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RESUMEN

La alta capacidad del genoma del cloroplasto para integrar y expresar transgenes en
altos niveles, hace de la tecnologia transplastémica una buena opcién para producir
proteinas de interés. Este reporte presenta la expresion estable de una pectinasa
(gen PelA), una B-glucosidasa (gen Bgl1), dos celulasas (genes CelA 'y CelB) y la
primer expresion estable de una manganeso peroxidasa (gen MnP-2) en el genoma
de cloroplastos de tabaco. Se construyeron seis vectores: pES4, pES5, pES6, pHM4,
pHM5 y pHM®6 derivados de pPRV111A conteniendo los genes sintéticos PelA, MnP-
2, Bgl1, CelA-CelB, CelA'y CelB, respectivamente. Los genes se flanquearon por un
promotor sintético del gen rrn16S y una secuencia sintética 3’UTR del gen rbcL. La
integracion en la region intergénica rrn16S y 3'rps12 se confirmd por analisis de
Southern blot. El procesamiento estable de los transcritos se confirmé por un analisis
de Northern blot. Se realiz6 un analisis enzimatico para detectar la expresion y
funcionalidad de las enzimas recombinantes, las plantas maduras mostraron mayor
actividad comparado con plantas de tipo silvestre. Las plantas transplastomicas
exhibieron 58.5% mas actividad de pectinasa a pH neutro y a 60°C, mientras que
manganeso peroxidasa mostrd alta actividad a pH6 y 65°C; en el caso de las

celulasas, todas las enzimas mostraron mayor actividad a pH 5 (8-glucosidasa: 30.45
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U/mg, CelA-CelB 58 U/mg, CelA 49.10 U/mg y CelB 48.72 U/mg) a 40°C para (-
glucosidasa y 65°C para celulasas. Las plantas transplastémicas mostraron un
desarrollo similar a las plantas de tipo silvestre; sin embargo, la linea pHM4 mostro
fenotipos variegados en hojas. Los analisis mostraron que los genes de enzimas
hidroliticas PelA, MnP-2, Bgl1, CelA-CelB, CelA y CelB pueden integrarse vy
expresarse en el genoma de cloroplastos con alta actividad; de este modo, debido a
que una planta madura en promedio cuenta con ~ 470 g de biomasa, es posible
producir 66,676.25 unidades de pectinasa, 21,715.46 unidades de manganeso
peroxidasa, 338,081.0 unidades de celulasas A-B, 231,456.7 unidades de celulasa A,
206,669.8 unidades de celulasa By 139,395.0 unidades de B-glucosidasa por planta.
Este estudio sustenta informacion sobre métodos y estrategias de expresion de
enzimas hidroliticas con potencial aplicacion biotecnolégica utilizando plantas

transplastémicas.

Palabras clave: Transformacion genética, cloroplastos de tabaco, celulasas,

pectinasa, ligninasas, expresion estable
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ABSTRACT

The high capacity of chloroplast genome to integrate and express transgenes in high
levels, make of the transplastomic technology a good option to produce proteins of
interest. This report, show the stable expression of a pectinase (PelA gene), a -
glucosidase (Bgl1 gene), two cellulases (CelA and CelB genes) and the first stable
expression of a manganese peroxidase (MnP-2 gene) in the tobacco chloroplast
genome. Six vectors were constructed: pES4, pES5, pES6, pHM4, pHM5 y pHM6
derived from pPRV111A containing the synthetic genes PelA, MnP-2, Bgli, CelA-
CelB, CelA and CelB, respectively. The genes were flanked by a synthetic promoter
from rrn16S gene and a synthetic sequence 3’'UTR from rbcL gene. The integration in
the integenic region rrn16S and 3'rps12 was confirmed por Southern blot analysis.
The stable processing of transcripts was confirmed by Northern blot analysis. An
enzymatic analysis was performed to detect the expression and functionality of
recombinant enzymes, the mature plants showed more activity compared with wild
type plants. The transplastomic plants showed 58.5% more pectinase activity at
neutral pH and 60°C, whereas that manganese peroxidase showed more activity at
pH 6 and 65°C; in the case of cellulases, all enzymes showed higher activity at pH 5
(B-glucosidase: 30.45 U/mg, CelA-CelB 58 U/mg, CelA 49.10 U/mg and CelB 48.72

U/mg) at 40°C to B-glucosidase and 65°C to cellulases. The transplastomic plants
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showed a similar development to wild type plants; however, the pHM4 lines showed
variegate phenotypes in leaves. The analysis showed that genes of hydrolytic
enzymes PelA, MnP-2, Bgl1, CelA-CelB, CelA and CelB can be integrated and
expressed in the chloroplast genome with high activity; in this way, due of that a
mature plant in average has ~ 470 g of biomass, is possible yield 66,676.25 units of
pectinase, 21,715.46 units of manganese peroxidase, 338,081.0 units of cellulase A-
B, 231,456.7 units of cellulase A, 206,669.8 units of cellulase B and 139,395.0 units
of B-glucosidase per plant. This study support information of methods and strategies
of expression of hydrolytic enzymes with potential applications in biotechnology using

transplastomic plants.

Key words: Genetic transformation, tobacco chloroplast, cellulases, pectinase,

ligninase, stable expression
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1. INTRODUCCION

Las paredes celulares son un complejo dinamico de sofisticadas estructuras
implicadas en el crecimiento celular, desarrollo, morfologia y confieren
impermeabilidad a las células de las plantas; debido a esto, juegan un papel
importante en las respuestas al estrés abidtico asi como a los ataques por
microorganismos (Soriano et al., 2006; Sgrensen et al., 2010; Verma et al., 2010;
Gray et al., 2011). Las paredes celulares estan integradas comunmente por una
pared primaria compuesta por celulosa, pectina y hemicelulosa; ademas, también se
componen de una pared secundaria producida por el cese de crecimiento de células
en expansion de células especializadas; la pared celular, esta constituida por
celulosa formando multiples capas embebidas en un matriz de lignina y hemicelulosa
(Cosgrove, 1993); asi, las paredes se integran por residuos de celulosa, lignina,
pectina y otros polimeros. De estos constituyentes los componentes lignocelulésicos
son Unicamente estructurales, constituyendo cerca del 40% de la biomasa con
estructura de polimeros de glucosa con enlaces B-1-4 de 100 a 14000 residuos
(Beguin y Aubert, 1994; Ragauskas et al., 2006). Los constituyentes de las paredes
celulares son los residuos mas abundantes que produce nuestra sociedad en forma
de madera, desechos municipales, agricultura, hierbas y desechos forestales.

Aunque no son toxicos, si se considera que las paredes celulares comprenden cerca



del 90% de peso seco de las plantas, la acumulacion de estos productos representa
un deterioro del ecosistema y una pérdida de materia prima (Kashyap et al., 2001;

Hoondal et al., 2002; Sanchez, 2009; Petersen y Bock, 2011; Jung et al., 2013).

Los componentes de las paredes celulares pueden utilizarse si existiera un
método eficiente para su extraccion (Petersen y Bock, 2011) pero su naturaleza
heterogénea es obstaculo para el uso de estos componentes (Cosgrove, 2005; Bayer
et al., 2007; Gomez et al., 2008). En este sentido, los microorganismos son una
importante fuente de enzimas que pueden procesar eficientemente este tipo de

materiales (Wei et al., 2009).

La ingenieria genética de cloroplastos ha tenido avances importantes en la
biotecnologia de plantas y tiene un papel crucial en el mejoramiento genético en
areas como agricultura, medicina, alimentacion, medicina y medio ambiente
(Quesada-Vargas et al., 2005; Verma et al., 2010). Esta tecnologia involucra la
insercidén de genes en el genoma del cloroplasto, lo cual presenta multiples ventajas
como nulos efectos de posicién, la ausencia de efectos epigenéticos y la posibilidad
de contener los transgenes (Maliga, 2004; Daniell et al., 2005c). Plantas como tabaco
‘Nicotiana tabacum’ (Svab et al., 1990a; Verma y Daniell, 2007), papa ‘Solanum
tuberosum’ (Sidorov et al., 1999), tomate ‘Solanum lycopersicum’ (Ruf et al., 2001),
soya (Dufourmantel et al., 2004), coliflor ‘Brassica oleracea (Nugent et al., 2006) y
lechuga ‘Lactuca sativa (Lelivelt et al., 2005; Kanamoto et al., 2006) han sido
eficientemente transformadas para la expresién de multiples proteinas en el genoma

de los cloroplastos (Bock, 2007; Oey et al., 2009a; Verma et al., 2010; Maliga y Bock,



2011) con niveles de expresion de hasta 70% de proteinas totales en la hoja (Oey et

al., 2009a; Maliga y Bock, 2011).

En la actualidad, la transformacion genética de cloroplastos se ha utilizado para
la expresion de diversas proteinas de interés biotecnoldgico con énfasis en el

impacto ambiental (Maliga y Bock, 2011).

Para la produccién industrial, nuevas enzimas han sido requeridas, y los
microorganismos son fuente importante de éstas (Beguin y Aubert, 1994; Wei et al.,
2009) como la pectin liasa (EC 4.2.2.2), enzima Ca**-dependiente y con actividad
endoglucanasa con multiples subfamilias (PL1, PL2, PL3, y PL9) (Shevchik et al.,
1997; Cantarel et al., 2009; Hassan et al, 2013) involucrada en factores de
virulencia, en el ataque de patdgenos e involucrada en la ruptura de sitios especificos
a(1—4) de acido poligalacturénico, principal componente de la pectina de las
paredes liberando 4,5- di, y trigalacturonatos insaturados de varios pectatos (Barras

et al., 1994; Herron et al., 2000).

En el caso de la lignina, componente principal de la pared celular, algunos
hongos utilizan un coctel de enzimas (lacasas ‘Lac”, lignin peroxidasas ‘LiP’ y
manganeso peroxidasas ‘MnP’) capaces de degradar la lignina eficientemente; de
estas, las MnP’s muestran alta homologia de sus secuencias primarias con respecto
a otras ligninasas (Gold y Alic, 1993; Irie et al., 2000; Davarpanah et al., 2012) que
actian removiendo un electrén de una fraccion de fenol de la lignina para generar un
fenoxi radical y oxidarlo de Mn** a Mn** mismos que se estabilizan por accién de

acidos organicos quelantes lo cual facilita la degradacién de compuestos fendlicos en



presencia de H,O, (Nagai et al., 2007). La lignina es la fuente mas importante de
polimeros aromaticos en la naturaleza y su descomposicién es necesaria para el
reciclado de carbén, por lo que la actividad de las MnP’s es importante en la

conservacion del ecosistema (Sanchez, 2009; Wong, 2009).

En el caso de la celulosa, su conformacion microfibrilar la hace recalcitrante a su
degradacion enzimatica (Petersen y Bock, 2011) por lo que se requiere un consorcio
de enzimas que incluyen endo-B-glucanasas (1,4-B-D-glucan4-glucohidrolasa ‘EC
3.2.1.4°), exoglucanasas (1,4-B-D-glucancelobiohidrolasa ‘EC 3.2.1.97"),
glucanglucohidrolasas (1,4-8-D-glucanglucohidrolasa ‘EC 3.2.1.74’), y B-glucosidasas
(B-D-glucosidoglucohidrolasa ‘EC 3.2.1.21°); estas enzimas son naturalmente
producidas por un amplio espectro de bacterias y hongos, usualmente existen como
celulosomas unidas a la pared celular de bacterias y en el caso de los hongos son

secretadas al ecosistema (Juturu y Wu, 2014).

En la degradacion de la celulosa, las endoglucanasas hidrolizan aleatoriamente
los enlaces glucosidicos resultado en un decremento de la longitud de polimeros y un
incremento gradual en la concentracion de azucares reductores (Wood y Bhat, 1988;
Beguin y Aubert, 1994), seguido por exoglucanasas que hidrolizan las cadenas de
celulosa removiendo celobiosa de los reducidos finales o no reducidos (Teeri, 1997);
posteriormente, B-glucosidasas hidrolizan la celobiosa para finalmente liberar D-
glucosa (Rixon et al., 1992; Goyal y Eveleigh, 1996). En este sentido, estas enzimas
son actualmente la tercera enzima mas utilizada en el area industrial a nivel mundial

y su produccion esta enfocada para el procesamiento de algodon, el reciclado del



papel, como detergente, extraccion de jugos y como parte de aditivos para alimentos

de consumo animal (Beguin y Aubert, 1994; Wilson, 2009).

La capacidad de los cloroplastos para expresar multiples genes abre la
posibilidad de expresar genes de enzimas lignocelulésicas (Kleczkowski et al., 1995;
Jin et al., 2011). Ademas, los cloroplastos cuentan con la capacidad de expresar
varios genes en forma de operones; en este sentido, las enzimas celuloliticas se
expresan a menudo como un dicistrén y sus secuencias pueden estar traslapadas
como las celulasas tipo A y B (CelA y CelB) las cuales comparten secuencias
transponiendo la regién terminadoras sobre la region promotora del otro gen,
posiblemente por origen paralogo (Bok et al., 1998); este tipo de secuencias ofrecen
la posibilidad de analizar la expresion policistronica de enzimas remodeladoras de
paredes celulares y el efecto en el metabolismo de plantas. Aunque la expresion de
este tipo de enzimas, se ha estudiado en sistemas bacterianos, hay pocos estudios
relacionados a la expresion en compartimentos cloroplastidicos (Miyairi et al., 2004;

Tonouchi et al., 2010; Verma et al., 2010; Kim et al., 2011; Petersen y Bock, 2011).

En el presente reporte se utilizé la tecnologia transplastémica para expresar
genes de enzimas hidroliticas de paredes celulares para estudiar su transcripcion,
expresion, estabilidad, plegamiento de la proteina y la actividad enzimatica que
presentan sus productos en los cloroplastos de plantas de tabaco, y el efecto de su
expresion en el crecimiento de plantas asi como la estable segregaciéon de los

transgenes.



1.1. HIPOTESIS

Las enzimas son moléculas que pueden catalizar reacciones en el metabolismo
celular beneficiando o afectando la integridad de la célula, por lo tanto, la
sobreexpresion de enzimas involucradas en la degradacion de polimeros de la pared
celular en el genoma de cloroplastos, puede generar efectos secundarios en la

integridad de las plantas debido a la accidén de enzimas quimicamente activas.



1.2. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la expresion de enzimas involucradas en la degradacién de polimeros de
la pared celular en el genoma de los cloroplastos de plantas de tabaco, asi como la
estabilidad, funcionalidad de dichas enzimas en los compartimientos cloroplastidicos

y el efecto que pudiese presentar sobre el fenotipo de las plantas.

1.2.1. Objetivos Especificos

1. Disenar y construir vectores de expresién de cloroplastos que contengan los
genes que codifican para las enzimas de degradacién de la pared celular: celulasas,

F-glucosidasas, pectinasas y ligninasas.

2. Transformar cloroplastos de plantas de tabaco mediante biobalistica con los
vectores de expresion conteniendo los genes de interés, asi como evaluar
molecularmente la integracion eficiente de los transgenes mediante PCR, Southern

blot y Northern blot.

3. Evaluar la actividad enzimatica mediante el uso de sustratos comerciales,

ademds de las caracteristicas morfologicas de las plantas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Ingenieria de Cloroplastos

La ingenieria genética ha generado avances importantes en la biotecnologia
vegetal y se espera que siga desempefniando un papel crucial en los préximos anos;
en este sentido, la posibilidad de expresar genes en el genoma plastidico ha creado
nuevas oportunidades para la biotecnologia de plantas (Bock 2007; Daniell et al.,
2009). Si bien la transformacién genética de cloroplastos se implementé hace dos
décadas (Maliga, 2004; Daniell et al., 2005c) el potencial biotecnolégico ha sido
ampliamente demostrado, ofreciendo la ventaja de disminuir efectos epigenéticos

(Daniell et al., 2006; Bock, 2007).

Una de las ventajas de la transformacion genética de cloroplasto es la contencién
de los transgenes, que aunque se ha propuesto que algunos cloroplastos son
transmitidos biparentalmente (Hagemann, 2002), la recombinacién no puede ser
demostrada aun (Maliga, 2002; Khakhlova y Bock, 2006), por lo que se acepta que
son heredados uniparentalmente con un alto porcentaje de conservacién (Jansen et
al., 2005) aumentando considerablemente la contencion de transgenes (Ruf et al.,
2007; Svab y Maliga, 2007). Por estas caracteristicas, los cloroplastos representan

una ventaja si se utilizan como herramienta biotecnoldgica para expresar proteinas



en plantas (Shinozaki et al., 1986; Hagemann, 2004), aunado a la capacidad de
insertar multiples genes en un solo evento de transformaciéon (De Cosa et al., 2001;
Daniell y Dhingra, 2002; Lossl et al., 2003; Ruiz et al., 2003; Quesada-Vargas et al.,
2005), asi como la posibilidad de eliminar los genes marcadores de seleccion

después de la transformacién (Lutz y Maliga, 2007; Tungsuchat-Huang et al., 2010).

2.1.1. Cloroplastos

La evolucién de la fotosintesis oxigénica cambidé al mundo, esto fue posible
debido a la capacidad de las cianobacterias de obtener electrones del agua (Holland,
2006; Farquhar et al., 2011); estas cianobacterias muestran gran homologia con el
genoma del cloroplasto (Martin et al., 2002); muchos descubrimientos cientificos
soportan la idea de que los genomas de mitocondrias y cloroplastos son remanentes
de los genomas de los procariotas endosimbiontes (Margulis, 1970; Verma y Daniell,

2007; Keeling, 2010).

El cloroplasto contiene la maquinaria enzimatica completa en el estroma y se
transportan electrones dentro de las membranas del tilacoide para la fotosintesis;
otros multiples procesos bioquimicos que se llevan a cabo dentro del cloroplasto
incluyen biosintesis de acidos grasos, aminoacidos, pigmentos y vitaminas (Palmer,
1991; Jansen et al., 2005; Taylor et al., 2014). De los tres compartimentos de las
células de plantas superiores, el cloroplasto contiene un material genético complejo

(plastoma) semiautbnomo bicatenario, con forma circular de la cual pueden haber
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conformaciones alternativas de forma lineal y concanteméricas in vivo altamente

poliploide (Palmer, 1985; Wakasugi et al., 2001; Oldenburg y Bendich, 2004).

El genoma del cloroplasto varia de 35 a 217 kb pero entre los organismos
fotosintéticos superiores se ubican entre 115y 165 kb (Jansen et al., 2005); en este
genoma se albergan alrededor de 120 genes codificados en ambas cadenas. Los
genes estan involucrados en procesos fotosintéticos y procesos de replicacion,
transcripcion y traducciéon del mismo genoma, los genes se encuentran organizados
en operones con expresiones policistronicas. EI genoma, estructuralmente esta
configurado cuadripartitamente incluyendo dos copias de ‘repetidos invertidos’ (IR)
con genes duplicados (IRA/IRB) separadas por una regidn larga y una corta de una
sola copia (LSC y SSC; la Figura 1 muestra el genoma del cloroplasto de tabaco
‘Nicotiana tabacum’) (Daniell, 2006b). Los cloroplastos, presentan una alta cantidad
de copias de su genoma (~100) que aunada a la alta poblacién cloroplastidica (hasta
100 cloroplastos por célula) es posible tener 10,000 genomas de cloroplasto por

célula (Palmer, 1985; Sugiura, 1992; Wakasugi et al., 2001; Ahlert et al., 2003).
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Figura 1. Mapa circular del genoma del cloroplasto de tabaco, constituido por dos
regiones de repetidos invertidos (IRA e IRA), separado por la regiéon pequefa
(SSC) y grande (LSC) de copia unica. Los genes internos son transcritos en
direccion a las agujas del reloj, mientras que los exteriores son transcritos en
contra de este. Los IR se muestran con lineas mas grandes del circulo. Los
genes con intrones son marcados con asterisco (x). Las flechas entre los
nombres de los genes representan los operones que se sabe que existen en el
genoma del tabaco. Los genes que codifican para productos que intervienen en
la sintesis de proteina son marcadas en rojo y café; los genes que codifican
para productos que intervienen la fotosintesis estan indicados en verde, y los
genes que codifican a productos que realizan varias funciones estan marcados
en amarillo (Daniell, 2006b).
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2.1.2. Genes Plastidicos

La secuenciacién del genoma del cloroplasto ha mostrado que el numero de
genes varia de 63 a 252 dependiendo de la fitoespecie y el tipo de célula (Yukawa et
al., 2006); pueden encontrarse de 1000 a 10 000 copias de ptDNA contenidas en 10
a 100 plastidos segun Shaver et al. (2006) y Zoschke et al. (2007). Las células de
hoja de Arabidopsis contienen aproximadamente 120 cloroplastos y un total de 1,000
a 1,700 copias de ptDNA, mientras que Nicotiana tabacum presenta
aproximadamente 100 cloroplastos y 10,000 copias de ptDNA (Figura 1). Durante la
evolucion, cerca de 3000 genes involucrados en la fotosintesis de endosimbiontes se
perdieron del plastido (Rujan y Martin, 2001; Leister, 2003), encontrandose
actualmente en el genoma nuclear (Martin et al., 2002; Kuroda y Maliga, 2003); los
genes retenidos por el plastido, fueron organizados principalmente como operones,
de los cuales mas de 60 han sido descritos en el plastoma de tabaco (Sugita y

Sugiura, 1996).

2.1.3. Cddigo Genético en Cloroplastos

Los cloroplastos han retenido el cddigo genético universal constituido en 64
codones incluyendo los tres codones de paro (Figura 2) (Sasaki et al., 2003; Sugiura,
2008). Utilizan 31 anticodones en la traducciéon del c6digo; un nimero menor que los
que se utilizan en bacterias debido a que los cloroplastos han eliminado 10
anticodones CNN (N=cualquier nucleétido) que se encuentran en bacterias; los

cloroplastos han mostrado capacidad de almacenar gran informacién gendémica en
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un espacio pequefo, se ha propuesto que los cambios evolutivos en el cddigo
universal deben haber tenido lugar después de que un coddn desaparecié de las
secuencias de codificacion, ya que un cambio brusco en la asignacién de un codon
seria perjudicial y, por tanto, letal. La desaparicion de un codén debidé acompanarse
de un cambio o pérdida del anticodén correspondiente, tales cambios en el anticodon
a veces pueden resultar de la presion de mutacién direccional hacia cualquiera
relacion ya sea AT o GC (Jukes y Osawa, 1990; Ohama et al., 2008; Koonin y

Novozhilov, 2009).

UUU [E] Glu | UCU [S]Ser | UAU [Y] Tyr | UGU [F] Phe
UUC [E] Glu | UCC[S]Ser | UACI[Y]Tyr | UGC [F] Phe
UUA [D] Asp | UCA[H] His | UAA[]Ter | UGA[]Ter
CUU [D] Asp | UCG [H] His UAG[] Ter UGG [F] Phe
CUU [N]Asn | CCU[G]Gly | CAU [V]Val | CGU [C]Cys
CUC[N] Asn | CCC[G]Gly | CAC[V]Val | CGC[C]Cys
CUA[K]Lys | CCA[G]Gly | CAA[V]Val | CGAIL[Leu
CUG [K] Lys | CCG[G]Gly | CAG[V]Val | CGG [L[Leu
AUU [Q] GIn | ACU [A] Ala | AAU [T] Thr AGU [L[ Leu
AUC[Q] GIn | ACCJA]Ala AAC [T] Thr AGC [L] Leu
AUA [R] Arg | ACA[A]Ala | AAA[T]Thr | AGA [L[ Leu
AUG [R] Arg | ACG[A]Ala | AAG[T] Thr | AGG [L[ Leu
AUU [R] Arg | GCU [S]Ser | GAU [P]Pro | GGU [I] lle
AUC [R] Arg | GCCI[S]Ser | GAC|[P]Pro GGC[l] lle
AUA [R] Arg | GCA [S] Ser | GAA[P] Pro GGA [l] lle
AUG [R] Arg | GCG [S] Ser | GAG [P] Pro | GGG [M] Met

Figura 2. Cddigo genético universal, optimizado en cloroplastos: 64
codones (tres codones de paro) de acuerdo a Koonin y
Novozhilov (2009).
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2.1.4. Integracion de Transgenes en Plastido

Debido a que los cloroplastos poseen su propio genoma, es posible transferir
genes dentro de ellos a través de ingenieria genética, la cual ha generado avances
importantes en biotecnologia vegetal en las areas de agricultura, alimentos,

medicina, medio ambiente, entre otros (Maliga y Bock, 2011).

La transformacién genética de cloroplasto se implementé inicialmente en una
alga unicelular (Chlamydomonas reindhartii) por el equipo de Boynton et al. (1988);
posteriormente, en 1990, se logré la transformacion genética de cloroplastos de
plantas de tabaco (Svab et al, 1990a). Desde entonces, se han integrado
eficazmente mas de 100 transgenes directamente en el plastoma de varias especies
incluyendo genes que codifican para enzimas con valor industrial, biomateriales,
biofarmacéutica, proteinas, anticuerpos, antibiéticos, vacunas, antigenos y genes de
importancia agronémica (Bock, 2007; Verma et al.,, 2010). Ademas, se han podido
detectar altos niveles de expresién de proteinas recombinantes (70% de proteina
total soluble) lo que reafirma el potencial de esta tecnologia (Oey et al., 2009b;
Ruhiman et al., 2010). Actualmente, la tecnologia transplastémica se ha extendido a
especies de plantas de importancia econémica (Lutz et al., 2004; Verma y Daniell,
2007) como papas ‘Solanum tuberosum’ (Sidorov et al., 1999), jitomate ‘Solanum
lycopersicum’ (Ruf et al., 2001), lechuga ‘Lactuca sativa’ (Lelivelt et al., 2005;
Kanamoto et al., 2006), coliflor ‘Brassica oleracea’ (Nugent et al., 2006), alamo
‘Populus alba’ (Okumura et al., 2006); asimismo, se han reportado transformaciones

en zanahoria ‘Daucus carota’, algodon ‘Gossipyum hirsutum, soya ‘Gycine max’ y
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arroz ‘Oriza sativa (Dufourmantel et al., 2004; Kumar et al., 2004; Kumar et al.,
2004b; Daniell et al., 2006; Lee et al., 2006b). La incorporacién de ADN foraneo esta
enfocada a la recombinacién homologa entre la region blanco del vector y el genoma
plastidico (ptDNA) principalmente por tratamiento de polietilenglicol (Golds et al.,
1993) y biobalistica al ser el cloroplasto protegido por una doble membrana lo cual
dificulta la integracion de ADN por otros métodos (Boynton et al., 1988); sin embargo,
con el bombardeo de microparticulas, las células exhiben dafo fisico irreversible
cuando se utilizan particulas de oro de 0.6 um (Lee et al., 2006b), no obstante se ha
reportado el uso de microparticulas de 0.4 um en tabaco aumentando de tres a
cuatro veces la eficiencia (Langbecker et al., 2004); aunado a esto, el éxito de la
transformacion de plastidos depende de la amplificacién de las copias del genoma
transformado por seleccion de espectinomicina, estreptomicina (Svab et al., 1990b;

Svab y Maliga, 1993).

Lutz et al. (2004) reportaron una alternativa independiente de la maquinaria de
recombinacion homodloga en plastidos basado en la integrasa phiC31 de
Streptomyces catalizando la recombinacién entre los sitios aftP y attB (Thorpe y

Smith, 1998; Thorpe et al., 2000).

2.1.5. Regulacion de la Expresion Genética

Aunque los plastidos tienen un genoma relativamente pequeno con ~100 genes
que codifican para proteinas, la regulacion de la expresion de genes de cloroplasto
es demasiado compleja. La expresion de genes esta regulada transcripcional,

traduccional y post transcripcionalmente. La maquinaria de transcripcion de los
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plastidos comprende tres ARN polimerasas (Hedtke et al., 2002; Liere y Bodrner,
2007), algo opuesto a un solo ARN polimerasa que transcribe el genoma entero de
Escherichia coli; los transcritos primarios se someten a una serie de complejas
modificaciones para su maduracién incluyendo recortes terminales, cortes
intercistronicos de precursores policistronicos, splicing de intrones y edicién de ARN

(Hayes et al., 1996; Bock, 2000; Barnes et al., 2005; Barkan, 2011).

La traduccion de plastidos ocurre en un ribosoma 70S tipo bacterial que contiene
componentes plastido-especificos (Tiller et al., 2012) y se cree que estos ribosomas
son reclutados por factores de traduccion mARN-especificos (Barneche et al., 2006;
Boulouis et al., 2011; Prikryl et al., 2011). El complejo interviene en la regulacion de
la transcripcion, traduccion y post traduccion determinando los niveles de
acumulacion de las proteinas codificadas por los plastidos. La expresion de los
genes plastidicos relacionados a procesos fotosintéticos en particular son altamente
regulados para generar cambios dramaticos en su expresidbn en respuesta al
desarrollo y a los estimulos del ambiente, principalmente a la luz (Klein y Mullet,
1990; Staub y Maliga, 1993). Algunos estudios han mostrado que la regulacién de la
expresion genética en el cloroplasto depende en mayor medida de la estabilidad del
ARN mas que la regulacién de la transcripcién (Deng y Gruissem, 1987); sin
embargo, empleando transformaciones estables en el genoma del cloroplasto, se
han demostrado que dos niveles regulatorios son particularmente importantes y que
a menudo limitan la acumulaciéon de proteinas en los cloroplastos: la traduccion
(Staub y Maliga, 1994; Eibl et al., 1999; Ye et al., 2001) y la estabilidad de la proteina

(Birch - Machin et al., 2004; Apel et al., 2010; Elghabi et al., 2011a); no obstante,
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especies diferentes pueden experimentar diversos mecanismos de procesamiento
para el mismo grupo de genes, asi, Arabidopsis (Meierhoff et al., 2003), tabaco
(Monde et al., 2000), y espinaca (Westhoff y Herrmann, 1988) muestran mecanismo
distinto al maiz para la traduccién de petD, el cual depende principalmente del

establecimiento de genes di y tricistronicos (Quesada-Vargas et al., 2005).

Aunque la expresion de genes en el cloroplasto se ha investigado ampliamente,
la expresion en otros compartimientos plastidicos (cromoplastos, amiloplastos) aun
no ha sido bien estudiada. Se ha reportado que en frutos de tomate (cromoplastos)
(Kahlau y Bock, 2008) y de papa (amiloplastos) (Valkov et al., 2009) la regulacién de
la gran mayoria de genes cloroplastidicos ocurre negativamente; dicha regulacion
parece ocurrir a nivel transcripcional y traduccional. En este sentido, recientemente
se ha encontrado que al menos dos genes no sufren regulacién negativa, ya que se
expresan normalmente en ausencia de luz: el gen accD involucrado en el
metabolismo de lipidos y que codifica una subunidad de la acetil CoA carboxilasa y el
gen clpP que codifica un componente de la maquinaria proteolitica (la subunidad
catalitica del complejo de proteasa CIp), lo cual tiene sentido debido a que la
provisidon de lipidos y la degradacién de proteinas (incluyendo el apagado de
proteinas codificas en nucleo homologas en cloroplasto) representan funciones
esenciales en plastidos no verdes (Kahlau y Bock, 2008; Valkov et al., 2009; Zhang

et al., 2012a).

Debido a que la region promotora determina los niveles de transcripcién y la
region 3’'UTR regula la traduccion por medio de la estabilidad que le confiere al

MARN, entender los procesos de regulacibn de la expresidbn en cloroplasto
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representa informacion importante debido a que maximizaria la expresién de genes
fordneos en tejidos no foliares tales como frutas y tubérculos, asi como también
facilitaria el desarrollo de nuevos protocolos de transformaciéon de plastidos de todas
las especies que actualmente estan basadas en transformaciones foliares, esto
incluye todos los cereales, los cuales comprenden los alimentos mas importantes del
mundo y para los cuales aun no se han reportado meétodos exitosos de
transformacion genética en los compartimientos del cloroplastos (Maliga, 2004; Bock,

2007).

2.2. Transformacion Genética de Cloroplastos

2.2.1. Vectores de Transformacion

Los vectores de transformacién son pladsmidos derivados de E. coli los cuales
llevan una secuencia de ADN de 1-2 kb para la integracion directa de sitios
especificos del genoma plastidico por recombinacién homoéloga (Lutz et al., 2004).
Daniell et al. (1998) sugirieron un ‘vector universal’ (pSBL-CTV2) que contenia los
genes trnAy trnl de la regién IR del plastoma de tabaco como sitio de recombinacion,
basado en el hecho de que esta regidn intergénica presenta una alta conservacion
en los genomas de los cloroplastos. Esto ha sido comprobado eficientemente en
transformacion de papa y tomate presentando mayor eficiencia en tabaco (Sidorov et
al., 1999; Ruf et al., 2001). Estudios recientes mostraron que aun especies de una
misma familia presentan pocas regiones intergénicas similares (Solanacea: cuatro
regiones intergénicas idénticas) (Daniell et al., 2006); sin embargo, las diferencias

entre cloroplastos no pueden deberse a mutaciones actuales, pues el ritmo de
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sustitucion de nucledtidos del genoma del cloroplasto es muy lento (Yukawa et al.,
2006). En busca de mejores vectores, multiples laboratorios han insertado
transgenes en regiones como tscA, psbA/5S/23S, trnV/rps12/7, rbcl/aceD (McBride
et al., 1995; Daniell et al., 1998; lamtham y Day, 2000; Mayfield et al., 2003; Campos-
Quevedo et al.,, 2013), asi como en la expresiébn de operones en las regiones
trnl/trnA en la region IR del ptDNA, buscando estrategias en los cuales los operones
sean transcritos de los promotores rio arriba y de este modo el operon sea

eficientemente procesado. (Vera y Sugiura, 1995; Suzuki et al., 2003).

El primer vector utilizado en inserciones en la regidn intergénica trnl/-trnA de la
region de repetidos invertidos, fue el pSBL-CTV2 que estd bajo el control del
promotor del gen rrn y el terminador del gen psbA desarrollado por los laboratorios
Daniell (Daniell et al., 1998) el cual ha sido utilizado para expresar mdultiples
proteinas (Daniell et al., 2005b). Por otro lado, se ha determinado que el genoma del
tabaco contiene 30 diferentes tRNA (Sugiura et al., 1989), siete de los cuales se
encuentran en la regién de repetidos invertidos (IR), indicando que estos genes son
duplicados y los otros 23 genes son de copia simple, sugiriendo que la constitucion
de cada tRNA en cloroplasto de tabaco no son distintos unos de otros (Nakamura y
Sugiura, 2009). Actualmente han diseiado una gran variedad de vectores
cloroplastidicos, los cuales presentan casetes con diferentes elementos regulatorios
que permiten la expresion de proteinas en cloroplastos y estan disponibles para
obtener una amplia gama de niveles de expresiéon que puede ser desde 0.1% hasta
el 70% de proteinas recombinantes (Oey et al, 2009a; Maliga y Bock, 2011).

También, los promotores utilizados juegan un papel importante en los niveles de
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expresion y fenotipos de las plantas, se han reportado vectores que expresan el gen
bar el cual es visualmente detectable (bar’”) en las plantas transplastomicas porque
su expresion esta bajo un doble promotor del gen clpP y las hojas de las plantas que
expresan este gen presentan un fenotipo amarillo debido a la competencia que se
presenta entre mRNA del gen bar® con mRNA del gen clpP (Kuroda y Maliga, 2002;

Tungsuchat-Huang et al., 2010).

2.2.2. Secuencias de Recombinacion Homéloga

La recombinacion homéloga es un proceso fundamental conservado en todas las
especies y es esencial en el mantenimiento de la estabilidad gendémica, facilita la
diversidad genética y esta involucrado en la reparacion del ADN, replicacion,
mantenimiento asi como su segregacion (Dauvillee et al., 2004; Lieberman-
Lazarovich y Levy, 2011; Barascu et al., 2013). La recombinacion en el genoma del
cloroplasto esta bien documentada, pero los mecanismos moleculares por el cual
ocurre no estan bien definidos aunque desde que Cerutti et al. (1995) propusieron la
existencia de un sistema recA que mediaba la recombinacién en E. coli se ha
propuesto que esta tiene alta homologia con su contraparte eubacteriana. El papel
principal de la recombinacion es reparar ADN debido a fotooxidacion y otros estreses
ambientales; sin embargo, el mecanismo de recombinacion esta limitado por la
disponibilidad de las enzimas. Aprovechando la capacidad de recombinacion que le
confiere la maquinaria cloroplastidica, la tecnologia transgénica utilizada en los
plastidos se basa en el principio de recombinacibn homéloga para el

reemplazamiento de secuencias de genoma silvestre tanto para el estudio de genes
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como para la insercidon de nuevos genes de interés (Staub y Maliga, 1992); este tipo
de transformacién genética, requiere el uso de vectores de transformacion
previamente disefiados y que normalmente derivados de pUC119 que se replica en

E. colipero no en el plastido (Zoubenko et al., 1994).

2.2.3. Promotores

Para obtener altos niveles de expresion proteinica en el pléastido, primeramente
se deben incrementar los niveles de mRNA estable y eficientar el proceso de

transcripcion, lo cual se consigue con un promotor de alta eficiencia (Maliga, 2002).

Para que se realice la expresidn proteinica, los plastomas de algas y plantas
superiores cuentan con una RNA polimerasa tipo cianobacteria comunmente
abreviada ‘PEP’ (Plastid-encoded RNA polymerase), constituido por nucleos
enzimaticos codificados por los genes rpoA, rpoB, rpoC1 y rpoC2 (Lysenko y
Kuznetsov, 2005). EI PEP reconoce promotores de tipo ¢’°, cuenta con regiones
conservadas -10 (TATAAT) y -35 (TTGACA) y es el responsable de iniciar la
transcripcion 5 a 7 nucleédtidos rio abajo del elemento -10 del promotor (Igloi y
Kdssel, 1992; Gruissem y Tonkyn, 1993; Link, 1996); asimismo, el PEP esta
asociado a ocho proteinas auxiliares que regulan la transcripcién, tal como la quinasa

de transcripcién plastidica (PTK) reguladora a través de un factor de fosforilacion.
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Las maquinarias enzimaticas eubacterianas han adquirido una segunda RNA
polimerasa tipo fago (NEP, nuclear-encoded plastid RNA polymerase) probablemente
creada por duplicacién de la maquinaria transcripcional de mitocondria por mostrar
homologia en su secuencia; sin embargo, un gen nuclear codifica el nucleo catalitico
de NEP (Allison et al., 1996) el cual reconoce tres distintos promotores: NEP tipo |
con reconocimiento de la regién ~15 nucledétidos rio arriba (-14 a +1) del sitio de
inicio (+1), un subtipo promotor NEP Ib con un motif conservado a 18-20 nucle6tidos
rio arriba del motivo YTRa designado como ‘box II' o ‘caja GAA’ (Xie y Allison, 2002;
Liere y Borner, 2011) y los promotores NEP tipo Il que reconocen regiones rio abajo
del codon de inicio (-5 a +25) (Hajdukiewicz et al., 1997). Muchos genes y operones
fotosintéticos tienen promotores tipo PEP, los genes no fotosintéticos son transcritos
tanto por PEP como por NEP, mientras que solo unos pocos genes son transcritos

exclusivamente por promotores tipo NEP (Hajdukiewicz et al., 1997).

Los promotores reconocidos por PEP/NEP varian en cuanto a intensidad segun
los niveles de expresion que presentan y cuya eficiencia puede estar relacionada con
las secuencias rio arriba del coddn de inicio (Xie y Allison, 2002). Recientemente se
ha demostrado bajo expresiones de gfp que el promotor rrn es 90 veces mas potente
que el promotor de psbA o de trc indicando también que la transcripcién es mas
eficiente en el Prrn (Newell et al, 2003); asimismo, se han reportado otros
promotores como PclpP-53 con alta eficacia relacionados directamente con NEP no
dependientes de los nucleos enzimaticos de PEP (Sriraman et al.,, 1998); muchos
estudios se basan en el analisis de la capacidad del promotor del operon RNA (Prrn)

el cual puede fusionarse con secuencias de control para eficientar la traduccion de
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proteinas recombinantes (Liere y Maliga, 2004). En este sentido, los niveles de
expresidn de una proteina varian de acuerdo al tipo de promotor utilizado y estos
promotores no son exclusivos para un determinado gen; es decir, tanto los genes
nativos como los sintéticos pueden suplementarse con diferentes promotores para

maximizar su expresion (Madoka et al., 2002).

2.2.4. Secuencias no Traducidas (5'/3’ UTR)

La expresion de transgenes incorporados en el genoma del plastido, requiere
secuencias que puedan reconocerse por la maquinaria de trascripcion y traduccion
del mismo plastido; sin embargo, los roles y mecanismos de lo elementos
reguladores y las secuencias flanqueadoras aun no estan bien definidos (Ruhlman et

al., 2010).

La expresion de proteinas en plastidos depende de la estabilizacion del mRNA;
asimismo, la eficiencia en la traduccién y acumulacion de proteinas expresadas por
transgenes quiméricos son determinados por las regiones 5/3'UTR vy la interaccion
de mRNA-rRNA (Baneyx, 1999; Yang et al., 2013). Se ha identificado que con la
pérdida de los elementos reguladores 53'UTR se presenta una rapida degradacion o
poca acumulacion de los transcritos (Quesada-Vargas et al., 2005). El inicio de la
activacion traduccional aun no es conocido, pero se cree que la proteina ribosomal

S1 media el mecanismo de afinidad del 5UTR (Alexander et al., 1998).

Los elementos 5’y 3 UTR son reconocidos por proteinas que también ayudan a

proteger el mMRNA de las exonucleasas 53 y posiblemente endonucleasas
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procesivas 5’3’ (Hicks et al., 2002); las células eucariotas utilizan este mecanismo en
el citoplasma para remover mRNA defectuosos que podrian generar proteinas
truncadas, lo que demuestra también como las regiones no traducidas influyen en la
estabilidad y degradacion de los mRNA de cloroplasto (Drapier et al., 2002;

Bollenbach et al., 2004).

La regién 5UTR es una region rica en A+T y contiene elementos cis que
determinan la estabilidad del mRNA por interaccion con la subunidad a del RNA
polimerasa (Hirose et al., 1998; Kramzar et al., 2006). Se ha demostrado que las
mutaciones en las regiones 5’UTR disminuyen drasticamente la expresion de
proteinas (Kuroda y Maliga, 2001). Por otra parte, la region 3’'UTR es una region
estabilizadora del mMRNA pudiendo ser similares o diferentes a las secuencias Shine-
Dalgarno; sin embargo, las regiones rio abajo del ATG son altamente dependientes
de mRNA individuales; de este modo, estas secuencias son criticas para el inicio de
la traduccion. Las regiones 3’'UTR de mRNA plastidicos son secuencias invertidas
repetidas que pueden plegarse en una estructura de tallo y asa similares a las
estructuras involucradas en la terminacién de la trascripcion en procariotas (Rott et
al.,, 1996). Se ha sugerido que la region 3’'UTR es de menor importancia para la
estabilidad del mRNA (Barnes et al., 2005); sin embargo, los niveles de mRNA son
mayoritariamente determinado por la regién 3’UTR que por la region 5’UTR (Zicker et
al., 2007). Recientemente se ha reportado el gen clpP como fuente con potencial
para la obtenciéon de secuencias reguladoras debido a los resultados mostrados en

papa (Valkov et al., 2011).
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2.2.5. Secuencias Shine-Dalgarno

La expresidn de genes plastidicos esta controlada mayoritariamente en los
niveles post transcripcionales, especialmente en el nivel de traducciéon (Eberhard et
al., 2002; Schmitz-Linneweber y Small, 2008); esta regulacién ocurre en respuesta a
factores bidticos y abidticos, y requiere coordinacién con la expresién del genoma

nuclear (Marin-Navarro et al., 2007).

Los mRNA procaridticos generalmente cuentan con regiones 5 no traducidas
(5'UTR) y secuencias Shine-Dalgarno (SD) que sirven como sitio de unién a
ribosoma (Hirose y Sugiura, 2004). La regulacién traduccional se ejerce por regiones
no traducidas rio arriba del coddn de inicio que en ocasiones son especificas para
cada mRNA (Kim y Mayfield, 2002; Marin-Navarro et al., 2007). La localizacion de la
secuencia SD rio arriba del codén de inicio es de 4-9 nucleétidos de forma o6ptima
(Baneyx, 1999); sin embargo, no todas las secuencias 5’UTR contienen la secuencia
SD a esa distancia (Ruf y Kdssel, 1988); en esos casos, proteinas especificas se
unen a la region 5’'UTR y redirigen la subunidad 30S hacia el codén de inicio o bien

hacia el siguiente AUG rio abajo (Stern et al., 1997; Hirose y Sugiura, 2004)

Los plastidos y E. coli tienen idénticas secuencias anti-SD en el final 3’ del 16S
rRNA (5’-TGGATCACCTCCTT-3’: secuencia motif anti-SD en negrita), debido a esto,
las secuencias SD ‘GGAGG’ de plastidos pueden ser reconocidas en E. coli y
viceversa (Drechsel y Bock, 2011); se ha demostrado que secuencias SD

bacterianas pueden usarse para maximizar la expresion de genes en plastidos (Ye et
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al., 2001); no obstante, aun no se conoce como las secuencias SD son reconocidas y
como su utilizacion determina la eficiencia traduccional (Drechsel y Bock, 2011); en
este sentido, los cistrones pueden procesarse eficientemente en los dos sistemas,
pero la eficiencia de traduccidén es mayor en plastidos, quiza, debido a la presencia
de proteinas ribosomales plastidicas ‘PSRPs’ que aun no estan claramente definidas
pero que explicarian por qué esas proteinas fueron adquiridas en la evolucion

(Drechsel y Bock, 2011).

Es posible utilizar multiples secuencias SD rio arriba del codon de inicio para
maximizar la traduccion; sin embargo, secuencias SD adyacentes muy juntas no
pueden ser reconocidas por multiples ribosomas al mismo tiempo (Borisova et al.,
1979). El acomodo de cuatro secuencias SD con suficiente espaciamiento (39-nt)
para la union de subunidades ribosomales 30S puede aumentar la expresién hasta
71 veces debido a que se atraen mas ribosomas; no obstante, si existe un codén de
inicio, un coddn de paro o un mini ORF entre dos SD la traduccion es deficiente
(Drechsel y Bock, 2011). No esta bien definida la correlacion entre el 5UTR, numero
de SD y el numero de codones de inicio en la estabilidad del mRNA pero genes con
expresion policistronica pueden contener secuencias candnicas SD rio arriba de
cada cistrén indicando que la iniciacion de la traduccién interna puede ocurrir (Meng
et al., 1988). En algunos casos los policistrones no tienen cortes intercistrénicos y
son eficientemente traducidos; no se ha establecido como las secuencias SD del
MRNA rio abajo son reconocidas, pero se especula que proteinas reguladoras de

traduccion estan involucradas en el proceso (Drechsel y Bock, 2011).



27

2.3. Métodos de Transformacion

La transformacion de plastidos ha sido ampliamente utilizada tanto en
investigacién basica y como para aplicaciones biotecnoldégicas. Esta tecnologia
requiere la transferencia de genes en el genoma del cloroplasto; actualmente, las
estrategias mas comunes para la insercién de transgenes en el cloroplasto con alta
eficiencia son biobalistica y polietilenglicol (PEG); la biobalistica se ha probado con
particulas de oro y tungsteno (Daniell, 1993). La biobalistica no tiene restricciones en
cuanto a la especie celular o el tamarno del ADN foraneo, secuencia o conformacion
(Altpeter et al., 2005). Reportes recientes sugieren que utilizar particulas de 0.4 ym
aumentan cuatro veces la eficiencia que utilizando particulas de 0.6 ym, ademas de
exhibir menor dafno celular (Langbecker et al., 2004); asimismo, se ha demostrado
que las particulas cargadas pueden provocar eventos de transformacién en genomas
aislados como plastidos y nucleo al mismo tiempo (Elghabi et al., 2011b); en este
sentido, recientemente se ha comprobado que puede utilizarse eficientemente en
tejidos animales (Xia et al., 2011). Por otro lado, el método por PEG es un método
eficiente que disminuye los costos de transformacion, elimina la dependencia de los
disparos de particulas (Golds et al., 1993) y disminuye el riesgo de muerte celular por
explosién y dependiendo de la especie, puede ser més eficiente que el bombardeo
de particulas (O'Neill et al., 1993); no obstante, ambos métodos son eficaces, y su

utilizacion depende del cultivo.
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2.3.1. Marcadores de Seleccion

Los experimentos disefiados para establecer una transformacion estable de
cloroplastos, requiere de genes marcadores de seleccidn que puedan expresarse por
el genoma del cloroplasto (Csepldé et al.,, 1988); actualmente existen varios genes
marcadores utilizados en el desarrollo de transgénicos, cada uno ajustable a las
necesidades del sistema de transformacién. La primer resistencia reportada fue la
utilizacion de un gen de rRNA 16S mutante que conferia resistencia a
espectinomicina (Svab et al.,, 1990a); sin embargo, la integracion estable de un gen
se reportd por Goldschmidt-Clermont (1991) con la integracion y expresion del gen
aadA en Chlamydomonas, que codifica para la enzima aminoglucésido 3-
adenililtransferasa que detoxifica la espectinomicina y estreptomicina por adenilacién
(Verma y Daniell, 2007) obteniendo en tabaco resistencias 100 veces superiores a

los mostrados por la mutante rRNA 16S (Svab y Maliga, 1993).

El gen neo se mencion6 como alternativa de seleccion confiriendo resistencia a
kanamicina (Carrer et al., 1993); sin embargo, Huang et al. (2002) menciona la
misma resistencia con el gen aphA6 con mayor eficiencia de transformacion; una
estrategia de seleccion fue utilizar un ‘double barrel’ en transformacion de algodon
(Kumar et al., 2004b) con los genes aphA6 y nptll, el primero regulado por el
promotor 16S rRNA capaz de expresarse sin luz y el segundo regulado por el
promotor psbA para expresarse en luz, asi facilitaba la detoxificacién de kanamicina
durante el dia y la noche aportando resultados ocho veces superiores al uso del gen

aphA6 solo (Verma y Daniell, 2007).
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Considerando que el 20% de las tierras irrigadas del mundo estan afectadas por
salinidad (Zhu, 2001) y que algunas plantas pueden resistirla debido al gen badh
(betaine aldehyde dehydrogenase) (Rathinasabapathi et al., 1997; Nuccio et al.,
1998) que confiere resistencia a sequia y salinidad, el proceso involucra la
conversion del compuesto téxico betaina-aldehido al componente util gly-betaina por
el gen badh obteniendo resultados en tabaco 25 veces mas eficiente que la
espectinomicina, igualmente, se ha reportado su integracion estable en zanahoria por
Kumar y Daniell (2004), esta herramienta se muestra como alternativa de seleccién
contra las desventajas de los genes de resistencia a antibidticos (Daniell et al.,
2001b). Por otro lado, el gen bacteriano bar que confiere resistencia a fosfinotricina
por expresar el gen fosfinotricina acetil transferasa (PAT) se ha analizado para su
uso como marcador de seleccién; no obstante, este gen solo confiere resistencia
cuando se introduce por seleccion del gen aadA; sin embargo, este gen no es
utilizado como selector directo de lineas transplastdmicas aun cuando expresan
niveles altos de proteina total soluble (7%) (Lutz et al., 2001; Verma y Daniell, 2007).
Asimismo, se ha utilizado el gen codA (Serino y Maliga, 1997) como marcador
negativo que cataliza la desaminacion de citosina a uracilo, el 5-fluorocitocina es
toxico para la célula que expresa citosina-desaminasa porque esta enzima convierte
5-fluorocitocina en 5-fluorouracil que es letal para las célula. Esto puede analizarse al
exponerse plantulas a medio 5-fluorocitocina con la eliminacion del gen codA con P1-

Cre-lox (Corneille et al., 2001).

En afnos recientes Li et al. (2010) mostraron que el gen cat puede utilizarse como

alternativa de seleccion al proveer resistencia al cloranfenicol; aunque muestra poca
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eficiencia comparado con los actuales marcadores basados en la incorporacion de
gen aadA (Svab y Maliga, 1993); sin embargo, ofrece la ventaja de no producir
mutantes resistentes espontaneas; asimismo, se han reportado cuatro mutaciones
puntuales en el 23S rRNA de Nicotiana plumbaginifolia que le confieren resistencia a
lincomicina pudiendo utilizarse como gen marcador de seleccion (Csepld et al.,

1988).

Los marcadores de seleccién se eligen de acuerdo a aspectos como autonomia
celular y portabilidad, algunos marcadores son dominantes como el gen aadA y otros
son recesivos como las mutaciones puntuales en los genes del RNA ribosémico (rrnS
y rmlL). Los marcadores dominantes son de particular importancia en
transformaciones de plastomas poliploides porque incrementan la frecuencia de
transformacion; debido a que tienen un efecto desde las primeras etapas de
seleccidn a pesar de estar integrados en pocos plastomas, los marcadores recesivos
tienen menor eficiencia en la transformacién y solo son eficientes si en la
segregacion aleatoria, el plastido cuenta con suficientes copias de plastoma
transformado (Kindle et al., 1991; Newman et al., 1991; Carrer y Maliga, 1995). Por
otro lado, los genes marcadores y los genes de interés pueden ser incorporados al
genoma bajo un solo promotor pues los RNAs policistronicos son eficientemente
traducidos en plastidos (Staub y Maliga, 1995); asimismo, es posible generar una
fusion traduccional entre un gen de resistencia y un gen reportero como proteina
verde fluorescente (GFP) para evitar el enmascaramiento fenotipico de las células
transformadas (Khan y Maliga, 1999) eficientando el proceso de seleccion del tejido

transformado.
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2.3.2. Seleccion y regeneracion

2.3.2.1. Estado heteroplasmico y estado homoplasmico

El ADN introducido en el cloroplasto de un sistema heterdlogo puede integrarse
por medio de recombinacién homadloga (Boynton et al., 1988) dentro de uno o0 mas
moléculas de ADN cloroplastidico. La integracion de ADN reemplaza por
recombinacion homdloga, segmentos de ADN del genoma original. Los genes o
fragmentos de ADN que no muestran homologia en las moléculas de ADN del
huésped pueden insertarse dentro del genoma del huésped como parte de una
secuencia construida con vectores que contienen regiones adicionales con
homologia del huésped (Erickson, 1996; Daniell, 2006a). Las células transformadas
inicialmente son consideradas heteroplasmicas porque en la poblacion de ADN

cloroplastidico no todas son homogéneas (Daniell, 1993).

Durante el crecimiento vegetativo, tal como ocurre en la formacién de una colonia
de células sobre un medio sélido, las células hijas pueden recibir una mezcla de ADN
de ambos tipos de genoma cloroplastidico (Maliga, 2001). La segregacion rapida de
los genomas cloroplastidicos durante el crecimiento de las plantas ha sido
ampliamente documentada (Birky et al, 1983). Los factores que median tal
segregacién pueden incluir la organizacion de ADN de cloroplastos en los
nucleoides, los cuales son adheridos a los cloroplastos y pueden segregarse como
una unidad; también, la recombinacién o la conversion de genes dentro y entre los

nucleoides, asi como la replicacidn relajada permite que ambas moléculas de ADN,
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madre e hija, puedan utilizarse como templado durante la replicacion de ptDNA;
eventualmente, las células hijas contendran solo un tipo de moléculas de ptDNA: el
genoma original de la célula huésped, o con introduccion del ptDNA recombinante,
cuando todas las células llegan a tener solo un tipo de genoma se les considera
homoplasmicas (Erickson, 1996). Si todas las células son viables, las colonias
transformantes pueden contener células homoplasmicas y células heteroplasmicas
(Maliga, 2003). Trasferir una colonia de células dentro de un medio liquido y
subsecuentemente realizar rondas de seleccion, usualmente resulta en estados
homoplasmicos (McCabe et al., 2008; Maliga, 2012). La heteroplasmia es
usualmente una condicion inestable, aunque condiciones estables se han reportado
cuando la presion selectiva requiere la presencia de los dos genomas en el

cloroplasto (Goldschmidt-Clermont, 1991; Yu y Spreitzer, 1992; Liu et al., 1993).

Las lineas de células transformantes de interés para el estudio, deben a menudo
ser homoplasmicos y estables. La homoplasmia puede verificarse por analisis
moleculares comparado con células no transformadas (Erickson, 1996), tal
verificacion es importante cuando las lineas transformantes muestran bajos niveles
de actividad comparado con plantas de tipo silvestre; estados heteroplasmicos
podrian producir bajos niveles de actividad de los transgenes debido a que no todos
los genomas estan transformados (Tungsuchat-Huang et al.,, 2010). El uso de
analisis por PCR han permitido amplificar las regiones de ADN presentes en la célula
con extremadamente bajos niveles en una mezcla heterogénea de ptADNs (Daniell

et al., 2005a; Daniell, 2007; Liu et al., 2007).
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2.4. Aplicaciones Actuales de la Biotecnologia Plastidica

2.4.1. Aplicaciones Basicas

Actividades que ocurren en los cloroplastos son a menudo el secuestro de
carbén, produccién de almidon, evolucidén oxigénica, sintesis de aminoacidos, acido
graso y pigmentos y la puerta del metabolismo de azufre y nitrégeno (Sugiura, 1992;

Ruf et al., 2001; Verma y Daniell, 2007; Wang et al., 2009; Wani et al., 2010).

La ingenieria genética ha tenido su desarrollo como ciencia basica para estudiar
la funcionalidad de los genes plastidicos asi como mecanismos regulatorios de
transcripcion, traduccién y edicidon del ptDNA y para estudios de fotosintesis y
evolucién (Daniell, 1993; Burrows et al., 1998; Daniell, 1999; Barkan y Goldschmidt-
Clermont, 2000; Maliga, 2002); en este sentido, la transformacién plastidica juega un
rol importante en el entendimiento de los procesos de edicién de RNA (Bock, 2001).
En plastidos de plantas superiores, mucha informaciéon que involucra factores
proteinicos ha sido descubierta de forma indirecta; la existencia de especies
especificas, la especificidad del organelo y los factores sitio especificos han sido
inferidos de experimentos; por ejemplo, la evidencia de un transfactor de edicion sitio
especifico se obtuvo cuando una secuencia del psbE se incorpord en plastidos de
tabaco donde esta no fue editada previamente (Bock y Koop, 1997); sin embargo, se
propuso que cada especie tiene la capacidad para editar sitios (Wang et al., 2009).
Dada la importancia del estudio de factores inherentes a la edicién de ARN y ADN,
nuevos estudios seran enfocados en el entendimiento del rol del proteinas en

plastidos debido a que la edicion de las secuencias podria ser un mecanismo
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regulatorio en la produccién de multiples proteinas del mismo gen (Hoch et al., 1991;
Wang et al, 2009). La ingenieria genética de cloroplastos podria ayudar al
entendimiento de como ocurrieron los procesos evolutivos que se llevaron a cabo en
la maquinaria celular; asimismo, podria ayudar a entender como mecanismos
implicaos en fotosintesis estan intimamente ligados a la transcripcion de ADN y a su
traduccién hasta proteinas posiblemente mediadas por proteinas asociadas a
nucleoides, el entendimiento de los procesos que ocurren a nivel transcripcional
podrian proporcionar informacion sobre los procesos que ocurren en otros genomas
0 porque los procesos de metilacion para el silenciamiento de genes no ocurre en el

cloroplasto aun cuando las expresiones proteinicas son muy altas.

2.4.2. Investigaciones Aplicadas

La transformacion genética de cloroplasto se ha enfocado en la obtencién de
organismos con capacidad de generar proteinas de interés; actualmente se han
reportado mas de 100 transgenes integrados establemente en el plastoma (Verma y
Daniell, 2007) incluyendo genes que codifican para enzimas con valor industrial,
biomateriales, biofarmacéuticos, anticuerpos, antibiéticos, vacunas, antigenos vy
genes de importancia agronémica (Bock, 2007; Verma et al., 2010; Del et al., 2012;
Nguyen et al., 2013) con niveles de expresion de hasta 70% de proteinas solubles en

la hoja (Oey et al., 2009a; Maliga y Bock, 2011).
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2.4.2.1. Acumulacion de proteinas recombinantes

Los cloroplastos presentan una habilidad para eficientar la trascripcion vy
traduccién de los operones (De Cosa et al., 2001; Lossl et al., 2003; Ruiz et al., 2003)
asi como conferir una sobre expresion de proteinas (Dhingra et al., 2004); asimismo,
son capaces de acumular proteinas foraneas que son toxicas en el citoplasma, como
la subunidad B de la toxina del Cdlera (Daniell et al., 2001a), trealosa (Lee et al.,
2006b) asi como xilanasa sin efectos secundarios debido a la compartimentalizacion
de los productos de los transgenes (Bogorad, 2000; Maliga, 2004); sin embargo, la
sintesis de otras proteinas no se detectan aun cuando puedan acumularse los
productos de sus transcripciones, sugiriendo que el sistema de traduccién de los
cloroplastos es distinto a los de las bacterias y citoplasmas eucariéticos (Drechsel y
Bock, 2011). Los niveles de expresion proteinica de los transgenes plastidicos
dependen de la abundancia de mRNA determinada por la potencia del promotor y de
la cantidad de tRNA, mientras que la estabilidad del mMRNA depende de la estructura
secundaria de tallo-asa en la regién 5-3'UTR y su interaccion con proteinas
asociadas al ARN (Barkan y Goldschmidt-Clermont, 2000). Un analisis reciente sobre
transcripcion y traduccién de genes plastidicos durante la maduracién en frutos de
tomate, ha mostrado que muchos genes plastidicos son drasticamente regulados
durante este periodo (Kahlau y Bock, 2008); la alta regulacién impide que aun con la
utilizacién de promotores eficientes como 16S rRNA (que abarca tanto a PEP como a

NEP) no mejoran los niveles de transcripcion (Lee et al., 2006a).
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Estudios recientes indican que la sobreexpresion proteinica puede interactuar
con metabolitos del cloroplasto; por ejemplo, los altos niveles de expresién de las
enzimas celuliticas causa multiples fenotipos mutantes de las plantas
transplastémicas, debido a que secuestran intermediarios que intervienen en el
metabolismo de carbohidratos en el cloroplasto (Petersen y Bock, 2011), lo que
explica porque la baja expresidbn enzimatica provee pocos fenotipos aberrantes
(Tregoning et al., 2003; Glenz et al., 2006). Petersen y Bock (2011) postularon que
podria disminuirse este efecto al integrar los transgenes en regiones con senales de
expresién poco activas. De igual forma el uso de elemento reguladores de genes
heter6logos reduce sustancialmente la expresion de los transgenes debido a la
inestabilidad de la transcripcién, diferencias de afinidad de proteinas asociadas a
ARN vy una reduccion de la traduccion (Ruhlman et al., 2010), el efecto de estos
elementos reguladores podrian analizarse bajo la degradacion in vivo de RNA, la
desventaja es que los intermediarios no se acumulan en altos niveles como para ser

detectados (Zicker et al., 2007).

2.4.2.2. Biofarmacéutica

El uso de plantas para producir componentes quimicos con interés nutricional y
farmacéutico ha aumentado al grado de ser catalogadas como un sistema promisorio
para la produccion de proteinas terapéuticas, tanto humanas como de animales y su
produccion va aumentando considerablemente (Chen et al., 2005; Becerra-Moreno et
al., 2012). Desde sus inicios con la expresidén de la hormona de crecimiento (clonada

posteriormente en cloroplastos de tabaco) la biofarmacéutica ha desarrollado
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multiples tratamientos proteinicos que en el 2007 la posicionaron con el 10% del
mercado (Barta et al., 1986; Staub et al., 2000; Lowe y Jones, 2007). Con énfasis en
los problemas que atacan a la poblacion en afos recientes, se han sobreexpresado
proteinas hpv-1 (cancer cervical) con 24% de proteina total soluble (PTS)
(Fernandez-San Millan et al., 2008); la albumina del suero humano con expresién del
11.1% sin degradacioén proteolitica fue un avance sobresaliente debido a los bajos
costos de produccion y a la susceptibilidad que presenta a la protedlisis (Fernandez-
San Millan et al., 2003); en este sentido, se han llevado a cabo investigaciones con
VIH (proteina p24) y la creacién de vacunas idiotipicas para ciertos linfomas
(McCormick et al., 2008; Zhou et al., 2008). Por otra parte, en 2004 se produjo la
primer vacuna epitope en cloroplastos al sobreexpresar el péptido 2L21" que
confiere proteccion a perros contra el parvovirus con 31.1% de la proteina total
soluble (PTS) (Molina et al., 2004), igualmente se ha demostrado que la aplicacion
de vacunas en base de plantas pueden suministrarse con resultados equiparables al
tratamiento normal como se constaté con la expresion del fragmento C de la toxina
tetanica; asimismo, las plantas puede formar proteinas que se utilizan en el

tratamiento de enfermedades alérgicas y autoinmunes (Ma y Jevnikar, 2008).

Los plastidos tienen capacidad para generar modificaciones postraduccionales
de proteinas foraneas aunque el proceso es poco conocido (Glenz et al., 2006); sin
embargo, a la fecha se han expresado 23 antigenos contra 16 diferentes organismos
(bacterias, virus y protozoarios) con altas tasas de inmunizacion (pe. Bacillus
anthracis, Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Plasmodium spp.) (Davoodi-Semiromi et

al., 2009); en este sentido, las proteinas expresadas en cloroplasto pueden ser
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estables durante largos periodos de tiempo, como se demostré6 con epitopes de
Staphylococcus aureus (Dreesen et al., 2010). Plantas como tabaco, algas, tomate,
papa, zanahoria, berenjena entre otras, se han utilizado como biorreactores, aunque
algunos autores aun mencionan al maiz como un biorreactor promisorio (Sidorov et
al., 1999; Ruf et al., 2001; Dufourmantel et al., 2004; Ramessar et al., 2008; Singh et
al., 2010; Becerra-Moreno et al., 2012). La funcionalidad de las proteinas
terapéuticas generadas a partir de ingenieria de cloroplasto ha sido demostrada en
multiples ensayos, por lo que se prevé que las terapias basadas en proteinas
recombinantes se posicionen como el principal recurso contra diferentes
enfermedades debido a la especificidad de las moléculas asi como su sensibilidad,
bajo costo y eficiencia de produccién; por lo tanto, nuevas investigaciones sobre
proteinas de expresién cloroplastidica tendran un repunte en afos venideros (Daniell,

2006b; Mayfield et al., 2007).

2.4.2.3. Ingenieria metabdlica

La ingenieria metabdlica para maximizar la produccién de un metabolito con uso
industrial o farmacéutico es un objetivo importante en la ingenieria de cloroplasto, en
el cual, se requiere una expresion concertada de multiples genes (Kumar et al., 2012;
Lu et al., 2013) y disefio de elementos intercistronicos que permitan la expresion
policistronica (Zhou et al., 2007); sin embargo, presenta complicaciones como la
presencia de isozimas en una ruta metabdlica lo cual hace imperativo el
conocimiento preciso de la ruta en si (Shumskaya et al.,, 2012). No obstante, la

ingenieria de cloroplasto se ha utilizado eficientemente en la expresion de genes
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para omega-3 (Nguyen et al., 2013), desaturasas de omega-6 (Sato et al., 1997),
tocoferoles y tocotrianoles (Lu et al., 2013), flavodoxinas (Zurbriggen et al., 2008), asi
como para maximizar la produccion de biomasa y su hidrélisis (Fouad y Altpeter,
2009; Verma et al., 2013). Por otro lado, la ingenieria metabdlica también se ha
utilizado con fines energéticos para maximizar sustratos para biocombustibles donde
se han logrado plantas con inusuales perfiles de &acidos grasos, incremento en
aceites asi como produccién de alcoholes (Radakovits et al., 2010; Rogalski y Carrer,
2011), aunque también se ha hecho enfoque en rutas de isoprenoides (Kumar et al.,
2012) y terpenos (Wu et al., 2012); en este sentido, se ha logrado eficientar la ruta de
carotenoides por medio de la insercidon de genes para licopeno-B-ciclasa y fitoeno
sintasa en tomate (Fraser et al., 2007; Apel y Bock, 2009), zanahoria (Jayaraj et al.,
2008), tabaco (Hasunuma et al., 2008) y Chlamydomonas (Leon et al., 2007); y es
prudente considerar que en un futuro se potencialice la produccién de vitaminas en

plantas (Fitzpatrick et al., 2012; Pourcel et al., 2013).

2.4.2.4. Aplicaciones agronémicas

Las plantas transplastomicas se han ido incrementando debido a la posibilidad
de generar una sobreexpresion de proteinas foraneas con nulos efectos epigenéticos
y la posibilidad de contener los transgenes evitando contaminaciones (Ruhlman et

al., 2010).

El mejoramiento de cultivos via cloroplasto, manifiestan alta expresion de los

transgenes dependiente de la especie (tomate, 50%, col 3.2-5.2%), de la regién
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intergénica utilizada y de las regiones estructurales tales como promotores, 5 y
3'UTR, entre otros (Kang et al., 2003; Viitanen et al., 2004) pero independientemente
del transgen insertado (Oey et al., 2009b). EI mejoramiento agricola se ha abierto a
la integracidén de transgenes al permitir sobreexpresar rutas biosintéticas de interés
econdmico como la hidrolisis de biomasa (Petersen y Bock, 2011) mediada por la
expresion del gen B-mannanasa de Trichoderma reesei en tabaco (Agrawal et al.,
2011) o la induccién de carotenoides mediada por licopeno a provitamina A reportado
en tomates (Apel y Bock, 2009); sin embargo, el mejoramiento en la agricultura
ocurre no solo para maximizar un factor vitaminico, sino también por la necesidad de
proteccion de cultivos, lo que ha ayudado a la integracién de genes de proteinas
insecto-letales como Bt ‘cry2Aa2’ que confiere resistencia a las plantas contra plagas
y la sobreexpresién de esta proteina, se muestra letal para insectos Bt-resistentes;
asombrosamente la sobreexpresion del operén de la misma proteina puede formar
insecticidas en cristales (Kota et al., 1999; De Cosa et al., 2001; Chakrabarti et al.,
2006), en adicion, la transplastémia puede conferir proteccion contra bacterias y
hongos al expresar péptidos antimicrobianos (DeGray et al., 2001). Sin embargo, los
enemigos naturales de un cultivo no Unicamente son organismos vivos, Sino que
también el ambiente juega un papel preponderante en el desarrollo 0 muerte de las
plantas, por lo que se han ideado mecanismos para asegurar resistencias a
ambientes extremos como la expresion del gen de Betaina aldehido deshidrogenasa
(Kumar et al., 2004) para conferir resistencia a salinidad o bien para maximizar la
descontaminacion de metales pesados del ambiente como el mercurio por las
plantas a través de una mayor absorcién por las raices, la translocacion de brotes y

la volatilizacién (Hussein et al., 2007; Ruiz y Daniell, 2009).
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El futuro del mejoramiento genético transplastomico aun tiene algunos
obstaculos pues estudios recientes indican que la sobreexpresion de proteinas
puede interactuar con los intermediarios de las rutas metabdlicas causando fenotipos
mutantes (Petersen y Bock, 2011), esto aunado a que la embriogénesis somatica ha
tenido éxito en dicotiledéneas logrando un estado homoplasmico, lograr este estado
en monocotiledéneas ha sido bastante dificil; este es uno de los mayores obstaculos
del avance de la ingenieria de plastidos en cultivos de interés agronémico (Clarke y
Daniell, 2011); si bien no se ha logrado aun identificar un método por el cual se
integren transgenes a todas las especies de plantas, el uso de cultivos de interés
agronémico se ha mostrado prometedor para interactuar con el aspecto
biofarmacéutico (Daniell et al., 2009), abordando un nuevo enfoque en biotecnologia

de cultivos agricolas.

2.4.2.5. Enzimas hidroliticas de paredes celulares

Las paredes celulares de plantas son una estructura compleja, dinamica y
sofisticada con roles centrales en el crecimiento, desarrollo y la forma de las plantas.
Debido a esto, las paredes juegan un rol importante en la respuesta al estrés del
ecosistema y contra el ataque de microorganismos (Soriano et al., 2006; Sgrensen et
al., 2010; Verma et al., 2010; Gray et al., 2011); la pared celular esta comunmente
integrada por una pared primaria compuesta por celulosa, pectina, hemicelulosa y
una pared secundaria producida por cesacion de células en expansion provenientes
de células especializadas; esta constituida por celulosa formando multiples hojas

embebidas en una matriz de lignina y hemicelulosa (Cosgrove, 1993). De los
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constituyentes de la pared celular, la celulosa es unicamente estructural; este
polimero es el mayor carbohidrato sintetizado por las plantas constituyendo cerca del
40% de peso de la biomasa con estructuras unidas de polimeros lineares de glucosa
con enlaces B-1,4 de 100 a 14000 residuos (Beguin y Aubert, 1994; Ragauskas et al.,
2006). Actualmente, la celulosa es usada en la industria del papel, fibras textiles
hechas de algoddn, aislantes, material de construccion, en el procesamiento de
alimentos o como aditivos en crecimiento de hongos; sin embargo, los residuos de
celulosa son encontrados en desechos de actividades humanas, que aunque no son
peligrosos, la acumulacion de esos productos constituyen un deterioro del
ecosistema (Hoondal et al., 2002; Petersen y Bock, 2011; Jung et al., 2013); por otro
lado, la lignina (resultado del acoplamiento oxidativo de 4-hidroxifenilpropanoides) es
el componente de la pared celular vegetal mas abundante de la biosfera y de los
residuos mas voluminosos que produce nuestra sociedad que aunque no es tdxico,
la naturaleza heterogénea y recalcitrante de los residuos celulésicos presenta un
gran obstaculo para los procesos de conversion convencionales (debido al
entremezclado de lignina con residuos hemicelulésicos formando una matriz que
rodea las microfibrillas de celulosa, impidiendo que enzimas actien en la hidrélisis de
los polisacaridos como celulosa y hemicelulosa) (Jung et al., 2010; Verma et al.,
2010; Espinoza-Sanchez et al., 2015); sin embargo, el disefio de nuevas estrategias
de procesamiento estimulado por la disminucion de las reservas de petroleo, podrian
convertir la biomasa celuldésica en biocombustibles, ademas de procesar materia
prima para la industria del papel (Cosgrove, 2005; Bayer et al., 2007; Gomez et al.,

2008).
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Debido a que la pared celular comprende mas del 90% del peso seco de las
plantas superiores, se hace preponderante encontrar un método eficiente que
permita obtener los residuos de la celulosa (Petersen y Bock, 2011); por este motivo,
nuevas investigaciones se enfocan en la manipulacion de los niveles de expresion de
las enzimas involucradas en la degradacion de paredes celulares ya sea por la
expresion de genes homélogos o heterdlogos en antisentido o bien por la supresion
de los genes involucrados en la sintesis de los componentes (Dwivedi et al., 1994;
Chen y Dixon, 2007; Li et al., 2008). En este sentido, los microorganismos son
eficientes en el proceso de conversiéon por lo que se convierten en una fuente
importante de enzimas que pueden utilizarse por la ingenieria genética (Wei et al.,
2009); por tal motivo, la expresion de este tipo de enzimas se ha reportado para
sistemas bacterianos (por la simplicidad, bajos costos y cortos tiempos de estos
sistemas de expresion) (Maliga y Bock, 2011); si bien existen reportes previos
utilizando tecnologia transplastomica para expresion de enzimas hidroliticas como
GH10 (Xyl10B), B-glucosidasa, exoglucanasa, endoglucanasas y xyloglucanasa (11-
15% PTS) y enzimaticamente activas sin efectos colaterales (Verma et al., 2010; Kim
et al., 2011; Petersen y Bock, 2011), si existen reportes de efectos negativos al
sobreexpresar endoglucanasas (40% PTS) (Petersen y Bock, 2011). Debido a las
limitadas investigaciones enfocadas en la produccién y sobreexpresion de enzimas
hidroliticas en los compartimientos cloroplastidicos, asi como en la evaluacion de su
actividad enzimatica, hacen preponderante incursionar en esta vertiente
(Tungsuchat-Huang et al., 2010; Verma et al., 2010; Kim et al., 2011; Petersen vy

Bock, 2011).
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Para la produccion industrial, se han requerido nuevas fuentes de enzimas vy los
microorganismos han sido utilizados tanto como fuente y como bioreactores (Beguin
y Aubert, 1994; Wei et al., 2009); sin embargo, la produccion de enzimas no es
eficiente y se requieren nuevas técnicas (Cosgrove, 2005; Bayer et al., 2007; Gomez
et al., 2008); por tal motivo, considerando que las plantas transplastomicas han sido
eficientemente probadas en la expresién de mdultiples proteinas (Bock, 2007; Verma
et al., 2010) y que muestran sobreexpresiones de hasta el 70% de PTS (Oey et al.,
2009a; Maliga y Bock, 2011), hacen de esta una tecnologia promisoria para la
obtencién de altos niveles de enzimas de interés con impacto ambiental (Maliga,

2004; Daniell et al., 2005c; Chen y Dixon, 2007; Maliga y Bock, 2011).

2.4.2.6. Métodos de accidon de enzimas hidroliticas: pectin liasas, manganeso

peroxidasas y celulasas

Para la degradaciéon de polimeros de paredes celulares, se requieren cocteles de
enzimas capaces de degradar eficientemente estos polimeros, las cuales se
encuentran comiunmente en bacterias y hongos. De los constituyentes estructurales,
la degradacién de pectina se realiza por la pectin liasa (EC 4.2.2.2), endoglucanasa
Ca*?-dependiente con multiples subfamilias (PL1, PL2, PL3 y PL9) (Shevchik et al.,
1997; Cantarel et al., 2009; Hassan et al.,, 2013), esta involucrada en factores de
virulencia de patégenos de plantas y en la ruptura de uniones especificas a(1—4) de
acido poligalacturdnico, principal componente de la pectina de las paredes celulares,
liberando 4,5-insaturados di y trigalacturonatos de varios pectatos (Barras et al.,

1994; Herron et al., 2000). En el caso de la lignina, componente principal de la pared
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celular, algunos hongos utilizan un coctel de enzimas (lacasas ‘Lac”, lignin
peroxidasas ‘LiP’ y manganeso peroxidasas ‘MnP’) capaz de degradar la lignina
eficientemente; de estas, las MnP’s muestran alta homologia de sus secuencias
primarias con respecto a otras ligninasas (Gold y Alic, 1993; Irie et al.,, 2000;
Davarpanah et al, 2012) removiendo un electron de una fraccion de fenol de la
lignina para generar un fenoxi radical y oxidarlo de Mn®* a Mn®" estabilizandose por
acidos organicos quelantes lo cual facilita la degradacién de compuestos fenélicos en
presencia de H.O, (Nagai et al., 2007). La lignina es la fuente mas importante de
polimeros aromaticos en la naturaleza y su descomposicidon es necesaria para el
reciclado de carbdn; ademas, la actividad de MnP’s es importante en la conservacion

del ecosistema (Sanchez, 2009; Wong, 2009).

En el caso de la celulosa, la degradacion requiere un consorcio de enzimas que
incluyen endo-B-glucanasas (1,4-B-D-glucan 4-glucohidrolasa ‘EC 3.2.1.4’),
exoglucanasas (1,4-B-D-glucancelobiohidrolasa ‘EC 3.2.1.91°), glucanglucohidrolasas
(1,4-B-D-glucanglucohidrolasa ‘EC  3.2.1.74’), y  B-glucosidasas  (B-D-
glucosidoglucohidrolasa ‘EC 3.2.1.21’), esas enzimas son naturalmente producidas
por un amplio espectro de bacterias y hongos. Esas enzimas usualmente existen
como celulosomas unidas a la pared celular de bacterias pero secretadas al
ecosistema por los hongos (Juturu y Wu, 2014). En la degradacién de la celulosa, las
endoglucanasas hidrolizan aleatoriamente los enlaces glucosidicos resultado en una
decremento de la longitud de polimeros y un incremento gradual en la concentracion
de azucares reducidos (Wood y Bhat, 1988; Beguin y Aubert, 1994), seguido por

exoglucanasas que hidrolizan las cadenas de celulosa removiendo celobiosa de los
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finales reducidos o no reducidos (Teeri, 1997); posteriormente, [B-glucosidasas
hidrolizan la celobiosa para finalmente liberar D-glucosa (Rixon et al., 1992; Goyal y
Eveleigh, 1996). En este sentido, estas enzimas son actualmente la tercera enzima
industrial a nivel mundial y su produccién esta enfocada para el procesamiento de
algodon, el reciclado del papel, como detergente, extraccidn de jugos y como aditivos

a alimentos de consumo animal (Beguin y Aubert, 1994; Wilson, 2009).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Material Vegetal

Se utilizaron plantas estériles de tabaco (Nicotina tabacum var. Petitte havana)
como bioreactores. Las semillas de tabaco se sembraron en Peat moss®, y se
hicieron crecer en invernadero para caracterizar el fenotipo silvestre y se
mantuvieron hasta maduracion. Las semillas obtenidas fueron germinadas bajo
condiciones estériles en medio RM desinfectadas bajo las siguientes condiciones:
tres lavados con agua destilada por 1 min en agitacion constante, un lavado con
etanol al 70% durante 30 s, un lavado con etanol al 100% durante 10 s, tres lavados

con agua destilada estéril, un lavado con sulfato de cobre 1%.

3.1.2. Cepas de Escherichia coli

Para el mantenimiento y propagacién de plasmidos se utilizaron células

competentes de Escherichia coli DH5a (Invitrogen®, Carlsbad CA, EUA).
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3.2. Métodos

3.2.1. Cepas de E. coli

Las células se prepararon inoculando 5 ml de medio de cultivo LB con cepas de
E. coliDH5a y crecidas 15 h a 37°C. Posteriormente, se utilizd6 1 ml del cultivo inicial
para inocular 100 ml de medio LB y se colocaron a 37°C en agitacién constante
hasta obtener una densidad éptica de 0.35-0.4 (ODggo). EI medio se colocé en tubos
Falcon® de 50 ml previamente frios (4°C) y centrifugados a 4000 rpm por 14 min a
4°C. El sobrenadante se decant6 y la pastilla se resuspendié en 10 ml de MgCl, 100
mM frio, posteriormente centrifugado a 3000 rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante
se decanté y la pastilla se resuspendié en 20 ml de CaCl,100 mM; la suspension se
colocé en hielo por 20 min. La suspension fue centrifugada a 3000 rpm por 15 min a
4°C. Se decantd el sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 5 ml de CaCl, 85
mM, 15% glicerol, y se centrifugd nuevamente a 2100 rpm por 15 min a 4°C,
posteriormente el sobrenadante retird y la pastilla se resuspendié en 2 ml de CaCl,
85 mM, 15% glicerol (OD de células ~200-250), 50 ul de células competentes se

colocaron en tubos Eppendorf®de 1.5 ml y congeladas a -80°C.

3.2.2. Aislamiento de ADN Plasmidico (Miniprep)

Los ADNs plasmidicos se extrajeron de E. coli por el método de lisis alcalina.
Cultivos bacterianos de la cepa DH5a se hicieron crecer en placas LB
suplementadas con antibidticos para la seleccion de clonas transformantes e

incubadas a 37°C por 16 h. Las células se colectaron y resuspendieron en 70 ul de
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agua destilada estéril, posteriormente se adicionaron 350 ul de TENS (10 mM Tris-
HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1 M NaOH, 0.5% SDS); la solucion se mezclé por
inversién de tubo y se reposaron 3 min, después de los cuales se le adicionaron 150
ul de acetato de sodio 3.0 M pH 5.2 y mezclados suavemente por inversién; los tubos
se colocaron en hielo por 5 min para precipitar proteinas y el ADN cromosomal.
Posteriormente se centrifugd a 13 200 rpm durante 5 min a 4°C, el sobrenadante se
recuperd en un tubo Eppendorf® de 1.5 ml y se le adicionaron 700 ul de etanol
absoluto centrifugandolo posteriormente a 13 200 rpm durante 10 min. Las pastillas
obtenidas se lavaron con 500 ul de etanol 70% y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Las pastillas se resuspendieron con 20 ul de agua destilada estéril y

cuantificados (~7 000 ng).

3.2.3. Transformacion de E. coli

La transformacion de células de E. coli se realizd por choque térmico, 100 ng de
ADN plasmidico se colocaron en 50 ul de células competentes de E. coli DH5a,
mezcladas y colocadas en hielo por 15 min. Posteriormente el tubo se someti6é a
choque térmico a 42°C por 60 s y posteriormente se colocd en hielo por 5 min; 500 u
de medio LB se adicionaron a la transformacion y se colocaron en agitacion por una
hora. Transcurrido este periodo, las células se sometieron a centrifugacion a 13 200
rom durante 11 s y se descartaron 150 ul de medio, los 150 ul restantes se colocaron
en caja Petri con medio LB suplementado con ampicilina 100 mg L ml™ e incubadas a

37°C por 16 h.
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3.2.4. Vectores de Transformacion de Cloroplastos

Los genes se insertaron en los sitos EcoRI/Hindlll del sitio multiple de clonacion
del vector pPRV111A (Zoubenko et al., 1994) que contiene los genes rrn16S/3’rps12
como sitios de recombinacién homologa en la zona de repetidos invertidos (IRA/IRB);
asimismo, el vector cuenta con el gen aadA (aminoglucésido 3”-adenililtransferasa)
como gen marcador de seleccion que confiere  resistencia a
espectinomicina/estreptomicina y un sitio multiple de clonacién (MCS). Se utilizé el
vector pUC57 que contiene el gen AmpR (resistencia a ampicilina) como gen

marcador de seleccién como vector de replicacién en E. coli.

3.2.5. Clonacion de los Genes de Interés en los Vectores de Expresion para

Cloroplastos

Se utilizaron cinco genes para las construcciones de los vectores de expresion:
el gen que codifica para pectin liasa (PelA) de Streptomyces thermocarboxydus
(GenBank: AB513441) (Tonouchi et al., 2010), el gen que codifica para manganeso
peroxidasa isozima H3 (MnP-2) de Phanarochaete chrysosporium (GenBank:
U10306) (Orth et al., 1994), B-glucosidasa (Bgl 1) de Aspergillus niger (GenBank:
AJ132386) (Dan et al., 2000), celulasas tipo A (CelA) y celulasa tipo B (CelB) de

Thermotoga neapolitana (GenBank: U93354) (Bok et al., 1998).

El gen PelA (804 pb) se disend y sintetizé flanqueado por el promotor rrn16S (P)
y terminador rbcL (T); incluyendo a la secuencia Shine-Dalgarno (SD) y la secuencia

lider del gen rbcL (LS) en el extremo 5” de la regién codificante del gen (Prrn16S,
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SD, LS rbcL, PelA, Trbcl). El casete completo se sintetizdé flaqueado por los sitios
EcoRI/Hindlll para ser escindido del vector pUC57 y clonado dentro de los mismos
sitios en el vector pPRV111A; adicionalmente, la region codificante del gen PelA se
flanque6 con secuencias de reconocimiento de enzimas 5 Nhel/3’Xbal para poderlo
reemplazar dentro del vector por los genes MnP-2, Bgl1 y el dicistron CelA/CelB; en
este Ultimo, adicionales a los sitios Nhel/Xbal incorporados al gen CelA-CelB, se
incorporaron sitios Scal/Clal al inicio/final del gen CelA y Smal/Hpal al inicio/final del
gen CelB para poder recuperar cada gen (CelA y CelB) por separado para evaluar el
mensajero de forma monocistrénica; los CD’s completos se disefiaron de acuerdo al

codoén de uso del genoma del cloroplasto (Sinagawa-Garcia et al., 2009).

Las secuencias de cada uno de los genes se disefiaron in silico utilizando el
programa Serial Cloner 2.6.1 y sometidas a eliminacion de sitios de restriccién no
deseados mediante mutaciones puntuales silenciosas (gen PelA: sitio Xbal 1216
pb/3’UTR; gen Bgl 1: sitio Nhel 1611 pb, 2166 pb; y gen CelA-CelB: sitio Hindlll, 381
pb, EcoRIl, 1284 pb). Las secuencias se enviaron a la comparnia GeneScript (New

Jersey, USA) para su sintesis y clonacién dentro del vector pUC57.

3.2.6. Transformacion Genética de Cloroplasto

3.2.6.1. Preparacion de particulas de oro

Para la transformacién genética de cloroplastos de tabaco se utilizd el método de
transformacion por biobalistica, 30 mg de microparticulas de oro de 0.6 yum (Bio-Rad,

Miinich, Alemania) se colocaron en un tubo Eppendorf® de 1.5 ml. Se agregé 1 ml de
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etanol al 70% a 4°C y se mezcl6 en voértex vigorosamente por 5 min. Las particulas
se dejaron reposar por 15 min a temperatura ambiente, posteriormente se
centrifugaron a 3000 rpm durante 1 min, se descarté el sobrenadante y se adiciond 1
ml de agua estéril a 4°C y se mezcld en vértex por 1 min. Se incubaron las particulas
a temperatura ambiente por 10 min, se centrifugaron las particulas a 3000 rpm
durante 1 min y descart6 el sobrenadante (estos lavados se repitieron dos veces). Se
adicion6 1 ml de etanol absoluto y se mezcld en vortex por 1 min. Se precipitaron las
particulas a temperatura ambiente durante 10 min, se centrifugaron a 5000 rpm por 5
min y descart6 el sobrenadante para finalmente resuspender las particular en 500 ul
de glicerol al 50%. La concentracién final de las particulas fue de 60 mg ml™ y se

almacenaron temperatura ambiente.

3.2.6.2. Preparacién de material utilizado para bombardeo

La pistola y el material utilizado en el bombardeo de hojas de tabaco, se
esterilizaron con etanol absoluto y secando en campana de flujo laminar a

temperatura ambiente.

3.2.7. Metodologia para el Bombardeo de Hojas de Tabaco

3.2.7.1. Cobertura de particulas de oro con el ADN plasmidico

Para el bombardeo de hojas de tabaco, ADN plasmidico se obtuvieron utilizando
columnas QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante e incorporado a particulas de oro de 0.6 um.
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Se utilizaron 500 ul de particulas de oro preparadas previamente en glicerol al
50%, se mezclaron vigorosamente en vértex por 5 min hasta que se resuspendieron
completamente. Se alicuotaron 5 tubos con 100 ul de las particulas y en cada tubo se
agregaron en orden los siguientes componentes agitando 5 s entre cada
componente: 5 ul de ADN plasmidico (1 ug/ul), 50 ul de CaCl, (2.5M), 20 ul de
espermidina (0.1M). Se mezclaron en vértex durante 3 min y se centrifugaron a 5000
rom por 20 s, se adicionaron 140 ul de etanol al 70% y se resuspendieron las
particulas por golpeteo con el dedo. Se centrifugd a 5000 rpm por 20 s.
Posteriormente se les agregd 140 ul de etanol absoluto y se centrifugaron a 5000
rom por 20s. Posteriormente, las particulas se resuspendieron en 50 ul de etanol
absoluto y se colocaron en voértex con agitacion vigorosa hasta su uso (este material

se uso para cinco bombardeos).

3.2.8. Bombardeo de Hojas de Tabaco

Se utilizaron hojas jévenes de tabaco de seis semanas crecidas en condiciones
estériles, las hojas fueron colocadas en cajas Petri con medio RM con la cara abaxial
hacia arriba cubriendo el 80% de la caja Petri 24 h antes del bombardeo. El
bombardeo de hojas de tabaco se realizé de acuerdo a Svab y Maliga (1993), Bock
(2001) y Lutz et al. (2006) en campana de flujo laminar previamente esterilizada con
etanol absoluto; una pistola de alta presién Bio-Rad S1000He adicionada con un
hepta adaptador (Bio-Rad, Muinich, Alemania) se utilizé y esterilizd con etanol

absoluto.
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Siete discos de ruptura (microcarriers Bio-Rad, Minich, Alemania) de 1100 psi se
utilizaron para el bombardeo; asimismo, siete macrocarriers (Bio-Rad, Munich,
Alemania) y 49 ul de particulas recubiertas con ADN plasmidico se utilizaron por
disparo (7 ul por macrocarrier). La caja Petri con hojas se colocé en la camara de
disparo a 11 cm de distancia del revélver, se generd vacio hasta que el indicador
marcé 25 mm de Hg. Una vez realizado el disparo se retird la caja Petri

bombardeada cubriéndola inmediatamente.

3.2.9. Seleccion y Regeneracion de los Explantes Transformados

Las hojas bombardeadas se incubaron por 24 h a 27°C en oscuridad para
permitir la regeneracién del tejido, posteriormente las hojas bombardeadas se
cortaron en piezas de 3 x 3 mm y colocaron en medio RMOP (Macronutrientes 10X
100 ml L1, micronutrientes 100X 10 ml L'1,FeEDTA 5 ml L1,Tiamina 1 ml L™
[1mg/ml], NAA 0.1 ml L™ [1Tmg/ml], BAP 1 ml L™ [1mg/ml], Myo-inositol 100 mg L™,
agar 8 g L', pH 5.8) suplementado con 500 mg L' de espectinomicina (Sigma-
Aldrich, Japon) e incubadas a 27°C bajo condiciones de luz hasta obtener brotes. De
los brotes obtenidos, sus hojas se cortaron en dos secciones, una seccién se coloco
en medio RMOP suplementado con 500 mg L™ de espectinomicina (Sigma-Aldrich,
Japén) y otra seccion se colocé en medio RMOP 500 mg L' de
espectinomicina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, Japon) para distinguir las clonas
mutantes de las transformantes. De las clonas resistentes a estreptomicina, la
contraparte espectinomicina-resistente se sometié a una tercera ronda de seleccion

en medio suplementado con 500 mg L' de espectinomicina. Los explantes
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desarrollados de tercera seleccion se colocaron en cajas Magenta® con medio RM no
suplementado. Explantes totalmente desarrollados de caja Magenta® se colocaron en
bolsas de polietileno para ser colocadas en invernadero tras previa etapa de

aclimatacién en camara bioclimatica a 27°C durante 15 dias.

3.2.10. Analisis de la Integracion del ADN en las Plantas Transplastomicas por

Southern blot

3.2.10.1. Extraccion de ADN

La extraccién de ADN de las hojas de tabaco se realiz6é con el protocolo de Doyle
(1991) a partir de 1 g de tejido fresco. Las muestras se colocaron en tubos
Eppendorf® de 1.5 ml previamente frios y se les adicionaron 800 uL de solucién
CTAB (5M NaCl, 0.5M EDTA, 1M Tris-HCI pH 7.5, 1% de CTAB, y 1% (-
mercaptoetanol) e incubadas a 60 °C por 15 min en bafio maria. Los tubos se
retiraron del bafno maria y se dejaron enfriar por 5 min. Se agregaron 800 uL de
cloroformo-octanol (24:1) y se mezclaron suavemente; se agitaron en vértex hasta
estar bien mezclados y se centrifugaron 10 min a 13200 rpm, el sobrenadante se
colocéd en un tubo nuevo Eppendorf® de 1.5 ml y se afiadieron 600 uL de etanol-
acetato; posteriormente se colocaron en refrigeracién por 30 min después del cual se
centrifugaron a 13200 rpm durante 10 min. El sobrenadante se decant6 por inversion
y se agregaron 500 pL etanol al 70% para lavar las pastillas; se centrifugaron 13200

rom por 5 min y se decant6 el sobrenadante dejando secar la pastilla para
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resuspenderla en 20 uL de agua destilada estéril. La cuantificacion se realizd por

Nanodrop®, las muestras fueron colocadas a -20°C hasta su uso.

3.2.11. Deteccion de la Integracion de los Transgenes en el Genoma de los

Cloroplastos Mediante PCR

Las amplificaciones de PCR se realiz6 mediante primers especificos para cada
gen: gen PelA Fw-5ATGACATCCGCGACACGA3Z’ Rv-
5TGATGTCGGACGAGCTGTACT3’, gen Mnp-2 Fw-5’ATGGCCTTTGCATCCTCA3
Rv-5TTATGCAGGGCCGTTGAAC3’, gen Bgl/1 Fw-5TTCACTTTGATCGAGGCGGT-
3 Rv-5 TGAACAGTAGGCAGAGACGC3,, gen CelA Fw-
5ACCGGGAACGGCAGATTT3 Rv-5CATCCTTTCACCTCCATATCG3, gen CelB
Fw-5TGAGGTTGGTCGTCTCTTTTC3 Fw-5TGGTATTTGGATCACCGAACSY’; para
amplificar el gen marcador de seleccibn (aadA) se utilizé: Fw-
5AATGATGTCGTCGTGCACAA3 bajo las siguientes condiciones: 2 min de
desnaturalizacién a 94°C, seguido por 25 ciclos de amplificaciéon (45 s a 94°C, 45 s a

60°C, 1 min a 72°C) y un ciclo final a 72°C por 5 min.

3.2.11.1. Marcaje de sondas para Southern blot con digoxigenina

La incorporacién de digoxigenina a las sondas de 16S rRNA se realizd por
amplificacion por PCR, 56 uL de agua se colocaron en un tubo de reaccion de PCR
al que se le adicionaron 10 uL de solucién buffer para Taq, 10 uL de MgCly,, 2 uL de
dNTPs, 0.8 uL de digoxigenina 11-dUTP (Roche, Mannheim, Alemania), 4.8 uL de

Taq polimerasa, 6 uL de primer Fw-5TGAGAATGGATAAGAGGCTC3’, 6 uL de
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primer Rv-5TGTTGTTCCCCTCCCAAGGG3 y 4 uL de ADN (100 ng/uL) para un
volumen final de 100 uL de reaccidn; las reacciones se realizaron por duplicado, una
reaccion con digoxigenina 11-dUTP, y otra sin digoxigenina 11-dUTP bajo las
siguientes condiciones: 2 min de desnaturalizacién a 94°C, seguido por 25 ciclos de
amplificacion (45 s a 94°C, 45 s a 60°C, 1 min a 72°C) y un ciclo final a 72°C por 5

min.

Diez uL de la reacciéon de amplificaciones se cargaron en geles de agarosa al
0.8% y corridas a 70V durante 40 min para evaluar la integracion de digoxigenina 11-
dUTP. Los geles se analizaron en fotodocumentador BioDoc-It™ Imaging System
(UVP, Cambridge, Reino Unido); la integracibn de digoxigenina 11-dUTP se
corrobord por amplificaciones de diferente peso molecular comparadas con las
sondas no marcadas (Biochemicals, 2000). Las sondas se colocaron a -20°C hasta

Su uso.

3.2.11.2. Digestion de ADN de las plantas y su separacion en geles de agarosa

Para evaluar la homoplasmicidad se utilizé una sonda del 16s RNA ribosomal
(rBRNA16S) marcada con digoxigenina. ADN total se extrajo de plantas de tabaco por
medio del protocolo de Doyle (1991), 4 ug de ADN de plantas de tercera seleccion no
transformadas (UT) y las de plantas transformadas se sometieron a digestion por
BamHI durante 4 h y cargadas en un gel agarosa al 1% a 65 V por 4 h; los geles de
agarosa se visualizaron en un fotodocumentador BioDoc-It™ Imaging System (UVP,

Cambridge, Reino Unido). Posteriormente los geles de agarosa se colocaron en HCL
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120 mM por 30 min en agitacion suave, después del cual se desnaturalizaron por 30
min en 0.4 N de NaOH, 0.6 M NaCl. Se neutralizaron en 0.5 M de Tris pH 7.5, 1.5 M

de NaCl (cada tratamiento con un volumen de tres veces el volumen del gel).

3.2.11.3. Transferencia de ADN a las membranas de nylon

En un recipiente Pyrex® se colocé una base con papel 3MM del doble de la
dimensién del gel de agarosa y Buffer de transferencia (25 mM de NaPQOy, pH 6.5) se
adicion6 hasta que estuvo en contacto con el papel 3MM; sobre el papel 3MM se
coloco el gel en posicién invertida y sobre él se coloc6 una membrana de nylon para
transferencia (Blotting nylon type B positive, Fluka®® Chemie GmbH, Steinheim,
Alemania) previamente cortada de las mismas dimensiones del gel; sobre éste, tres
secciones de papel 3MM de las mismas dimensiones se colocaron para permitir la
absorcién (en cada seccion se evitd que quedaran burbujas), en la parte superior se
colocaron 15 cm de Sanitas® para absorber el Buffer de transferencia y se le
adicionaron 300 g de peso para ejercer presion sobre el gel. La construccion se dejo
reposar durante 18 h y posteriormente las secciones se retiraron en el mismo orden
en que fueron colocadas; una vez que la matriz se removi6, inmediatamente se
colocé en solucion salina de citratos 2X (SSC) manteniéndola en agitacion por 15
min. Las membranas de nylon se dejaron secar por 5 min (sin permitir que se seque
totalmente), posteriormente las membranas fueron expuestas a luz UV utilizando un
expositor Crosslinker (CL1000 Ultraviolet crosslinker) utilizando el programa
preestablecido (PowersPreset>Energy: 120 000 uJoule/cm?® por 12 s). La membrana

se colocé a 4°C hasta su uso.
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3.2.11.4. Prehibridacion e hibridacion

Las membranas de nylon se retiraron de refrigeracién y se colocaron en tubos de
hibridacién con la cara que dio al gel hacia adentro; se le adicionaron 20 ml de
solucién de hibridacion (50% de formamida desionizada, 5X de SSC, 0.1% de N-
Lauril-Sarcosina, 0.02% de SDS, 2% de reactivo bloqueador “caseina”) y se

colocaron en horno de hibridacién en agitacion constante por 4 h a 50°C.

Diez uL de la sonda marcada con digoxigenina 11-dUTP se colocaron en tubo
Eppendorf® de 1.5 ml; se les adiciond 1 ml de agua destilada estéril; la sonda se
colocé en bafio maria a 95°C por 15 min y colocada en hielo por 5 min. Trascurrido
este tiempo, la sonda se adicioné a la solucion de hibridacion y se incub6 a 65°C por
12 h en horno de hibridacién en agitacion constante (las soluciones de hibridacién

pueden ser recuperadas y almacenadas para usarse nuevamente).

3.2.11.5. Lavado de membranas

Las membranas de nylon se recuperaron y colocaron en charolas Pyrex® para su
lavado. Las membranas se lavaron dos veces por 5 min con 1X de SSC, 0.1% de
SDS a temperatura ambiente, posteriormente se lavaron tres veces por 15 min en
0.2X de SSC, 0.1 SDS a 65°C. Las membranas se colocaron en Buffer 1 (10 mM tris-
HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl) y se lavaron por 5 min; posteriormente, las membranas
de colocaron en Buffer 2 (100 mM tris-HCI, pH 7.5, 150 M NaCl, 5% reactivo

bloqueador ‘caseina’) e incubadas por 30 min.
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En 50 ml de Buffer 2 se colocaron 3.3 ul de anti-digoxigenina (1:15000) (Anti-
Digoxiginin-AP Fab Fragments ‘Roche, Mannheim, Alemania’); las membranas se
sumergieron y se incubaron por 30 min, después del cual fueron lavadas tres veces
durante 10 min en Buffer 2 y tres veces durante 10 min en Buffer 1. Finalmente las
membranas fueron lavadas en Buffer 3 (100 mM tris-HCI, pH 9.5, 100 M NaCl)

durante 5 min.

Las membranas se colocaron sobre nylon y sobre ella se vertieron 500 @l de
solucion CSPD (DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il solution,
Roche, Mannheim, Alemania), se cubrié la membrana con una capa de plastico y se
retird el exceso de CSPD hasta eliminar la totalidad de las burbujas. Posteriormente,
las membranas se colocaron en carpetas de exposicidn exponiéndose por el frente y
el envés con peliculas de revelado Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film
(Roche, Mannheim, Alemania) en cuarto oscuro a temperatura ambiente por 12 h. El
revelado se llevé a cabo colocando las peliculas en solucién de revelado (Kodak®)
por 30 s, posteriormente se sumergieron en solucién fijadora (Kodak®) por 5 min y
enjuagadas en agua destilada estéril por 3 min. Las peliculas se secaron al aire a

temperatura ambiente.
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3.2.12. Analisis de Acumulacion de mRNA en Plantas Transplastémicas por

Northern blot

3.2.12.1. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizé6 por medio del método de LiCl (Stiekema et al.,
1988), 250 mg de tejido verde fresco se maceraron hasta obtener una pasta
homogénea; se le agregaron 0.5 ml de buffer de extraccion (0.2 M de acetato de
sodio pH 5.2, SDS 1%, 0.01 M de EDTA pH 8.0) y 0.5 ml de fenol saturado. Una vez
gue la mezcla se descongeld se agregaron 0.5 ml mas de buffer de extraccion y se
colecto en tubo Eppendorf® de 2 ml. La mezcla se agitd vigorosamente en vértex por
1 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo limpio y
posteriormente se agregaron 0.5 ml de fenol-cloroformo (50/50 v/v), se agitaron en
un vortex por 1 min y se centrifugaron a 13200 rpm durante 5 min a 4°C; el
sobrenadante se recuperd y se adiciond 1/3 del volumen total de 10 M de LIiCl. La
solucién se mezclé y se dejo reposar toda la noche a 4°C para precipitar el ARN.
Posteriormente el ARN se recuperd por centrifugacion a 13200 rpm por 10 min a 4°C;
el ARN precipitado se lavé con 500 ul de LiCl 2.5 M y se centrifug6 por 10 min a 4°C
a 13200 rpm. Finalmente, el ARN se lav6é con etanol al 70% y disolvi6 en agua

destilada estéril. Las muestras se colocaron a -80°C para evitar su degradacion.
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3.2.12.2. Marcaje de las sondas con digoxigenina-11-dUTP para Northern blot

Para el analisis de procesamiento de mRNA se prepararon diferentes sondas con
primers especificos para amplificar las regiones codificantes de cada gen: gen PelA
Fw-5’ATGACATCCGCGACACGA3 Rv-5TGATGTCGGACGAGCTGTACT3’, gen
MnP-2 Fw-5’ATGGCCTTTGCATCCTCA3 Rv-5TTATGCAGGGCCGTTGAAC3’, gen
Bgl1 Fw-5TTCACTTTGATCGAGGCGGT-3' Rv-5 TGAACAGTAGGCAGAGACGC3,
gen CelA Fw-5’ACCGGGAACGGCAGATTTY Rv-
5CATCCTTTCACCTCCATATCGS3, gen CelB Fw-
5TGAGGTTGGTCGTCTCTTTTC3’ Fw-5TGGTATTTGGATCACCGAACS'. 56 pL de
agua se colocaron en un tubo de reaccion de PCR al que se le adicionaron 10 uL de
solucién buffer para Taq, 10 uL de MgCl,, 2 ul de dNTPs, 0.8 uL de digoxigenina 11-
dUTP (Roche, Mannheim, Alemania), 4.8 uL de Taq polimerasa, 6 uL de cada primer
por reacciéon y 4 uL de ARN (100 ng/uL) para un volumen final de 100 uL de
reaccion; las reacciones se hicieron por duplicado, una reaccién con digoxigenina 11-
dUTP, y otra sin digoxigenina 11-dUTP bajo las siguientes condiciones: 2 min de
desnaturalizacién a 94°C, seguido por 25 ciclos de amplificaciéon (45 s a 94°C, 45 s a

60°C, 1 min a 72°C) y un ciclo final a 72°C por 5 min.

Para verificar la incorporacidén de digoxigenina a las sondas, 10 uL de la reaccién
de amplificaciones se cargaron en geles de agarosa al 0.8% y corridas a 70V durante
40 min. Los geles se analizaron en el fotodocumentador BioDoc-It™ Imaging System
(UVP, Cambridge, Reino Unido); la integracibn de digoxigenina 11-dUTP se

corrobord por amplificaciones de diferente peso molecular comparadas con las
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sondas no marcadas (Biochemicals, 2000). Las sondas se colocaron a -20°C hasta

Su uso.

3.2.12.3. Separacion de ARN en geles de agarosa en condiciones

desnaturalizantes

Para la separaciéon de ARN en gel en condiciones desnaturalizantes se prepard
un gel de agarosa al 0.8% con 8 ml de MOPS 10X (10X MOPS: 20.93 g MOPS, 2.05
g acetato de sodio, 10 ml EDTA ‘0.5 M’, pH 7.2) y 57.6 ml de DEPC-ddH.0,

equilibrado con 15.8 ml de formaldehido (80 ml volumen final).

Diez ug de RNA con 25 ul de buffer de carga de ARN 5X (750 ul de formamida,
150 pl 10X MOPS, 240 ul formaldehido, 130 ul ddH.O, 200 ul glicerol 50%, 30 ul
bromuro de etidio 7.7 mg/ml) se calentaron a 65°C durante 5 min antes de ser

cargados en el gel; posteriormente, el gel fue corrido a 65V durante 60 min.

3.2.12.4. Transferencia de ARN a membranas de nylon

Los geles de agarosa para ARN no se sometieron a tratamientos adicionales
como se realizd en Southern blot; la construccidn del blot se realizd de forma idéntica
al Southern blot; sin embargo, una vez trascurridas las 16 h de transferencia, las
membranas de nylon fueron expuestas al aire por 5 min evitando que se secaran y
se expusieron a luz UV utilizando un expositor Crosslinker (CL1000 Ultraviolet
crosslinker) utilizando el programa preestablecido (Power>Preset>Energy: 120 000

wJoule/cm? por 12 s) colocando la membrana a 4°C hasta su uso.
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3.2.12.5. Prehibridacion e hibridacion

Las membranas de nylon se colocaron en tubos de hibridacion (la cara que dio al
gel hacia adentro); se le adicionaron 20 ml de solucion de hibridacion (50% de
formamida desionizada, 5X de SSC, 0.1% de N-Lauril-Sarcosina, 0.02% de SDS, 2%
de bloqueador “caseina”) y se colocaron en horno de hibridacién en agitacion
constante por 4 h a 50°C, 10 uL de la sonda marcada con digoxigenina 11-dUTP se
colocaron en tubo Eppendorf® de 1.5 ml y se le adicion6 1 ml de agua destilada
estéril; la sonda se colocé en bano maria a 95°C por 15 min para desnaturalizarla
después del cual se colocan en hielo por 5 min. Trascurrido este tiempo, la sonda se
adiciond a la solucion de hibridacién e hibridadas a 50-55°C por 12 h (las soluciones

de hibridacién con la sonda se recuperaron y almacenaron para usarse nuevamente).

3.2.12.6. Lavados de membranas

Las membranas de nylon se recuperaron y colocaron en charolas Pyrex® para su
lavado. Las membranas se lavaron dos veces por 5 min con 1X de SSC, 0.1% de
SDS a temperatura ambiente; posteriormente, se lavaron tres veces por 15 min en
0.2X de SSC, 0.1 SDS a 55°C. Posteriormente las membranas se colocaron en
Buffer 1 (10 mM tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl) y se lavaron por 5 min; finalmente,
se colocaron en Buffer 2 (100 mM tris-HCI, pH 7.5, 150 M NaCl, 5% reactivo

bloqueador ‘caseina’) y se incubaron por 30 min.
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En 50 ml de Buffer 2 se colocaron 3 u de anti-digoxigenina (1:15000) (Anti-
Digoxiginin-AP Fab Fragments ‘Roche, Mannheim, Alemania’) y se sumergieron las
membranas incubandose por 30 min (la solucién Buffer 2 + anti-digoxigenina fue
recuperada y almacenada a 4°C para su uso posterior), después del cual se lavaron
tres veces durante 10 min en Buffer 2 y tres veces durante 10 min en Buffer 1.
Finalmente las membranas se lavaron en Buffer 3 (100 mM tris-HCI, pH 9.5, 100 M

NaCl) por 5 min.

Las membranas se colocaron sobre plastico y sobre ellas se vertieron 500 ul de
solucién CSPD (DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit 1l solution,
Roche, Mannheim, Alemania); posteriormente, se cubrieron con una capa de plastico
y se retird el exceso de CSPD hasta eliminar la totalidad de las burbujas.
Posteriormente, las membranas se colocaron en carpetas de exposicidn
exponiéndose por el frente y el envés con peliculas de revelado Lumi-Film
Chemiluminescent Detection Film (Roche, Mannheim, Alemania) en cuarto oscuro a
temperatura ambiente por 12 h. El revelado se llevd a cabo colocando las peliculas
en solucién de revelado (Kodak®) por 30 s, posteriormente se sumergieron en
solucién fijadora (Kodak®) por 5 min y enjuagadas en agua destilada estéril por 3

min. Las peliculas se secaron al aire a temperatura ambiente.

3.2.12.7. Buffer de hibridacion High SDS y lavado de membranas reutilizadas

Para las sondas que mostraron inespecificidad se utilizd una solucion de

prehibridacion con 7% de SDS, 50% de formamida, 5X de SSC, 50 mM de fosfato de
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sodio pH 7, 0.1% de sarcosina, 2% reactivo bloqueador. El lavado de las membranas

se realiz6 con SDS 0.1% a 95°C durante 30 min.

3.2.13. Extraccion de Proteinas

La proteina total soluble se extrajo de homogenizados de hoja. Se utilizaron 100
mg de hoja de tabaco congelada en nitrégeno liquido en un mortero, afnadiéndole
500 ul de Buffer A (50 mM N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-acido etanesulfénico
(HEPES) KOH (pH7.5), 10 mM KAc, 5 mM MgAc, 1 mM A&cido
etilenediaminatetraacetato (EDTA) pH 8, 10 mM ditiotreitol (DTT) y 2 mM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) (disuelto en etanol absoluto) preparando el DTT y el PMSF
justo antes de su uso). Se agitaron en un voértex por 20 s y posteriormente se
colocaron en hielo por 10 min, después del cual se centrifugaron dos veces por 5 min
a 4 °C; el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y posteriormente se determiné

la concentracién de proteina por el método de Bradford.

3.2.14. Deteccion de Actividad Hidrolitica en Solucion Empleando Sustratos

Comerciales

3.2.14.1. Actividad enzimatica de pectin liasa

La actividad de pectin liasa se midid por el método del acido 5-dinitrosalicilico
DNS (Miller, 1959), cuantificando el incremento de grupos reducidos, expresados
como unidades de &cido galacturdnico que se liberé después de la incubacidén con
0.1 ml of 1% pectina (Sigma-Aldrich, Japon) in 100 mM de buffer citratos (pH 5) con

0.1 ml de extracto de proteina durante 1 h. Los ensayos fueron corridos a pH 5, 7
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(buffer citrato:fosfatos) y pH 10 (buffer citrato:fosfato ajustado con NaOH) a 27, 45 y
602C (Dosanjh y Hoondal, 1996; Wang et al., 2014). Adicionalmente los ensayos
fueron realizados comparativamente entre plantas jovenes y maduras. La
concentracién de azucares reducidos fue comparada con una curva de concentracion
por medicién de absorbancia a 540 nm. Se utiliz6 pectinasa de Aspergillus niger
como control positivo de (Sigma-Aldrich, Japén) bajo las mismas condiciones del
ensayo. Una unidad internacional (Ul) de actividad de pectina liasa se definié como la
cantidad de enzima que libera 1 mol de azucar reductor (acido galacturdnico) por
minuto bajo condiciones de ensayo estandar. La actividad enzimatica se expresé

como unidades por ml (U/ml) (Beg et al., 2000).

3.2.14.2. Actividad enzimatica de B-glucosidasa

La actividad de B-Glucosidasa se estimo por la liberacion de p-nitrofenol liberado
del sustrato p-nitrofenil-B-D-glucopiranésido (pNPG) (Jin et al., 2011). Una mezcla de
ensayo de 100 ug de proteina total soluble extraida de una muestra de hoja con 4
mM pNPG (Sigma-Aldrich, Japén) en 0,5 ml de 100 mM de buffer de citrato (pH 5),
se incub6 a 50°C durante 10 min. El ensayo se corrié a pH 3.5, 5y 7 a 40, 50 y 65°C
por 10 min (Berghem y Pettersson, 1973); la reaccién se detuvo por la adicion de 1
mL de 1M Na.COgs; el control contenia todos los reactivos excepto la enzima.
Adicionalmente, el ensayo se realiz6 comparativamente entre plantas jévenes y
maduras. Ademas, se utilizé un control positivo de celulasa obtenido de Aspergillus
niger (Sigma-Aldrich, Japon). La liberacidn enzimatica de nitrofenol se determiné

espectrofotométricamente inmediatamente a 405 nm. La curva estandar de p-
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nitrofenol se prepar6 usando 1 M de Na,COg. La actividad enzimatica se expresé en
unidades por mg de PTS (U/mg), donde una unidad (U) de pNPG fue definida como

1 umol de p-nitrofenol liberado por minuto bajo las condiciones del ensayo.

3.2.14.3. Actividad enzimatica de manganeso peroxidasa

La actividad de MnP se monitore6 con rojo fenol como sustrato (Glenn y Gold,
1983; Rajan et al., 2010). Un volumen final de 1 ml de mezcla de reaccidén contenia
20 mM de acetato de sodio-buffer acido acético pH 4.5, 6 y 8 ajustado con NaOH,
lactato 25 mM, 0.1 mM MnSQy4, 0.5 mg de BSA, 0.5 mg de rojo de fenol, 0.1 mM de
H.O2 y 0.1 ml de solucién de enzima, la reaccion se incub6 a 30, 50 y 65°C. Los
ensayos fueron realizados en extractos de plantas jévenes y maduras. La reaccion
se detuvo después de 10 min de incubacion con 100 uL de NaOH al 10. La
absorbancia se midi6 a 610 nm y la actividad se expres6 como U/mg con un
coeficiente de extincién molar del fenol rojo oxidado de 22 mM ' cm™' (Rajan et al.,
2010). Una Ul es la cantidad de enzima necesaria para formar 1 uM de rojo fenol

oxidado mI'" min""bajo las condiciones de ensayo.

3.2.14.4. Actividad enzimatica de celulasas

La actividad de celulasa total se estim6 mediante el método de DNS descrito por
Miller (1959) para la cuantificaciébn de azucares reductores liberados a partir de la
hidrélisis de carboximetilcelulosa (CMC), expresados como unidades de glucosa. La

mezcla de reaccion se preparé con 100 ul de carboximetilcelulosa (Sigma-Aldrich,
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Japoén) al 1% en buffer de citratos 100 mM y 100 ul de extracto crudo de proteina. La
mezcla de reaccién se incubd durante 1 h; posteriormente, se anadieron 100 ul de
reactivo DNS y se colocd por 5 min a 90°C, seguido de 5 min en hielo. Finalmente se
adicionaron 900 ul de agua y se leyé a 540 nm con un espectrofotdmetro (Bio-Rad,
Munich, Alemania), utilizando como blanco la mezcla de reaccién sin la enzima. El
ensayo se realiz6 a diferentes temperaturas (40, 65 y 100 °C) y distintos valores de
pH (pH 4, 5y 7) con el objetivo de analizar la estabilidad de la celulasa frente a estos
factores. Adicionalmente, el ensayo se corri6 comparativamente entre plantas

jovenes y maduras.

La concentracion de azucares reducidos presentes en la reaccién se compard
con una curva de concentracion de BSA y se midi6 a 540 nm. Se utiliz6 un control
positivo de celulasa de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, Jap6n) bajo las mismas
condiciones del ensayo. La actividad enzimatica se expres6 como unidades por mg
de PTS (U/mg), donde una unidad (U) de celulasa se definié como la cantidad de

enzima que libera un umol de glucosa por minuto bajo las condiciones del ensayo.

La actividad enzimdtica se obtuvo con la siguiente relacién:

Conc * FD

U/ml = :

Donde Conc corresponde a la concentracion de glucosa producida (expresada en

umol/ml), FD al factor de dilucion y t al tiempo de incubacién en min.



4. RESULTADOS

4.1. Diseino de las Secuencias de los Genes PelA, MnP-2, Bgi-1, CelA-B

Las secuencias de los genes PelA (GenBank: AB513441), MnP-2 (GenBank:
U10306), Bgl-1 (GenBank: AJ132386) y CelA-CelB (GenBank: U93354) fueron
disefiadas in silico utilizando el programa Serial Cloner 2.6.1.soft para el andlisis de
las secuencias. Las secuencias obtenidas fueron las regiones codificantes para cada
gen (gen PelA: 804 pb, el gen Mnp-2: 1115 pb, gen Bgl-1: 2595 pb, gen CelA: de 800
pb y gen CelB: 823 pb). Se realizaron mutaciones puntuales silenciosas para eliminar
sitios de restriccidn no deseados en las secuencias; en el gen PelA se eliminé el sitio
Xbal en el 1216 pb perteneciente a la region 3’'UTR, en el gen Bgl 1 se elimind el sitio
Nhel en el 1611 pb y en el 2166 pb de la regidon intergénica del gen de interés;
asimismo, en el gen CelA se eliminé el sitio Hindlll en el 381 pb y en el 1284 pb del
gen CelB. El gen PelA de 804 pb se disend flanqueado por una secuencia 5UTR de
220 pb en la que se incluyeron la region promotora del gen rrn16S (P), la secuencia
Shine-Dalgarno (SD) y la secuencia lider del gen rbcL (LS); asimismo, se incluy6é una
region 3'UTR de 223 pb con la regién terminadora del gen rbcL (T). La secuencia
codificante del gen PelA se flanqued por secuencias de reconocimiento para enzimas

Nhel/Xbal y el casete completo fue flanqueado por secuencias de reconocimiento
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para enzimas 5°EcoRI y 3’Hindlll (EcoRI-Prrn16S, SD, LS rbcL-PelA-TrbcL-Hindlll);
este casete sirvié como templado para la construccidén de los vectores de expresion
usados en la transformacion de plantas de tabaco (Figura 3). Los genes PelA, MnP-
2, Bgl1, CelA y CelB se disefiaron para evaluar la expresién monocistronica (Figura
3, 4, 5, 7, 8); no obstante, para analizar la expresidén policistrénica de este tipo de
genes se disend una secuencia dicistronica con los genes CelA-CelB; en la
secuencia, el gen CelB se disefid con un codén de inicio (ATG) al principio de la
secuencia (1 pb); ademas, 57 pb rio arriba se le adicion6 una secuencia Shine-
Dalgarno (correspondiente a la regidén codificante del gen CelA) para eficientar su
procesamiento (Drechsel y Bock, 2011). La secuencia codificante se flanqueé por los
sitios Nhel/Xbal para integrarse en las construcciones previamente disefiadas (Figura

6).
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|EcoRI |SacI secuencia promotora —
gaattcGagctcgctcccecececgecgtegttcaatgagaatggataagaggctcgtgggattgacgtgaggggge
|Secuencia lider —
agggatggctatatttctgggagtcgagtagaccttgttgttgtgaaattcttaattcatgagttgtagggag
|Secuencia Shine-Dalgarno — |NheI|Gen pectin liasa PelA —

ggatttatgtcaCcacaaacagagactaaagcaagtgttggattcAAAgctagcatgacatcegegacacgaccgegeaccce
acggcgcegcactgacgggcacgctcgecaccctecggectcteggttggcatgatcctgacgaccgeggcaccgtccgegeaggecgecacctggecgaccccca
acggcagtcagggcegtctcctccaccatctecgtgteccggcaccaaggactacggceatgaagegectctacggceaccggegacctgggcetecggeagecaggac
gaggaccagggcccgatcctgaagctgtccgacggegeggtectgaagaacgtgatcatcggegecccggecgecgacggceatccactgegagggctectgeac
cctgcagaacgtctggtgggaggacgtcggegaggacgeggecaccttcaagggcaagtegtecggggeggtgtacaccgtcageggeggeggegegaagga
ggccagtgacaaggtcttccagttcaacggcegegggeacgetgaacgtgtccaacttcgecgtccagaacttcggeaccttegtecgetectgeggeaactgctee
tcgcagtacaagcggacgatcaacctcaactccatcgaggtgacctggaagggeggecgtatcgecggeatcaacaccaactacggcegaccaggegaccctge
gcaacatcacgatcgtcggcgacacgagcaagaagatcgtgecgtgccagaagtacatcggcaacaacaccggce

|Xbal | Regién 3’'UTR —
aaggagcccggcAgcraacggcteecggecccgacggeacgtactgcaagtacagetegtecgacatcacctacecggtagtctagaagacattagcagataaa

ttagcaggaaataaagaaggataaggagaaagaactcaagtaattatccttcgtictcttaattgaattgcaattaaactcggcccaatcttttacta

Mutacion puntual ‘Uracilo—Guanina’ |
aaaggattgagccgaatacaacaaagattctatigcatatatittgactaagtatatacttacctagatatacaagatttgaaatacaaaatGtag
[Hindlll

aagctt

Figura 3. Secuencia del vector pES4. Se muestran las regiones 5’3’'UTR asi como las
secuencia lider y Shine-Dalgarno. El casete se construyé colocando el gen
flanqueado por las regiones promotoras de 200pb y terminadoras de 223pb
(Prr16S, SD, LS rbcL-Pel A-Trbcl).
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i ! i

EcoRI SacI secuencia promotora —

gaattcGagctecgctccceecgecgtegttcaatgagaatggataagaggctcecgtgggattgacgtgaggggge
|Secuencia lider —

agggatggctatatttctgggagtcgagtagaccttgttgttgtgaaattcttaattcatgagttgtagggag

|Secuencia Shine-Dalgarno — |NheI|Gen Manganeso peroxidasa —

ggatttatgtcaCcacaaacagagactaaagcaagtgttggattcAAAgctagecatggectttgecatcctcactectegetc
tggtggctcttgeccgcagtcacateccgetgegecggecacgacccaggecacctgecccgacggtaccaaggtcaacaacgcetgect

gctgcegctttcatacctcttgcacaggatcttcaggagactatcttccagaacgactgeggtgaagacgegcatgaagttattcgectt
actttccatgacgctattgccatttcgcaaagcaagggaccgagegcetggeggagetgacggcetccatgetgcetgttccccaccattga
gcccaacttctctgctaacaacggtatcgatgactcggtcaacaatctcatccecgttcatgcaaaagcacaacaccatcagegetggce
gacatcgtccagttcaccggcegecgtcgegctcaccaactgtectggtgegecgeagetcgagttecttgegegacgeccgaataaga
caatccctgccattgatggcectcattcccgagecgcaggacagegtgacgtcgatcctggagegcettcaaggacgcaggceaacttca

gcecgtttgaggtggtctcgetgcetegegteccactctgttgegegegcagacaaggtagacgagaccatcgatgecgegecegttcga
tacgacgccgttcgtgttcgacacgcagatcttcctcgaggtactcctcaagggegteggettcccggggacgegaacaacacgagge
gaggtcgcegtcgecgcetgecgetgacgtcgggeagegacacaggegagetgeggcetgecagtecgactttgegetcgegegegacgag
cggacggcegtgcatctggecagggcettcgtcaacgagcaggegcetcatggegagcettcaaggcecgecatgegcaagcetcgecgtgctce
gggcagcaccgcaacacgctcatcgactgcagegacgtcgtgeccgegecgaageccgecgtgaacaageccgcegagcetteccecge
caccacgggcccccaggacctcgagctctcgtgcaacacgaagcecgttcecegtegcetctetgttgatgegggegegecagceagacgctt

atcccgcactgctccgacggegacatgacgtgeccagagcegtccagttcaacggecectgcata

|Xbal | Region3’'UTR —
atctagaagacattagcagataaattagcaggaaataaagaaggataaggagaaagaactcaagtaattatccttcgttctcttaattgaattgca
attaaactcggcccaatcttttactaaaaggattgagccgaatacaacaaagattctattgcatatattttgactaagtatatacttacctagatatac

aagatttgaa
Mutacion puntual ‘Uracilo—Guanina’
l LHindlll

atacaaaatGtagaagctt

Figura 4. Secuencia del vector pES5. Se muestran las regiones 53'UTR asi como las
secuencia lider y Shine-Dalgarno. El casete se construyé colocando el gen
flanqueado por las regiones promotoras de 200pb y terminadoras de 223pb
(Prrm16S. SD. LS rbcL-MnP-2-Trbcl).
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EcoRI SacI secuencia promotora —

gaattcGagctcgctccceccececgecgtegttcaatgagaatggataagaggctecgtgggattgacgtgaggggge
|Secuencia lider —

agggatggctatatttctgggagtcgagtagaccttgttgttgtgaaattcttaattcatgagttgtagggag

|Secuencia Shine-Dalgarno — |NheI|Gen B-Glucosidasa Bgll —
ggatttatgtcaCcacaaacagagactaaagcaagtgttggattcAAAgctagcatgaggttcactttgatcgagg
cggtggctctgactgecegtctegetggecagegetgatgaattggcectactccccaccgtattacccatececttgggecaatggecagggegactggge
gcaggcataccagcgcgctgttgatattgtctcgcaaatgacattggatgagaaggtcaatctgaccacaggaactggatgggaattggaactat
gtgttggtcagactggeggtgttccccgattgggagttccgggaatgtgtttacaggatagecctectgggegttcgegactccgactacaactetgcet
ttccctgecggeatgaacgtggcetgcaacctgggacaagaatctggcataccttcgecggcaaggcetatgggtcaggaatttagtgacaagggtge
cgatatccaattgggtccagctgecggecctctcggtagaagtcccgacggtggtegtaactgggagggcttctccccagaccctgecctaagtggt
gtgctctttgccgagaccatcaagggtatccaagatgetggtgtggttgecgacggctaageactacattgettacgagcaagagceattteecgtcag
gcgcctgaagceccaaggttttggatttaatatttccgagagtggaagtgegaacctcgatgataagactatgcacgagcetgtacctetggeccttcg
cggatgccatccgtgcaggtgetggegcetgtgatgtgctcctacaaccagatcaacaacagttatggetgeccagaacagctacactctgaacaag
ctgctcaaggccgagetgggcettccagggctttgtcatgagtgattgggetgetcaccatgetggtgtgagtggtgctttggcaggattggatatgtc
tatgccaggagacgtcgactacgacagtggtacgtcttactggggtacaaacttgaccattagegtgctcaacggaacggtgecccaatggegtgt
tgatgacatggctgtccgcatcatggcecgcectactacaaggtcggecgtgaccgtetgtggactcctcccaacttcagetcatggaccagagatga
atacggctacaagtactactacgtgtcggagggaccgtacgagaaggtcaaccagtacgtgaatgtgcaacgcaaccacagcgaactgattcge
cgcattggagcggacagcacggtgctcctcaagaacgacggcegcetctgectttgactggtaaggagegectggtegegcttatcggagaagatgce
gggctccaacccttatggtgccaacggcetgcagtgaccgtggatgcgacaatggaacattggegatgggetggggaagtggtactgecaacttcece
catacctggtgacccccgagcaggccatctcaaacgaggtgcttaagcacaagaatggtgtattcaccgeccaccgataactgggcetatcgatcag

attgaggcgcttgctaagaccgecagtgtctetcttgtetttgtcaacgecgactctggtgagggttacatcaatg
Sitio Nhel eliminado {,

TggacggaaacctgggtgaccgcaggaacctgaccctgtggaggaacggegataatgtgatcaaggetgetgcAageaactgcaacaacacaa
tcgttgtcattcactctgtcggaccagtcttggttaacgagtggtacgacaaccccaatgttaccgctatectetggggtggtttgeccggtcaggag
tctggcaactctcttgeccgacgtectctatggecgtgtcaaccceggtgeccaagtegecctttacctggggcaagactcgtgaggectaccaagact
acttggtcaccgagcccaacaacggcaacggageccctcaggaagactttgtcgagggegtcttcattgactaccgtggatttgacaagegcaac

gagaccccgatctacgagttcggctatggtctgagctacaccactttcaactactcgaaccttgaggtgcaggtgetgagegeccctgeatacgag

cctgcttcgggtgagaccgaggeagegcecaaccttcgga

gaggttggaaatgcgtcggattacctctaccccagecggattgcagagaattaccaagttcatctaccecctggetcaacggtaccgatc
|Sitio Nhel eliminado

tcgaggcatcttccggggatgcAagcetacgggeaggactectecgactatcttcccgagggagecaccgatggcetctgegeaaccga
tcctgectgecggtggeggtectggeggcaaccctegectgtacgacgagcetcatecgegtgtcagtgaccatcaagaacaccggceaa
ggttgctggtgatgaagttccccaactgtatgttteccttggeggtcccaatgageccaagatcgtgetgegtcaattcgagegeatcea
cgctgcagecgtcggaggagacgaagtggagcacgactctgacgcgecgtgaccttgcaaactggaatgttgagaagcaggactgg
gagattacgtcgtatcccaagatggtgtttgtcggaagctcctcgeggaagetgecgcetcec

|Xbal | Region 3'UTR —
Gggcgtctctgectactgttcactaaatctagaagacattagcagataaattagcaggaaataaagaaggataaggagaaagaactcaag

taattatccticgttctcttaattgaattgcaattaaactcggcccaatctittactaaaaggattgagccgaatacaacaaagattctattgcatatattt
Mutacion puntual ‘Uracilo—Guanina’| |Hindlll

tgactaagtatatacttacctagatatacaagatttgaaatacaaaatGtagaagctt

Figura 5. Secuencia del vector pES6. Se muestran las regiones 5’3’'UTR asi como las
secuencia lider y Shine-Dalgarno. El casete se construyé colocando el gen
flanqueado por las regiones promotoras de 200pb y terminadoras de 223pb
(Prrn16S, SD, LS rbcL-Bal1-Trbcl).
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EcoRI SacI secuencia promotora —

gaattcGagctcgctccceccgecgtecgttcaatgagaatggataagaggctecgtgggattgacgtgaggggge
|Secuencia lider —
agggatggctatatttctgggagtcgagtagaccttgttgttgtgaaattcttaattcatgagttgtagggag

|Secuencia Shine-Dalgarno — |Nhe1|Scal 1|Gen CelA—
ggatttatgtcaCcacaaacagagactaaagcaagtgttggattcAAAgctagcagtactATGgttgaactgaceg
|Mutacién

caccgggaacggcagattttcgctggaatgacatgccecgettteGatggagectgaatctgtggaacgtagaaag

|Mutacién
atacacgggaacggtggtgatgagattcgacggtgaaagactcaccttcaacggtgatgttgaGgatctttctge
cagagagccagaaaggtacatccttggctatcctgagttttactacggatacaaaccctgggaaagacatgcagce
agaggggacaaagttacctctggtagtgtcttctgtggagtccttcacggtcgaactttceccttcgaaat
|Mutacién Mutacidn|
agaccacatgccctctcttececgectgaactttgeGatggaaacctggctcacaagagaaaaataccaggtcgaGge
ttccatcggagatgtggagatcatggtgtggttctatttcaacgaactcacaccgggtggaaagaaagtgggaga
gtacaccgtttcgttcgaacttaacggagaacacaaacgtggaatctgggaactctggcacgccgaatggaactg
ggattatcttgctttccggctgaagaatcctgtgagaaaggggagggtgagattcaacgtgaaggattttcectcecga
tgttgcaggagagtatctttcaaggtccacacgtgtgaaggattttgatgatctgtatttcaccgtctgggagat
cggaaccgaatttggaagccctgaaacaaagagtgcccgttttggatggacgttcaataactt
|Clal |SD STOP| |Smal |gen CelB
ttcaatcgatatggaggtgaaaGGATGACCCGGGATGAggttggtegtectettttecttettgtggtttectgectt
tcttttctcggcagaagtecgttctcacagacattggtgcaacagacattacgttcaaaggecttteccggtgaccat
ggaactcaacttctggaacgtcaaatcctacgaaggagaaacgtggctcaagttcgatggtgaaaaggt
|Mutacién
ccagttctacgcghatatctacaacatcgttcttcaaaacccggacagctgggttcacggectatccagagata
Mutacién |
tactacggctacaagccgtgggcggcgcacaacagcggaacagagattcttcecggtgaaggtgaaadatettcect
gacttttacgtaacccttgattattcaatctggtacgagaacgaccttccgatcaaccttgcaatggaaacgtgg
atcacaagaaagccagatcagacatctgtttcctctggagacgtcgagatcatggtctggttctacaac
|Mutacién

aacatcctgatgccaggtgggcagaaggtggatgaaCtcacaacaacgatcgagataaacggctctcctgtggaa
acaaaatgggacgtttactttgcgccctggggctgggattatctcgecttcaggectcacaactecccatgaaagat
ggcagggtgaagttcaacgtgaaggactttgtggaaaaagcagcggaagttatcaaaaaacactcaacaagggtyg
gaaaacttcgatgagatgtacttctgcgtctgggagataggaacagagttcggtgatccaaatacca

|Xbal | Region 3’UTR —
Ccgcggcaaaatttggatggaccttcaaggatttctectgttgaaattggagaataaatctagaagacattagcagataaat

tagcaggaaataaagaaggataaggagaaagaactcaagtaattatccttcgttctcttaattgaattgcaattaaactcggcccaatcttttacta
Mutacion puntual ‘Uracilo—Guanina’
!
aaaggattgagccgaatacaacaaagattctattgcatatattttgactaagtatatacttacctagatatacaagatttg aaatacaaaathaga
LHindlll
agctt

Figura 6. Secuencia del vector pHM4. Se muestran las regiones 5'3’'UTR asi como las
secuencia lider y Shine-Dalgarno. El casete se construyé colocando el gen
flanqueado por las regiones promotoras de 200pb y terminadoras de 223pb
(Prr16S. SD. LS rbcL-CelA-CelB-Trbcl).



76

l ! !
EcoRI SacI secuencia promotora —

gaattcGagctcgctcceccecgecgtegttcaatgagaatggataagaggectecgtgggattgacgtgaggggge
|Secuencia lider —
agggatggctatatttctgggagtcgagtagaccttgttgttgtgaaattcttaattcatgagttgtagggag

|Secuencia Shine-Dalgarno — |NheI|Scal |Gen CelA—
ggatttatgtcaCcacaaacagagactaaagcaagtgttggattcAAAgdagCagtactATthtgaactgaccg
|Mutacién

caccgggaacggcagattttcgctggaatgacatgccgectttcGatggagectgaatctgtggaacgtagaaag

|Mutacién
atacacgggaacggtggtgatgagattcgacggtgaaagactcaccttcaacggtgatgttgaGgatctttctge
cagagagccagaaaggtacatccttggctatcctgagttttactacggatacaaaccctgggaaagacatgcagce
agaggggacaaagttacctctggtagtgtcttctgtggagtccttcacggtcgaacttteccttecgaaat
|Mutacién Mutacién|

agaccacatgccctctcecttececgectgaactttgeGatggaaacctggctcacaagagaaaaataccaggtcgaGgce
ttccatcggagatgtggagatcatggtgtggttctatttcaacgaactcacaccgggtggaaagaaagtgggaga
gtacaccgtttcgttcgaacttaacggagaacacaaacgtggaatctgggaactctggcacgccgaatggaactg
ggattatcttgctttccggctgaagaatcctgtgagaaaggggagggtgagattcaacgtgaaggattttcectcecga
tgttgcaggagagtatctttcaaggtccacacgtgtgaaggattttgatgatctgtatttcaccgtctgggagat
cggaaccgaatttggaagccctgaaacaaagagtgcccgttttggatggacgttcaataactt

|Clal 1SD STOP | |Xbal | Regién 3’'UTR —

ttcaatcgatatggaggtgaaaGGATGAAtctagaagacattagcagataaattagcaggaaataaagaaggataaggagaaaga

actcaagtaattatccttcgttctcttaattgaattgcaattaaactcggeccaatcttttactaaaaggattgagccgaatacaacaaagattctattg
Mutacién puntual ‘Uracilo—Guanina’
| Hindlll

catatattttgactaagtatatacttacctagatatacaagatttgaaatacaaaatGtagaagctt

Figura 7. Secuencia del vector pHM5. Se muestran las regiones 5’3'UTR asi como las
secuencia lider y Shine-Dalgarno. El casete se construyé colocando el gen
flanqueado por las regiones promotoras de 200pb y terminadoras de 223pb
(Prr16S, SD, LS rbcL-CelA-Trbcl).
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EcoRI SacI secuencia promotora —

gaattcGagctcgctcceccecgecgtegttcaatgagaatggataagaggectecgtgggattgacgtgaggggge
|Secuencia lider —
agggatggctatatttctgggagtcgagtagaccttgttgttgtgaaattcttaattcatgagttgtagggag
|Secuencia Shine-Dalgarno — |NheI|Scal |Gen CelB—
ggatttatgtcaCcacaaacagagactaaagcaagtgttggattcAAAgctagcagtactATGACCCGGGATGAgL
tggtcgtctcttttcttecttgtggtttctgectttecttttectecggcagaagtecgttctcacagacattggtgecaa
cagacattacgttcaaaggctttccggtgaccatggaactcaacttctggaacgtcaaatcctacgaaggagaaa
Mutacién
cgtggctcaagttcgatggtgaaaaggtccagttctacgcghAatatctacaacatcgttcttcaaaacccggaca
gCtgggttcacggctatccagagatatactacggctacaagccgtgggcggcgcacaacagcggaacagagattce
Mutacién |
ttccggtgaaggtgaaaAatcttcctgacttttacgtaacccttgattattcaatctggtacgagaacgacctte
cgatcaaccttgcaatggaaacgtggatcacaagaaagccagatcagacatctgtttcctectggagacgtcgaga
|Mutacién
tcatggtctggttctacaacaacatcctgatgccaggtgggcagaaggtggatgaaCtcacaacaacgatcgaga
taaacggctctcctgtggaaacaaaatgggacgtttactttgecgececctggggectgggattatctecgecttcagge
tcacaactcccatgaaagatggcagggtgaagttcaacgtgaaggactttgtggaaaaagcagcggaagttatca
aaaaacactcaacaagggtggaaaacttcgatgagatgtacttctgcgtctgggagataggaacagagttcggtg

atccaaataccaCcgcggcaaaatttggatggaccttcaaggatttctctgttgaaattggagaataaadtctagaaga
|Xbal | Region 3'UTR —
cattagcagataaattagcaggaaataaagaaggataaggagaaagaactcaagtaattatccticgttctcttaattgaattgcaattaaactcg

gcccaatcttttactaaaaggattgagccgaatacaacaaagatictattgcatatattttgactaagtatatacttacctagatatacaagatttgaa
Mutacion puntual ‘Uracilo—Guanina’
L |Hindlll

atacaaaatGtagaagctt

Figura 8. Secuencia del vector pHM6. Se muestran las regiones 5’3’'UTR asi como las
secuencia lider y Shine-Dalgarno. El casete se construyé colocando el gen
flanqueado por las regiones promotoras de 200pb y terminadoras de 223pb
(Prrn16S, SD, LS rbcL-CelB-Trbcl).
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4.2. Clonacion de los Genes de Interés: Construccion de Vectores de
Expresion Cloroplastidicos

Células calcio competentes de Escherichia coli DH5a se transformaron por
choque térmico con los vectores pUC57 que contenian los genes de interés (PelA,
MnP-2, Bgl1, CelA-B) obteniéndose colonias transformantes a las 15 h. Las colonias
obtenidas se caracterizaron para escindir las secuencias de los genes de interés. Las
restricciones con Nhel/Xbal para los genes PelA, MnP-2 y Bgl1 mostraron
fragmentos de 804 pb, 1115 pb y 2595 pb, respectivamente; lo mismo para los genes
CelA y CelB (783 pb y 830 pb) caracterizados con Scal/Smal y Smal/Hpal

respectivamente.

La secuencia sintética del gen PelA sintetizada por GeneScript conteniendo las
regiones Promotoras, Secuencia lider, Shine-Dalgarno y Regién Terminadora se
escindié del vector pUC57 y clonado en el vector pSS24 (Sinagawa-Garcia et al.,
2009) en el sitio multiple de clonacién para originar el vector pES1, posteriormente la
secuencia codificante del gen PelA se reemplaz6 por los genes MnP-2 y Bgl1 para
originar los vectores pES2 y pES3, respectivamente (Figura 9). Los casetes
completos (genes de interés y secuencias concomitantes) se recuperaron de los
vectores pES1, pES2 y pES3 por restriccion con enzimas EcoRI/Hindlll y transferidos
al vector pPRV111A en los mismos sitios del sitio multiple de clonacion de forma
independiente para originar los vectores cloroplastidicos pES4 (PelA), pES5 (MnP-2)

y pES6 (Bgl1) (Figura 10).
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Figura 9. Mapa de restriccion de vectores de transformacion de plastidos en el vector
pSS24. a) vector pSS24 mostrando el sitio multiple de clonacion, y regiones
rbcl/accD como sitio de recombinacion homéloga. b) vector pES1 conteniendo
el gen PelA, c¢) vector pES2 con el gen MnP-2, d) vector pES3 conteniendo el
gen Bgl1; estos vectores cuentan con el gen aadA como gen marcador de
seleccion. Los genes estan bajo el promotor rrn16S y una secuencia
terminadora del gen rbcL.
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Figura 10. Mapa de restriccion de vectores de transformacién de plastidos. a) vector
pES4 conteniendo el gen PelA, b) vector pES5 con el gen MnP-2, c¢) vector
pES6 conteniendo el gen Bgl1, d) vector pHM4 conteniendo el dicistrén CelA-
CelB, e) vector pHM5 conteniendo el gen CelA, f) vector pHM6 conteniendo
el gen CelB para clonacion en los sitios de recombinacién homéloga rrm16 y
3’rps12 en el genoma de cloroplasto; estos vectores cuentan con el gen aadA
como gen marcador de seleccion. Los genes estan bajo el promotor rrn16S'y
una secuencia terminadora del gen rbcL.
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La construccion pES4 se utilizd como templete para nuevas construcciones; la
secuencia codificante del gen PelA se elimind y reemplazé por la secuencia completa
del dicistron de celulasas (CelA-CelB) en los sitios Nhe/Xbal para obtener la
construccion pHM4; a partir de esta construccién, la regién codificante del gen CelB
se elimin6 de la secuencia de pHM4 por restriccion con enzimas Smal/Hpal y vuelto
a religar para obtener la construccién pHM5 con el gen CelA de forma independiente
(monocistrén) eliminandose los sitios Smal y Hpal intergénicos por la religacién del
vector; igualmente, a partir del vector pHM4 el gen CelA se elimind de la secuencia
dicistronica por restricciébn con enzimas Clal/Scal para obtener la construccion pHM6
que contiene el gen CelB como monocistron donde los sitios Smal y Scal se
eliminaron (Figura 10 d, e, f). Los vectores pES4, pES5, pEs6, pHM4, pHM5 y pHM®6
cuentan con secuencias de los genes rn16S/3'rps12 para la integracién por
recombinacion homéloga en los sitios Repetidos Invertidos (IRA/IRB) del genoma de
cloroplasto de tabaco. El gen aadA (aminoglucésido 3’-adenililtransferasa) se incluy6
como gen marcador de seleccion. Los genes fueron clonados rio abajo del gen aadA
y flanqueado por las regiones 5’UTR del gen rrn16S (P) y 3'UTR del gen rbcL (T)
para la estabilizacion del mRNA y maximizar la traduccién de los genes de interés
(Watson et al., 2004). Ambos, promotor y terminador fueron sintéticos obtenidos de
Kuroda y Maliga (2001). Asimismo, se incluyé una secuencia Shine-Dalgarno (SD) y
una secuencia lider del gen rbcL (LS) en el extremo 5"UTR de la regidn codificante
del gen mostrando un casete: Prrn16S, SD, LS rbcL, gen de interés, TrbcL (Figura

10).
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4.3. Transformacion de Cloroplastos

4.3.1. Pureza de ADN Plasmidico

Se obtuvo ADN plasmidico de los vectores con una concentracién ~ 1 ug/uL.

4.3.2. Bombardeo y Regeneracion de Tejido Transformado

Las hojas bombardeadas no mostraron necrosis por dafo mecanico, las
explantes colocados en la primera ronda de seleccién se alargaron a la segunda
semana y se mostraron cloréticos a parir de la tercera semana de seleccién; los
explantes regenerados aparecieron a partir de la quinta semana en el medio
suplementado con espectinomicina registrandose una eficiencia de transformacion
de 3.14% para los vectores pES4-pES5 y 2.85% para los vectores pES6, pHM4,
pHM5 y pHM6 (Figura 11). Posteriormente, para eliminar las clonas mutantes de las
transformantes se realiz6 una segunda ronda de seleccion obteniéndose una
respuesta de los explantes a la segunda semana con tejido totalmente verde en la
placa que contenia espectinomicina/estreptomicina, y desarrollo de plantulas en las
cajas que Unicamente contenian espectinomicina. Se obtuvieron cuatro plantulas
regenerantes de 200 explantes bombardeados con el vector pES4 conteniendo el
gen PelA las cuales se registraron como NtpES4A, NtpES4B, NitpES4C, NtpES4D.
Siete plantulas regenerantes de 150 explantes bombardeados se obtuvieron del
bombardeo con el vector pES5 conteniendo el gen MnP-2 las cuales se registraron
como NtpES5A, NtpES5B, NtpES5C, NtpES5D, NtpES5E, NtpESS5F, NtpES5G. A

partir de 200 explantes bombardeados con el vector pES6 contiendo el gen Bgl1 se
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obtuvieron cinco plantulas registradas como NtpES6A, NtpESEB, NtpES6C, pES6D y
NtpES6E. Siete plantulas regenerantes de 180 explantes bombardeados se
obtuvieron con el vector pHM4 conteniendo el dicistron CelA-CelB registradas como
NtpHM4A, NtpHM4B, NtpHM4C, NtpHM4D, NtpHM4E, NtpHM4F, NtpHM4G;
asimismo, cuatro plantulas regenerantes de 200 explantes bombardeados se
obtuvieron con el vector pHM5 y cinco plantulas regenerantes de 156 explantes
bombardeados con el vector pHM6 las cuales se registraron como NtpHM5A,
NtpHM5B, NtpHM5C, NtpHM5D y NtpHMS5A, NtpHM5B, NtpHM5C y NtpHM6EA,

NtpHM6B, NtpHM6C, NtpHM6D, NtpHMG6E, respectivamente.
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Figura 11. Regeneracidn de plantulas de tabaco. a) explantes en expansién de primera
seleccion de dos semanas de edad empezando el proceso de seleccion, b,c)
explante regenerado de primera seleccién a las tres semanas mostrando
resistencia a espectinomicina 500 mg L. d) explantes regenerados de segunda
seleccién en medio RMOP suplementado con 500 mg L™ de espectinomicina.
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Para lograr un estado homoplasmico de plantas transformantes, las hojas
obtenidas de plantas de segunda seleccién se colocaron en nuevo medio selectivo
RMOP suplementado con espectinomicina apareciendo tejido regenerado a partir de
la segunda semana y un desarrollo completo de plantulas a partir de la quinta
semana (Figura 11). Plantulas de tercera seleccion se colocaron en medio RM para
su desarrollo normal abatiéndose un crecimiento de 8 cm en un periodo de cuatro
semanas. Posteriormente las plantas con raiz abundante se colocaron en sustrato y

colocadas a invernadero para su crecimiento y floracién (Figura 12-14)

Figura 12. Produccion de semillas de plantas transplastomicas de tabaco en
invernadero. a) planta transplastémicas de siete semanas de edad en
floracién, b) flor, ¢) vainas con semillas de tabaco, d) planta de tipo
silvestre en floracién. Las plantas de todas las lineas transformadas no
mostraron retrasos en el periodo de floracion y/o produccion de
semillas; los fenotipos de las flores fueron normales.
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4.4. Fenotipos de Plantulas de Tabaco Transformadas por Biobalistica

4.4.1. Condiciones in vitro

Las plantas en condiciones in vitro mostraron diferentes patrones de crecimiento,
las plantas a las cuales se les insertd el gen PelA mostraron un desarrollo mas lento
comparado con las plantas de tipo silvestre (WT) pero sin cambios morfolégicos
evidentes; por otro lado, las plantas a las cuales se les integré el gen de la
manganeso peroxidasa (MnP-2) mostraron mayor crecimiento con internodos mas
largos pero con tallos delgados; asimismo, el contenido de biomasa fue menor
comparado con las plantas no transformadas. Las plantas bombardeadas con el gen
de B-glucosidasa mostraron mayor crecimiento, desarrollo y contenido de biomasa
comparado con el de las plantas de tipo silvestre; plantas a las que se les integraron
los genes CelA y CelB no mostraron cambios evidentes y su desarrollo fue
equiparable con las plantas testigo; sin embargo, la integracién del dicistron (CelA-
CelB) en los cloroplastos de las plantas de tabaco mostr6 fenotipos aberrantes con
fenotipo variegado, las hojas mostraron manchas cloréticas en etapas tempranas de
desarrollo que no desaparecieron en edad adulta cubriendo ~10% del total de la hoja;
no obstante, esta linea no mostrd alteraciones en el crecimiento y desarrollo (Figura

13,14 G,H).
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4.4.2. Fenotipos de Plantas Maduras en Invernadero

Las plantas desarrolladas en invernadero, al igual que en condiciones in vitro
mostraron crecimientos diferentes; las plantas a las que se les integré el gen PelA
mostraron menor crecimiento a las plantas de tipo silvestre, con un retraso de siete
dias en el inicio de la floracion; sin embargo, los fenotipos de las hojas y las flores
fueron similares a las producidas por plantas de tipo silvestre; por otro lado, las
plantas a las cuales se les integr6 el gen de la manganeso peroxidasa (MnP-2)
mostraron internodos mas largos y con tallos delgados; asimismo, el contenido de
biomasa fue menor comparado con las plantas de tipo silvestre y sin problemas en la
aparicién del tiempo de la floracidén. Las plantas bombardeadas con el gen de -
glucosidasa mostraron mayor crecimiento en condiciones in vitro; sin embargo, bajo
condiciones de invernadero tanto el desarrollo como el contenido de biomasa fue
equiparable con plantas de tipo silvestre (Cuadro 1, 2) con flores normales; plantas a
las que se les integraron los genes CelA y CelB mostraron fenotipos normales
comparados con plantas de tipo silvestre tal como se mostr6 bajo condiciones in
vitro; por otro lado, la integracion del dicistrén (CelA-CelB) sigui6 mostrando
fenotipos con variegacion mas abundantes aunque sin problemas en la produccién

de flores (Figura 12, 13, 14G,H).



Figura 13. Hojas de plantas de tabaco aclimatadas en invernadero de tres semanas de edad
(joven) y dos meses de edad (madura). a,b) hojas de plantas wild type, a), madura b)
joven; c,d) hojas de plantas de linea NtpES4/PelA, c¢) madura d) joven; e,f) hojas de
plantas de linea NtpES5/MnP-2, e) madura f) joven; g,h) hojas de plantas de linea
NtpES5/Bgl1, g) madura h) joven; i,j) hojas de plantas de linea NtpHM4/CelA-CelB, i)
madura j) joven; K,/) hojas de plantas de linea NtpHM5/CelA, k) madura /) joven. Los
fenotipos fueron normales en cinco lineas de plantas transplastémicas (NtpES4,
NtpES5, NtpES6, NtpHMS5 y NtpHM6); sin embargo, en la linea NtpHM4 las hojas
mostraron fenotipo variegado en ~30% de las hojas en etapa juvenil y 10% de la hoja en
etapa adulta.



pES4 pES4:

3

Figura 14. Plantas de tabaco |
aclimatadas en
invernadero. a,b)
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no transformada.
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4.5. Produccién de Semillas de Plantas Transplastomicas

Se obtuvieron semillas de todas las lineas transformadas las cuales no
mostraron problemas de germinacion en Peat moss® ni bajo condiciones in vitro en
medio RM (germinacién a lo siete dias similar a semillas de tipo silvestre); ademas
las semillas mostraron un fenotipo normal comparado con las semillas de plantas no
transformadas evidenciando que la expresion de los genes no altero rutas de
producciébn de embriones; asimismo, las semillas mostraron resistencia a
espectinomicina. Plantulas de todas las lineas transformadas mostraron fragmentos
de similar tamafno a los genes de interés, mostrando segregacién de genes; esto
indica que la resistencia a espectinomicina puede ser una sefal factible de la

determinacion de transformantes.

4.6. Analisis Molecular de Plantas Transplastémicas

4.6.1. Analisis de Integracion de ADN en las Plantas Transplastomicas: PCR y

Southern-blot

De tejido foliar de plantas de tercera seleccion se realizd un analisis de PCR a
partir de ADN total de la planta utilizando primers especificos para cada gen de
interés; el analisis mostré amplificacion de fragmentos acorde al tamafo de los genes
de interés: gen PelA: 804 pb, gen Mnp-2: 1115 pb, gen Bgl1: 2595 pb, gen CelA: de
786 pb, gen CelB: 837 pb, CelA-CelB: 1617 pb confirmando la integracion de los
genes en las plantas (Figura 15 a). Para evaluar la integracién en las regiones de

repetidos invertidos y evaluar la homoplasmicidad de las plantas se realiz6 un
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andlisis de Southern-blot. Los resultados mostraron una integracion eficiente dentro
de las regiones de repetidos invertidos al hibridar con la region rrn16S del genoma de
cloroplasto. Las plantas no transformadas mostraron un fragmento de 3.0 kilobases
(kb), mientras que los genes de interés mostraron fragmentos diferentes: pES4
(PelA) 4.3 kb, pES5 (Mnp-2) 4.8 kb, pES6 (Bgl-1) 6.18 kb, pHM4 (CelA-CelB) 5.0 kb,
pHMS5 (CelA) 4.2 kb y pHM6 CelB) 4.2 kb acordes a los fragmentos esperados. La
sonda en las lineas transformadas hibridaron con un fragmento Unico de peso
esperado, la ausencia de bandas de 3.0 kb en las lineas transformadas confirma que
todos los cloroplastos de las plantas se encuentran transformados eficientemente y
qgue las rondas de seleccion para generar homoplasmicidad fueron exitosas (Figura

15 b, c).

4.6.2. Analisis de la Expresion de ARN Mensajeros por Northern blot

ARN total de plantas transformadas y de tipo silvestre de etapa adulta de
invernadero fue obtenido para realizar analisis de expresion de ARN mensajero. Se
utilizaron sondas especificas para cada una de las lineas transformadas para
amplificar los ARN mensajeros de los genes de interés. El andlisis de Northern-blot
mostré fragmentos hibridados del tamano esperado: para el gen PelA se observé una
banda de 804 nt correspondiente al mensajero esperado; asimismo, para el gen
MnP-2: 1115 nt, del gen Bgl-1: 2595 nt, gen CelA: 786 nt y gen CelB: 823 nt. La
hibridacién con las sondas con esos fragmentos proporciona informacién viable de
gue los genes son expresados en forma monocistronica de forma eficiente, y que los

ARN mensajeros son estables en ambiente cloroplastidico (Figura 16).
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Figura 15. Analisis moleculares de plantas transplastémicas. a) andlisis de PCR

de seis lineas transplastomicas (NtpES4, NtpESS5, NtpES6, NtpHM4,
NtpHM5, NtpHM6) marcadas con digoxigenina, la integracién de dig-11-
dUTP se observa por diferencia de peso molecular. Las flechas indican los
fragmentos obtenidos. b, ¢) andlisis de Southern blot de las lineas
NtpES4, NtpES5, NtpES6, NtpHM4, NtpHMS5 y NtpHM6 (PelA, MnP-2,
Bgl1, CelA-CelB, CelA, CelB respectivamente) mostrando la integracion
en la region rr16/3’rps12 de la region IR del genoma del cloroplasto.
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4.6.3. Analisis de la Expresion de ARN Mensajero de pHM4 (CelA-CelB) por

Northern blot

Los genes de celulasas CelA y CelB se expresaron en una sola secuencia en el
vector pHM4 para evaluar su expresion dicistronica. Para poder viabilizar la
expresion de este operdn, los genes se construyeron con una secuencia Shine-
Dalgarno y un codén ATG al inicio de cada gen. El andlisis de Northern-blot mostré

un solo fragmento de 1617 nt confirmando que los genes se expresaron como un

solo ARNm.

VT Bgl-2 VT Cela

<«— 0 786nt
<+— 2.595nt

dw
Y

VT CelA”B UT CelB

<-—0 .837nt

-—1 617 nt

Figura 16. Analisis Northern blot de las seis lineas transplastomicas (NtpES4, NtpES5, NtpESS6,
NtpHM4, NtpHMS5, NtpHM6) modificadas con los genes PelA, MnP-2, Bgl1, CelA-CelB, CelA,
CelB. Se muestran los transcritos primarios generados por los genes de interés. Imagenes
obtenidas por marcacién con digoxigenina (dig-11-dUTP).
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4.6.4. Segregacion de Genes de Interés

Las semillas obtenidas de plantas transplastdmicas, confirmadas por analisis
moleculares (PCR, Southern-blot y Northern-blot) se hicieron germinar en medio
RMOP suplementado con espectinomicina mostrando resistencia al antibidtico
(Figura 17); asimismo, las plantas germinadas se sometieron a analisis de
integracion por PCR, mostrando bandas con patrones de bandeo perteneciente a los
genes de interés confirmando la segregacion de los genes tanto por pruebas de
resistencia a antibiéticos como por amplificacion de las secuencias de los genes de

interés; ademas, proporcionaron de la integracion estable de los transgenes.

Los fenotipos de plantulas de las lineas NtpES4, NtpES5, NtpES6, NtpHMS,
NtpHM®6 obtenidas de semillas fueron similares a plantas de tipo silvestre tal como la
linea Fy. Plantulas de la linea NtpHM4 mostraron un fenotipo normal, con restitucién
de la coloracion de las hojas, contrario a lo mostrado por las lineas F; con fenotipo

variegado.



Figura 17. Obtencién de plantulas de tabaco a partir de semillas de plantas
transplastémicas. Las semillas no mostraron problemas en germinacién y/o retardo
del mismo. Las plantulas mostraron un fenotipo similar a las plantas no
transplastémicas, a) semillas de siete dias en medio de cultivo RM suplementado
con espectinomicina 500 mg L™, b) plantulas de tabaco de dos semanas de edad,
¢) plantulas de tabaco de cuatro semanas de edad colocadas en medio RM sin
antibiotico para su desarrollo, d) plantulas de tabaco de cinco semanas mostrando
desarrollo normal.
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4.7. Analisis Enzimaticos

4.7.1. Actividad de Pectin Liasa

Para determinar si las proteinas obtenidas a partir de los ARN mensajeros de los
genes de interés fueron viables, extractos crudos de proteina total se sometieron a
analisis de actividad enzimética bajo diferentes condiciones. Tres plantas jovenes
(tres semanas de edad) y tres plantas maduras (siete semanas de edad) de la linea
pPES4 se utilizaron (NtpES4A, NtpES4B, NtpES4C). La actividad enzimatica fue 60%
mayor en plantas adultas con respecto a plantas jévenes por lo que plantas maduras
se utilizaron para realizar los analisis enzimaticos (Figura 18 a). Pectina comercial de
cascara de naranja se utilizd como sustrato. La actividad enzimatica de PelA de
plantas transplastomicas fue superior (19.72 + 2.3 U/mg) que la mostrada por una

pectinasa comercial de A. niger.

La actividad enzimatica de PelA mostr6 que la actividad de la enzima
recombinante es alta a pH neutral (60.6 + 3.6 U/mg) decreciendo a pH alcalinos (pH
10) a 30.29 + 1.85 U/mg. Sin embargo, el pH ligeramente &cido no es favorable con
un alto decremento en la actividad a 12.99 + 1.0 U/mg (Figura 18 b). Por otro lado, la
temperatura también jugd un papel importante en el desarrollo de actividad con mas
actividad a 60°C con 66.011 + 4.9 U/mg decreciendo a 53.65 + 4.1 U/mg a 27°C pero
a 45°C tuvo menor actividad decreciendo a 19.14 + 2.1 U/mg, una diferencia de

46.86 U/mg con respecto a la temperatura éptima (Figura 18 c).
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Figura 18. Analisis enzimatico de plantas transplastémicas de tabaco modificadas con los genes PelA
y MnP-2, (a, d) actividad enzimatica de PelA y MnP-2 en hojas jovenes de tres semanas
de edad y maduras de siete semanas de edad. (b, ¢) actividad enzimatica de PelA de
plantas maduras sujetas a diferentes condiciones de pH y temperatura. (d, e) actividad
enzimatica de MnP-2 de plantas maduras bajo diferentes condiciones de pH y
temperatura. El andlisis muestra mayor actividad en plantas transplastémicas comparadas
con plantas no transformadas en todas las condiciones. Los resultados se muestran como
un promedio de tres plantas (NtpES4A, B, C y NtpES5A, B, C).
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4.7.2. Actividad de Manganeso Peroxidasa

Para analizar la actividad enzimatica de la linea pES5 modificada con el gen
MnP-2, tres plantas jovenes y tres plantas adultas se utilizaron (NtpES5A, NtpES5B,
NtpES5C), y la actividad de MnP se midié por monitoreo por la degradacién de rojo
fenol. La actividad enzimatica fue 80% mayor en plantas adultas con respecto a
plantas jévenes por lo que plantas maduras se utilizaron para realizar los analisis
enzimaticos (Figura 18 d); asimismo, la actividad de MnP se increment6 de pH
acidos (pH 4.5) (91.65 = 5.6 U/mg) a pH 6 (103.47 = 7.0 U/mg), pero mostraron
actividad no favorable a pH alcalino (pH 8), decreciendo a 39.51 £ 7.3 U/mg (Figura
18 e). La temperatura también tuvo una influencia en la actividad enzimatica,
mostrando un incremento de actividad conforme aumenta la temperatura: de 42.40 +

5.4 U/mg a 30°C hasta 113.0 + 6.1 U/mg a 65°C (Figura 18 f).

4.7.3. Actividad de Celulasas Bgl/1, CelAy CelB

Para el analisis enzimatico de celulasas, se utilizaron tres plantas de la linea
pES6 (NtpES6A, NtpESEB, NtpES6C), tres plantas de la linea pHM4 (NtpHMA4A,
NtpHM4B, NtpHM4C), tres plantas de la linea pHM5 (NtpHM5A, NtpHMSB,
NtpHMSC) y tres plantas de la linea pHM6 (NtpHMG6A, NitpHM6B, NtpHM6C); los
resultados se mostraron como un promedio de cada linea transplastdémica. Extractos
de proteinas se obtuvieron de tres plantas jovenes y tres plantas maduras
transformadas con los genes Bgl1, CelA, CelB y CelA-CelB. La actividad de -

glucosidasa se midié usando pNPG como sustrato; ademas, la actividad de celulasa
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fue medida utilizando CMC como sustrato. En todas las lineas transplastémicas, la
actividad enzimatica fue ~50% mayor en plantas maduras que en plantas jévenes
(Figura 19 a); debido a esto, plantas maduras se utilizaron para los analisis
enzimaticos. La actividad enzimatica de celulasas de plantas transplastémicas fueron
22.18 £ 1.98 U/mg superior con respecto a una celulasa comercial de A. niger. La
actividad enzimatica del dicistron CelA-CelB mostré que la actividad de la enzima
recombinante es alta a pH 5 (58.21 + 1.99 U/mg) decreciendo a pH 4 a 44.04 + 1.91
U/mg. Sin embargo, a pH 6 la actividad se redujo drasticamente a 30.68 £ 1.85 U/mg
(Figura 19 b). Por otro lado, la temperatura también jug6é un papel importante en la
actividad con mayor actividad a 65°C con 58.21 + 1.99 U/mg decreciendo a 42.30 +
2.65 U/mg a 100°C pero a 40°C tuvo menos actividad decreciendo a 30.11 + 1.38
U/mg, una diferencia de 28.28 U/mg con respecto a la temperatura 6ptima (Figura 19
c). La actividad enzimética en el monocistron CelA se incrementé de pH 6 (41.67 +
3.52 U/mg) a pH 5 (49.10 + 1.84 U/mg), pero mostraron actividad desfavorable a pH
4 decreciendo a 39.82 = 2.42 U/mg (Figura 19 d). La temperatura también mostro
influencia en el desarrollo de actividad con incremento de la temperatura, de 27.26 +
0.90 U/mg a 40°C hasta 49.10 + 1.84 U/mg a 65°C, aunque a 100°C la actividad fue
ligeramente disminuida a 46.20 + 3.65 U/mg (Figura 19 e). En el caso del
monocistron CelB, también mostré actividad estable a pH 5 (48.72 + 1.44 U/mg) pero
a pH 4 y pH6 mostrd decremento en la actividad (34.49 + 2.92 U/mg y 33.04 + 2.12
U/mg respectivamente) (Figura 19 f). Se mostrd alta actividad a 65°C con 48.72 +
1.44 U/mg decreciendo a 38.95 + 1.57 U/mg a 100°C, pero a 40°C la actividad se
redujo a 22.13 + 2.08 U/mg (Figura 19 g). El andlisis sobre plantas transplastémicas

con el gen Bgl1 mostro que la actividad de la enzima recombinante es mas estable y
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alta a pH 5 (30.45 £ 2.01 U/mg) decreciendo a pH 7 a 14.73 + 1.40 U/mg pero a pH
3.5 la actividad se redujo hasta 8.06 £ 1.28 U/mg (Figura 19 h). Asimismo, con
respecto a la temperatura se mostré mas actividad a 40°C con 30.45 + 2.01 U/mg
decreciendo ligeramente a 60°C (26.06 + 1.74 U/mg) pero a 65°C la actividad

enzimatica fue reducida hasta 11.81 £ 1.90 U/mg (Figura 19 i).
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Figura 19. Actividad enzimatica en plantas transplastomicas de tabaco. (a) actividad enzimatica de ‘bgl1,
CelA-CelB, CelA y CelB’ en plantas jovenes (tres semanas de edad) y maduras (siete semanas
de edad), (b, c) Actividad enzimatica de proteinas ‘CelA-CelB’ de hojas de plantas maduras
sujetas a diferentes condiciones de temperatura y pH, (d, e) Actividad enzimatica de proteinas de
‘CelA’ de hojas de plantas maduras sujetas a diferentes condiciones de pH y temperatura, (f, g)
Actividad enzimatica de proteinas de ‘CelB’ de hojas de plantas maduras sujetas a diferentes
condiciones de pH y temperatura, (h, /) Actividad enzimatica de proteinas ‘bgl1’ e hojas de
plantas maduras sujetas a diferentes condiciones de pH y temperatura. Los analisis muestran
mayor actividad en plantas transplastdmicas con respecto a plantas wild type en todas las
condiciones. Los resultados son mostrados como un promedio de tres plantas (NtpES6-A, B, C,
NtpHM4-A, B, C, NtpHM5-A, B, C, NtpHM6-A, B, C).



102

4.8. Niveles de Actividad en Hojas de las Enzimas PelA, MnP-2, Bgl1,
CelA-CelB, CelA y CelB

La actividad enzimatica de pectin liasa (304 U g en hojas frescas de plantas
maduras) fue 55 veces mas alta en plantas transplastémicas de la linea NtpES4
con respecto a plantas no transformadas (5.5 U g en hojas frescas de plantas
maduras) con una produccién de 66676.25 unidades por planta. La actividad de
MnP (84.0 U g en hojas frescas de plantas maduras) fue 22 veces mas alta en
plantas transplastémicas de la linea NtpES5 con respecto a plantas no
transformadas (3.7 U g"' en hojas frescas de plantas maduras) con una
produccion de 21715.46 unidades por planta (Cuadroi1). Para el dicistron de
celulasa CelA-CelB (1290 U g' en hoja fresca de plantas maduras madura) fue 24
veces mas alta en plantas transplastomicas de la linea NtpHM4 con una
produccion de 338081.0 unidades por planta, en lineas transplastomicas NtpHMS
la actividad fue 21 veces més alta (1150 U g™ hoja fresca madura) con respecto a
plantas no transformadas con una produccion de 231456.7 unidades por planta, la
linea NtpHM6 mostré 19 veces més actividad (1033 U g hoja fresca madura) con
respecto a plantas no transformadas (53 U g' de hoja fresca en plantas maduras)
con un produccién de 206669.8 unidades por planta, mientras que en la linea
transplastémica NtpES6 (620 U g hoja fresca madura) el incremento fue 68
veces mas alta con respecto a plantas no transformadas (9 U g hoja fresca

madura) con una produccion de 139395.0 unidades por planta (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Produccion de proteinas de PelA'y MnP-2 en plantas transplastmicas de tabaco de acuerdo a Jin et al. (2011). Una
unidad de actividad de pectin liasa fue definida como la cantidad de enzima que libera 1 umol de acido
poligalacturénico por minute bajo las condiciones del ensayo. Una unidad de actividad para MnP es definida como la
cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 umol de sustrato por minuto bajo las condiciones del ensayo. Los
resultados se muestran como el promedio de tres plantas transplastomicas (NtpES4A, B, C y NtpES5A, B, C).

Edad de Promedio de Promedio de Unidades Produccion
Enzima la hoja mg/ml mg/g U/mg hojas por peso por U g™ en hoja Por hoia Por edad or blanta
planta hoja (g) ) de grupo porp
Wild type Joven - - - 8.5 +2.31 1.56 +0.96 - - -

Madura - - - 11.4+£1.35 16.82+1.98 - - - Unidades
PelA Joven 1.31 £0.07 52+0.3 271128 8.3+1.15 1.37£0.28 142.7+13.9 195.98 1632.53 66676.25

Madura 2.0+0.17 8.3 £0.69 36.5+£2.2 123 +1.52 17.31£443 304.6+20 5275.24 65043.72

MnP Joven 0.29+0.01 1.1+0.07 18.3+1.8 6.3+25 1.27 £0.16 21.5+34 27.44 173.70

21715.46

Madura 0.6 +0.06 26+0.2 31.9+24 1563+1.52 16.75+1.25 83.8+8.0 1405.20 21541.75
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Cuadro 2. Produccion de proteinas de Bgl1, CelA-CelB, CelA y CelB en plantas transplastmicas de tabaco de acuerdo a Jin et
al. (2011). Una unidad de actividad B-Glucosidasa es definida como 1 umol de p-nitrophenol liberado por minuto bajo
las condiciones del ensayo. Una unidad de actividad de celulasa es definida como la cantidad de enzima que libera
1 umol de glucosa por minuto bajo las condiciones del ensayo. Los resultados se muestran como el promedio de
tres plantas transplastomicas (NtpES6A, B, C, NipHM4A, B, C, NtpHM5A, B, C, NtpHM6A, B, C).

. . Unidades .
Enzima Edad FJe mg/ml mglg Uimg Ffromedlo de Promedlo.de peso g'1 en hoja Produccién
la hoja hojas por planta por hoja (g) por planta
. Por edad de
Por hoja
grupo
CelA-CelB Joven 1.94 £0.75 19.45 +£0.16 17.48 £0.20 13.33 £ 1.52 1.452 £ 0.05 340125 493.68 6580.75 Unidades
Madura 2.21 +0.12 22.16 £0.98 58.21 +0.16 15.75+£0.95 16.316 £ 0.78 1290 + 34.2 21047.64 331500.33 338081.084
CelA Joven 2.23+1.23 22.3 +0.91 18.83 £ 0.60 7.25 +0.50 1.255 + 0.04 420 £ 20.1 527.1 3821.47 231456.788
Madura 2.34+090 23.42+0.05 49.10+0.07 12.75+0.95 15.525 + 0.89 1150 £+ 16.5 17853.75 227635.31
CelB Joven 1.54+0.75 15.46+0.89 27.21+0.74 9.25 +0.50 1.375+0.15 420.8 £9.2 578.6 5352.05 206669.811
Madura 212+0.89 21.22+0.12 48.72+0.22 11.5+£1.73 16.932 £ 1.05 1033.8 +12.4  17505.8 201317.76
Bgl1 Joven 1.91+025 19.14+0.16 9.92 +0.08 10.75 £ 0.95 1.345+0.12 190 + 23.5 255.55 2747.16 139395.163
Madura 2.03+0.42 20.36 £1.2 30.45 £0.32 15.2+1.30 14.5+2.92 620 + 13.1 8990 136648.0




5. DISCUSION

La produccion de multiples enzimas para la degradacion de polimeros de pared
celular ha sido realizada por diferentes métodos, principalmente quimicos o a
través de la expresion de genes heterdlogos en bacterias; para suplementar
grandes cantidades de proteinas, la biotecnologia vegetal puede ayudar
disminuyendo los costos de produccion (Svab et al, 1990a; Verma y Daniell,
2007); y en este sentido, multiples proteinas de interés para el sector agricola han
sido expresadas con alta produccion de proteinas (Oey et al., 2009a; Maliga y

Bock, 2011).

En este estudio se report6 la expresion estable de seis genes (PelA, MnP-2,
Bgl1, CelA, CelB y CelA-CelB) en el genoma de cloroplasto. Las zonas de
recombinacion homéloga rrn16S y 3'rps12 de los vectores de expresiéon (pES4,
pES5, pEs6, pHM4, pHM5, pHM®6) derivados de pPRV111A (Zoubenko et al.,
1994) fueron adecuados para la eficiente integracion de los transgenes en el
genoma de cloroplastos; ademas, las regiones 5’, 3'-UTR y SD fueron eficientes
para la expresion y estabilizacion del ARN mensajero; ademas, esos elementos
regulatorios, mostraron eficiencia en la integracidén y expresién de los transgenes
tal como lo reportaron Kuroda y Maliga (2001). La obtenciéon de la eficiente

expresidon en los cloroplastos de tabaco en este estudio se atribuye al uso de
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secuencias sintéticas previamente reportadas para maximizar la eficiencia de la
region S’UTR y las secuencias terminales, mismas que son importantes para
maximizar el contenido de proteina en plantas transgénicas (Maliga, 2002). No
obstante, los sitios de recombinacion homologa permitieron la integracion sitio
especifica de genes para enzimas hidroliticas, tal como se ha reportado para
otros sitios de las regiones de Repetidos Invertidos del genoma de cloroplasto (Yu
et al., 2007; Verma et al., 2010; Davarpanah et al., 2012). Los analisis de PCR y
Southern blot confirmaron que todos los genes se integraron en el genoma de
cloroplasto y que fue posible la regeneracién de plantas con un estado
homoplasmico; ademas, el andlisis de transcritos mostré que los genes PelA,
MnP-2, Bgl1, CelA y CelB se procesaron como mensajes monocistrénico. La
construccion dicistrénica formada con los genes CelA-CelB mostré un solo
fragmento correspondiente al peso molecular de ambos genes indicando que el

procesamiento ocurre de forma monocistronica.

Se ha reportado que las pectin liasas desempefian diferentes funciones
dentro de las plantas, como el rompimiento de los enlaces glucosidicos o en la
defensa de las plantas contra patégenos (Barras et al., 1994; Wegener y Olsen,
2004; Verma et al., 2010). Aunque existen reportes de expresién de pectin liasas
en diferentes organismos (Brihimann y Keen, 1997; Shih et al., 2000; Chotigeat et
al., 2009), son pocos estudios relacionados a la expresién en cloroplastos de
tabaco; en este sentido, evaluamos la actividad enzimatica de pectin liasa de S.
thermocarboxydus cepa B1 usando sustratos comerciales encontrando alta
actividad. La actividad enzimatica fue alta en plantas transplastomicas
comparadas con plantas no transformadas; asimismo, la actividad mostré mayor

actividad en plantas transplastémicas maduras con respecto a plantas jévenes tal
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como fue reportado por Verma et al. (2010). Pectin liasa codifica para el gen PelA
cuya proteina mostré6 més actividad a pH neutral mientras que a pH acido (pH 5)
la actividad decrecié un 78.5% contrario a lo reportado por Nakano et al. (2012)
quienes mostraron que la actividad era mayor en condiciones acidas; asimismo,
se ha reportado que el pH alcalino es 6ptimo para la expresién de pectin liasas en
bacterias (Tardy et al.,, 1997; Wang et al., 2014); sin embargo, se encontré un
decremento de 50% en actividad a pH 10. Estos resultados fueron similares a los
reportados por Verma et al. (2010) quienes expresaron genes PelA, PelB y PelD
de Fusarium solani en cloroplastos de tabaco y E. coli mostrando que el pH
optimo en E. coli es alcalino mientras que para plantas el pH optimo es de 6 a 7
con decremento de 38% de actividad a pH 10. Previamente, Tonouchi et al.
(2010) expresaron el gen PelA utilizado en este reporte en E. coli obteniendo
bajos niveles de actividad; asimismo, Tonouchi et al. (2010) también reportaron
gue la proteina heteréloga fue inactivada a 30°C, mientras que en este estudio la
enzima fue activa a 60°C reportada como temperatura fue 6ptima; no obstante,
hay reportes de diferentes temperaturas éptimas para diferentes pectin liasas

(Tardy et al., 1997; Verma et al., 2010; Wang et al., 2014).

Por otro lado, se ha reportado que manganeso peroxidasa (MnP) interviene
en la degradacién de lignina facilitando la ruptura de compuestos fendlicos en
presencia de H>O, (Scheel, 2000; Nagai et al., 2007; Jiang et al., 2008). Se han
reportado diferentes enzimas que degradan lignina en diferentes organismos
(imura et al., 2002; Jiang et al., 2008) y hasta el momento este es el primer
reporte acerca de la expresion de una Manganeso Peroxidasa isozima H3
codificada por el gen MnP-2 de P. chrysosporium en cloroplastos de tabaco. El

gen MnP-2 gene se insertd en la misma region que el gen PelA, esta linea de
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plantas mostr6 mas actividad en estado de crecimiento maduro tal como se
reportd en la expresidn del gen PelA. La actividad de esta enzima se evalu6 en
tres pH diferentes mostrando alta actividad a pH 6 tal como lo reporté Jiang et al.
(2008) pero diferente a reportes previos de pH Optimos de 5.5 y pH 4.5
(Sutherland y Aust, 1996; Urek y Pazarlioglu, 2004). La actividad enzimatica fue
desfavorable a pH alcalino con decrementos de 61.8% a pH 8, mientras que a pH
acido se observo un decremento de 11.4%. La actividad enzimdtica exhibié una
temperatura 6ptima de 65°C la cual decrece con el decremento de la temperatura
(30°C) hasta un 62.4% lo cual difiere a reportes previos en sistemas bacterianos
para temperaturas de 37°C y 30°C (Sutherland y Aust, 1996; Urek y Pazarlioglu,

2004; Jiang et al., 2008).

Previamente, en tabaco se reportd la expresion de una MnP de Coriolus
versicolor mediada por Agrobacterium y controlada por un doble promotor CaMV
35S mostrando 54 veces mas expresion comparado con plantas no transformadas
(limura et al., 2002); sin embargo, en nuestro estudio la plantas que degradaron
lignina mostraron 22 veces mas actividad comparadas con las plantas silvestres
sin mostrar diferencias en el crecimiento, floracién y produccién de semillas,
posiblemente debido al nivel de proteinas expresado y el tipo de genes utilizados

tal como lo reportd Austin et al. (1995) en alfalfa y Verma et al. (2010) en tabaco.

Se ha reportado que las B-glucosidasas estan implicadas en el desarrollo de
procesos, hidrolisis hormonal, crecimiento y contra ataques microbianos
(Kleczkowski et al., 1995; Wakuta et al., 2010; Jin et al., 2011; Li et al., 2012).
Aunque hay reportes de expresion de B-glucosidasas en diferentes organismos

(Bok et al., 1998; Dan et al., 2000; Kolotilin et al., 2013; Kurniasih et al., 2014;
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Souza et al., 2014) hay pocos estudios relacionados a su expresion en los
cloroplastos de tabaco; en este estudio, se evalué la expresién y actividad
enzimatica de una B-glucosidasa Familia 3 de Aspergillus niger usando sustratos
comerciales encontrando alta actividad. La actividad enzimatica fue alta
comparada con plantas de tipo silvestre, pero la actividad en diferentes estados
de desarrollo también fue diferente, con mas actividad en plantas maduras tal
como lo reportdé Verma et al. (2010) para otras enzimas celulésicas. La actividad
enzimatica de B-glucosidasa codificada por el gen Bg/1 mostré6 mas actividad a pH
5 similar a lo reportado por Jung et al. (2010) en tabaco y a resultados obtenidos
con otras B-glucosidasa de otros organismos (Saha y Bothast, 1996; Yan y Lin,
1997; Uchima et al.,, 2011; Souza et al., 2014) mientras que a pH neutral la
actividad enzimatica decrecidé 51.6 %; sin embargo, un alto decremento se
observ6 a pH 3.5 con 73.5% comparado con la temperatura optima tal como lo
reporté Petersen y Bock (2011) en tabaco. Las propiedades enzimaticas en este
estudio, indican que las enzimas recombinantes tienen un gran potencial para la
aplicacion en procesos de hidrolisis enzimatica en la industria, toda vez que los
procesos son llevados a pH 4.5-5.0 (Souza et al., 2014). Asimismo, las proteinas
recombinantes mostraron mayor actividad a 40°C, similar a reportes de Petersen
y Bock (2011) en tabaco con ligero decremento a 60°C (14.4%) contrario a lo
reportado por Souza et al. (2014) quienes reportaron 60°C como temperatura
optima en E. coli. Sin embargo, ambos reportes concuerdan en que a 65°C
muestran un alto decremento de hasta 61.2% segUn nuestros resultados; no
obstante, hay reportes donde la temperatura optima excede los 80°C cuando se
expresa en cloroplastos de tabaco (Jung et al, 2010; Pei et al., 2012). Este

estudio se suma a reportes con diferentes condiones de temperatura optima en la
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expresion de f-glucosidasas (Pérez-Pons et al., 1995; Zanoelo et al., 2004;

Nascimento et al., 2010; Jabbour et al., 2012).

En este estudio, también se logré la expresién de dos enzimas endocelulésicas
codificadas por los genes CelA y CelB provenientes de Thermotoga neapolitana
(Bok et al., 1998). Los productos de los genes CelA y CelB mostraron mayor
actividad a pH 5 decreciendo a pH 6 hasta 15.2 % en CelA y 32.1% en CelB,
contrario a los reportado por Verma et al. (2010) cuyo pH optimo fue pH 6. A pH 4,
CelA decreci6 18.9% en contraste con los 29.1% mostrados por CelB. Sin
embargo, ambas enzimas mostraron mayor actividad a 65°C con decremento de
5.9% en CelA y un decremento de 20.0% en CelB a 100°C; también, ambas
enzimas mostraron alto decremento a 40°C con 44.0% en CelA y hasta un 54.5%
en CelB. Para evaluar la capacidad de los cloroplastos para expresar la secuencia
de CelAy CelB como un dicistrén se adicionaron regiones complementarias a las
secuencias reportadas por Bok et al. (1998). Enzimas del dicistron CelA-CelB
mostraron mayor actividad a pH 5 con decremento a pH 4 (24.3%) pero hasta un
47.2% a pH 6. También, la actividad maxima en los productos del dicistron se
obtuvo a 65°C con decremento de 27.3% a 100°C y 48.2% a 40°C. Expresiones
optimas cerca de los 60°C también se han reportado por Verma et al. (2010) al
expresar celulasas (CelD) en cloroplastos de tabaco y E. coli; sin embargo, hay
reportes de temperaturas optimas de hasta 80 °C para celulasas (Zhang et al.,
2012b). Las secuencias fusionadas de CelA-CelB permitieron un ligero
incremento en la actividad comparado con las enzimas de productos

monocistronicos de CelA y CelB.
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La expresion de diferentes genes que codifican para enzimas hidroliticas de
polimeros de pared celular en cloroplastos de tabaco se han logrado con
diferentes resultados. Algunos reportes muestran efectos bajos en la
pigmentacidén con la expresion de genes de lacasa (Davarpanah et al., 2012) o
con severo retardo en el crecimiento de las plantas al expresar xilanasas en el
genoma del cloroplasto (Kolotilin et al., 2013). Reportes previos muestran que
expresar celulasas, las plantas pueden mostrar serias anomalias en el fenotipo
que resultan en la muerte de las plantas (Petersen y Bock, 2011). No obstante,
también se han reportado efectos benéficos como elevado nivel de fitohormonas,
incremento de biomasa, incremento de tricomas y proteccién contra afidos o
mosquita blanca al expresarse B-glucosidasas (Jin et al., 2011). En este estudio
se reportd una linea transplastomica con efectos anormales en coloracién de
hojas (linea NtpHM4/gen CelA-CelB); las siete plantas obtenidas mostraron
fenotipo variegado aunque no mostraron deficiencias en el crecimiento, desarrollo,
formacion de flores, fenotipos de flores y/o produccion de semillas. Debido a que
la progenie de las plantas variegadas no mostraron alteraciones en el color y el
color verde fue restaurado, se asume que los sectores variegados en las hojas
son homoplasmicos, lo cual se verifico con analisis moleculares; resultados
similares se obtuvieron por Lutz y Maliga (2008) en ensayos con segregacion de
fenotipos aurea, mostrando tejidos homoplasmicos en hojas variegadas. Este tipo
de mutaciones en la pigmentacion es una herramienta genética atil que permiten
generar lineas evolutivas con relativa facilidad (Diers, 1971; Smith, 1989; Derepas

y Dulieu, 1992).



6. CONCLUSIONES

Se disenaron vectores de expresidn cloroplastidicos que contenian los genes
que codifican para enzimas pectin liasa (PelA), manganeso peroxidasa (MnP-2),
p-glucosidasa (Bgl1), y celulasa tipo A y B (CelA, CelB) implicadas en la

degradacion polimeros de paredes celulares.

La integraciéon de los genes en el genoma de cloroplastos de plantas de
tabaco utilizando biobalistica fue eficiente, y su integracion pudo verificarse

mediante analisis moleculares por PCR, Southern blot y Northern blot.

Las enzimas recombinantes mostraron actividad enzimatica la cual fue
verificada utilizando sustratos comerciales; esta actividad no tuvo repercusiones
en los fenotipos de cinco lineas de plantas transplastomicas; sin embargo, la
expresion de la secuencia dicistronica mostré un fenotipo variegado el cual

desaparecio en la progenie.

Debido a la alta respuesta de los cloroplastos para la expresiéon de genes,
estos sistemas podrian ser usados para producir enzimas hidroliticas involucradas
en la degradacion de moléculas complejas ubicadas de pared celular para su uso
en tratamiento de residuos como desechos urbanos, agricultura o produccion de

papel. Este estudio presenta y sustenta bases para el desarrollo de nuevos
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métodos y estrategias para la sobreexpresion de enzimas implicadas en la
degradacion de pectina, lignina y celulosa para su aplicacion en la industria

biotecnoldgica usando plantas transgénicas.
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