MEJORA DEL CRECIMIENTO DE PLANTAS
DE TABACO MEDIANTE LA INHIBICION
DEL GEN DE LA TREHALASA

|. ANALl GAMEZ EscoBepo®, JOSE Luis CABRERA PONCE**, Luis R. HERRERA ESTRELLA®,
CARLOS HERNANDEZ LUNA*, ROBERTO MONTES DE Oca Luna*

Las plantas se enfrentan a factores
ambientales adversos (femperaturas
extremas, estrés osmético por alta
salinidad o sequia, etc.) que les cau-
san dificultades para crecer y desa-
rrollarse. A pesar de los esfuerzos
para incrementar la produccién de
los cultivos agricolas mediante el
mejoramiento tradicional, en cuanto a resistencia a
diferentes tipos de estrés abidtico, los éxitos han sido
limitados. La falta de un progreso eficiente en esta
drea se debe en gran parte a que los mecanismos
para tolerar el estrés son una caracteristica influen-
ciada por la expresiéon coordinada y diferencial de
una amplia red de genes, y no de una caracteristica
genética individual.'

Una respuesta comin de los organismos al es-
trés por sequia, salinidad y temperaturas extremas,
es la acumulacién de azGcares y ofros solutos com-
patibles que sirven como osmoprotectores, tal es el
caso de la trehalosa, un disacdrido de glucosa no
reductor que desempefia una funcién fisiolégica
importante como protector de estrés abiético en gran
variedad de organismos.? En lo que se puede lla-
mar un primer paso de la biosintesis de este azucar,
la enzima trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) transfie-
re una glucosa-UDP a una glucosa-6-fosfato para
producir una molécula de trehalosa-6-fosfato (t6p),

[] El presente articulo estd basado en la investigacién «La inhibicién
del gen de la trehalasa mejora el crecimiento de plantas de taba-
con, galardonado con el Premio de Investigacién UANL 2003 en
la categoria de Ciencias de la Tierra y Agropecuarias, otorgado
en sesion solemne del Consejo Universitario de la UANL, en sep-
tiembre de 2004.
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que después es convertida en trehalosa por la enzi-
ma trehalosa-6-fosfato fostatasa (TPP).?

Este disacdrido se encuentra en diversos orga-
nismos como bacterias, hongos e insectos,* pero en
plantas sélo se acumula en las llamadas “plantas
de la resurreccion” (Selaginella lepidophylla y
Myrothammus flabellifolia),® que son altamente to-
lerantes a la sequia. Esta ventaja llevé a proponer la
capacidad de sintetizar trehalosa en los cultivos
agricolas, con el fin de mejorar su comportamiento
bajo estrés abidtico. Inicialmente se desarrollaron
plantas transgénicas de papa (Solanum tuberosum),
tabaco (Nicotiana tabaccum)®y Arabidopsis thaliana,
mediante la infroduccién y expresion de los genes
codificantes para las enzimas TPS y TPP (otsA y otsB)
de Escherichia coli y levaduras, y aunque se obtuvo
cierta tolerancia a estrés por sequia, salinidad y ba-
jas femperaturas, en ninguno de los casos se obtuvo
acumulacién de trehalosa, debido a la presencia de
la actividad hidrolitica de la enzima trehalasa
endégena. Esta enzima regula la acumulacion del
disacdrido al degradarlo a dos moléculas de gluco-
sa.” Posteriormente, utilizando el inhibidor especifi-
co Validamicina A, se determiné que la inhibicién
de esta enzima permite la acumulacién de trehalosa
en las plantas transgénicas, asi como en las plantas
silvestres, con lo que se determiné que la capacidad
para sintetizar trehalosa se encuentra también dis-
tribuida en el reino.?

* Unidad de Manipulacién genética, Laboratorio de Micologia,
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Ademds de tolerancia a sequia e incremento en
la acumulacién de trehalosa, se obtuvieron fenotipos
que indican que las plantas que acumulan trehalosa
presentan un incremento en su capacidad fotosinté-
tica, y aumentan la produccién de biomasa, a la vez
que sus hojas presentan una mejor capacidad para
retener el agua. Es decir, con la manipulacién de la
concentracién de trehalosa se puede incidir en me-
jorar la tolerancia a estrés (hidrico, salino y por frio)
y de incrementar la produccién agricola al mejorar
la actividad fotosintética.

La habilidad de alterar el fenotipo de un orga-
nismo mediante la movilizacién de DNA es central
para la transformacién genética de plantas.” Los
métodos mds comunes para introducir DNA a las
células vegetales utilizan la bacteria Agrobacterium
tumefaciens o microproyectiles de tungsteno propul-
sados a gran velocidad. De las células transforma-
das se obtienen plantas completamente diferencia-
das, que son seleccionadas por resistencia a algin
antibidtico o herbicida, caracteristica que presenta
una gran polémica debido a la probabilidad de trans-
ferir estos genes de resistencia a especies no desea-
das.

Una planta puede ser modificada genéticamen-
te no sélo por la introducciéon de secuencias que
expresen algin gen, sino porque pueden introducir-
se secuencias no codificantes que tengan como ob-
jetivo apagar la expresién de genes endégenos. El
silenciamiento de genes en plantas es un mecanis-
mo natural de control implicado en la resistencia
a virus, el mantenimiento del genoma vy el control
del desarrollo.'® Cuando los RNAs de un transgén
son homélogos a los RNAs codificados por genes
endégenos, ambos tipos de RNA son degradadados
en un fenémeno llamado cosupresién. De este modo
hemos conseguido, en nuestro trabajo, disminuir la
actividad enzimdética trehalasa en plantas de taba-
co, mediante la inhibicién por RNA antisentido del
gen endégeno, al dirigir una secuencia interna del
DNA codificante para la enzima trehalasa, ademés
de conducir a un mejoramiento en la capacidad de
crecimiento de las plantas y la obtencién de plantas
transgénicas por seleccién en medio carente de sa-
carosa, en sustitucién del marcador de seleccion por
el antibiético kanamicina.

Métodos y resultados

Ya que el principal objetivo fue evaluar en tabaco
una estrategia para mejorar la capacidad de creci-

484

miento y desarrollo por medio de la inhibicién de la
enzima trehalasa mediante RNA antisentido, y el uso
de esta tecnologia para llegar a un sistema de se-
leccion de eventos transgénicos, se cloné para ello
el cDNA de la trehalasa de alfalfa y se expresé su
secuencia antisentido en plantas de tabaco, tanto
de manera constitutiva con el promotor 35S, como
de manera inducible por estrés osmético con el pro-
motor rd29A.

Clonacién y andlisis del DNA complementario
(cDNA) de la enzima trehalasa de alfalfa

Con el fin de obtener la secuencia antisentido de la
enzima trehalasa de alfalfa requerida para la estra-
tegia de inhibicién, se procedié a clonar el cDNA
de la misma. Debido a que dicha secuencia no estd
reportada, inicialmente se amplificé mediante RT-
PCR a partir de RNA total de alfalfa (Medicago sativa)
un fragmento interno de 150 pb (figura 1A), utili-
zando el sistema AM-RT Avian Enhanced (SIGMA;
Inc.), utilizando los oligonucleétidos degenerados
Tre300 5' (TATTAYTGGGATTCYTATTGG) 3'y
Tre351 5' (CTGTTASTRTATRAWGCTCT) 3. Estos oli-
gonucledtidos se disefaron con base en regiones
conservadas entre las secuencias codificantes repor-
tadas en el banco de datos (Entrez, NCBI) para la
trehalasa de Arabidopsis thaliana (acceso
AAF22127), papa (A67882) y soya (AAD22970). El
alineamiento de las secuencias se hizo a través del
método Clustal (SoftWare DNA Star).

Posteriormente, utilizando el protocolo de
3'RACE, se amplificé el extremo 3' a partir de un
primer PCR, utilizando los oligos especificos 3Tre300
(5'-ACCAATCTCATTTCATTGAT-3) y 5T18HXS (5'-
GTCGACTCTAGAAGCIT] 4 -3'), disefados a partir
de la secuencia del fragmento interno clonado an-
teriormente. Con el producto de PCR, se procedié a
un PCR semianidado, utilizando los oligos especifi-
cos 3Tre320 (5'-CGGGTTTGTGCTTAATGGTG-3)
y 5T18HXS, a partir del cual se obtuvo un fragmen-
to de 1.2 kb (figura 1B). Finalmente, para la obten-
cién del extremo 5' se utilizé el sistema GeneRacer
(Invitrogen, Inc.), en el que, a partir de 3ug del RNA
total, se obtuvo una fragmento de 550 pb (figura
1C), utilizando los oligos GeneRacer5M (5'-
CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3) y 5Tre350
(5'-AAACCCGTATTCCTCAATCA-3)).

A partir de las secuencias del cDNA de la treha-
lasa de alfalfa (MSTRE; MS: Medicago sativa, TRE:
trehalasa), amplificada mediante los protocolos de
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Fig. 1. Clonacién del ¢cDNA de la trehalasa de alfalfa.
(A) Amplificacién por PCR del fragmento interno: M, mar-
cador 1 kb; 1, fragmento de 150 pb producto del PCR. (B)
Amplificaciéon 3’RACE del extremo 3': M, marcador e 200
pb; 1, producto de PCR; 2, fragmento de 1.2 kb producto
del seminested. (C) Amplificacién GeneRacer del extremo
5" M, marcador de 200 pb; 2, fragmento de550 pb pro-
ducto del PCR; 2, control negativo de la reaccién.
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Fig. 2. Estructura del cDNA de la enzima trehalasa de alfal-
fa. Regién 57 no traducible (promedio de 180 nt) en rosa,
secuencia codificante (1664 nf), y regién 3’ no traducible
(variable de 200, 270y 310 nt) en verde. Se indica la sefial
de poliadenilacién a los 135 nt del 3’UTR. La barra verde
indica la longitud de secuencia con homologia entre las
clonas obtenidas; las lineas punteadas indican regiones no
homoélogas.

RT-PCR, 3'RACE y GeneRacer, se procedié a obte-
ner un contingente con la secuencia completa, iden-
tificando la secuencia codificante y sus regiones 5'y
3' no traducibles (figura 2), con ayuda del progra-
ma MegAlign™®. La secuencia codificante obtenida
se analizé y se compard con las secuencias reporta-
das.

Clonacién de la secuencia antisentido de la
trehalasa bajo el control de los promotores 35S
y rd29A

Para expresar en plantas la secuencia de trehalasa
en antisentido bajo los promotores 35S y rd29A, se
amplificé un fragmento interno de 560 pb de la se-
cuencia, que incluye pequefas regiones conserva-
das entre las diferentes trehalasas de plantas, ufili-
zando los oligos especificos 3Tre300 y TreNsiRw (5'-
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TTGATTTA AATGCATTTCTACCCGGG-3)). Esta se-
cuencia fue clonada como fragmento Sacl-Xbal en
los pldsmidos de expresién en plantas pBI-121 y
prd29, los cuales llevan los promotores 35S y rd29A
respectivamente, dando lugar a las construcciones

p35S:TREas y prd29:TREas.
Obtencién de plantas transgénicas de tabaco

Para probar el modelo de inhibicién por antisentido
de la trehalasa, se obtuvieron plantas transgénicas
de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv Xhanti) que ex-
presan el anfisentido de manera constitutiva e
inducible, respectivamente, con los promotores 35S
y rd29A. Para ello se integraron al tabaco las cons-
trucciones p35S:TREas y prd29:TREas, asf como sus
controles p35S:GUS y prd29:GUS, mediante el sis-
tema de biobalistica, siguiendo el protocolo repor-
tado por Cabrera-Ponce et al."' La regeneracién de
las plantas transgénicas se llevd a cabo segun el
protocolo de Herrera y Simpson,'? utilizando Kana-
micina (SIGMA) 200mg/L como agente de selec-
cion.

Determinacién de la actividad trehalasa en plan-
tas

Para evaluar si la estrategia de inhibicién por anti-
sentido disminuye la actividad trehalasa en las |i-
neas transgénicas, se realizé un ensayo enzimdtico
para cuantificar la cantidad de glucosa obtenida de
una solucién 10mM de trehalosa pura (SIGMA) por
medio de la enzima trehalasa presente en el extrac-
to vegetal (Dalqvist, 1964). Para determinar la con-
centracion de glucosa producida en la reaccién se
utilizé el sistema de glucosa oxidasa/peroxidasa (GO
Assay"®, SIGMA). La cuantificacién de glucosa se
realizd en un espectrofotémetro UV-vis MINI 1240M*
(Shimadzu, Inc.) a Abs,,, , obteniéndose una me-
nor actividad de trehalasa en las lineas transgénicas
para el antisentido #32 y #45, en comparacién a
las lineas controles #150y #171, como se observa
en la figura 3. Posteriormente, la cantidad de glu-
cosa se ajusté a la concentracién de proteina pre-
sente en el extracto (cuantificada por el método
Bradford. Con base en estos resultados, las lineas
transgénicas para el antisentido presentan una dis-
minucién promedio de 50% en comparacién con
las lineas control, como se observa en la figura 4.

Andlisis de dependencia a sacarosa y comporta-
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Fig. 3. Determinaciéon de actividad trehalasa por ensayo de
disacaridasa. Tubos: 1-3, curva estdndar de glucosa de 0.0,
40.0y 80.0 mg. 4, linea control p35S: GUS #150. 5, linea
antisentido p35S: TREas #32; 6, linea control prd29A: GUS
#171.7, linea antisentido con prd29A:TREas #45. 8, con-
trol negativo (buffer de extraccién como extracto enzimdtico).
9, control positivo (0.25 unidades de trehalasa porcina pura).
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Fig. 4. Cuantificacién de glucosa producida por la activi-
dad trehalasa en las plantas transgénicas. En el eje de las Y
se representa la concentracién de glucosa en mg, y en el
eje de las X se representan las muestras analizadas. Colum-
nas: 1-3, curva estandar, 0, 40 y 80 mg de glucosa respec-
tivamente; 4, linea p35S-TREas #32; 5, p35S: GUS#150;
6, prd29:TREas #45; 7, prd29A:GUS#170; 8, buffer MES;

y 9, trehalasa pura.

miento de azucares de las lineas transgénicas in
vitro

Con el fin de evaluar si la expresién del antisentido
conduce a cambios significativos en el desarrollo de
la planta, se procedié a evaluar si la expresion del
antisentido confiere a las plantas un mejor desarro-
llo in vitro en ausencia de sacarosa (fuente de car-
bono comin necesaria en cultivo de tejidos in vitro),
para ello se observé el desarrollo de plantas de las
diferentes lineas transgénicas, asi como de tabaco
silvestre, por un periodo de cuatro semanas, eva-
luando la diferencia en velocidad de crecimiento y
en vigorosidad. Como se observa en la figura 5,
plantas como el tabaco silvestre requieren de la pre-
sencia de sacarosa en el medio para desarrollarse
normalmente, ya que al prescindir de ésta merma
su desarrollo (figura 5B), y finalmente provoca su
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Fig. 5. Eliminacién de la dependencia a sacarosa. Diferen-
cia a las fres semanas de desarrollo de una linea transgéni-
ca con el antisentido de trehalasa y un control en medio
normal (MS Sac 2%) y en medio carente de sacarosa (MS).
A) tabaco silvestre (Wf) en medio con sacarosa; B) tabaco
silvestre en medio carente de sacarosa; y C) linea transgé-
nica prd29A:TREas #70 en medio sin sacarosa.

inanicién y muerte. La expresion del antisentido de
la trehalasa, sin embargo, permitié no sélo que la
planta se desarrollara normalmente en medio ca-
rente de sacarosa (figura 5C), sino que pudiera fam-
bién evadir la inanicién y sobrevivir finalmente.

Por otra parte, para observar diferencias en el
comportamiento de azicares, se realizé un ensayo
preliminar de cromatografia en capa fina (TLC, Thin
Layer Chromatography), siguiendo el protocolo pro-
puesto por Haer,'® utilizando placas preparativas de
silica preadsorbente UniplateM® de 250um de gro-
sor (Alltech, Inc.). Se utilizaron estdndares para glu-
cosa, sacarosa y trehalosa al 0.1% (Research
Organics, Inc.). Con este ensayo pudimos observar
que las plantas transgénicas para el antisentido de
trehalasa acumulan glucosa cuando la fuente de
carbono estd presente en el medio (figura 6, carriles
6 y 8), mientras que en su ausencia la glucosa se
utiliza y no se acumula (figura 6, carriles 7y 9). Las
plantas control no acumulan glucosa bajo ninguna
de estas condiciones (figura 6, carriles 10-13). En el
caso de la linea transgénica antisentido
p35S:TREas#27, tampoco se observa acumulacién
de glucosa (figura 6, carriles 4 y 5). Esta linea tam-
poco presenta el mismo desarrollo y vigorosidad que
las demds lineas antisentido, y su dependencia a
sacarosa no es tan marcada. Al parecer, esta linea
presenta un silenciamiento del transgén.

Evaluacién del sistema como marcador de selec-
cién

Ya que nos inferesaba saber si esta tecnologia de
inhibicién de la enzima trehalasa puede implemen-
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Fig. 6. Cromatografia en capa fina del extracto de azdcares
vegetales. Carriles: 1, estdndar glucosa 0.1%; 2, estdndar
sacarosa 0.1%; 3, estandar trehalosa 0.1%; 4, p35S:TREas
#27 MS Sac2%; 5, p35S:TREas #27 MS; 6, prd29:TREas
#45 MS Sac2%; 7, prd29:TREa s#45 MS. 8, prd29:TREas
#70 MS Sac2%; 9, prd29:TREas #70 MS. 10, p35S:GUS
#150 MS Sac2%; 11, p35S:GUS #150 MS; 12,Prd29:GUS
GUS #170 MS Sac2%; 13, prd29: GUS #170 MS.

tarse como un nuevo marcador de seleccién en
medio carente de fuente de carbono, se llevé a cabo
un ensayo en el cual se procedié a diferenciar plan-
tas a partir de explantes bombardeados con las cons-
tfrucciones antisentido y sus controles, en medio de
cultivo suplementado con écido indolbutirico (AIB) y
con una concentracién menor de sacarosa (0.7%).
No se ejercié seleccion por resistencia a kanamicina.
Los explantes se incubaron segun el protocolo de
Herrera y Simpson,'" a 26°C y fotoperiodo de 16
horas luz/8 horas oscuridad. A las cuatro semanas
de diferenciacién, tanto los explantes bombardea-
dos con el antisentido como los de sus controles
presentaron diferenciacién de brotes debido a que
la concentracién de sacarosa adn era suficiente para
permitir el desarrollo de las células bombardeadas.
Los brotes obtenidos se transfirieron entonces a
medio MS sin sacarosa, y a las tres semanas se pudo
observar la inanicién y muerte de los brotes control
(figura 7A), a diferencia de los brotes con el antisen-
tido (figura 7B y C) que continuaron su desarrollo y
diferenciacién normal.

Discusion

Aungue son pocas las secuencias que se reportan
para las trehalasas de origen vegetal,'* la secuencia
de alfalfa utilizada en este trabajo como antisentido
incluyé la regién mds conservada entre dichas es-
pecies, por lo que se esperaba que el transcrito
hibridara con el RNAm endégeno de la trehalasa y
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Fig. 7. Utilizacién de la secuencia antisentido de trehalasa
como marcador de seleccién en plantas transgénicas. Re-
generacién de brotes en medio IBA con sacarosa al 0.7%
durante 30 dias y transplante a medio carente de sacarosa
durante 45 dias. Brotes de tabaco silvestre (A); brotes de
tabaco transgénico para el antisentido p35S:TREas GUS
(B); brotes de tabaco transgénico para el antisentido
prd29:TREas.

desencadenara el silenciamiento postranscripcional
de este gen. La inhibicién enzimdtica tuvo efecto,
con una disminucién de hasta el 50%. Con este gra-
do de inhibicién se observaron fenotipos
correlacionados con los reportados al alterar el
metabolismo de la trehalosa, como defectos en el
crecimiento y en el metabolismo, que consisten en
cambios en la distribucién del carbono entre los te-
jidos fuente y de desecho, conduciendo a la pro-
puesta de que algunas etapas del metabolismo de
la trehalosa estan implicadas en la sefalizacién de
azucares.

Aunque no evaluamos acumulacién de trehalosa,
nos basamos en el hecho de que si la inhibicién
quimica de la trehalasa conduce en plantas silves-
tres a una acumulacién minima de frehalosa y a
fenotipos caracteristicos, nuestra estrategia de inhi-
bicién por antisentido permitird una acumulacién
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del aztcar.

Por largo tiempo, uno de los objetivos principa-
les de los cientificos ha sido mejorar la fotosintesis
para maximizar la productividad de los cultivos. Las
plantas producen carbohidratos en los tejidos
fotosintéticamente activos, a partir de los cuales se
distribuyen entre los 6rganos vertedero. Las enzimas
clave involucradas en el metabolismo de carbohi-
dratos estdn sujetas al control de metabolitos. En
general, la acumulacién de azicares en los 6rga-
nos fuente da como resultado la represién de los
genes involucrados en la fotosintesis, mientras que
en los tejidos vertedero se inducen los genes para el
almacenamiento y utilizacién. El agotamiento de los
azUcares revierte esta situacion.'® Considerando que
la trehalosa que se acumula en respuesta a la inhi-
bicién de la actividad trehalasa, pudiera afectar la
expresion de genes involucrados con dichos com-
portamientos, nuestros resultados son consistentes
con la hipétesis de que la modificacién genética del
mecanismo de la trehalosa afecta la capacidad fo-
tosintética por medio de sefalizacién de azicares.
Por otra parte, la capacidad de regeneracién en
ausencia de una fuente de carbono (sacarosa) po-
dria explicarse por un incremento en la capacidad
fotosintética de la célula vegetal, lo cual se traduce
a produccién de biomasa y mejor utilizacién de nu-
trientes, asi como también al sensado y sefializacién
de azucares, que estd involucrado en el control del
crecimiento y el desarrollo de la planta durante su
ciclo de vida, ya que en la germinacién y desarrollo
los azUcares pueden reprimir o inducir la moviliza-
cién de nutrientes, la elongacién del hipocotilo, la
expansién y desarrollo del tallo, y la diferenciacién
de los tejidos meristemdticos.

Resumen

La sintesis de trehalosa es un mecanismo natural de
tolerancia a sequia, aunque en plantas no se acu-
mula debido a la presencia de la enzima trehalasa.
En este trabajo inicialmente clonamos el cDNA de
la trehalasa de alfalfa para desarrollar un modelo
de inhibicién por antisentido de la misma. Este mo-
delo se evalué en tabaco con el fin de conferir tole-
rancia a sequia. Las plantas obtenidas tienen menor
actividad trehalasa que los controles, ademds de
presentar una completa independencia de sacarosa
como fuente de carbono. Esto nos indica que la ex-
presion del antisentido de trehalasa induce en las
plantas una mejor capacidad fotosintética, lo cual
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puede utilizarse para obtener cultivos de importan-
cia agronémica con un mejor crecimiento y desa-
rrollo. Con base en la respuesta de las plantas con
el antisentido pudimos utilizar este sistema como un
marcador de seleccién y obtuvimos brotes transgé-
nicos seleccionados en medio sin sacarosa, sin ne-
cesidad de utilizar un marcador de seleccién por
antibiéticos, o herbicidas.

Palabras clave: Plantas transgénicas, Trehalosa,
Trehalasa, Sacarosa, Fotosintesis, Marcador de se-
leccién.

Abstract

In nature, an accumulation of trehalose acts as a
mechanism of drought resistance. Low levels of this
sugar in plants are due to the expression of the en-
zyme trehalase. In this work, a trehalase cDNA was
cloned to inhibit the expression of the gene by RNA
antisense and induce trehalose accumulation.
Transgenic tobacco plants expressing the antisense
were generated fo test this strategy. These transgenic
plants showed a decrease in trehalase activity and
non-dependent sucrose growth. This indicates that
the expression of trehalase antisense induce a better
photosynthetic capacity, which can be used to im-
prove the growth or production in crops. These re-
sults allowed us to use the antisense expression as a
marker to select transgenic plants in the absence of
sucrose, without having to use an antibiotic marker.

Keywords: Transgenic plants, Trehalose, Trehalase,
Sacarose, Photosynthesis, Select marker.
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