion de la
incertidumbre de su huella de carbono con el objetivo de medir y minimizar la
incertidumbre en el resultado de la huella y para mejorar la confianza en las

comparaciones de huellas y cualquier decision que se haga sobre la base de la huella.

En conclusion la huella de carbono de los productos puede ser valiosa para

ayudar a reducir las emisiones de gases de efecto invernadero. El ejercicio de la huella
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proporciona una base sobre la manera de medir las reducciones del futuro y ayuda a
identificar oportunidades para reducir las emisiones en todas las fases del ciclo de vida
del producto. El anélisis ofrece una manera de comprometerse con los proveedores,
distribuidores, minoristas y los consumidores sobre la manera de reducir las emisiones
(Guide PAS 2050).
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OBJETIVOS

1.- Caracterizar morfologicamente, en distintos estadios fenoldgicos, las plantas de
tabaco cultivadas en condiciones de campo de las variedades Virginia Gold y Havana
503-B transformadas con el gen de la tiorredoxina f y compararlo con las plantas control

sin transformar.

2.- Comparar el contenido de almidon de las plantas transformadas respecto a las no
transformadas, con el fin de valorar el uso de dichas plantas como posible cultivo

energético.

3.- Estimar la Huella de Carbono producida por el tabaco durante su cultivo y

compararla con la de otros cultivos energeticos.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y obtencion de las plantulas de tabaco

En este ensayo se han utilizado las variedades comerciales de tabaco Havana
503-B y Virginia Gold. Estas variedades comerciales se han utilizado como control, y
también sus correspondientes lineas transformadas con el gen de la tiorredoxina f. Se
han denominado de la siguiente manera; 503, VIR, 503-T y VIR-T. Las que llevan la
letra T, corresponden a las lineas transformadas.

Las plantas de tabaco transformadas procedian de estudios anteriores que se
habian realizado en el Instituto de Agrobiotecnologia (Villanueva, 2011; Séenz de
Cabezén, 2011) y se habian obtenido mediante transformacién del genoma del

cloroplasto (transformacion plastidial).

La siembra se realizo el dia 10 de marzo. Se utilizaron pequefias bandejas donde
se sembraron las semillas sobre un lecho de vermiculita. Se utiliz6 este substrato por su
alta capacidad de retener la humedad, factor importante en la germinacién. El sustrato
se humedecid con solucion Hoagland al 0,6x. La concentracion fue baja para evitar que
las plantas se quemasen. Las bandejas se cubrieron con un film transparente para que no
perdiesen humedad y a su vez permitir la entrada de la luz. Estas se mantuvieron en un

fitotron a humedad y temperatura controlada.

Cuando las semillas germinaron, las plantulas se individualizaron en bandejas de
poliestireno expandido con alveolos de 3 x 3 cm. Esta operacion se realizo el dia 17 de
marzo con la ayuda de unas pinzas y procurando no dafiar a las plantulas. Se utilizd
turba como substrato y se siguié regando con solucién Hoagland 0,6x alternandolo con
agua, ya que comenzaron a aparecer sintomas de quemaduras en algunas hojas.
También se les pulverizaba con Hoagland 0,6x sobre las hojas como fertilizante. Las
bandejas de porexpan se trasladaron al invernadero del Instituto de Agrobiotecnologia el

5 de abril, utilizandose en adelante riego por aspersion.

El 29 de abril se trasladaron a la finca experimental del ITG en Sartaguda, donde
se realizd la plantacion con ayuda de diversos operarios de la finca. A partir de este

momento el laboreo, el abonado, el tratamiento con fitosanitarios, el riego y el
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seguimiento de las plantas se quedd en manos de los técnicos de la finca, debiendo ser

el idéntico al que se hace en el cultivo tradicional de tabaco.
Disefio experimental del ensayo

Para realizar este ensayo se utilizaron 180 plantas. EI marco de plantacion fue de
90 cm entre lineas y 60 cm entre plantas dentro de cada linea (densidad de plantacion:
18.500 plantas/ha). El disefio experimental del ensayo fue de bloques al azar, con tres
bloques formados cada uno de ellos por 15 plantas de cada una de las variedades, como
se puede ver en la Figura 3.

- :—:BDRDE Figura 3: Disefio experimental del
| : : ensayo. Disefio de bloques al azar con
4 ; : = tres repeticiones de cada tratamiento.
\/?R 50:3T 5[:]3 \/I:RT§ VIR, variedad Virginia Gold control;
I : : Do VIRT, variedad Virginia Gold
transformada; 503, variedad Havana
: 503-B  control;  503T, variedad
1 ; ; ;T Havana 503-B transformada. Pasillos
1203 WIRTVIR [S03T]: FPASILLDO | de 1m entre blogues y bordes en los
I : : /// laterales y cabeceras. No esta a escala.

VIRT 503 5037 VIR |:

En los bordes se utilizaron plantas de las variedades control, indistintamente de
la variedad VIR y de la variedad 503, una fila a cada lado de la parcela y 3 plantas en
los cabezales. Se respetaron pasillos de 1 m entre cada bloque para facilitar las labores y
controles, sin embargo, en los bordes no se realizaron estos pasillos para impedir la
contaminacion del ensayo (Figura 3). Finalmente se procedio al etiquetado de los

diferentes bloques y variedades.
Desarrollo y manejo del cultivo en campo

A los pocos dias de la plantacion cayo una tormenta en la que el abundante
aporte de agua afectd al cultivo impidiendo su crecimiento adecuado. Esto se pudo

observar, ademas de en el escaso crecimiento de las plantas, en la pérdida de alguna de
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ellas. Por ello, el 12 de mayo, se decidid reponer las faltas con plantas procedentes de

los semilleros que todavia se guardaban en la finca.

La labor de descabezar y deshijar se realiz6 de una manera escalonada y
desordenada. La primera vez, el 27 de junio se eliminaron las primeras inflorescencias
(que no se eliminaron en todas las plantas) manteniendo los hijuelos y sin aplicar el

tratamiento quimico. Esto hizo que en pocos dias volviesen a aparecer flores.

Por ello, el 7 de julio, cuando aproximadamente el 50% de la flor estaba abierta,
se realizo el pinzado de las inflorescencias (descabezado) y se quitaron los hijuelos. A
estos ultimos se les realiz6 un deshijado quimico mediante un tratamiento con STOMP
(Pendimetalina 33%), aplicado con un pulverizador a chorrillo con una concentracion

del 0,1%, para inhibir el rebrote y asi evitar ramificaciones.

Con este tratamiento no se obtuvo la respuesta esperada ya que volvieron a
rebrotar los hijuelos. Por ello, el 28 de julio se repitio la anterior operacion, descabezar

y deshijar, pero aplicando una mayor concentracion de STOMP, al 1%.

El tabaco es un cultivo que precisa de mucho nitrégeno, por ello se aportaron
150 UF/ha en tres aplicaciones diferentes. El riego se realizd en funcion de las
condiciones meteoroldgicas y del estado del cultivo. Después de la plantacion hubo dias
de lluvia por lo que, hasta junio no fue necesario el riego. Una vez de que comenzasen
los calores de verano y descendiesen los dias de lluvia, se empezé con el riego y poco a
poco disminuy6 el espaciamiento entre ellos, regando aproximadamente todas las

semanas. El riego era por inundacion.

En cuanto a plagas y enfermedades, se observaron algunos focos de pulgén, los
cuales fueron tratados inmediatamente. También se realizaron tratamientos contra
orugas y gusanos, para moho azul y para otros tipos de hongos. Los productos
fitosanitarios empleados para ello fueron los siguientes; Rimi (Clorpirifos 1%), Decis
Protech (Deltametrin 1,5%), Ortiva (Azoxistrobin 25%), Karate (Lambda Cihalotrin
2,5%), Mancopec (Mancozeb 80%) y Sumifive (Esfenvalerato 5%).

La cosecha se realiz6 en dos fechas diferentes para establecer el momento
optimo de la misma. En la primera, se cosecharon todas las hojas de dos plantas por

repeticion. En la segunda, se cosecharon las hojas de la misma manera que en la primera
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y a parte se cogieron tallos; de las variedades control un tallo por repeticion y de las

variedades transgénicas dos tallos por repeticion.

Seguimiento del cultivo. Determinacion del contenido en clorofila y parametros

morfologicos.

Se program6 un calendario con las visitas que se realizarian a campo y con las
tareas gque se desempefiarian en cada uno de los dias. Debido a condiciones atmosféricas
que cambiaron el desarrollo normal de las plantas y labores que retrasaron el
crecimiento adecuado del mismo, no se pudo llevar a cabo este calendario tal y como se

habia programado.

A continuacion se detallan las tareas que se llevaron a cabo en cada uno de los
dias. Los dias se contabilizan a partir del dia de trasplante, es decir, dias post-trasplante
(PT).

La primera visita, el 12 de mayo, se hizo con la intencion de realizar la medicion
de la clorofila, pero se vio que el tamarfio de las plantas era muy pequefio. Por ello, se
aplazo esta medicidn hasta que las plantas adquiriesen un tamafio mas apropiado, que
fue el 15 de junio (52 dias PT). La cantidad de clorofila se midi6 en hojas alternas (tres
medidas por hoja) de tres plantas por bloque y variedad usando el medidor SPAD-502
Plus (Minolta Konica Co. Ltd., Japan) (Kashiwagi et al., 2006).

La tercera visita se realiz6 el 5 de julio (72 dias PT), cuando la mayor parte de
las plantas habian florecido. Se realizd la medicion de clorofila, la altura de las plantas y

se contabiliz6 el nimero de hojas.

La cuarta visita se habia programado con la fecha del corte de la inflorescencia
pero fue una labor que no se hizo con mucha precision, por lo que la visita se realizo el
29 de julio (96 dias PT). Al igual que en la vez anterior, se midié la altura y la clorofila,

y se contd nuevamente el nimero de hojas.

Las otras dos visitas restantes se realizaron coincidiendo con las fechas de
cosecha. La primera el 11 de agosto (109 dias PT), donde se cosecharon s6lo hojas y la
segunda el 23 de agosto (121 dias PT), donde se cosecharon tanto las hojas como los

tallos.
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Peso especifico de hojas

Con el fin de calcular el peso especifico de hojas (SLW), en la primera cosecha,
se muestrearon cuatro discos de cada hoja cosechada con la ayuda de un sacabocados de
didmetro conocido. Los discos obtenidos de las hojas de cada planta constituyeron una
Unica muestra. Estas fueron introducidas en un sobre y pesadas (peso fresco),
posteriormente se secaron en una estufa a 80°C durante tres dias para obtener el peso
seco (PS). También se anotd el didmetro del sacabocados utilizado en cada caso
(Fsacabocados), €l numero de discos introducidos en el sobre (N) y el peso del mismo
(Psobre).- Con estos datos, se calculo el SLW (Specific Leaf Weight), que son los
miligramos de peso seco por centimetro cuadrado de hoja (mg/cm?) (Figura 4).

(PS — Pyopre) Figura 4: Formula utilizada para el
SLWZN* . 12 célculo del peso especifico de hojas
T * I'sacabocados (SLW).

Determinacion del contenido de almidon en hoja

Para las mediciones de almidon se tomaron discos de todas las hojas de las
plantas de tabaco cosechadas usando un sacabocados, a los 109 y 121 dias post
trasplante (los discos se sacaron de las inter-nerviaciones de todas las hojas, tanto
transformadas como no transformadas). Como se ha indicado en la descripcion de la
cosecha, se recogian todas las hojas de cada planta (dos plantas por cada bloque y
variedad) y los discos de cada una de las plantas que se sacaban correspondian a una
muestra. Por lo que, se trabajo con 6 muestras de cada variedad, que sumaba un total de

24 muestras en cada cosecha.

Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion. Todas ellas siguieron

el mismo procedimiento de extraccion y cuantificacion de almidén.

Las muestras fueron pulverizadas en el Mikro-dismenbrator U (B Braun Biotech
International) en presencia de nitrégeno liquido. Se homogeneizaron unos 200 mg de
material pulverizado (como no era un dato concreto, se anot6 la cantidad exacta de cada
muestra, para al final del proceso poder calcular la cantidad de almidén en cada una de
ellas) en 500 pl de etanol al 100% con el Ultra-Turrax (IKA, Werke Staufen,
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Germany). Se volvieron a afadir otros 500 ul de etanol al 80% y se procedio a la
extraccion de azucares solubles a 70°C durante 90 minutos y en agitacion (Termomixer
a 1100 rpm). Las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se desecho el sobrenadante que contenia los azucares solubles
(glucosa, fructosa y sacarosa), y se prosiguié con el pellet que se lavd con 1 ml de

etanol al 80% y se centrifugd durante 10 minutos a 14.000 rpm y temperatura ambiente.

Para la solubilizacion del almidon, se desechd el sobrenadante y se secaron los
pellets durante 20 minutos a 45°C. A continuacion, se resuspendié el pellet en 400 pl de
KOH 0,2N y se incubaron las muestras durante 60 minutos a 95°C en agitacion
(Termomixer a 1100 rpm) para disolver la muestra. Se ajusto el pH de la muestra a 4,6-
4,8 afiadiendo 70 pl de acido acético 1N. Por ultimo, se centrifugaron las muestras a

14.000 rpm durante 10 minutos y se recogié el sobrenadante.

La determinacion del contenido en almidon se realizd con el sobrenadante
recogido de la solubilizacion del polisacarido, siguiendo las indicaciones de un kit
comercial de bioanalisis enzimatico (Starch de Boehringer Mannheim, suministrado por
R-BIOFARM). Tras precalentar a 45°C el sobrenadante, se cogié una alicuota del
mismo (25 ul) y se le afiadi6 25 pul del buffer 1, que contiene enzimas
amiloglucosidasas, hidrolizando los polisacaridos en D-glucosa. Ademas, se prepararon
blancos con 25 ul de agua, que sirvieron para cuantificar posibles glucosas que no
procedieran de la hidrélisis del almidén. La mezcla se incubo 45 minutos a 56°C y
después se diluyé en una proporcion de 1:5, afadiéndole 200 pl de agua. A
continuacion, se prepar0 en una placa microtiter una mezcla constituida por las
digestiones y los blancos por un lado, y por otro un mix formado por 127,5 ul de buffer
2 (que contiene NADP y ATP) y 2,5 ul de buffer 3 (que contiene hexokinasa y glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa). Con cada muestra se utilizaron dos concentraciones
diferentes. Finalmente se procedié a la lectura en el espectrofotometro de la cantidad de

glucosa en cada muestra, midiendo la absorbancia a 340 nm.

Para poder calcular los micromoles de almidon que hay por gramo de peso
fresco (umol/gFW) a parte del dato que se obtiene en el espectrofotémetro de la muestra
y del blanco, se deben conocer la cantidad inicial de la muestra, el factor de dilucion, el
volumen de muestra que se afiade en la placa microtiter y el volumen total de la

reaccion.

32



Trabajo Final de Carrera Materiales y Métodos
2011/2012

Una vez analizados los resultados, hubo algunos casos en los que se tuvo que
volver a repetir el proceso de la determinacion del almidon, debido a que las
absorbancias entre las dos concentraciones diferentes de la misma muestra daban
valores muy dispares. En la mayoria de las veces fue consecuencia de un mal pipeteo,

ya que eran cantidades muy pequefias.
Rendimiento en la obtencion de bioetanol

En la Figura 5 se detalla la ecuacion utilizada para el célculo de los litros de
etanol por hectarea estimados en el cultivo del tabaco. Se parte de los pmol de glucosa
por g de peso fresco y se pasan a gramos de azlucar por gramo de peso fresco,
multiplicandolos por el peso molecular. Para obtener el rendimiento por tonelada del
cultivo (L EtOH/t), se multiplica por el rendimiento en la fermentacion y el factor de
conversion de los azucares en etanol (datos facilitados por el CENER). Por ultimo, para
estimar los litros de etanol por hectarea que se podran obtener con este cultivo, se

multiplica por el rendimiento del cultivo por hectarea.

umol glucosa 180 g 1 mol 0 0,645 L etanol 1kg 1.000.000g 50T L etanol
* * * * * * * =
g Peso fresco mol 105 umol kg de azucar 1000 g 1T ha ha

Figura 5: Férmula utilizada para el calculo del potencial fermentador de las plantas de tabaco de las
variedades Virginia Gold y Havana 503-B transformadas con la Trxf.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se llevo a cabo con el programa estadistico
SPSS. Para ello se realizaron andlisis de la varianza (ANOVAS) en los parametros de
clorofila, altura, nmero de hojas, peso especifico de la hoja y almidén con un nivel de
significacion del 0,05. El estadistico ANOVA, Unicamente nos permite contrastar la
hipotesis general de que los valores promedio comparados son iguales. Al rechazar esa
hipdtesis, sabemos que las medias poblacionales comparadas no son iguales, pero no
sabemos donde en concreto se encuentran las diferencias entre las poblaciones. Para
saber qué media difiere de otra, se debe utilizar un tipo particular de contraste para

comparaciones multiples. En este caso se ha seleccionado el test de Tukey.
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Los diferentes ANOVASs realizados se detallan en el Anexo 1. Con el contenido
en almidon se tuvieron que realizar mas de una ANOVA. Inicialmente se realizd un
ANOVA trifactorial, donde los factores fijos eran los bloques, las cosechas y las
variedades. Como todas las interacciones fueron significativas, se decidié hacer otra
ANOVA bifactorial, donde los factores eran los bloques y las variedades. Pero las
interacciones seguian siendo significativas, por lo que por ultimo se analiz6 una sola
variable que era la de la variedad. En el caso de numero de hojas, se realiz6 un anélisis
trifactorial y como todas las interacciones fueron no significativas se utilizd esta
ANOVA para interpretar los datos. Con el pardmetro de la altura y del peso especifico,
sucedio lo mismo que con el niamero de hojas por lo que, se procedié de la misma
manera. La clorofila fue analizada con un ANOVA bifactorial (bloque y variedad) para

la segunda fecha de toma de datos (72 dias PT) y unifactorial para el resto.

Huella de carbono

La Huella de Carbono que se realizd en este estudio, corresponde a la huella
producida durante el cultivo del tabaco, “Business-to-Business” (B2B). Es decir, solo se
tuvieron en cuenta las materias primas requeridas durante el proceso, asi todo lo que

sigue a la cosecha se ignord (parte industrial), como se puede ver en el diagrama de

flujo (Figura 6). Ademas esta parte del estudio en este trabajo no repercute porque las

hojas tras la cosecha irian directas a la planta de produccién de bioetanol.

Fertilizantes Semillas - |
\4 Figura 6: Esquema del diagrama de

I/ Gasoleo flujo de las materias primas que se
emplean en el cultivo del tabaco.

. Partiendo como base de este mapa de

CULTIVO Fitosanitarios procesos se realizaron las encuestas.

TABACO | o~

Electricidad

Hojas de tabaco

Para dicho estudio, la principal informacion que se necesita son las materias
primas utilizadas durante el proceso, como son los fitosanitarios, los fertilizantes, las

semillas y el consumo de gaséleo, principalmente. Toda esta informacién se obtuvo
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gracias a la colaboracion de dos agricultores que participaron en la aportacion de datos y

al gerente de la Cooperativa Tabacalera de Murieta que ayudo como intermediario.

Para la toma de datos se prepararon unas plantillas con una serie de tablas
(Anexo 2) donde se debia rellenar lo sefialado con los datos propios de los agricultores.
Tales como, superficie cultivada, produccion obtenida, cantidad de semillas utilizadas,
fertilizantes y fitosanitarios aportados, combustible empleado para realizar las labores,

etc.

Estos datos fueron procesados en funcion de cada pardmetro, se llevaron a cabo
diversos procedimientos y fueron multiplicados por factores de conversion hasta
obtener la estimacién del valor de los kg de CO, emitidos en cada caso. Los gases que
se tuvieron en cuenta a la hora de calcular las emisiones fueron el CO,, CH4 y N2O, en
cada caso dependiendo del factor que se estaba calculando cada gas tenia un valor u
otro. Toda esta informacion fue facilitada por el Instituto Navarro de Tecnologias e
Infraestructuras Agroalimentarias —INTIA- (antiguo Instituto Técnico y de Gestidn
Agricola —ITGA-).

Las emisiones se dividen en tres grupos, las emisiones directas producidas por el
parametro estudiado, las indirectas y las emitidas a causa de su transporte. Dependiendo
del pardmetro, tendré emisiones directas, indirectas 0 ambas. La suma de todas ellas nos
dara el valor total de las emisiones ocasionas hasta la obtencion de las hojas de tabaco
listas para producir bioetanol. Las emisiones producidas por el transporte de las

materias primas, se han ignorado debido a la falta de informacion acerca de su origen.
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RESULTADOS

Desarrollo vegetativo del cultivo (altura, n°® hojas, clorofila)

La plantacion de tabaco se realizo utilizando las plantas que méas desarrolladas y
mejor aspecto tenian. Debido a la tormenta que cayd a los pocos dias de realizar la
plantacion se vieron afectadas algunas plantas reduciendo su crecimiento respecto a las

demaés. Los sintomas que esto acarre6 en algunas de las plantas, amarilleamiento y

reduccién del tamafio, fueron arrastrandose durante todo el cultivo.

(A) (B) (©)

Figura 7: Iméagenes del desarrollo del cultivo. (A) Pinzado escalonado de la inflorescencia,
se aprecian plantas a las que se les ha realizado el descabezado y otras a las que no. (B) Corte
de la inflorescencia y posterior rebrote. (C) Postura inclinada que cogieron las plantas. (D)
Desarrollo vegetativo similar en las dos variedades a los 96 dias PT. (E) Situacion del cultivo el
dia de la segunda cosecha, se aprecia un color mas amarillento de la variedad Virginia Gold,
debido a la entrada en senescencia.

Por otro lado, a muchas de las plantas se les realizd el pinzado de la
inflorescencia sin realizar el deshijado quimico (Figuras 7A y B), desarrollandose en
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demasia los brotes laterales y llegando a florecer algunos de ellos. Por ello, algunas de

estas plantas cogieron una postura inclinada (Figura 7C).

A lo largo del cultivo las dos variedades se desarrollaron a la vez (Figura 7D),
incluso se podria decir que al inicio, tras el trasplante, la variedad Havana 503-B era la
que més adelantada estaba. Sin embargo, al final del cultivo fue la variedad Viginia
Gold la que presentaba mas sintomas de senescencia. Con esto, se intuye que la
variedad Virginia Gold es méas temprana que la Havana 503-B (Figura 7E). Como mas

adelante se explica también esté justificado con el nivel de clorofila en cada variedad.

A lo largo del cultivo se fueron analizando diferentes parametros fenoldgicos

como son la clorofila, la altura de las plantas y el nimero de hojas que tenia cada una.

Clorofila
60,00 -
a
50,00 - 2 T
ab b %R
40,00 - % ® VIR
30,00 - = VIRT
® 503
20,00 -
5037
10,00 -
0,00 - : .
52 PT 72 PT 96 PT

Figura 8: Nivel de clorofila de las plantas de tabaco transformadas y no transformadas de las
variedades Virginia Gold y Havana 503-B, a los 52, 72 y 96 dias post trasplante (PT), a razon
de 3 medidas por hoja, en hojas alternas de cada planta. Los datos representan la media de
nueve plantas, tanto en las transformadas como en las no transformadas de las dos variedades,
acompafadas del error estandar.

En la Figura 8 se observa la evolucion de la clorofila a lo largo del cultivo. En
esta grafica se han realizado tres ANOVASs independientes, uno para cada una de las
fechas analizadas, por lo que no se pueden comparar los valores entre las diferentes

fechas de tomas de datos.

Dentro de cada fecha, se puede observar que no hay diferencias significativas en

el contenido en clorofila entre las dos lineas de la misma variedad, es decir entre las
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transformadas y las control, tanto en las Virginia Gold como en las Havana 503-B. Esta
ausencia de diferencias en el nivel de clorofila dentro de cada variedad se observa en
todas las fechas en las que se ha realizado la toma de datos (Figura 8).

Sin embargo, las diferencias en el contenido en clorofila entre variedades
(Virginia Gold versus Havana 503-B) son significativas en todas las fechas,
aumentando las diferencias a medida que aumenta la edad de la planta (Figura 8). Esto
indica que los niveles de clorofila difieren entre estas variedades. Ademas, estas
diferencias aparte de ser varietales pueden ser debidas al estado fenologico de cada

variedad, ya que la Havana 503-B es mas tardia.

Esto se puede apreciar en la tendencia que tienen los valores de cada variedad
por separado (Figura 8), ya que en la variedad Virginia Gold (transformadas y control),
de la primera fecha a la segunda aumenta el nivel de clorofila pero en la tercera fecha
desciende, hecho que nos indica el aumento de los niveles de clorofila conforme se
desarrolla el cultivo y el comienzo de la senescencia con el descenso de los mismos. En
Havana 503-B por el contrario, de la primera a la segunda fecha aumenta el contenido
en clorofila pero en la tercera fecha lejos de descender se mantiene igual, incluso
aumentando un poco esos valores. Indicando el estado fenologico de plena madurez y

justificando su desarrollo mas tardio.

Por otro lado, mencionar que las diferencias entre variedades no ocurren
estrictamente en todos los casos, ya que en la primera toma de datos (52 dias PT) no
hubo diferencias significativas entre la VIRT y la 503. En la segunda toma de datos (72
dias PT) tampoco hubo diferencias significativas entre las plantas de Havana 503-B
(control y transformada) y la control de Virginia Gold (Figura 8).
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Como se puede apreciar en la Figura 9, no se han encontrado diferencias
significativas en el nimero de hojas de las plantas. Todas las variedades muestran un
namero similar de hojas. Destacar que no se han comparado el nimero de hojas en
diferentes fechas debido al corte excesivo de inflorescencia que se produjo, ya que los
datos que se obtuvieron, presentaban un menor nimero de hojas conforme avanzaba el
desarrollo de las plantas. Es por ello, por lo que se ha representado la grafica con un
nimero medio de hojas correspondiente a las dos fechas de tomas de datos,

considerando que el corte de la inflorescencia se hizo con un mismo criterio.

Figura 10: Altura media expresada en
cm ALTURA centimetros de las plantas de tabaco
14000 - a a b transfc_)rmadas_y no transformadas de
¢ b la variedad Virginia Gold y Havana
120,00 - 503-B, a lo largo de todo el cultivo.
. T Los datos representan la media de nueve
100,00 - % = VIR plantas, tanto en las transformadas como
80,00 - \ BVIRT || en las no transformadas de las dos
\ % 503 variedades, acompafiadas del error
60,00 1 % 503T || estandar.
40,00 - \
20,00 - %
0,00 - T T &"‘ )
VIR VIRT 503 503T

En cuanto a la altura, no se han encontrado diferencias significativas dentro de

cada variedad, es decir, que no hay diferencias entre la variedad control y su
transgénica. Sin embargo, si se observaron diferencias significativas entre la variedad
Virginia Gold y Havana 503-B, probablemente motivadas por diferencias varietales
(Figura 10).
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Al igual que ocurrio en el pardmetro de nimero de hojas, en la altura tampoco se
pueden comparar los datos obtenidos en dos fechas diferentes, ya que esta disminuye a
lo largo del tiempo, a causa del corte excesivo de la inflorescencia.

Por tanto, las plantas transformadas con Trxf no desarrollan ningun rasgo
fenotipico caracteristico, lo que indica que la expresion de esta proteina es
fenotipicamente neutral, al menos en las condiciones de cultivo que se ha desarrollado
este trabajo y en los parametros que se han estudiado (altura, nUmero de hojas y
contenido en clorofila). En todo caso se podria decir que en la variedad Virginia Gold la
sobreexpresion de Trxf produce un ligero retraso en la senescencia de la misma, si bien

habria que realizar mas ensayos para poderlo confirmar.

Peso especifico de las hojas de tabaco

Con el fin de ver si existian diferencias en el peso especifico de hojas de tabaco
entre plantas transformadas y no transformadas, se secaron discos de hojas muestreadas
en la primera cosecha y se calcul6 dicho pardmetro. Estos resultados estan expuestos en
la Figura 11, donde se observa que hay diferencias significativas dentro de la variedad
Havana 503-B entre las plantas que expresan la Trxf y las plantas control, llegando a ser
hasta un 21,75% mas. En cambio, dentro de la variedad Virginia Gold las diferencias
entre plantas transformadas y control no son significativas, si bien se observa un ligero

aumento del peso especifico en las hojas de plantas transformadas (Figura 11).

1 Figura 11: Peso especifico de la
mg/cm? PESO ESPECIFICO hoja, expresado en mg de peso
9,00 - a seco por cm’. Los datos

b T representan la media de seis
7,00 - b plantas, tanto en las variedades
b T\:: & VIR transformadas como en las no
500 - % B VIRT transformadas, de la primera
’ \ ® 503 cosecha, acompafiadas del error
3,00 - % 503T estandar.
1,00 - §
T T % T 1
-1,00 © VIR VIRT 503 503T
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Acumulacién de almidon en las hojas de tabaco

Con el propdsito de establecer el momento optimo de cosecha de las plantas, se
determind la concentracion de almidén en dos fechas diferentes, 109 dias PT (11 de
agosto) y 121 dias PT (23 de agosto).

Como se puede observar en la Figura 12, la cantidad de almidén acumulada en
las plantas de la primera cosecha (109 dias PT), en general, es mucho mayor que lo
acumulado en la segunda cosecha (121 dias PT). Més de 4 veces més en las variedades
Virginia Gold y més de 2 veces mas en las Havana 503-B. Por otro lado, dentro de una
misma cosecha, los niveles de almidon en hojas de Havana 503-B son mayores que los
de la variedad Virginia Gold. Esto podria ser debido a que la variedad Virginia Gold es
mas temprana que la Havana 503-B, entrando antes en senescencia, y produciéndose

una merma en la produccion de almidén.

ALMIDON

190,00 -
170,00 -
150,00 - = VIR
130,00 - b WVIRT
110,00 -
90,00 -
70,00 -
50,00 -
30,00 - a

N
10,00 - 2 & | N

10007 109 diasPT  121diasPT  109diasPT 121 dias PT

w503

umol/gPF

b 503T

7

Figura 12: Comparacion de los umol de glucosa por g de peso fresco entre
plantas transformadas y no transformadas de cada variedad en la primera y
segunda cosecha. Los datos representan la media de 6 plantas, acompafadas del
error estandar.

Las plantas transformadas con Trxf han llegado a acumular hasta un 327%,
386%, 297% y 194% mas de almidon que las que no fueron trasformadas (datos
correspondientes a la primera cosecha de Virginia Gold, segunda cosecha de Virginia
Gold, primera cosecha de Havana 503-B y segunda cosecha de Havana 503-B,

respectivamente) (Figura 12).
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En la primera cosecha, la variedad Virginia Gold transformada habia acumulado
4,26 veces méas almidon que la no transformada. En el caso de la Havana 503-B esa
diferencia es de 3,97. Si se analiza la diferencia entre las dos variedades, se ve que la
cantidad de almiddn en las plantas control es de 1,85 veces mas en la Havana 503-B que
en Virginia Gold. En las plantas transformadas, Havana 503-B le supera en 1,72 (503T:
126,43 umol glucosa/g PF; VIRT: 73,53 umol glucosa/g PF).

En la segunda cosecha ocurre aproximadamente lo mismo, con la Unica
diferencia que los valores acumulados descienden significativamente. En la variedad
Virginia Gold la cantidad acumulada en la transformada es de 4,86 veces méas que la no
transformada, en la Havana 503-B en cambio, es de 2,94. Comparando las dos
variedades, las plantas control presentan una diferencia de 4,34 veces mas cantidad de

almidén acumulada en Havana 503-B, y las trasformadas 2,63 veces mas.

En conclusion, se puede decir que las lineas transformadas de ambas variedades
acumulan mas almidén que las no transformadas, y que la variedad Havana 503-B
acumula méas almidon que la Virginia Gold. También decir, que en proporcion la
variedad Virginia Gold acumula més cantidad de almiddn en la transformada que en la
control, comparando con la Havana 503-B. Se podria asumir que las diferencias entre

variedades son debidas a caracteristicas varietales.

Por otro lado, mencionar que estos valores en general deberian haber sido
mayores (Villanueva, 2011; Saenz de Cabezdn 2011), pero probablemente el mal
desarrollo vegetativo del cultivo ha hecho que no se cumplan las expectativas. Esto es
asi, porque cuando se cortaron las inflorescencias y los hijuelos no se aplic6 la cantidad
de STOMP necesaria y al poco tiempo volvieron a rebrotar. Este suceso hace que en vez
de acumularse el almidén en las hojas que se quiere, este vaya a parar a los nuevos

rebrotes para reforzarlos, disminuyendo asi la cantidad de almidon estimada en hoja.

Si se observa el peso especifico de las hojas de tabaco (Figura 11) y el almidén
que acumularon en la primera cosecha (Figura 12), se puede decir que existe una
relacién entre ellos. Es decir, que el peso especifico aumenta en funcién del almidén
que acumulan, a mayores cantidades de almidén mayor peso especifico. Esta diferencia
es significativa solo en el caso de la variedad Havana 503-B, es la variedad que maés

almidén acumula y la que mayor peso especifico tiene. En la variedad Virginia Gold
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dicha diferencia no es significativa, debido probablemente a que en el momento de la
cosecha de las muestras, como se ha indicado anteriormente, esta variedad estaba
mucho més adelantada y puede que esta senescencia hiciera reducir la cantidad de

almidon.
Rendimiento en la obtencion de bioetanol

La obtencién de plantas transgénicas de tabaco que sobreexpresan la
tiorredoxina f para producir y acumular mayores contenidos de almidon en hoja, son
una alternativa en la bldsqueda de fuentes de materias primas para la produccion de
bioetanol. Ademas, el hecho de que no sea una planta comestible y que se le pueda dar
un valor afiadido reactivando el sector, convierte al tabaco en un cultivo con ventajas
frente a los tradicionales, como los cereales. Con el fin de evaluar el potencial
fermentador de las plantas de tabaco obtenidas en el presente trabajo, se han extrapolado
los resultados obtenidos con la variedad de tabaco Virginia Gold y Havana 503-B y asi
obtener un indicador, litros de bioetanol por hectarea, que nos permita comparar este

cultivo con otros cultivos energéticos.

En la Tabla 2 se refleja el rendimiento en bioetanol, es decir, el potencial
fermentador de las hojas de tabaco de las distintas variedades estudiadas como materia
prima para la produccion de bioetanol. A la hora de realizar estos calculos, se han tenido
en cuenta los resultados de almiddn obtenidos en la primera cosecha. Se estima que el
rendimiento en la fermentacion de los azucares es del 95%, considerando un valor de
conversion en la produccion de bioetanol de 0,645 L/kg de azUcar (datos facilitados por
el Centro Nacional de Energias Renovables, CENER). Se considera también un
rendimiento medio de 50 t/ha de hojas de tabaco (peso fresco), para estimar la

produccién de bioetanol por hectarea, tanto en plantas transformas como en las control.

Tabla 2. Potencial fermentador de las plantas de tabaco de las variedades Virginia Gold y Havana 503-B
transformadas con la Trxf.

VIR VIRT 503 503T
Almidon (umol/gPF) 17,22 94,54 31,83 126,43
Rendimiento cultivo (L/t hoja) 1,90 10,43 3,51 13,94
L bioetanol/ha 94,97 521,36 175,53 697,22

En las dos variedades que se han ensayado se observa que los litros de bioetanol

por hectarea que se pueden obtener con variedades transformadas son mayores que con
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las no transformadas. A su vez, se aprecian diferencias entre las dos variedades
analizadas en las dos variantes que se muestran (tanto transformadas como control), la
variedad Havana 503-B produciria més bioetanol que la Virginia Gold, 697,22 L/ha

frente a 521,36 L/ha, en las variedades transformadas (Tabla 2).
Huella de Carbono

Partiendo de los datos que nos facilitaron los agricultores, mediante unos
factores de conversion, se estimaron los valores de kilogramos de carbono dioxido
equivalente por hectarea (kg CO, eg/t) que aparecen en la Tabla 3. En las emisiones
directas se observa que el Unico factor emisor es el gasoil, a consecuencia de las labores
que se realizan para la preparacion del terreno. Por otro lado, son importantes las
emisiones del suelo, debido a los aportes de materia orgénica, la propia microfauna, etc.
Las emisiones indirectas corresponden a las emitidas a la hora de producir cada uno de
los factores, en este caso, los mas destacados son las producidas por los fertilizantes
nitrogenados y por la electricidad requerida en el riego. Las emisiones del transporte,
solo se han tenido en cuenta las producidas por el propio agricultor al realizar las visitas

rutinarias a campo.

Tabla 3. Huella de Carbono del tabaco en campo, expresado en kg CO, Eg/t. Emisiones totales y

subdivision en emisiones directas, indirectas y de transporte.

TABACO EMISIONES | EMISIONES EMISIIECENES ETMOI.?.LCI)_'\IIE%S
DIRECTAS [INDIRECTAS
Kg CO2 Eq/t| Kg CO2 Eqrt | TRANSPORTE| KgCO2 |,
HUELLA EN CAMPO Kg CO2 Eq/t Eqg/t
Gasoil 64,49 12,11 0,00 76,60 9,9
Aceite 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
Fertilizacion N 0,00 139,81 0,00 139,81 18,1
Fertilizacion N organica 0,00 12,13 0,00 12,13 1,6
Fertilizacion P205 0,00 13,12 0,00 13,12 1,7
Fertilizacion K20 0,00 5,69 0,00 5,69 0,7
Fitosanitarios (materia activa) 0,00 4,94 0,00 4,94 0,6
Semilla 0,00 0,21 0,00 0,21 0,0
Agua riego 0,00 186,84 0,00 186,84 24,1
Emisiones del suelo 316,07 0,00 0,00 316,07 40,8
Emisiones CO2 de la Urea 10,40 0,00 0,00 10,40 1,3
Emisiones quema rastrojo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
Emisiones coche del agricultor 0,00 3,97 4,37 8,34 1,1
Total 386,47 374,84 4,37 774,13 100,0
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En el total, se han producido 774,13 kg CO, Eg/t de emisiones totales. EI 40%
de éstas corresponden a las emitidas por el suelo. El siguiente emisor mas importante es
el riego, debido a que es un cultivo que en esta zona precisa de agua. Estas emisiones
corresponden a la electricidad que se requiere para el movimiento del agua, que variara
dependiendo del sistema de riego que se emplee. Observando las emisiones producidas
por las materias primas, se ve que los fertilizantes nitrogenados y el carburante son los
factores que méas emisiones producen. Esto es asi, debido a que se realizan muchas
labores para la preparacion del terreno, cosa que consume mucho gasoéleo. Por otro lado,
el tabaco es un cultivo que requiere de bastante nitrégeno para su buen crecimiento,

haciendo que estas emisiones sean muy importantes.
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DISCUSION

Hoy en dia la produccién y utilizacion de combustibles de origen agricola
(biocombustibles), son la alternativa a los combustibles fésiles, debido a la proteccion
del medio ambiente, por razones politicas y econémicas. La produccion de bioetanol
aumenta afio tras afio en todo el mundo y en especial en la UE, donde la normativa
obligara en un corto-medio plazo a que el 10% de los carburantes se produzcan a partir
de fuentes renovables (Hancsok et al., 2011). En los ultimos afios se esta trabajando en
la busqueda de especies no convencionales para su aprovechamiento energético,
adaptadas a diferentes areas geograficas, ya que los cultivos que se estan utilizando
actualmente para producir bioetanol (cafia de azlcar y maiz) presentan el inconveniente
de competir con el mercado alimentario (Tammisola, 2010). Una de estas especies
alternativas podria ser el tabaco, cultivo con gran capacidad de producir biomasa verde
que puede acumular almidon en las hojas, lo cual le convierte en una materia prima
amilacea interesante para la produccion de etanol. Ademas, mediante técnicas de
ingenieria genética pueden mejorarse éste y otros cultivos para que aumenten su
contenido de almidon, pudiéndose convertir en una alternativa a los cultivos
tradicionales de tabaco y a los cultivos empleados actualmente para la produccion de

bioetanol.

La proteina tiorredoxina f (Trxf) estd involucrada en los mecanismos de control
y regulacion de la biosintesis de almidon en los tejidos fotosintéticos y es posible que
también forme parte del sistema de sefializacion del metabolismo de carbohidratos entre
los tejidos fotosintéticos y los 6rganos sumidero. En ensayos anteriores se clond la
tiorredoxina f de tabaco y se expresd desde el genoma plastidial del tabaco. Asi, se
obtuvieron plantas transplastomaticas de una variedad no comercial de tabaco (Petite
Havana), cuyo analisis bioquimico mostrd6 que acumulaba entre 5 y 10 veces mas

almidon en hoja que las plantas control (Mingo-Castel et al., 2009).

En el presente estudio se han utilizado plantas de variedades comerciales de
Virginia Gold y Havana 503-B, a los cuales ya se les habia introducido la tiorredoxina f
en el plastoma (Villanueva, 2011; Sdenz de Cabezdn, 2011), y fueron cultivadas en
campo, siendo la Virginia Gold una variedad con mayor biomasa que Havana 503-B.
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Los niveles de clorofila variaron a lo largo del ciclo biologico del cultivo,
obteniendo los niveles mas altos cuando el cultivo estaba en plena madurez y
descendiendo a partir de este momento, ya que la planta entra en la senescencia y estos
valores disminuyen (Whitfield and Rowan, 1974). Este descenso en el nivel de clorofila
es mas apreciado en la variedad Virginia Gold, debido a que es una variedad de
senescencia precoz, que podria estar relacionada con la rapida organogénesis que la
caracteriza (Sakai and Shimamot, 1965).

No se encontraron diferencias en el numero de hojas, ni entre variedades, ni
entre plantas transgénicas y control de la misma variedad. En el caso de la altura, dentro
de la misma variedad tampoco se encontraron diferencias pero entre variedades si que
hubo diferencias significativas. Las variaciones que se puedan dar dentro de la misma
variedad se considera que se debe, ademas de las fluctuaciones en las condiciones
ambientales externas y/o a la propia planta, a errores en el curso del desarrollo de los
organos. En Nicotiana rustica han encontrado que estas diferencias eran genéticas. Los
hallazgos de que las variedades de tabaco difieren de unas a otras, sugieren que debe ser

de origen genético (Sakai and Shimamot, 1965).

En cuanto al peso especifico de las hojas, entre las plantas control y las
transformadas de Virginia Gold no hubo diferencias. En la variedad Havana 503-B, en
cambio, las diferencias fueron significativas (hasta un 21,75% mas en las transgénicas
que en las plantas control). En trabajos anteriores, tanto con la variedad VIR
(Villanueva, 2011) como con la 503 (Saenz de Cabezon, 2011) no se dieron diferencias
dentro de las variedades. Sin embargo, en otros trabajos (Martinez, 2010) llevados a
cabo en plantas de tabaco de la variedad Petite Havana transformadas con la Trxf, se vio
que las plantas transformadas presentaban mayor peso seco que las control (hasta un
34,35% mas).

El papel estimulador en la biosintesis de carbohidratos por parte de la
tiorredoxina f (Mingo-Castel et al., 2009), se ha demostrado en este trabajo, donde las
plantas transgénicas que sobreexpresan Trxf producen cantidades de almidon 4 veces
superiores (73 umoles/g PF en Virginia Gold y 126 umoles/g PF en Havana 503-B) a
las obtenidas por los mismos tejidos u o6rganos de las plantas silvestres
correspondientes, cultivadas en condiciones idénticas. Si se comparan estos valores con

estudios realizados anteriormente, se observa que en este trabajo la cantidad de almidén
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acumulada en las plantas transgénicas de la variedad Virginia Gold es de 4,26 veces
mas que en las control, mientras que en un estudio realizado con las mismas plantas
cultivadas en invernadero (Villanueva 2011) se consiguieron tan solo valores de
almidon 1,5 veces superiores. En la variedad Havana 503-B las plantas transformadas
cultivadas en condiciones de campo acumularon 3,97 veces mas almiddn que las control
mientras que en invernadero este valor fue tan solo de 2,35 veces mas (S&enz de
Cabezén 2011). En proporcién, en este trabajo se ha conseguido acumular mayor
cantidad de almiddn en las plantas transgénicas respecto en las control, pero en nimeros
absolutos los mayores niveles de acumulacién de almidon se dieron en plantas
transformadas cultivadas en invernadero: 266 pmoles/g PF en VIRT y 100 umoles/g PF
en 503T (Villanueva 2011; S&enz de Cabezdon 2011).

En la variedad Petite Havana cultivada en invernadero se cuantificaron entre 15-
20 veces méas almidén en plantas transformadas con el gen de la Trxf respecto a las
control (Martinez 2010), aunque en este caso la cuantificacion se llevo a cabo mediante
un método enzimatico distinto basado en el método de la AOAC 985.29: Dietary Fiber
in Foods (Enzimatic-Gravimetric Method). Anteriormente, se habia visto que estas
plantas acumulaban cantidades de almidén en hojas entre 5 y 10 veces superiores a las
plantas control (Mingo-Castel et al 2009). Asi, los valores de almidén en hojas
rondaban los 25 pumoles/g PF en plantas de Petite Havana sin transformar y 200-250

pumoles/g PF en plantas transformadas (Mingo-Castel et al 2009).

Si se tienen en cuenta por un lado las condiciones en las que se ha desarrollado
el cultivo en campo y por otro los datos obtenidos anteriormente con estas variedades
cultivadas en invernadero, cabria esperar que los valores de almidon acumulado en
hojas de tabaco hubiesen sido mucho mayores que los obtenidos. En el caso de Virginia
Gold ademés, los valores maximos de almidon se cuantificaron en la primera cosecha
(109 dias PT), donde los niveles de clorofila ya comenzaban a descender, indicando que
las fechas de cosecha disefiadas no fueron las adecuadas, pudiendo encontrar mayores
diferencias semanas antes. En el caso de Havana 503-B por el contrario, al ser una
variedad maés tardia este hecho no le repercutid. Asi, se podria concluir diciendo que
cada variedad deberia tener una fecha de cosecha diferente, acorde con su ciclo

bioldgico.
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Para evaluar el potencial fermentador de las hojas de tabaco se calculd el
rendimiento en bioetanol a partir de los valores de almidon obtenidos en este trabajo. De
este modo, se estimaron los litros de bioetanol por hectarea que se podrian obtener con
las hojas transformadas de tabaco de la variedad Virginia Gold y Havana 503-B, y se
compard este valor con otras materias primas que se han venido utilizando como cultivo
energeético en los ultimos afios (Figura 13; Martinez, 2010). Asi se ha podido comprobar
que, mientras que en cultivos de cereales como por ejemplo el trigo, se obtienen 1.180
litros de bioetanol por hectarea, con los datos obtenidos en este trabajo el tabaco
comercial modificado genéticamente rondaria los 500-700 litros por hectarea
dependiendo de la variedad, 521,36 L/ha para VIRT y 697,22 L/ha para 503T. Sin
embargo, en estudios anteriores se estimaron hasta 1.350 litros de bioetanol/ha para la
variedad VIRT, obteniéndose un 24% mas de bioetanol por hectarea que con el trigo
(Villanueva, 2011). Ademas, los rendimientos en bioetanol de las hojas de tabaco
transgénicas estimados en el trabajo anteriormente citado, se sitian cerca de los litros
por hectarea de bioetanol obtenidos con otras materias primas como la patata (1.860 L
bioetanol/ha) o el grano de maiz (1.890 L bioetanol/ha), lo que hace del tabaco
comercial transformado con la Trxf un posible cultivo energético para la obtencion de
bioetanol (Villanueva, 2011). A todo esto hay que afadir que, considerando que para el
calculo del potencial fermentador de estas plantas transgénicas de tabaco no se han

tenido en cuenta los tallos, su productividad bioenergética podria ser mayor.
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3500 - Comparacion  del
S 3(5)88 potencial

£ 2000 - fermentador de las
1] plantas de tabaco de
2 1(5)88 las variedades
4 500 Virginia Gold y
Ju 0 - Havana 503-B
> transformadas con
é\c,oc’ @@ b"\& 0&9 @00 ,(5@ @00 (90”3& Q@ la Trxf y cultivadas
\&0 1’0@ ® be" é\x% R® . Qg’oo Re & en campo con otros
& L’ \c,)O‘ NI ) S P cultivos  energéticos

R - en Espafia.

49



Trabajo Final de Carrera Discusién
2011/2012

En resumen, se observa que con los resultados obtenidos en este trabajo el
rendimiento estimado para las variedades comerciales de tabaco transformadas
plastidialmente con la Trxf (500-700 L/ha) no llega a alcanzar el rendimiento obtenido
por el grano de trigo, por lo que no podria ser una buena alternativa a los cereales como
cultivo energético. Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados preliminares que se
obtuvieron en invernadero y las condiciones en las que se ha desarrollado el cultivo en

el campo, seria conveniente repetir el ensayo antes de emitir una valoracion final.

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 reduccion del coste de agua del
proceso industrial (Andrianov et al., 2009). Del mismo modo, las hojas de tabaco no
necesitan pre-tratamiento severos previos a la hidrdlisis enzimatica, al contrario que los
materiales lignocelulésicos. Esto podria generar un ahorro en los costes y tiempo de
produccion, dado que el pre-tratamiento de las materias lignocelulésicas es la etapa que

mas encarece el proceso (Tang et al., 2011).

El calentamiento global ha llegado a un nivel alarmante debido al cambio en el
medio ambiente mundial. Segun el informe de analisis de didxido de carbono del centro
de informacién (CDIAC), las emisiones de CO, han aumentado de 3 toneladas métricas
en 1751 hasta 8.230 toneladas métricas en 2006 (Kumar et al., 2011). Motivo por el cual
se estan controlando mas las emisiones que se producen a la atmosfera. Segun la
estimacion realizada en este estudio sobre el cultivo tradicional de tabaco en Navarra, su
produccidn generaria aproximadamente 770 Kg CO, Eg/t. Con el objetivo de comparar
la huella de carbono del tabaco con la de otros cultivos energéticos, se han obtenido
datos de las emisiones producidas por el trigo, la cebada y el maiz, que son
aproximadamente 380 Kg CO, Eg/t, 300 Kg CO, Eg/t y 515 Kg CO, Egf,
respectivamente (datos facilitados por el INTIA, antiguo ITG Agricola). De todos ellos,
el tabaco es el cultivo que mas kilos de CO, equivalentes por tonelada emite a la
atmosfera. Estas emisiones se pueden atribuir a las altas cantidades de fertilizantes que
se deben aportar, sobre todo nitrogeno, siendo éstas las que mas contribuyen en la
emisién total de GEI producidas durante la actividad agricola, hasta un 77% (Kumar
and Murthy, 2012), junto a las labores preparatorias del terreno (arados muy profundos)

y a la electricidad empleada en el riego. Sin embargo, con estas consideraciones, el
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valor de la Huella de Carbono calculado para el tabaco no deberia ser tan diferente al
del maiz, ya que son cultivos con necesidades similares, elevado aporte nitrogenado,
riego, etc. Una posible explicacion puede encontrarse en las pocas encuestas recabadas
para el céalculo de las emisiones en tabaco en Navarra (solo dos agricultores han
aportado la documentacion requerida), no siendo por tanto una muestra muy
representativa. Es por ello, que en proximas estimaciones de huellas de carbono, se
recomienda que se hagan en lugares donde este cultivo esté méas extendido como puede

ser Extremadura.

En este trabajo se ha determinado una huella de carbono “Business-to-business”
(B2B), es decir que la evaluacion de la huella para en el punto en el cual se entrega el
producto a otro fabricante, en este caso, cuando se cosecha la planta de tabaco. Asi, el
proceso industrial de la produccion de bioetanol no se tiene en cuenta. Sin embargo, hay
estudios (Kumar and Murthy, 2012) que demuestran que el proceso de produccion de
etanol resulta ser un factor importante en la energia fosil utilizada y el principal
contribuyente de las emisiones de gases de efecto invernadero producidas durante su
ciclo de vida. Por lo que, se estima que dependiendo del proceso de produccion de
etanol empleado, las emisiones de gases de efecto invernadero se encuentran en el rango
de 131-555,4 kg de CO; equivalente por unidad funcional, partiendo como materia
prima de la paja. Comparando estos valores con los producidos por la gasolina, se
observa que se reduce la energia fosil necesaria para producir la unidad funcional en el
analisis del ciclo de vida del etanol, en un 57,43-112,67%. El uso de la energia fosil y
las emisiones de gases de efecto invernadero producidos a partir del ciclo de vida de un
biocombustible para la unidad de 1 km, fueron alrededor del 53% vy el 39,12%
respectivamente, menos que los de gasolina. Demostrando asi, que el etanol produce
menos emisiones de gases de efecto invernadero y utiliza menos energia fosil que los

combustibles derivados del petréleo (Kumar and Murthy, 2012).
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CONCLUSIONES

1.- La sobreexpresion del gen de la tiorredoxina f (Trxf) desde el genoma de los
cloroplastos de las variedades de tabaco Virginia Gold y Havana 503B no produce
diferencias significativas en los parametros fenologicos (altura, nimero de hojas y

clorofila).

2.- La expresion de Trxf en los cloroplastos de tabaco increment6 alrededor de cuatro
veces el contenido de almiddn en las hojas de tabaco transformadas con respecto a las

plantas control, tanto en la variedad Virginia Gold como en la Havana 503-B.

3.- Los mayores niveles de almidédn en hoja de plantas transformadas se registro en la
primera cosecha (109 dias post-trasplante), alcanzando los 73,53 + 47,03 pumoles de
glucosa por gramo de peso fresco en la variedad Virginia Gold y 126,46 + 56,02 pumoles

de glucosa en la variedad Havana 503-B.

4.- El peso especifico de las hojas esta directamente relacionado con el contenido de
almidon de las mismas, aumentando significativamente cuando la cantidad de almidon

acumulado en las hojas de tabaco es sustancial.

5.- El rendimiento de bioetanol estimado para la variedad de tabaco Virginia Gold
transformada con el gen de la tiorredoxina f ronda los 500 L bioetanol/ha, mientras que
con la variedad Havana 503-B rondaria los 700 L bioetanol/ha. Si bien, considerando
las condiciones en las que se han desarrollado las plantas en campo, seria conveniente

repetir el ensayo para poder validar estos datos.

6.- La Huella de Carbono estimada para el cultivo de tabaco es de 774,13 kg CO; eqft,
produciendo mas emisiones que otros cultivos energéticos como los cereales, debido
principalmente a los aportes de fertilizantes nitrogenados, a las labores preparatorias y a

la electricidad empleada en el riego.
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ANEXO 1: ANOVAS

Clorofila

ANOVA Clorofila (52 dias PT)

Factores inter-sujetos

N

var 503-B
503-BT
vir

virt

© © © o©

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: cosecha 1

Suma de
cuadrados tipo Media
| Origen 11 gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 127,333% 3 42 444 10,538 ,000
Interseccion 46081,778 1 46081,778 11440,993 ,000
var 127,333 3 42,444 10,538 ,000
Error 128,889 32 4,028
Total 46338,000 36
Total corregida 256,222 35
a. R cuadrado = ,497 (R cuadrado corregida = ,450)
cosecha 1
Subconjunto
var N 1 2 3
DHS de Tukey®®  vir 9 33,11
virt 9 35,00 35,00
503-B 9 37,00 37,00
503-BT 9 38,00
Sig. ,210 ,170 , 718

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 4,028.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 9,000

b. Alfa = 0,05.

c. Razon de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
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ANOVA Clorofila (72 dias PT)

Factores inter-sujetos

N

var 503-B
503-BT
vir

virt

bloqgue 1

9
9
9
9

12
12

12

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: cosecha 2
Suma de

cuadrados tipo Media
Origen Il gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 414,750% 11 37,705 2,020 ,073
Interseccion 65792,250 1 65792,250 3524,585 ,000
var 287,861 95,954 5,140 ,007
bloque 52,667 2 26,333 1,411 ,263
var * bloque 74,222 6 12,370 ,663 ,680
Error 448,000 24 18,667
Total 66655,000 36
Total corregida 862,750 35
a. R cuadrado = ,481 (R cuadrado corregida = ,243)

cosecha 2
Subconjunto

var N 1 2
Tukey B*” virt 9 39,44

vir 9 40,44 40,44

503-B 9 45,56

503-B T 9 45,56

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 18,667.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 9,000

b. Alfa = 0,05.

c. Razon de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
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ANOVA Clorofila (96 dias PT)

Factores inter-sujetos

N

var 503-B
503-BT
vir

virt

© © ©O© o

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: cosecha 3

Suma de

cuadrados tipo Media
Origen Il gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 1042,750% 3 347,583 30,390 ,000
Interseccion 60270,250 1 60270,250 5269,530 ,000
var 1042,750 3 347,583 30,390 ,000
Error 366,000 32 11,438
Total 61679,000 36
Total corregida 1408,750 35
a. R cuadrado =,740 (R cuadrado corregida = ,716)

cosecha 3
Subconjunto

var N 1 2 3
DHS de Tukey®™®  vir 9 34,00

virt 9 37,33

503-B 9 46,00

503-BT 9 46,33

Sig. , 178 ,997

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 11,438.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 9,000

b. Alfa = 0,05.

c. Razon de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
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etos

Altura
Factores inter-suj
FECHA 1
2
VARIEDAD 503B
503BT
VIR
VIRT
BLOQUES 1
2
3

36
36
18
18
18
18
24

24

24

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: ALTURA

Suma de

cuadrados tipo Media
Origen Il gl cuadrdtica F Sig.
Modelo corregido 30058,444° 23 1306,889 10,366 ,000
Interseccion 864174,222 1 864174,222 6854,748 ,000
COSECHA 23616,889 1 23616,889 187,332 ,000
VARIEDAD 2916,778 3 972,259 7,712 ,000
BLOQUES 145,528 2 72,764 577 ,565
COSECHA * VARIEDAD 610,111 3 203,370 1,613 ,199
COSECHA * BLOQUES 506,361 2 253,181 2,008 ,145
VARIEDAD * BLOQUES 1911,139 6 318,523 2,527 ,033
COSECHA * VARIEDAD * 351,639 6 58,606 ,465 ,831
BLOQUES
Error 6051,333 48 126,069
Total 900284,000 72
Total corregida 36109,778 71

a. R cuadrado =,832 (R cuadrado corregida = ,752)
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ALTURA
Subconjunto
VARIEDAD N 1 2
DHS de Tukey®” 503BT 18 102,56
503B 18 104,06
VIRT 18 114,28
VIR 18 117,33
Sig. 978 846

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 126,069.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 18,000

b. Alfa = 0,05.

c. Razon de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100

N° hojas
Factores inter-sujetos
N

FECHA 1 36
2 36

VARIEDAD  503B 18
503BT 18
VIR 18
VIRT 18

BLOQUES 1 24
2 24
3 24
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Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: N° HOJAS

Suma de
cuadrados tipo Media
Origen 1] gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 654,653% 23 28,463 8,365 ,000
Interseccion 14649,014 1 14649,014 4305,016 ,000
COSECHA 539,014 1 539,014 158,404 ,000
VARIEDAD 18,264 3 6,088 1,789 ,162
BLOQUES 3,361 2 1,681 494 ,613
COSECHA * VARIEDAD 14,042 3 4,681 1,376 ,262
COSECHA * BLOQUES 20,361 2 10,181 2,992 ,060
VARIEDAD * BLOQUES 33,528 6 5,588 1,642 ,156
COSECHA * VARIEDAD * 26,083 6 4,347 1,278 ,285
BLOQUES
Error 163,333 48 3,403
Total 15467,000 72
Total corregida 817,986 71
a. R cuadrado =,800 (R cuadrado corregida = ,705)
N° HOJAS
Subconjunto

VARIEDAD N 1
DHS de Tukey®®  503B 18 13,83

503BT 18 13,94

VIRT 18 14,17

VIR 18 15,11

Sig. 175

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos

homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 3,403.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 18,000

b. Alfa = 0,05.
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Almidon

ANOVA primera cosecha Almidén (109 dias PT)

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: almidén

Suma de
cuadrados tipo Media
Origen Il gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 87940,919% 3 29313,640 18,168 ,000
Interseccion 217113,906 1 217113,906 134,562 ,000
Variedad 87940,919 3 29313,640 18,168 ,000
Error 96809,335 60 1613,489
Total 455946,350 64
Total corregida 184750,254 63
a. R cuadrado =,476 (R cuadrado corregida = ,450)
almidén
Subconjunto
Variedad N 1 3
DHS de Tukey®"* vir 12| 17,221493
503, 12 31,828987
virt 28 73,584956
503T 12 126,427898
Sig. 771 1,000 1,000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1613,489.

a. Usa el tamario muestral de la media arménica = 14,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media armdnica de los tamafios de

los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.

c. Alfa=0,05.

d. Razén de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
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ANOVA sequnda cosecha almidon (121 dias PT)

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: almidén

Suma de

cuadrados tipo Media
Origen 11 gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 11535,202% 3 3845,067 26,862 ,000
Interseccion 20394,425 1 20394,425 142,477 ,000
variedad 11535,202 3 3845,067 26,862 ,000
Error 6298,252 44 143,142
Total 38227,880 48
Total corregida 17833,455 47
a. R cuadrado = ,647 (R cuadrado corregida = ,623)
almidén

Subconjunto

variedad N 1 2 3
DHS de Tukey®” vir 12 3,587882

503, 12| 15,573804| 15,573804

virt 12 17,456076

503T 12 45,833082

Sig. ,082 ,980 1,000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadréatica (Error) = 143,142.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 12,000

b. Alfa = 0,05.

c. Razon de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
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Peso especifico
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: PESO ESPECIFICO

Suma de

cuadrados tipo Media
Origen Il gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 32,373% 11 2,943 6,083 ,002
Interseccion 876,441 1 876,441 1811,640 ,000
VARIEDAD 27,603 3 9,201 19,019 ,000
BLOQUES ,483 2 ,241 ,499 ,619
VARIEDAD * BLOQUES 4,287 6 , 714 1,477 ,266
Error 5,805 12 ,484
Total 914,619 24
Total corregida 38,178 23

a. R cuadrado =,848 (R cuadrado corregida = ,709)

PESO ESPECIFICO

Subconjunto
VARIEDAD N 1 2 3
DHS de Tukey®®  vir 6| 4,913567
virt 6 5,428078
503, 6 6,071167
503T 6 7,759367
Sig. ,058 1,000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,484.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 6,000

b. Alfa = 0,05.

c. Razon de seriedad del error de tipo 1/tipo 2 = 100
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ANEXO 2: ENCUESTA HUELLA DE CARBONO

1. Los Cultivos de la explotacion

Superficie en arrendamiento

RENDIM. CULTIVO

CULTIVOS DE LA EXPLOTACION VARIEDAD SUPERFICIE (T/ha)

Se anotaran todos los cultivos que haya en la explotacion concretando la superficie y
rendimiento de cada una.
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2. Compra de semillas

SEMILLAS Y PLANTAS
DE VIVERO

CULTIVOS DE LA EXPLOTACION Compras kg

Se indicara la cantidad (kg) de semillas que se compra de cada cultivo.
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3. COMPRA DE FITOSANITARIOS

Cultivo Tratado

Producto (nombre comercial)

I-kg totales

Dosis (I-kg/ha)

Se anotaran los kg de cada fitosanitario que se le afiade a cada cultivo.
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4. COMPRA DE FERTILIZANTES

Cultivo Tratado

Tipo de fertilizante

Kg comprados

Cultivo tratado

ESTIERCOLES

Super. Ha

Total t-m3

Cultivo Tratado

(Purines, Compost, Lodos)

Super. Ha

Total t-m3

Se anotaran los kg de cada fertilizante que se le afiade a cada cultivo.

69



Trabajo Final de Carrera

Anexo 2: Encuesta Huella de Carbono

2011/2012

5. LABORES REALIZADAS A TERCEROS

6. LABORES ALQUILADAS

LABORES

Superficie (has)

LABORES

Superficie (has)

Se tendran en cuenta las labores que se hacen a terceros y las labores que se alquilan dentro de la explotacion.
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7. Maquinaria en la explotacion

Propia o en propiedad compartida

Ndmero | Antigiedad afios | Utilizacién anual
Tractor (CV) (h/afio)
Equipos de trabajo del suelo Numero | Antigiiedad afios Ut|||zaC|o[1 emuel
ha/afio
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Equipos de siembra y plantacién Nimero | Antigledad afios Utlllzre]lg}grqoanual
Equipos de abonado y proteccion de NGmero | Antigiiedad afios Ut|||zaC|o[1 anual
cultivos ha/afio
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Equipos de recoleccién de cultivos

Namero

Antigliedad afos

Utilizacion anual
ha/afio

Se indicara la potencia de cada tractor que haya en la explotacién y su uso anual en
horas. Se anotaran los diferentes aperos que se utilizan y las hectareas que cultivan.

En el nimero de aperos o tractores habra que tener en cuenta si son de la explotacion o
estan compartidas con otros socios (CUMA), en ese caso se indicaria el porcentaje que

le corresponde al agricultor.
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8. Energia consumida en la explotacién

Combustibles

Consumos por
Unidad

Gasoéleo en la explotacién (descontar trabajos
realizados a terceros)

Gasobleo A para riego

Gasolina (vehiculos profesionales)

TOTAL CONSUMO DE ENERGIA

Agua parariego y consumo animal

Consumos en m3

Agua para riego

TOTAL CONSUMO DE AGUA

|9. Otros consumos

Consumos por
Unidad

Consumo de plastico

Lubricantes y aceites

En el caso de los combustibles, se indicaran los litros de gaséleo anuales que se han
consumido en la utilizacion de los tractores, Unicamente para labores de la explotacion,

descontar lo referido a labores para terceros.
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10. Itinerarios de cultivo
CULTIVO

LABOREO PRIMARIO

Subsolador

Arado Verterdera

Chisel

Arado discos

Rotocultivador

LABOREO SECUNDARIO

Grada de discos

Grada alternativa

Grada Rotativa

Accionador

Grada Puas

Vibrocultivador

FERTILIZACION/ABONADO

Abon. Centrifuga

Abon. Localizadora

Abon. De arrastre

Abon. Suspendida

Cisterna Purin

Remolgue de estiercol

SIEMBRA

Sembradora Convencional

Sembradora Monograno

Sembradora Chorrillo

TRATAMIENTO FITOSANITARIO

Pulverizador

Pulverizador Suspendido

Pulverizador Arrastrado

Atomizador

Atomizador Suspendido

Atomizador Arrastrado

RECOLECCION

Cosechadora de Cereal

Cosechadora de Maiz

Cosechadora picadora de maiz

SIEMBRA DIRECTA

Sembradora SD

Sembradora a Chorrillo SD

Sembradora Monograno SD

Se anotaran los cultivos que hay en la explotacion y en cada caso se indicaran el numero
de pasadas que se realizan con cada apero. Habra que elegir los aperos correspondientes
a cada cultivo.
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