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Introduccion. La ingenieria genética de cloroplasto ha
generado avances importantes en la biotecnologia,
jugando un rol crucial en el mejoramiento genético de
plantas con multiples ventajas como nulos efectos de
posicion, ausencia de efectos epigenéticos y la
contencion de los transgenes‘l); la transformacion
genética de cloroplastos ha sido satisfactoriamente
lograda en tabaco, papa, tomate, soya, coliflor y lechuga,
integrando mas de 100 transgenes; asimismo, han sido
realizadas investigacion para la expresién de enzimas
celuloliticas®; aunque los reportes para este tipo de
enzimas han sido limitados®.

Debido a esto, se utilizdé la tecnologia transplastomica
para sobre expresar enzimas que degradan celulosa para
estudiar su expresion, estabilidad, actividad y su efecto
en el metabolismo normal de las plantas.

Metodologia. Tres genes fueron utlizados: -
glucosidasa (bgll) de Aspergillus niger, celulasas A
(CelA) y celulasa B (CelB) de Thermotoga neapolitana.
Las secuencias fueron disefiadas in silico y sujetas
eliminacion de sitios de restriccion no deseados. Los
genes bgll, CelA, CelB y el dicistron CelA-CelB fueron
flanqueados por el promotor del gen rrnl6S y una
secuencia terminadora del gen rbclL; una secuencia
Shine-Dalgarno (SD) y secuencia lider (LS) del gen rbcL.
Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum var. Petitte
havana) fueron transformadas por biobalistica. Los
explantes bombardeados fueron colocados en medio
RMOP suplementado con 500 mg L* de
espectinomicina/estreptomicina. ADN total fue extraido
de plantas de tabaco para andlisis de PCR usando
primers especificos de cada gen bajo las siguientes
condiciones: 2 min de desnaturalizacion, 25 ciclos de
amplificacion (45 s a 94°C, 45 s a 60°C, 1 min a 72°C).
Para el analisis de Southern blot las muestras fueron
digeridas con BamHI usando una sonda rRNA16S. Para
el analisis de ARN un Northern blot fue realizado; las
sondas fueron marcadas con digoxigenina mediante
amplificacion por PCR.

Resultados. Cuatro vectores fueron construidos: pES6,
pHM4, pHM5 y pHM6 derivados del pES4“ conteniendo
los genes Dbgll, CelA, CelB y CelA-CelB,
respectivamente.  Explantes  regenerantes  fueron
obtenidos después del bombardeo a las cinco semanas
con una eficiencia de transformacién de 3.14%; los
explantes fueron crecidos en invernadero hasta
floracion. Las plantas obtenidas fueron PCR-positivas
amplificando los fragmentos correspondientes a los
genes de interés. La sonda de Southern blot hibrido con
un solo fragmento de 3 kb en plantas wt mientras que en
plantas transformadas lo hizo con un fragmento de 5.783
kb correspondiente al gen Bgll, 4.8 kb para CelA-CelB,
3.7 kb para CelA y 3.8 kb para CelB. La ausencia de
fragmentos de 3 kb sugiere un estado homoplasmico en
todas las plantas. El analisis de transcritos confirmé
monocistrones en todas las plantas incluyendo la
construccion CelA-CelB. Semillas de todas las plantas
fueron espectinomicina-resistentes confirmando la
segregacion de los genes. El andlisis enzimatico mostré
alta actividad sobre sustratos comerciales.

Conclusiones. La transformacién genética de
cloroplasto puede ser usada de forma eficiente para
sobre expresar enzimas que degraden paredes
celulares con alta actividad enzimatica. Estos resultados
contribuyen con nueva informacion para realizar
mejoramiento genético en otros sistemas de expresion
con este tipo de enzimas con imparto en el sector
agricola o biocombustibles.
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