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Resumen

El almacenamiento de proteinas endogenas en semillas es importante para el éxito de la
germinacién y el crecimiento de las plantas. Esta propiedad ha sido adaptada y utilizada para
producir proteinas heterélogas en este 6rgano teniendo en cuenta las ventajas que ofrece. En este
estudio, se demostré la estabilidad de la hemaglutinina aviar H5N1 en semillas de Nicotiana
tabacum L. almacenadas durante cinco afios en diferentes condiciones de temperatura, sin
afectarse los niveles de expresion y la germinacion de las semillas transgénicas. Estos resultados
muestran que las proteinas complejas se mantienen estables por largos periodos a temperaturas
moderadas, constituyendo las semillas una fuente inmediata para la obtencion de candidatos
vacunales frente a diferentes enfermedades.
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Abstract

The storage of endogenous proteins in seeds is important for successful germination and plant
growth. This property has been adapted and used to produce heterologous proteins in this organ
considering the advantages it offers. In this study, the stability of avian hemagglutinin H5N1 was
demonstrated in Nicotiana tabacum L. seeds stored for five years under different temperature
conditions, without affecting the expression levels and germination of transgenic seeds. These
results show that the complex proteins remain stable for long periods at moderate temperatures,
making the seeds an immediate source for obtaining vaccine candidates against different diseases.
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Introduccién produccién de proteinas recombinantes
(Conley et al., 2011; Khan et al.,, 2020;
Mohammadi et al., 2020; Ruiz et al., 2020).
Algunas de las ventajas que muestran son: la
existencia de una metodologia bien
establecida de cultivo de tejidos vy
transformacion genética, asi como la
posibilidad de cultivarlas en condiciones de

Las plantas son un sistema versatil
para producir proteinas recombinantes. Entre
las ventajas que ofrecen esté el bajo costo de
produccién de la biomasa, la capacidad de
acumular proteinas complejas con alto

rendimiento y el bajo riesgo de - .
contaminacion con patégenos propios de contencion (Tremblay et al., 2010; Varasteh-

animales y de humanos (Chan & Daniell Shams et al., 2020). Otra ventaja importante

2015; Marsian & Lomonossoff, 2016; Topp et de esta planta como biorreactor es que se
al., 2016; Rage et al., 2020; Shanmugaraj et tra_lte_l _de un cultivo - no  comestible gue
al., 2020). Las plantas de Nicotiana tabacum minimiza el riesgo del paso de las proteinas

L. son ampliamente empleadas para la recombinantes a la cadenz_i alimenticia
P P P (Matoba et al., 2011; Sedaghati et al., 2020).
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Diferentes érganos de este cultivo como las
hojas y las semillas son empleados con este
fin (Shanmugaraj et al., 2020).

Las semillas, en particular,
constituyen un sistema atractivo de expresion
de proteinas debido a que almacenan estas
moléculas en pequefios volimenes y en
ambientes estables (Stoger et al., 2002; Van
Droogenbroeck et al., 2007; De Wilde et al.,
2013; Murray-Hudson et al.,, 2014;
Hernandez et al.,, 2015; Vamvaka et al,
2016; Khan et al.,, 2020). Esta ventaja es
posible por la existencia de un medio menos
hidratado, que impide los procesos de
hidrolisis y ademas la presencia de
chaperonas e isomerasas que garantizan un
plegamiento correcto de las proteinas
(Mlntz, 1998; Stoger et al., 2005; Urade,
2019; Balchin et al., 2020). Las semillas de
N. tabacum cv BHMN son de pequefio
tamafio, permitiendo que las proteinas
alcancen altas concentraciones. El contenido
de proteina es de aproximadamente 15-22%
con respecto al peso fresco (Frega et al.,
1991), lo cual justifica su empleo como fuente
alternativa de proteina para la alimentacién
animal (Rossi et al., 2013). Se ha
demostrado que los anticuerpos, antigenos
vacunales y otras proteinas heterdlogas
pueden ser producidos en semillas, donde
permanecen estables y funcionales durante
varios afios, incluso almacenados a
temperatura ambiente (De Wilde et al., 2013;
Vamvaka et al., 2016; Weichert et al., 2016;
Dong et al, 2017). Especificamente,
antigenos del virus de la influenza aviar
(VIA), también se han producido en semillas
(Nahampun et al., 2015; Ceballo et al., 2017),
donde se confirmé que los animales
inmunizados mostraron una respuesta
protectora contra el VIA (Ceballo et al., 2018;
Phan et al.,, 2020). Entre los principales
antigenos del VIA, la hemaglutinina (HA) y la
neuroaminidasa, constituyen los mas
inmunogénicos, aunque también se han
expresados nucleoproteinas y proteina de la
matriz, que confieren un efecto protector mas
amplio (Zheng et al., 2014, Kolpe et al., 2017,
Yang & Liu, 2017; Kim et al., 2020).

La amenaza de una pandemia de
gripe aviar ha enfatizado en la necesidad de
medidas de prevencion efectivas para
combatir esta enfermedad. Una de las
estrategias se basa en la vacunacion,
acompafiada de medidas de bioseguridad
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(Marangon et al., 2005; Ladman et al., 2019;
Hautefeuille et al., 2020). Las vacunas
comerciales existentes son
predominantemente del tipo de virus
completo inactivado y atenuado. Durante
décadas, estas vacunas demostraron ser
seguras y eficaces. Sin embargo, los
procesos de producciéon, pueden ser
inefectivos, cuando se requieren altas
cantidades de dosis en el menor tiempo
posible (Dai et al., 2019). Este aspecto se
evidencié durante la pandemia de influenza
H1N1 en el 2009.

En el presente estudio las semillas
de tabaco que acumulan la HA del VIA,
A/Vietnam/1203/04(H5N1), se almacenaron a
diferentes temperaturas, demostrandose la
estabilidad de la proteina almacenada
durante cinco afios en este 6rgano y sin
afectar la germinacion de dichas semillas.
Estos resultados son de gran utilidad
practica, pues sugieren la posibilidad de
disponer del antigeno de HA ante la aparicién
de una pandemia de gripe aviar.

Materiales y métodos

Fuente y analisis de las semillas

Los experimentos se realizaron con
semillas transgénicas de N. tabacum cv.
BHmMN generacionT1 de la linea 1-13 (T1 I-
13), productoras del dominio extracelular de
la proteina HA del VIA referida por Ceballo et
al. (2017). Las semillas cosechadas, treinta y
cinco dias después de la floracién, en la
parcela experimental del Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (CIGB), se
almacenaron en diferentes condiciones de
temperatura (T=4; T=28; T=37, T en °C)
durante cinco afios. Como control negativo
(CN) se utilizaron semillas de igual variedad
no transgénicas almacenadas bajo las
mismas condiciones y por el mismo periodo
de tiempo que las transgénicas. La
cuantificacion de la HA por ELISA y la
visualizacion de las proteinas por SDS-PAGE
y western blot se realiz6 segun lo descrito por
Ceballo et al. (2017).

Germinacion de las semillas

Las semillas CN y T1 1-13
almacenadas durante cinco afios en
diferentes condiciones se esterilizaron
superficialmente con etanol al 70% durante
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30 segundos. Posteriormente se incubaron
en hipoclorito de sodio al 9% durante 10
minutos, para luego dar lavados sucesivos
con agua destilada estéril (cinco veces). El
experimento se disefid con tres réplicas para
cada combinacion de almacenamiento. Cada
réplica se conform6 con 100 semillas cada
una, sembradas en medio MS, Sigma,
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado
con sacarosa 30 g/L, vitaminas MS 1 ml/L y
agar 6,0 g/L en placas Petri. Las mismas
fueron incubadas a 4 °C en la oscuridad
durante tres dias (estratificacién) vy
seguidamente a 22 °C con un ciclo de 16 h
de luz / 8 h de oscuridad. La germinacion fue
definida por la aparicion de la radicula a
través de la cubierta de la semilla v,
posteriormente, de las primeras hojas
verdaderas. El porcentaje de germinacién se
determiné a los doce dias mediante el conteo
de semillas germinadas con respecto al total
de las semillas sembradas. Para la
germinacién de las semillas transgénicas
cosechadas mas recientemente (CNr) se
sigui6 el mismo procedimiento.

Produccién de semillas T4 de la linea
I-13 en casas de cultivo protegido

Las semillas T1 I-13 se sembraron en
presencia de Kanamicina 30mg/L para
obtener generaciones sucesivas hasta llegar
a la T4, seleccionando en cada etapa las
lineas con mayores niveles de acumulacion
de HA. Las plantulas resistentes al
antibiotico, propiciando condiciones de
crecimiento. Para evaluar la produccion de

3 a

mg de HAlg de semillas

HA*

semillas, se trasplantaron 150 de estas
plantas a parcelas de 5 m? se cultivaron en
casas de invernadero su adaptacion a las
nuevas separadas por 1 m (marco de
plantacion de 5 plantas/m?) a la casa de
cultivo protegido del CIGB de un area de
1320 m?, con luz natural y una temperatura
promedio (28 + 2 °C). La recoleccion de las
semillas se llev6 a cabo seis meses después
de iniciado el semillero.

Andlisis estadistico

Las diferencias estadisticas en la
cantidad de HA almacenada en diferentes
temperaturas, cuantificada por ELISA, se
determind mediante el software estadistico
GraphPad Prism v.6.0e (GraphPad, San
Diego, CA, EE. UU.). Se compararon los
tratamientos mediante la prueba de Mann
Whitney y se consideré significancia
estadistica para p <0,05. La altura entre las
plantulas tansgénicas y las no transgenicas
fueron analizadas mediante la prueba t de
Student para p<0,0001.

Resultados

En el presente estudio se cuantificé la
proteina HA de los extractos de semillas T1 I-
13 almacenadas en diferentes condiciones de
temperatura, demostrandose que no hubo
diferencias significativas en la concentracion
del antigeno entre los distintos tratamientos, asi
como tampoco con relacion a la HA* (extracto
de PTS de semillas transgénicas T1 I-13
conservado a -20 °C durante cinco afios,
referido por Ceballo et al. (2017) Figura 1.

[}
=)

28 ar CNp

Temperaturas de Almacenamiento

Figura 1. Analisis de la expresion de HA en semillas transgénicas de N. tabacum cv. BHmN, T1 I-13, almacenadas durante cinco
afios. En el ELISA se utiliz6 como anticuerpo primario un suero murino anti-HA1 y como anticuerpo secundario 1gG anti ratén
marcado con peroxidasa. HA*: extracto de PTS de semillas transgénicas T1 I-13 conservado a -20 °C durante cinco afios; 4, 28
y 37: extracto de PTS de T1 I-13 almacenado durante cinco afios a diferentes temperaturas (T=4; T=28; T=37,
respectivamente); CNp: mezcla de extractos de PTS de semillas no transgénicas almacenadas durante cinco afios a T=4; T=28;
T=37, usadas como control negativo. Las barras de error en el gréfico indican la desviacién estandar. En el andlisis de los datos
con la prueba de Mann Whitney no se observaron diferencias estadisticamente significativas (misma letra) entre los tratamientos
para p<0.05.
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La HA de T1 113 se mantuvo estable
en este 6rgano durante cinco afios sin sufrir
degradaciones  detectables, como se
evidencia mediante SDS-PAGE y western
blot (Figura 2). La identidad de la proteina fue
confirmada  utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-HA1 (Figura 2b). Una banda
de aproximadamente 65 kDa fue detectada,
sugiriendo la presencia de la forma
monomérica de HA en condiciones
reductoras, al igual que en el extracto
proteico de HA*. En el caso de CNp (mezcla
de extractos de PTS de semillas no
transgénicas almacenadas durante cinco
afios a T=4; T=28; T=37) no se reconocieron
proteinas en la inmunodeteccion.

Las semillas T1 I-13, almacenadas
durante  cinco aflos en  diferentes
temperaturas, mostraron al sexto dia un
retardo en el porcentaje de germinacién con
relacion a las semillas CN, sin embargo a los
doce dias del ensayo, la germinacion fue
similar a éste. Entre los tratamientos se
observé un mayor porcentaje germinativo a
28 °C durante el transcurso del experimento.
Por otro lado, ocurrié un ligero retraso en la
germinacion de las semillas CN almacenadas

con respecto a las CNr (Tabla 1). No obstante,
las plantulas transgénicas, independientemente
de la temperatura de almacenamiento, no
mostraron alteraciones morfologicas visibles
entre ellas, pero se observd una marcada
disminucién en la talla de las mismas con
relacion a las de CN (Figura 3a y Tabla 2). Sin
embargo, al cabo de tres meses ambos grupos
de plantas alcanzaron un crecimiento
semejante (Figura 3b).

Para evaluar la producciéon de
semillas en la casa de cultivo protegido de la
linea 1-13 en la generacién T4 se obtuvieron
semillas de 140 plantas, lo que representa el
93.3 % del total sembrado. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 3. El
rendimiento de semillas por planta (g/planta)
se situé en un rango de 2,5 a 23,6 g/planta,
para un promedio de 6,25 g/planta y una
produccion total de 876 gramos. Es vélido
resaltar que el 54,2% de las plantas produjo
mas de 5 g/planta y 15 plantas produjeron
mas de 10 g/planta. La expresién de HA en
esta generacién T4 (datos no publicados) fue
de aproximadamente 4 mg/g de semillas, lo
que nos permiti6 acumular 3,4 g de HA para
usos posteriores.

MP HA* 4 28 37

MP HA* 4 28 37 CNp

!

1y |

Figura 2. Caracterizacion de HA en semillas T1 1-13 de N. tabacum cv. BHmN, almacenadas durante cinco afios en

diferentes condiciones de temperatura. A: electroforesis SDS-PAGE al 9% con 15 pg de PTS de un extracto

acuoso. B: deteccion por western blot de HA en presencia de un anticuerpo monoclonal contra HA1 conjugado con

peroxidasa (CIGB Sancti-Spiritus). HA*: extracto de PTS de semillas transgénicas T1 I-13 conservado a -20 °C

durante cinco afios; 4, 28 y 37: semillas almacenadas durante cinco afios a diferentes temperaturas (T=4; T=28;

T=37); MP: Marcador de Peso Molecular Proteina de gama amplia (Promega, USA); CNp: mezcla de extractos de

PTS de semillas no transgénicas almacenadas durante cinco afios a T=4; T=28; T=37, usadas como control

negativo. Las flechas indican una banda que se corresponde en talla con la proteina HA (aprox. 65kDa).
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Tabla 1.Germinacioén de las semillas de N. tabacum cv. BHmN almacenadas

durante cinco afios en diferentes temperaturas.

Tratamientos % Germinacion % Germinacion
(dia 6) (dia 12)

Semilas de plantas CNr 96 100
Semillas de planas CN (4°C) 90 95
Semillas de planas CN (28°C) 92 97
Semillas de planas CN (37°C) 90 93
Semillas transgénicas (4°C) 83 95
Semillas transgénicas (28°C) 89 100
Semillas transgénicas (37°C) 72 91
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Figura 3. A: representacion de germinados doce dias post-siembra de las semillas de N. tabacum cv. BHmN
almacenadas durante cinco afios en diferentes temperaturas. I: obtencién de plantas a partir de semillas
transgénicas T1 I-13 almacenadas a T=4; T=28; T=37. II: obtencion de plantas a partir de semillas no transgénicas
almacenadas y germinadas bajo las mismas condiciones que las semillas transgénicas. B: plantas de Nicotiana
tabacum cv. BHmN de tres meses de crecidas a partir de semillas almacenadas durante cinco afios a diferentes
temperaturas. 1, 2 y 3: plantas transgénicas obtenidas de semillas almacenadas que expresan la hemaglutinina
aviar (de derecha a izquierda T=37, T=28 y T=4 respectivamente); 4, 5y 6: plantas obtenidas a partir de semillas no
transgénicas almacenadas (de derecha a izquierda T=37, T=28 y T=4 respectivamente); 7: plantas obtenidas a partir
de semillas no transgénicas recién cosechadas. Las flechas indican el inicio de cada cantero.
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Tabla 2. Comparacién de la variable altura entre los grupos de plantas transgénicas y no transgénicas en cada

temperatura (T) de almacenamiento. Se representa el promedio de la altura (h) medida en centimetros a los

doce dias post-germinado. Se seleccionaron 20 réplicas en cada temperatura para cada grupo de plantas. S.D:

representa la desviacién estandar de cada grupo. El andlisis de los datos con la prueba t de Student mostro

diferencias estadisticamente significativas (diferentes letras) entre los grupos de plantas para p<0.0001.

Grupos h (T=4) h (T=28) h (T=37) S.D

de Plantas

Transgénicas (T) 1.382 1.332 1.352 0.15927
No transgénicas  2.91b 2.82b 2.88b 0.16223

Tabla 3. Produccion de semillas de la linea 1-13 generacion T4 en casa de cultivos protegido.

Plantas Plantas Rendimiento Total semillas
sembradas con semilla promedio
150 140 6.25 876
Discusiodn Nuestros resultados demostraron que las

Diversas especies de plantas se han
utilizado para producir antigenos contra la
influenza en semillas. Tal es el caso, de la
nucleoproteina de la cepa H3N2 producida
en semillas de maiz a niveles de 70
microgramos/gramo de semillas (Nahampun
et al., 2015) y la HA producida en semillas de
N. tabacum con niveles de acumulacion
superiores al 0.5% de PTS (Phan et al,
2014). En cambio, los 3 mg de HA por gramo
de semillas de T1 I-13 obtenidos por Ceballo
et al. (2017) continta siendo el valor méas alto
informado para esta proteina producida en
plantas. Este elevado nivel de expresion esta
en concordancia con los obtenidos para otras
proteinas cuando utilizaron la combinacion
de promotor de p-faseolina, UTR 'y
terminador de la proteina arcelina de frijol
(Hernandez et al., 2013; Hernandez et al.,
2015; Hakkinen et al., 2018).

Uno de los mayores beneficios de la
produccion de proteinas terapéuticas en
semillas es la posibilidad de almacenarlas
de forma activa durante largos periodos de
tiempo (Fiedler & Conrad, 1995; da Cunha
et al., 2019; Leite et al, 2019).
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semillas T1 I-13 almacenadas durante cinco
afos mantuvieron niveles de HA semejantes
a la HA* independientemente de las
diferentes temperaturas de almacenamiento.
Estos datos tienen gran importancia
practica, pues permiten acumular la
biomasa para su uso posterior en caso de
una emergencia relacionada con la gripe
aviar. Estudios similares con relacion a las
proteinas recombinantes en semillas han
demostrado que estas se mantienen
estables durante afios bajo diferentes
condiciones de almacenamiento. Un ejemplo
lo constituye la expresion de los multimeros
de FLAG (proteina de la seda de la arafia)
acumulados en semillas de tabaco T1
durante un afio, no afectando Ia
concentracion ni la estructura multimérica
(Weichert et al.,, 2016). El fragmento de
anticuerpo (scFv) en semillas de tabaco
también se mantuvo estable durante un afio
(Fiedler & Conrad, 1995; Phillips et al.,
1997). Asimismo, semillas de soya
transgénica productoras del antigeno FanC
y almacenadas por mas de cuatro afios a
temperatura ambiente, no revelaron
pérdidas detectables del antigeno (Oakes et
al., 2009). La proteina enddgena de semillas de
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almendra, amandina, también se mantuvo
estable durante diez afios de almacenamiento
aproximadamente (Su et al., 2017).

Por otra parte, la germinacion de
semillas no modificadas genéticamente
almacenadas durante afios ha sido
ampliamente documentada en la literatura
(Sano et al., 2020; Solberg et al., 2020). Se
conoce, por ejemplo, que las especies de
Nicotiana pueden mantener su capacidad de
germinacion durante diez afios (Agacka et
al., 2013). Segun Lee et al. (2010), las
semillas de tabaco mantienen su vigor y
viabilidad mientras sus enzimas
antioxidantes permanezcan activas. Sin
embargo, semillas transgénicas de tabaco
(F18 y VT2eB) mostraron retardo en la
germinacion con respecto a las semillas no
transgénicas, justificandose por la
interferencia del ADN exdégeno en la
germinacion al modificar la maduracion de la
semilla (Onelli et al., 2017). Estos efectos
también se apreciaron en las semillas T1 I-
13 guardadas durante cinco afos, las cuales
mostraron, al inicio, un retraso en la
germinaciéon similar al informado por
Depicker et al. (2005) para semillas
transgénicas de Arabidopsis. Otro factor que
puede incidir en la germinacion es la
temperatura de almacenamiento. En este
sentido, la germinacion de semillas T1 1-13
no se vio afectada en ninguna de las
temperaturas probadas, siendo de 100 % en
28 °C a los doce dias, superior con respecto
a 4y 37 °C (Tabla 1). En el caso de las
semillas de C. alata almacenadas a bajas
temperaturas (5 y 15 °C) también mantienen
una germinacion aproximadamente de 90%
(Valverde-Rodriguez et al., 2019).
Asimismo, semillas de H. luteynii tuvieron
una alta germinacién y viabilidad hasta los
doce meses de almacenamiento a 10 °C
(Uyaguari et al., 2019). Por tales razones
pudiéramos deducir que la temperatura de
almacenamiento de las semillas no tuvo
relevancia en la germinacion de estas
especies. Un estudio de los patrones de
expresion de proteinas de semillas de dos
genotipos de trigo guardados durante diez
afios permitié concluir que la tolerancia de
las semillas al almacenamiento se
incrementa si  éstas presentan una
capacidad mayor para: (1) activar el sistema
de defensa y prevenir el dafio oxidativo;
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(2) utilizar proteinas de almacenamiento
para la germinacién; (3) mantener el
metabolismo energético para el suministro
de energético (Chen et al., 2018).

Desde la década de los afios 80, los
sistemas de expresién basados en plantas
han sido utilizados para el desarrollo de
biofarmacéuticos, ya sea para humanos o
para aplicaciones veterinarias, debido a las
ventajas que ofrecen sobre los sistemas
convencionales (Daniell et al.,, 2021). Las
semillas especificamente, podrian ser una
opcién para la produccién de vacunas o
anticuerpos terapéuticos. Por tales razones,
contar con un sistema de produccion de
plantas de tabaco bajo condiciones de
cultivo confinado en el CIGB, permitiria
sembrar tabaco durante todo el afio
(Mendoza et al., 2011) y obtener cantidades
suficientes de biomasa de semillas
productoras de HA. La densidad de siembra
de 5 plantas/m?, en un sustrato inerte
(zeolita), admitiria la siembra de 6600
plantas dos veces al afio y una cosecha
anual de aproximadamente 79 kg de
semillas. En el caso especifico de semillas
productoras de HA, se pudieran almacenar
en este 6rgano anualmente hasta 306,6
gramos de antigeno. Por otra parte, si las
plantas ademés desarrollan hijos a partir de
las yemas axilares que produzcan semillas,
tendriamos mayores rendimientos. Tal como
sucedi6 para las 15 plantas altas
productoras de semillas (hasta 23 g)
obtenidas en este estudio, una practica
agronomica que puede ser incorporada con
vistas a incrementar la produccion de
semillas por planta. Ademas, la siembra
deberia realizarse en los meses mas frios
en Cuba, puesto que los en los periodos
mas célidos se exacerban los patégenos de
plantas que inciden negativamente en los
rendimientos de las cosechas.

Otra estrategia para aumentar los
rendimientos seria el empleo de variedades
de N. tabacum productoras de mayor nimero
de semillas. La produccién en cv. BHmN se
estima aproximadamente en 0,6-1,1 t/ha
(Patel et al., 1998; Usta, 2005), sin embargo,
plantas de cv. Solari mostraron una
productividad significativamente superior, de
hasta 4,5 t/ha (Grisan et al., 2016).
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este
estudio demostraron que el dominio
extracelular de la proteina HA del VIA H5N1
se mantuvo estable en las semillas de N.
tabacum cv. BHmMN durante cinco afios,
independientemente de la temperatura de
almacenamiento. Estos datos resaltan la
posible utilidad de las semillas como fuente
de reserva de hemaglutininas para su uso en
candidatos vacunales y como parte de
sistemas diagndsticos en la deteccion de
animales enfermos ante una pandemia de
Influenza aviar.
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