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RESUMEN 

La producción de enzimas recombinantes a partir de la transformación plastídica 

utilizando plantas de tabaco como biorreactores, ha emergido por su capacidad de 

producir proteínas a gran escala. La transformación genética del cloroplasto se ha ido 

implementando y desarrollado abriendo diversas áreas en las que destaca la agricultura, 

biocombustibles y farmacéutica. La producción de proteínas recombinantes para el uso 

humano por medio de biorreactores “verdes” tiene muchas ventajas como nulos efectos 

de posición, la ausencia de efectos epigenéticos y la posibilidad de contener los 

transgenes. En esta investigación se reportan las condiciones para generar dos líneas 

genéticamente modificadas de N. tabacum a partir de la inserción de genes en el 

genoma de cloroplasto utilizando el vector pRCY-1 que contiene el gen de Cel9A que 

codifica para una endoglucanasa de Phanerochaete chrysosporium y pRCY-2 que 

contiene el gen mfc que codifica para una celulasa multifuncional proveniente de 

Ampullaria crossean. Ambos transgenes están dirigidos por el promotor rrn (del operon 

ARN) que contiene un terminador rbcL y un gen de resistencia aadA a 

espectinomicina/estreptomicina, además de las regiones de recombinación homóloga 

para cloroplasto de tabaco rrn16S/3ʹrps12 dirigido hacia la región de repetidos 

invertidos. La transformación se llevó a cabo a partir de hojas de tabaco por la técnica 

de biobalística obteniendo brotes a la quinta semana del bombardeo en medio 

suplementado con espectinomicina, posteriormente los callos obtenidos se sometieron 

a tres rondas de selección. De las plantas en tercera selección se eligió una línea para 

cada uno de los genes y se realizaron análisis de integración mediante primers 

específicos confirmando la integración plastidal en las plantas de tabaco. El sistema 

descrito en este proyecto puede ser utilizado como base para el mejoramiento genético 

de plantas de tabaco en la producción de enzimas hidrolíticas para la obtención de 

biocombustibles a partir de biomasa vegetal. 
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ABSTRACT 

The production of recombinant enzymes from plastid transformation using tobacco 

plants as bioreactors has emerged due to their ability to produce proteins on a large 

scale. The genetic transformation of the chloroplast has been implemented and 

developed, opening up various areas in which agriculture, biofuels and pharmaceuticals 

stand out. The production of recombinant proteins for human use by means of "green" 

bioreactors has many advantages such as no positional effects, the absence of 

epigenetic effects and the possibility of containing the transgenes. This study reports the 

conditions to generate two genetically modified lines of N. tabacum from the insertion of 

genes in the chloroplast genome using the vector pRCY-1 that contains the Cel9A gene 

that encodes an endoglucanase from Phanerochaete chrysosporium and pRCY-2 that 

contains the mfc gene that codes for a multifunctional cellulase from Ampullaria 

crossean. Both transgenes are driven by the rrn promoter (from the RNA operon) that 

contains a rbcL terminator and a spectinomycin/streptomycin resistance gene aadA, in 

addition to the homologous recombination regions for tobacco chloroplast rrn16S/3rps12 

directed towards the region of inverted repeats. The transformation was carried out from 

tobacco leaves by the biolistic technique, obtaining shoots at the fifth week of 

bombardment in a medium supplemented with spectinomycin, subsequently the calli 

obtained were subjected to three rounds of selection. From the plants in the third 

selection, a line was chosen for each of the genes and integration analyzes were carried 

out using specific primers, confirming the plastidal integration in the tobacco plants. The 

system described in this project can be used as a basis for the genetic improvement of 

tobacco plants in the production of hydrolytic enzymes to obtain biofuels from plant 

biomass. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La era de los combustibles fósiles va en picada, junto a la gran huella de carbono que 

se ha generado. Aunado al aumento de la población mundial, la ciencia se ha visto en la 

necesidad de crear energías alternativas que satisfagan las necesidades actuales y que a 

su vez disminuya su efecto en el medio ambiente (Rodionova et al., 2017). Es en esta parte 

donde la biotecnología verde juega un papel importante para la producción de 

biocombustibles a partir de residuos celulósicos provenientes de desechos agronómicos 

(Sims et al., 2010). 

El fitomejoramiento ha sido una práctica utilizada desde el inicio de la civilización con 

el fin de mejorar los cultivos para incrementar la productividad y maximizar los rendimientos 

multiplicando la producción de alimentos con el fin de satisfacer las necesidades humanas 

(Ceccarelli et al., 2010). En la actualidad el mejoramiento vegetal a nivel genético, 

específicamente a nivel cloroplasto, es un sistema de expresión prometedor para la 

producción de proteínas recombinantes (Gutiérrez-Rojas et al., 2015). La ingeniería 

genética de plástidos ofrece ventajas como: altos niveles de expresión transgénica, 

contención a través de la herencia materna y expresión multigénica en un solo evento de 

transformación (Kusnetsov, 2018).  

Los cloroplastos se caracterizan por ser orgánulos semiautónomos, cada célula 

contiene aproximadamente 100 cloroplastos y cada cloroplasto contiene un alto número 

de copias agrupadas en nucleoides (~100 genomas), por tanto, la transformación de 

plástidos permite la introducción de miles de copias de transgenes por célula vegetal (Sims 

et al., 2010). En los últimos años, el desarrollo de estrategias de expresión optimizadas ha 

dado un gran impulso a la explotación de plástidos en la agricultura molecular, obteniendo 

productos como: antígenos de vacunas, proteínas terapéuticas, antibióticos y enzimas 

(Ruhlman et al., 2010).  

La biotecnología en plantas ha estimulado la producción de enzimas recombinantes 

como exo-glucanasas, endo-glucanasas y β-glucosidasas. Dichas enzimas son obtenidas 

de información genética de organismos con la capacidad de degradar la biomasa 

celulósica e insertarla dentro del material genético cloroplastídico (Juturu y Wu, 2014). Esto 

permite sobreexpresar enzimas hidrolíticas capaces de degradar biopolímeros complejos 
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de la pared celular para permitir que la glucosa, sea utilizada como fuente de energía para 

la producción de bioetanol, considerada una fuente de energía renovable (Garvey et al., 

2014). En las últimas décadas, el incremento de la población a nivel mundial ha aumentado 

las exigencias energéticas, por lo que se ha obligado a una transición en el uso de energías 

fósiles a energías renovables (Hackenberg y Cerrillo, 2008). 

Actualmente los biocombustibles representan el 3% del suministro mundial de 

combustibles y se espera que para el 2050 representen hasta un 9% (Calviño y Messing, 

2012; Payne et al., 2019). La generación de combustibles a través de la utilización de 

biomasa no alimentaria, como las plantas de tabaco, representa una ventaja ya que se ha 

reportado una sobreexpresión de enzimas recombinantes de hasta 72% de proteína total 

soluble (Ruhlman et al., 2010) en comparación a las cantidades producidas por los propios 

organismos (Madanala et al., 2015). El tabaco es el cultivo no alimentario más popular en 

el mundo (cultivado en más de 120 países) y hasta el momento es el cultivo estándar 

utilizado para la transformación plastidal (Barla y Kumar, 2019). Este trabajo tiene como 

objetivo generar dos líneas de tabaco (Nicotiana tabacum var. Petitte Havana) 

genéticamente modificadas a nivel cloroplasto con el gen Cel9A, de Phanerochaete 

Chrysosporium que codifica para una endoglucanasa, y el gen mfc de Ampullaria crossean, 

que codifica para una celulasa multifuncional, con el fin de aportar un modelo base dirigido 

hacia la producción de enzimas recombinantes para la producción de energías 

alternativas.  
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II. ANTECEDENTES 

2.1 Biocombustibles 

Se le conoce como biocombustible a cualquier tipo de combustible derivado de una 

masa orgánica denominado biomasa (Tabla 1) (Serna et al., 2011), la cual, al someterse 

a un tratamiento químico o biológico, genera diversos productos que pueden ser utilizados 

como energía (Callejas y Quezada, 2009). Los materiales lignocelulósicos como residuos 

agrícolas (paja de trigo, bagazo de caña de azúcar, rastrojo de maíz), productos forestales 

(madera dura y blanda) y cultivos específicos son fuentes renovables de energía (Kumar 

et al., 2009). Estas materias primas son suficientemente abundantes y su conversión de 

biomasa lignocelulósica a biocombustibles tiene diversas ventajas como minimizar el 

impacto del cambio climático, contribuir al control de contaminantes del aire, manejo de 

desperdicios, disminuir la dependencia a combustibles fósiles y disminuir la emisión de 

gases de efecto invernadero (Stephen y Periyasamy, 2018).  

 

Tabla 1. Origen de los diferentes tipos de biomasa (González y Castañeda, 2008). 

Biomasa Origen 

Primaria 
Organismos fotosintéticos y dentro de estos se clasifican los 

residuos agrícolas y forestales. 

Secundaria Organismos heterótrofos utilizando la biomasa primaria. 

Terciaria Seres que se alimentan de la biomasa secundaria. 

Natural Ecosistemas silvestres. 

Residual Residuos agrícolas, por las actividades humanas. 

Cultivos 

energéticos 

Son cultivos cuyo propósito es generar biomasa para producir 

directamente biocombustibles. 

 

 

El primer paso para convertir las materias primas lignocelulósicas en bioetanol es el 

proceso de sacarificación el cual consiste en hidrolizar la celulosa y dividirla en glucosa y 

otros tipos de azúcar (Romero, 2010). Existen tres métodos para extraer azúcares a partir 

de biomasa vegetal: la hidrólisis con ácidos concentrados, hidrólisis con ácidos diluidos y 
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la hidrólisis enzimática. Las complejas estructuras de la celulosa se van fragmentando por 

hidrólisis con ácidos concentrados a baja temperatura, con ácidos diluidos a alta 

temperatura o mediante procesos enzimáticos hasta obtener una solución que contiene 

azúcares fermentables, como glucosa, celobiosa o xilosa. La última etapa del proceso 

consiste en la fermentación anaeróbica de las disoluciones azucaradas para 

transformarlas en etanol y dióxido de carbono como se muestra en la Figura 1 (Hackenberg 

y Cerrillo, 2008; Sánchez et al., 2010). 

 

𝐶6𝐻12𝑂6 → 2𝐶2𝐻5𝑂𝐻6  

Figura 1. Reacción química para la producción de etanol y CO2 a partir de celulosa 

(Romero, 2010). 

 

La reacción para la producción de bioetanol es exotérmica (25.5 kcal) y permite 

obtener como máximo 0.51 kg de alcohol por kg de azúcar fermentado, el resto se libera 

como dióxido de carbono (Romero, 2010). En la Figura 2 se puede observar el proceso de 

producción de bioetanol a partir de biomasa celulósica y sus pasos específicos. 

 

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de producción de bioetanol a partir de biomasa celulósica 

(Romero, 2010).  
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Voloshin et al. (2016) informaron que en el año 2013 la energía obtenida a partir de 

biomasa alcanzó cerca del 9% de toda la energía consumida en el mundo. En México, en 

el año 2006, se inició la construcción de dos plantas de tratamiento para la producción de 

bioetanol en el estado de Sinaloa a cargo de la empresa Destilmex S. A. de C. V., tomando 

como base la producción de maíz que se genera en la región. Estas dos plantas lograrían 

asimilar alrededor de 335 mil toneladas de maíz y sorgo (Serna et al., 2011). Esto abre una 

puerta al campo de los biocombustibles producidos a partir de la degradación de biomasa 

celulósica (Voloshin et al., 2016). A nivel nacional, los recursos y tecnologías disponibles 

actuales para la generación de etanol a gran escala se ven limitadas a la producción de 

bioenergéticos de primera generación, esto quiere decir que se restringe a aquellos cultivos 

en plantas procesadoras o biorrefinerías y los procesos son mediante fermentaciones 

enzimáticas de azúcares (Becerra-Pérez, 2009). 

 

 2.2 Celulosa 

La celulosa es una fuente de carbono abundante en la tierra ya que se encuentra en 

la pared celular de vegetales, frutas, hortalizas y cereales, siendo el componente principal, 

junto con la hemicelulosa y la lignina (Figura 3) (Gómez-Romero et al., 2014; Yu et al., 

2007). Wyman et al. (2005) reportaron que la biomasa vegetal tiene un contenido entre 40 

a 50% de celulosa, 25 a 35% de hemicelulosa y de 15 a 20% de lignina, además de una 

cantidad pequeña de minerales, aceites, azúcares solubles y otros componentes (Wyman 

et al., 2005). La celulosa es utilizada ampliamente en las industrias manufactureras de 

textiles, productos farmacéuticos, bebidas energéticas y azúcar industrial (Gopi et al., 

2019).  
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Figura 3. Localización y disposición de los principales componentes poliméricos en las paredes 

celulares vegetales (Murphy y McCarthy, 2005). 

 

La biomasa vegetal son los residuos más abundantes que produce nuestra sociedad 

en forma de madera, desechos municipales, en la industria textil, agricultura, hierbas, 

desechos forestales y procesamiento de alimentos. Aunque estos desechos no son tóxicos, 

si se considera que la acumulación de estos productos representa un deterioro del 

ecosistema y una pérdida de materia prima (Jung et al., 2013; Kashyap et al., 2001; 

Petersen y Bock, 2011; Sánchez et al., 2010) ya que la limitante se origina en la 

disponibilidad de los monómeros de glucosa que componen su estructura para poder ser 

utilizados como fuente de energía y esto ocasiona que el aprovechamiento de sus 

productos sea relativamente bajo (Voiniciuc et al., 2018).  

Los residuos agroindustriales han sido motivo de diversos estudios ya que gran parte 

de los elementos que lo conforman pueden ser implementados  como materia prima para 

generar bioenergéticos reduciendo el impacto en la utilización de combustibles fósiles 

(Mejias-Brizuela et al., 2016). Con el fin de aprovechar esta materia prima se han realizado 

diversas investigaciones dirigidas hacia la producción de enzimas con aplicación industrial 

como celulasas (Alcarraz-Curi et al., 2010; Sukumaran et al., 2005), pectinasas (Castilho et 

al., 2000; Kashyap et al., 2001), xilanasas (Bhalla et al., 2015; Oliveira et al., 2006), 

proteasas (Vijayaraghavan et al., 2012), lipasas (Dutra et al., 2007) y hemicelulasas (Kang 

et al., 2004).  
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2.2.1 Conformación de la celulosa 

La celulosa es un biopolímero que está compuesto por residuos de glucosa unidos por 

enlaces -1,4 que forman una cadena lineal y su fórmula química es representada como: 

(C6H10O5)n (Li et al., 2009). Este compuesto es el producto primario formado a partir de la 

fotosíntesis (Murphy y McCarthy, 2005) y tiene la capacidad de formar cadenas largas de 

hasta 15,000 unidades por lo que es considerado un sustrato insoluble (Bacete et al., 2018; 

Guo et al., 2008; Zhao et al., 2010). Se ha reportado que la celulosa comprende alrededor 

de un 35% a un 50% del peso seco de las plantas (Joshi et al., 2011), aunque también es 

posible encontrar este biopolímero en algunas bacterias y en una amplia diversidad de 

algas (Gutiérrez-Rojas et al., 2015).  

El polímero lineal de glucosa forma una estructura similar a una cinta plana que es 

soportada por fuerzas de Van der Waals, así como por enlaces de hidrógeno intra e inter 

moleculares que le proporcionan una estructura cristalina y amorfa (Figura 4) (Brown et 

al., 1996; Festucci-Buselli et al., 2007). Las regiones cristalinas se caracterizan por que las 

cadenas se encuentran en forma ordenada, en donde las alineaciones pueden formar 

estructuras en zigzag y así prevenir la entrada de otras moléculas, esta es una de las 

razones por la que es resistente a la hidrólisis (Voiniciuc et al., 2018). En las regiones 

amorfas, las cadenas se encuentran de manera desordenada o enredadas dentro de las 

regiones cristalinas y se pueden encontrar plegamientos o espacios donde las enzimas 

celulolíticas pueden ser introducidas para comenzar el proceso de hidrólisis como se 

muestra en la Figura 5 (Gutiérrez-Rojas et al., 2015; Juturu y Wu, 2014).  

 

Figura 4. Representación de las regiones cristalinas y amorfas de la celulosa (Murphy y McCarthy, 

2005).  
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2.3 Celulasas 

Las celulasas son un grupo de enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar los 

puentes glucosídicos que se encuentran entre dos o más hidratos de carbono. Dentro de 

las celulasas encontramos tres tipos, las exo-β-1,4-glucanasa, que se encargan de romper 

los enlaces más cercanos a los extremos del biopolímero y pueden producir glucosa o 

celobiosa, las endo-β-1,4-glucanasas, que cortan al azar los enlaces internos de la 

celulosa amorfa liberando cadenas de diversos tamaños (Alcarraz-Curi et al., 2010) y las 

β-1,4-glucosidasas, que cortan la celobiosa para liberar moléculas de glucosa (Figura 5) 

(Wei et al., 2009). Para que la hidrólisis de la celulosa sea eficiente es necesario que los 

tres tipos de celulasas actúen en sinergia atacando distintas regiones de la celulosa y así 

la degradación sea más rápida (Juturu y Wu, 2014).  

 

 

Figura 5. Estructura de la celulosa y mecanismo de acción de las celulasas.  

En color negro se representa la celulosa amorfa y en rojo la celulosa cristalina. El diagrama representa 

los sitios de acción de las celulasas para liberar las moléculas de glucosa (Juturu y Wu, 2014). 

 

Es posible efectuar un tratamiento previo a desechos vegetales ya sean tratamientos 

físicos, químicos o biológicos para que la celulosa sea más accesible. Estos 

pretratamientos cambian la estructura de la biomasa lignocelulósica y su composición 
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rompiendo la hemicelulosa y la lignina que rodean a la celulosa (Figura 6) (Johar et al., 

2012; Mosier et al., 2005). Se ha empleado por décadas el tratamiento de hidrólisis ácida 

para la solubilización de hemicelulosa y el tratamiento de hidrólisis alcalina para remover 

lignina. Ambos tratamientos son eficientes y su costo no es elevado, pero se considera 

que su impacto al medio ambiente es alto ya que genera compuestos químicos que pueden 

ser de riesgo ambiental o que pueden inhibir la actividad de los microorganismos 

hidrolíticos (Bacete et al., 2018). Es por esto que la hidrólisis mediante enzimas hidrolíticas 

procedentes de distintos organismos se ha visto con mayor ventaja en el tratamiento de 

material celulósico (Gutiérrez-Rojas et al., 2015). Algunos organismos que se han 

reportado como fuente de enzimas son: Phanerochaete Chrysosporium (Escudero et al., 

2013), Laetiporus sulphureus, (Sánchez et al., 2010), Trichoderma viride (Gautam et al., 

2010), Trichoderma reesei (Jones y Vasudevan, 2010), Penicillium pinophilum , 

Cellulomonas sp. (Yin et al., 2010), Cellvibrio sp. (Christopherson et al., 2013) y 

Thermomonospora sp. (Kuhad et al., 2011). 

 

 

Figura 6. Disposición de las regiones de la celulosa y efecto del pretratamiento en la matriz de 

hemicelulosa y lignina (Mosier et al., 2005). 

 

2.3.1 Estructura general de las celulasas 

Tilbeurgh et al., (1986) realizaron un estudio utilizando una celulasa de Trichoderma 

reesei y descubrieron que la enzima contaba con un dominio catalítico (CD) que respondía 

a la hidrólisis de la celulosa, y un dominio de unión a celulosa (CBD) que mediaba la unión 
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de la enzima a la celulosa. Fue a partir de esos estudios que se comenzaron a describir a 

las celulasas como proteínas modulares, conformadas por un dominio de unión a la 

celulosa (CBD), un dominio catalítico (CD) y una región enlazadora entre dominios 

(Tilbeurgh et al., 1986). El dominio catalítico se encarga de hidrolizar mientras que el 

dominio de unión a celulosa lleva a cabo tres funciones: una unión a zonas ricas de su 

sustrato por medio de su afinidad a carbohidratos, mantenimiento de la atracción entre la 

enzima y el sustrato, así como una función disruptiva, en donde expone las cadenas del 

biopolímero para que el dominio catalítico lleve a cabo la hidrólisis del sustrato (Gutiérrez-

Rojas et al., 2015; Sugimoto et al., 2012). La actividad de hidrólisis de la celulosa 

generalmente depende del dominio CBD, que podría unirse en la matriz de celulosa y 

respaldar el dominio catalítico para ejercer su capacidad de degradación de la celulosa 

(Bacete et al., 2018). En endoglucanasas se ha reportado que el dominio de CBD se une 

a los sustratos celulósicos mediante una interacción entre los aminoácidos aromáticos 

(Try, Phe y Tyr) en el dominio de CBD y la unidad de anillo de glucosa de las moléculas 

de celulosa (Kormos et al., 2000; Ohmiya et al., 1997).  

 

2.3.2 Hidrólisis del enlace glucosídico, mecanismo de acción.  

Las celulasas llevan a cabo la hidrólisis del enlace glucosídico (β-1,4) entre las 

glucosas que componen la celulosa a través de la acción de dos residuos catalíticos 

localizados en el centro activo, uno de ellos actúa como nucleófilo o base y el otro como 

donador de protones (Chen et al., 2014).  

El enlace glucosídico puede ser hidrolizado de dos formas distintas (Figura 7), esto 

depende de la configuración del carbono anomérico resultante de la hidrólisis: La primera 

es que su configuración anomérica cambie, a esta reacción hidrolítica se le llama 

mecanismo de inversión, donde la distancia de separación de los dos residuos catalíticos 

es de aproximadamente 10 Å, mientras que en las enzimas que retienen la configuración 

de enlace la separación es de 5 Å (Rye y Withers, 2000). El mecanismo de inversión 

sucede en una sola etapa en un proceso catalítico de ácido-base, esto quiere decir que 

uno de los dos residuos catalíticos opera como base, lo cual facilita el ataque de una 

molécula de agua al carbono anomérico, y el residuo ácido ayuda a la separación del 

oxígeno (Davies y Henrissat, 1995; Juturu y Wu, 2014). La segunda forma en la que el 
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enlace puede ser hidrolizado es cuando la configuración anomérica se mantiene, a esto se 

le denomina mecanismo de retención. Dicho mecanismo se lleva a cabo en dos 

desplazamientos en donde el residuo nucleofílico ataca al carbono anomérico generando 

un producto con estéreo química opuesta al sustrato (Henrissat, 1991; Wilson, 2011). 

 

 

Figura 7. Mecanismo general de hidrólisis de enlace glucosídico.  

Reacción catalizada por los residuos de aminoácidos presentes en el sitio activo de las glicosil 

hidrolasas. (a) Mecanismo de inversión (b) Mecanismo de retención (Henrissat, 1991). 

 

2.4 Producción de celulasas por organismos.  

Para hidrolizar eficientemente la celulosa es necesario utilizar enzimas hidrolíticas, las 

cuales se pueden obtener de manera comercial, en forma única o en cocteles, producidos 

por hongos filamentosos o bacterias (Saranraj et al., 2012). Desde hace más de 30 años 

se han comercializado celulasas de hongos filamentosos que han sido de gran utilidad 
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para la industria de alimentos, papelera, textil y cervecera (Gutiérrez-Rojas et al., 2015; 

Juturu y Wu, 2014; Wilson, 2011). Las enzimas fúngicas más utilizadas a nivel industrial 

provienen de Trichoderma sp. y Aspergillius niger mientras que las enzimas bacterianas 

más comunes provienen de Cellulomonas sp., Cellvibrio sp. y Clostridium thermocellum y 

Bacillus subtillis (Guevara-Hernández et al., 2013; Sánchez et al., 2010). 

Debido a que la celulosa es una fuente rica en carbono, diversos organismos 

desarrollaron la capacidad de degradar este compuesto para producir energía (Immanuel 

et al., 2006). Estos organismos son una importante fuente de enzimas con la capacidad de 

procesar eficientemente biopolímeros como la celulosa, rompiendo los enlaces que 

mantienen unidas a las cadenas de carbohidratos (Wei et al., 2009). En la literatura se han 

reportado insectos, moluscos, hongos, nematodos y protozoos que producen enzimas con 

actividad celulolítica, sin embargo, los organismos más estudiados han sido una diversa 

variedad de bacterias y hongos los cuales son considerados de importancia biotecnológica 

en la bioconversión de algunos desechos con un alto contenido de celulosa (Guevara-

Hernández et al., 2013; Wilson, 2011).  

Cabe destacar que la producción de enzimas comerciales derivadas de 

microorganismos tienen un costo muy alto ya que la producción de estas enzimas, al 

producirse en condiciones muy específicas pueden afectar la expresión del metabolito de 

interés (medio de cultivo, sustrato, temperatura y pH) (González y Castañeda, 2008; 

Sánchez et al., 2010). Debido a que las nuevas industrias productoras de bioenergéticos 

requieren cantidades inmensas de enzimas eficientes y a un precio más rentable, se ha 

generado la necesidad de investigar otros organismos con la capacidad de degradar 

biomasa de lignocelulosa para la sobreexpresión de enzimas (Kuhad et al., 2011)  

 

2.4.1 Celulasa multifuncional (EGX) de Ampullaria crossean  

A. crossean es un molusco perteneciente a la familia de los gastrópodos Ampullariidae 

(NCBI Taxonomy ID: 228791) que habita áreas tropicales y subtropicales en el sur de 

China, así como en Sudamérica. Este organismo captó la atención de los investigadores 

debido a su capacidad de degradar compuestos celulósicos (Guo et al., 2008). Entre los 

compuestos que degrada Ampullaria crossean se encuentran el arroz, algas, suculentas, 

plántulas, entre otras plantas frondosas (Li et al., 2009). A. crossean es considerado una 
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especie invasiva, que ha causado pérdidas económicas en China debido a su capacidad 

de digerir materiales celulósicos como cultivos de arroz (Yin et al., 2011). Diversos estudios 

se han realizado para entender el mecanismo de degradación de celulosa de Ampullaria 

crossean y de alguna manera aprovechar estas cualidades para su uso en diversas 

industrias como en la alimenticia, textil y bioenergética.  

Wang et al. (2003), caracterizaron por primera vez una enzima en el jugo gástrico de 

A. crossean, la cual resultó tener diferentes actividades enzimáticas al someter la enzima 

a diversos sustratos. En su estudio, se encontró que la enzima tenía actividad exo--1,4-

glucanasa, endo--1,4-glucanasa y endo--1,4-xilanasa (Ding et al., 2008). Al trabajar con 

el tejido estomacal lavado de A. crossean encontraron que la enzima era producida 

propiamente por el molusco y no por un microorganismo que viviera en simbiosis en el 

estómago del caracol. De acuerdo a estos estudios, se propuso que la celulasa multi 

funcional, pertenecía a la familia 10 de las glicosil hidrolasas (Wang et al., 2003). Esta 

familia de enzimas se caracteriza por hidrolizar el enlace glucosídico en un mecanismo 

conocido como doble desplazamiento en el cual se utilizan dos residuos de ácido 

glutámico, uno actúa como nucleófilo y el otro como ácido (Chen et al., 2014).  

Debido a las características multi funcionales de la enzima, producida por el gen 

denominado mfc, se han realizado diversos estudios para su producción como enzima 

recombinante. La celulasa multi funcional (EGX) de A. crossean, es producida en 

cantidades mínimas, por lo tanto, no tiene una aplicación industrial (Cheng et al., 2009). 

Por esta razón se ha optado por hacer uso de la ingeniería genética y expresar esta 

proteína recombinante en otros organismos como Pichia pastoris (Wang et al., 2003) en 

donde se clonó de manera eficiente y se expresó de manera estable sin perder ninguna 

de sus actividades enzimáticas. Guo et al. (2016) expresaron el gen mfc en Volvariella 

volcacea obteniendo una expresión en las líneas transformadas menor a lo esperado. Ellos 

concluyeron que probablemente el gen mfc es un gen que produce una enzima inducible 

cuya actividad puede incrementarse en diferentes fuentes de carbono y nitrógeno, y en 

diferentes condiciones de cultivo (Guo et al., 2016).  

Chánez et al. (2013) optimizó la secuencia de el gen mfc para expresión en 

cloroplastos de tabaco donde clonó y caracterizó el gen sintético en E. coli DH5α, en su 
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trabajo obtuvieron una actividad celulolítica satisfactoria en tiempos menores a los 

esperados (entre 167 a 360 h) mediante la utilización de medio LB y CMC 1%. 

Posteriormente este gen optimizado fue utilizado por Gómez-Torres et al. (2018) en 

donde identificó la estructura tridimensional utilizando el software UCSF® Chimera de la 

proteína recombinante y mediante la utilización de diversos sitios web identificó el sitio 

activo de la de la proteína recombinante (Glu172 y Glu273) con actividad multifuncional de 

exo--1,4-glucanasa, endo--1,4-glucanasa y endo--1,4-xilanasa, de igual manera 

identificaron las condiciones óptimas de la proteína siendo a una temperatura de 65°C, a 

un pH de 5.0. 

 

2.4.2 Endoglucanasa de Phanerochaete chrysosporium 

P. Chrysosporium pertenece al grupo de los basidiomicetos, está dentro de la Familia 

Corticiaceae y es uno de los hongos causantes de la pudrición blanca. Este hongo ha sido 

ampliamente estudiado en la biotecnología ya que se han analizado sus mecanismos de 

acción por sus diferentes enzimas capaces de degradar la pared vegetal principalmente 

en la degradación de la lignina (Zeng et al., 2013) y este conjunto de enzimas representan 

un 12% de las proteínas totales secretadas por este hongo (Monroy-Licht, 2016). Algunas 

de sus características principales es que en su ambiente natural puede soportar un rango 

amplio de temperatura, pH y humedad (Monroy-Licht, 2016; Singh y Chen, 2008). Su 

temperatura óptima se encuentra entre 37°C hasta los 39.8°C y actúa de manera eficiente 

a un pH de 3.5 a 5 (Singh y Chen, 2008). Una de las desventajas de la producción de este 

hongo es que las cantidades en las que produce las enzimas son reducidas por lo que se 

ha utilizado la tecnología recombinante para sobre expresar las enzimas y hacer uso de 

ellas en diversos estudios (Coconi-Linares et al., 2014; Monroy-Licht, 2016; Zeng et al., 

2013). 

El gen Cel9A de P. Chrysosporium codifica para una enzima reportada por 

Wymelenberg et al. (2002), donde reportaron su actividad enzimática de endoglucanasa. 

Rudsander et al., (2003) realizaron un estudio comparando las secuencias de tres 

celulasas pertenecientes a la Familia 9 de las glicosil hidrolasas. Estas enzimas tienen 

estructuras modulares versátiles y diferentes topologías de sitios activos que conducen a 

diferentes acciones sobre los sustratos celulósicos. El análisis de secuencia de los ADNc 
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correspondientes a clones de longitud completa de Populus tremula x Populus tremuloides 

Cel9A y Populus tremula x Populus tremuloides Cel9B indicaron que ambas enzimas 

tienen un módulo catalítico de la familia GH9. En este estudio encontraron, que el gen 

Cel9A tiene un ancla de membrana N-terminal e identificaron que la celulasa GH9 en el 

hongo filamentoso no tiene CBM pero, en contraste a las celulasas microbianas, contiene 

una región transmembrana C-terminal (Rudsander et al., 2003).  

Chánez et al. (2013) optimizó la secuencia de el gen Cel9A para expresión en 

cloroplastos de tabaco donde clonó y caracterizó el gen sintético en E. coli DH5α, en su 

trabajo obtuvieron una actividad celulolítica satisfactoria en tiempos menores a los 

esperados (entre 167 a 360 h) mediante la utilización de medio LB y CMC 1%.  

 

Futuras investigaciones sobre la expresión de los genes mfc de A. crossean y Cel9A 

de P. Chrysosporium en otros organismos podrían ser beneficiosas para la industria. A 

pesar de que se ha encontrado que la producción de enzimas por estos organismos no es 

suficiente para su aprovechamiento industrial, la aplicación de ingeniería genética para la 

expresión de estas enzimas recombinantes podría solventar esta problemática.  

 

2.5 Ingeniería genética en plantas 

Durante muchos años, el genoma nuclear de las plantas ha sido un objetivo para la 

ingeniería genética para producir biorreactores, además, las plantas modificadas han 

emergido como una de las plataformas escalables más prometedoras para la producción 

de proteínas (Xu et al., 2015). El objetivo principal ha sido generar grandes cantidades de 

proteínas útiles que puedan satisfacer las necesidades de una población en crecimiento 

que se prevé supere los nueve mil millones de personas para 2050 (Béné et al., 2015). Las 

plantas que producen vacunas, anticuerpos, alimentos fortificados, plantas con rasgos 

agronómicos útiles como la resistencia a plagas y enfermedades, y plantas con 

componentes de bajo contenido de paredes celulares están actualmente en desarrollo para 

las industrias farmacéutica, agrícola y energética (Daniell et al., 2009). La transformación 

nuclear ha hecho posible la obtención de plantas modificadas que reduzcan los costes de 

producción de las proteínas de interés; sin embargo, esto también conduce a problemas 

de bioseguridad (Meyers et al., 2010). Las plantas transformadas pueden hibridarse con 
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parientes silvestres, permitiendo que los transgenes se dispersen sin control (Dively et al., 

2020). Estas observaciones son propicias para la búsqueda de nuevas estrategias que 

puedan reducir o eliminar el impacto ambiental, y aquí es donde la transformación de 

cloroplasto hace su contribución (Adem et al., 2017). Tal vez desde un punto de vista 

público y ecológico, la contención genética es la ventaja más notable que ofrece la 

transformación de cloroplasto. Sin embargo, otras ventajas incluyen el alto nivel de 

expresión proteica producida por plantas transformadas sin silenciamiento genético, 

ingeniería multigénica y la capacidad de eliminar los efectos de posición (Bock, 2015; 

Ruhlman et al., 2010). 

 

2.6 Cloroplasto 

El cloroplasto es un organelo que se encuentra en organismos fotosintéticos como 

plantas y algas. Estos organelos son los encargados de proveer energía química a la planta 

mediante la transformación de energía solar (Adem et al., 2017; Izumi et al., 2017). Algunas 

características importantes de este organelo es que contiene su propio código genético, 

además, posee una doble membrana, que, según la teoría endosimbiótica, fue el resultado 

de la unión de una cianobacteria por una célula eucariota hace más de 1.2 billones de años 

(Bobik y Burch-Smith, 2015; Jin y Daniell, 2015).  

La función principal del cloroplasto es la fotosíntesis, pero también tiene la función de 

sintetizar algunos ácidos grasos, aminoácidos, nucleótidos, fitohormonas, vitaminas, 

almidón y algunos metabolitos. Estos metabolitos pueden interactuar con el medio 

ambiente en modo de respuesta a estímulos como el calor, deshidratación, exceso de luz, 

etc. El cloroplasto es una maquinaria metabólica completa que sostiene la vida en la tierra 

transformando la luz solar en carbohidratos liberando oxígeno (Daniell et al., 2016; Tiller y 

Bock, 2014) .  

Durante la evolución de las células vegetales, existió un intercambio de información 

genética en la endosimbiosis por medio de la cianobacteria y el núcleo de la célula huésped 

en donde cerca de 3,000 genes del cloroplasto fueron incorporados al núcleo celular de 

las plantas. Sin embargo, un casete específico de alrededor de 120 genes fueron retenidos 

por los cloroplastos (Tiller y Bock, 2014), y estos genes han permanecido conservados en 

mayor grado que en el genoma nuclear (Jin y Daniell, 2015).   
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2.6.1 El genoma del cloroplasto, plastoma 

El genoma del cloroplasto o “plastoma”, consta de una cadena doble de ADN. Esta 

doble cadena se divide en cuatro regiones: dos copias de Repetidos Invertidos (IRA/IRB) 

las cuales están separadas por dos regiones, una sección corta de una sola copia (SSC) 

y una zona larga de una sola copia (LSC) (Maliga, 2004; Xu et al., 2015). El tamaño del 

genoma en plantas verdes puede ir de 120 a 250 kb conteniendo aproximadamente 120 

genes. Estos genes pueden ser clasificados en tres grupos altamente conservados: genes 

que codifican para la formación del aparato fotosintético, genes que codifican los 

componentes del sistema genético y genes que codifican otras funciones. (Daniell et al., 

2016). Debido a que el genoma plastídico es de origen procariota, tiene la capacidad de 

utilizar operones para la expresión de diversos genes externos bajo un solo promotor, 

brindando una ventaja dentro de la ingeniería genética ya que se pueden integrar genes 

externos al genoma mediante recombinación homóloga (Longoni et al., 2015). Una célula 

típica de una hoja contiene entre 1,000 y 2,000 plastomas y aproximadamente 100 

cloroplastos (Adem et al., 2017; Svab y Maliga, 1993).  

Shinozaki et al. (1986) secuenciaron el primer genoma cloroplastídico de la planta de 

tabaco (Nicotiana tabacum var. Bright Yellow 4). Años más tarde, Wakasugi et al. (1998) 

actualizaron un mapa circular de Nicotiana tabacum var. Petitte Havana (Figura 8) en 

donde mostraron que el tamaño del plastóma comprendía 155,939 pb. Además, 

encontraron que la región larga de una sola copia (LSC) consta de 86,686 pb, la región 

corta de una sola copia (SSC) consta de 18,571 pb y que las dos regiones de Repetidos 

Invertidos (IRA/IRB) poseen 25,341 pb cada una (Bock, 2015). 

En su interior se acumulan alrededor de 3,000 proteínas para controlar el metabolismo 

del cloroplasto, y muchas de ellas están codificadas en el núcleo celular; muy pocas están 

codificadas en el propio cloroplasto (Farquhar et al., 2011). Las proteínas producidas en el 

cloroplasto están codificadas por alrededor de 120 genes en un genoma de ~150 a 220 kb 

con estructura cuatripartita donde la característica particular en plantas superiores es la 

duplicación de una región grande (~ 25 kb) en una orientación invertida (IR) (Asaf et al., 

2016; Gruenstaeudl et al., 2017; Leister, 2003) que proporcionan estabilidad genómica, 

por lo que requieren su mantenimiento para la evolución de los genomas del cloroplasto 

(Green, 2011; Kim et al., 2015; Yue et al., 2008). De los genes codificados en el genoma 
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del cloroplasto, alrededor de 47 genes, como psb, psa, ycf3, ycf4, pet, atp, ndh y rbcL, 

están involucrados en la formación del aparato fotosintético (subunidad PSII, subunidad 

PSI, ensamblaje PSI, complejo de citocromo b6f, subunidad de ATP-sintasa y subunidad 

del complejo de plastoquinona oxidorreductasa de cloroplasto NADPH). Más de 60 genes, 

como trn, rrn, rpl, rps, rpo, matK, clpP e infA, están involucrados en el sistema genético 

(tRNA, rRNA, proteínas ribosómicas, RNA-polimerasas, madurasas, proteasas 

caseinolíticas y factores de iniciación de la traducción). Algunos genes no están 

directamente involucrados en el proceso de fotosíntesis o en el sistema genético del 

cloroplasto, como accD (subunidad ß de acetil-CoA-carboxilasa), ccsA (biogénesis del 

citocromo C) y cemA (proteína de la membrana de envoltura) (Green, 2011; Kusnetsov, 

2018). Además, el genoma del cloroplasto tiene marcos de lectura abiertos hipotéticos, 

como ycf1 (Tic214) e ycf2, presuntamente involucrado en funciones de importación de 

proteínas (de Vries et al., 2015; Kikuchi et al., 2018).  

El genoma del cloroplasto se agrupa en nucleoides poliploides cuyo número varía con 

la edad del tejido: desde unos pocos en los plástidos meristemáticos hasta más de 30 en 

los cloroplastos maduros (alrededor de 20 a 750 nucleoides por célula) (Greiner et al., 

2020). Esta particularidad de aumentar el número de plastomas por célula a lo largo del 

tiempo y el hecho de que los genes en el cloroplasto pueden expresarse a partir de un solo 

operón (Espinoza-Sánchez et al., 2016; Kusnetsov, 2018; Saxena et al., 2014), son 

algunas de las razones por las que el genoma del cloroplasto es un objetivo de la 

biotecnología vegetal.  
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Figura 8. Mapa circular del plastoma de Nicotiana tabacum. 

El tamaño del genoma es de 155,939 pb y consta de 86,686 pb de región de copia única grande (LSC) 

y 18,571 pb de región corta de una sola copia (SSC) y dos regiones de Repetidos Invertidos (IRA/IRB) 

de 25,341 pb cada una. Los genes que se muestran en el interior del círculo se transcriben en sentido 

de las manecillas del reloj y los genes del exterior se transcriben en sentido contrario. Los genes de los 

ARNt están representados por un código de una letra de aminoácidos con anticodón. Los asteriscos 

muestran genes que contienen intrones. Los marcos de lectura abiertos exclusivos del tabaco se 

muestran mediante orf más el número de codón (Wakasugi et al., 1998). 
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2.7 Transformación genética de cloroplasto 

Hasta la fecha se han reportado 4,891 genomas de cloroplasto de diversas especies 

en la base de datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI). Esta 

información permite analizar y manipular el genoma para insertar genes de interés 

biotecnológico y así aportar una solución a problemas que se han desarrollado a partir de 

la transformación nuclear tomando ventaja las cualidades de la transformación 

cloroplastídica para expresar las proteínas de una manera más eficiente y controlable.  

La primera transformación de cloroplasto se llevó a cabo en el año de 1988 en 

Chlamydomonas reinhardtii (Boynton et al., 1988) permitiendo posteriormente la 

modificación de diversas plantas superiores (Tabla 2) como tabaco, tomate, coliflor, alfalfa, 

Arabidopsis, zanahoria, algodón, berenjena, entre otras; pero hasta la fecha las plantas de 

tabaco son las especies estándar utilizadas en la transformación plastidal.  

 

Tabla 2. Especies de plantas transformadas a nivel cloroplasto. 

Familia Especies Nombre 
Marcador de 

selección 
Referencia 

Solanaceae 

Nicotiana tabacum var. 

Petit Havana, 

Nicotiana benthamiana 

y Nicotiana sylvestris 

Tabaco aadA 

(Davarpanah et al., 

2009; Maliga y Svab, 

2010; Svab et al., 

1990; Svab y Maliga, 

1993) 

 Solanum lycopersicum  Tomate aadA (Ruf et al., 2001) 

 

Solanum tuberosum 

cv. Desirée y línea 

1607 

Papa  aadA 
(Sidorov et al., 1999; 

Valkov et al., 2011) 

 
Petunia hybrida var. 

Pink Wave 
Petunia aadA (Zubko et al., 2004) 

 Solanum melongena 
 

Berenjena  
aadA (Singh et al., 2010) 

 
Capsicum annuum var. 

G4 
Pimienta  aadA (Kota et al., 2019) 

Brassicaceae Arabidopsis thaliana Arabidopsis aadA (Sikdar et al., 1998) 
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Tabla 2. (Continuación)    

Familia Especies Nombre 
Marcador de 

selección 
Referencia 

 Brassica napus  Colza aadA (Hou et al., 2003) 

 Lesquerella fendleri Lesquerella aadA 
(Skarjinskaia et al., 

2003) 

 
Brassica oleracea var. 

botrytis 
Coliflor  aadA (Nugent et al., 2006) 

 
Brassica oleracea var. 

capitata 
Repollo  aadA (Liu et al., 2007) 

 
Brassica napus cv. FY-

4 
Colza  aadA (Cheng et al., 2010) 

Malvaceae 
Gossypium hirsutum 

cv. Coker310FR 
Algodón  aphA-6, nptII  (Kumar et al., 2004) 

Apiaceae 
Daucus carota cv. Half 

long 
Zanahoria aadA, badh (Kumar et al., 2004) 

Fabaceae Glycine max Soja aadA 
(Dufourmantel et al., 

2004) 

 
Medicago sativa cv. 

Longmu 803 
Alfalfa aadA (Wei et al., 2011) 

Asteraceae 

Lactuca sativa cv. 

Verônica, cv Flora y cv. 

Cisco 

Lechuga  aadA 

(Kanamoto et al., 

2006; Lelivelt et al., 

2005; Queiroz et al., 

2019) 

 Artemisia annua Artemisa aadA (Kaushal et al., 2020) 

Salicaceae Populus alba Álamo aadA (Okumura et al., 2006) 

Amaranthaceae Beta vulgaris 
Remolacha 

azucarera 
aadA 

(De Marchis et al., 

2008) 

Plantaginaceae Scoparia dulcis Escobilla aadA 
(Muralikrishna et al., 

2016) 

Cucurbitaceae Momordica charantia 
Melón 

amargo 
aadA (Narra et al., 2018) 

Funariaceae Physcomitrella patens Musgo aadA 
(Sugiura y Sugita, 

2004) 

Marchantiaceae 
Marchantia 

polymorpha 
Hepática  aadA (Chiyoda et al., 2007) 

     



 
                       FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 
22 

 

Tabla 2. (Continuación)    

Familia Especies Nombre 
Marcador de 

selección 
Referencia 

Poaceae 

Oryza sativa var. 

Japonica linea 19 y 

Hwa-Chung 

Arroz  aadA, hpt 
(Lee et al., 2006; Wang 

et al., 2018) 

Chlamydomonadaceae 
Chlamydomonas 

reinhardtii 
- aadA 

(Goldschmidt-

Clermont, 1991) 

Euglenaceae Euglena gracilis - aadA (Doetsch et al., 2001) 

Haematococcaceae 
Haematococcus 

pluvialis  
- aadA (Gutiérrez et al., 2012) 

Dunaliellaceae 

 
Dunaliella tertiolecta - ereB 

(Georgianna et al., 

2013) 

Porphyridiophyceae 
Porphyridium sp. 

UTEX 637 
- mahas(W492S) (Lapidot et al., 2002) 

Bangiaceae Pyropia yezoensis - cat (Kong et al., 2017) 

Cyanidiaceae 
Cyanidioschizon 

merolae 
- cat 

(Zienkiewicz et al., 

2017) 

Phaeodactylaceae 
Phaeodactylum 

tricornutum 
- cat (Xie et al., 2014) 

Monodopsidaceae 
Nannochloropsis 

oceanica 
- ble (Gan et al., 2018) 

Isochrysidaceae Tisochrysis lutea - bar (Bo et al., 2020) 

 

Las plantas transformadas genéticamente ofrecen tecnologías para la producción a 

gran escala de proteínas recombinantes. Algunas de las ventajas que ofrece la expresión 

de proteínas en plantas es su bajo costo de producción, la facilidad de escalamiento y la 

capacidad de expresión múltiple (Jin y Daniell, 2015; Xu et al., 2015).  

La transformación vía cloroplasto es una técnica que se caracteriza por su alto nivel 

de expresión de proteínas recombinantes en plantas, la contención de genes ya que estos 

no se transmiten a través del polen y la falta de efectos de posición en el genoma por la 

integración definida mediante la recombinación homóloga (Castiglia et al., 2016). La alta 

expresión de enzimas recombinantes se debe a que se lleva a cabo una transcripción, 

traducción y mecanismos de plegamiento de las proteínas independiente en cada plástido. 

(Longoni et al., 2015; Madanala et al., 2015). 
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Para el uso de las plantas como biorreactor en la transformación genética, las plantas 

de tabaco se consideran ideales, ya que producen una cantidad de biomasa alta y estas 

plantas no se mezclan en la cadena alimenticia (Leelavathi et al., 2003; Madanala et al., 

2015). En la mayoría de las plantas, entre ellas la planta de tabaco (Nicotiana tabacum), 

el plastoma se hereda de madre a hija, por lo que la contaminación cruzada por polen no 

es un problema en la transformación de cloroplasto (Daniell et al., 2009; Longoni et al., 

2015).  

La integración de un gen externo en el cloroplasto se lleva a cabo mediante la 

recombinación homóloga en un evento de transformación único sin tener efectos 

posicionales en comparación a la transformación nuclear, en la que la integración de los 

genes externos se lleva a cabo de manera aleatoria en el genoma nuclear (Longoni et al., 

2015; Verma et al., 2010). 

La mayoría de los genes plastídicos se agrupan en operones. Los cuales se 

transcriben como un ARN mensajero policistrónico. La traducción ocurre mediante un 

ribosoma similar al ribosoma bacteriano 70S con la ayuda del set iniciador de los 

procariotas y factores de elongación y terminación (Jin y Daniell, 2015). La expresión 

genómica del cloroplasto se regula a nivel post transduccional (Drechsel y Bock, 2010). 

Durante el estudio del genoma plastídico, surgieron dos teorías para la inserción de 

genes externos en el genoma del cloroplasto. La primera teoría habla sobre la inserción 

de transgenes en regiones espaciadoras transcripcionalmente silenciosas, esto es en las 

regiones en donde los genes se encuentran en cadenas de ADN opuestas y en 

orientaciones opuestas (teoría de Maliga). La segunda teoría habla sobre la inserción en 

espaciadores transcripcionalmente activos dentro de los operones del cloroplasto (teoría 

Daniell). Diversos estudios han comprobado que la región espaciadora 

transcripcionalmente activa ofrece un nivel alrededor de 25 veces más de expresión que 

las regiones transcripcionalmente silenciosas (Jin y Daniell, 2015; Longoni et al., 2015; 

Maliga, 2004).  

A la fecha, la región más común para la integración de transgenes es la 

transcripcionalmente activa que se encuentra entre la región trnl-trnA (dentro del operón 

rrn) y este se localiza en la región de Repetidos Invertidos en el genoma del cloroplasto 

(Jin y Daniell, 2015; Svab y Maliga, 1993). Sin embargo, se han logrado introducir diversos 
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genes en otras regiones de cloroplasto de manera estable como: rrn16-3ʹrps12 (Espinoza-

Sánchez et al., 2016), rrn16-trnI (Morgenfeld et al., 2014; Morgenfeld et al., 2020), rbcL-

accD (Hasunuma et al., 2008; Lee et al., 2006; Tissot et al., 2008), trnfM-trnG (Petersen y 

Bock, 2011; Waheed et al., 2011). 

Los genes del cloroplasto son transcritos por dos tipos de ARN polimerasas, las cuales 

son necesarias para el funcionamiento correcto del cloroplasto. El cloroplasto por sí mismo 

codifica para una polimerasa de múltiples subunidades, similar a las polimerasas 

bacterianas, que requiere cofactores sigma para facilitar el reconocimiento de los 

promotores. La segunda ARN polimerasa que participa en la transcripción del plastoma es 

una subunidad codificada por el núcleo (Daniell et al., 2016; Tiller y Bock, 2014). 

Un complejo de preiniciación compuesto por la subunidad 30S del ribosoma y el ARN 

de transferencia seleccionan el sitio de iniciación del ARNm AUG, aunque en raras 

ocasiones se pueden seleccionar otros tripletes como lo es GUG o UUG como codones de 

iniciación del plástido. Luego de seleccionar el codón de inicio, la subunidad ribosomal 50S 

es reclutada para entrar en la fase de elongación y síntesis de proteína. Así como las 

bacterias, existen diversos factores que ayudan al proceso de iniciación y elongación. La 

traducción termina cuando el ribosoma reconoce uno de los tres codones de terminación 

(UAG, UGA y UAA) (Smith y Keeling, 2015; Tiller y Bock, 2014). 

 

2.7.1 Método de transformación, Biobalística 

La transformación plastidal se basa en la transferencia de genes al genoma del 

cloroplasto; actualmente una de las técnicas más utilizadas en la inserción de transgenes 

con alta eficiencia es la biobalística. Un paso crucial en la transformación de plantas fue la 

invención de una “pistola” que permite “bombardear” tejido vivo celular a altas presiones 

con micropartículas recubiertas de ADN. Esta es una técnica que se usa comúnmente en 

el tejido vegetal y se basa en el uso de micropartículas de metales pesados inertes como 

lo es el tungsteno o el oro. Estas micropartículas se “cargan” con el ADN de interés y a 

una presión definida (Ej. 1000 PSI para la transformación de cloroplasto) se lleva a cabo 

el disparo, el tamaño de las micropartículas varía de 0.4 – 1.7 µm. Las condiciones de 

presión, distancia de disparo y cantidad de ADN se deben ajustar según sea el caso. (Bock, 

2015; Villalta-Villalobos y Gatica-Arias, 2019). La localización de los cloroplastos cerca de 
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las membranas plasmáticas facilita la técnica de la biobalística, ya que es más sencillo la 

integración de transgenes al genoma (Tiller y Bock, 2014). 

 

2.7.2 Gen marcador de selección 

Debido a que en el evento de transformación solo se alcanza un porcentaje bajo de 

plastomas en comparación al número total de genomas, se le considera a la célula hetero 

plásmica, ya que contiene copias del genoma transformadas y copias no transformadas 

(Zoubenko et al., 1994). Posteriormente los genomas comenzaran a propagarse en 

diversas rondas de división celular hasta que las células lleguen a ser homoplasmáticas. 

Para ello se tienen que someter a un número definido por el investigador de rondas de 

selección/regeneración con marcadores de selección positivos (Bock, 2015; Kuroda y 

Maliga, 2001; Maliga, 2004). 

Anteriormente, el gen marcador de selección utilizado era el gen rrn16 con mutaciones 

específicas que conferían la resistencia a espectinomicina, posteriormente se expresó el 

gen aadA (codifica para la enzima amino glucósido 3ʹ-adenilil-transferasa) en 

Chlamydomonas reinhardtii (Goldschmidt-Clermont, 1991) otorgando la resistencia a la 

espectinomicina/estreptomicina.  

El gen aadA de la bacteria Escherichia coli, codifica para la enzima aminoglucósido 3ʹ-

adenilil-transferasa que inactiva diversos antibióticos del tipo aminoglucósido causando 

una modificación covalente. Generalmente es muy común utilizar antibióticos como la 

espectinomicina y la estreptomicina como inhibidores de la traducción de plástidos ya que 

son sustratos eficientes para la enzima producida por el gen aadA. La espectinomicina es 

muy efectiva ya que es muy específica para la subunidad 70S del ribosoma y tiene bajos 

efectos mutagénicos y efectos secundarios (Bock, 2015; Madanala et al., 2015).  

Se han desarrollado con el tiempo distintos genes marcadores, pero el gen aadA sigue 

siendo superior a estos (Tabla 2). Los genes marcadores de selección, se les conoce como 

marcadores positivos, ya que seleccionan las células transplastómicas después de la 

integración genética (Izumi et al., 2017; Svab y Maliga, 1993). También se han utilizado 

marcadores recesivos con mutaciones puntuales en los genes que codifican para RNAr 

(rrnS y rrnL) pero son menos utilizados ya que solo son eficientes en segregaciones 
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aleatorias si los plástidos tienen suficientes copias del genoma transformado (Khan y 

Maliga, 1999).  

Algunos otros genes de selección reportados en la transformación cloroplastídica son: 

cat (cloranfenicol) (Li et al., 2011), alphA-6/nptII (kanamicina) (Kumar et al., 2004), nptII 

(neomicina) (Carrer et al., 1993), hpt (higromicina) (Wang et al., 2018). Pero debido a la 

alta frecuencia de transformación que se obtiene con el gen aadA (Svab y Maliga, 1993), 

es hasta la fecha el más utilizado.  

 

2.7.3 Secuencias regulatorias 

La expresión de transgenes en el plastoma tiene como principal objetivo obtener 

niveles altos de expresión proteica. Para esto se ha buscado incrementar la presencia de 

ARNm utilizando diversos promotores para sobreexpresar genes de interés.  

Se conoce el promotor rrn (gen rrn) como uno de los promotores con mayor eficiencia 

en la expresión de transgenes, en donde se ha reportado una eficiencia hasta 12 veces 

mayor que los promotores psbA o trc en transformación de cloroplasto de tabaco (Newell 

et al., 2003). Algunos otros promotores utilizados en la transformación cloroplastídica 

reportados han sido PT7 (Saba et al., 2019), PclpP (Valkov et al., 2011), PatpI (Wurbs et 

al., 2007), rbcL (Lin et al., 2003), accD (Caroca et al., 2013; Zhang et al., 2012). 

La expresión de transgenes depende de diversos factores como la estabilización del 

ARNm, la traducción y acumulación eficiente de la proteína expresada que es 

determinada por las secuencias 5ʹ/3ʹUTR (Baneyx, 1999). La región 5ʹUTR (por sus siglas 

en inglés) la cual no está traducida, se encuentra aguas arriba de la región de 

codificación. Esta zona es rica en A + T y contiene elementos cis que determinan la 

estabilidad del ARNm por su interacción con la subunidad α de la ARN polimerasa, ya 

que esta región contiene la secuencia Shine-Dalgarno de unión a ribosoma participando 

en el emparejamiento de bases con la subunidad 16S del ARN ribosómico (Adem et al., 

2017; Bock, 2015; Kramzar et al., 2006). La región 3ʹUTR (aguas abajo), es considerada 

una secuencia reguladora de ARNm ya que los niveles de ARNm están mayormente 

determinados por la secuencia 3ʹUTR que 5ʹUTR debido a que el plegamiento de 3ʹUTR 

proporciona estabilidad durante la transcripción (Kuroda y Maliga, 2001; Zicker et al., 

2007).  
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2.7.4 Transformación genética en cloroplasto de tabaco  

La producción de enzimas recombinantes utilizando plantas de tabaco como 

biorreactores ha emergido por su capacidad de producir proteínas a gran escala y la 

facultad que ofrece al poder ser modificado de acuerdo a las necesidades. Se han hecho 

diversos estudios con diseños similares a este trabajo, en donde se reporta que el 

rendimiento y la expresión de enzimas recombinantes (celulasas, enzimas lignocelulíticas, 

etc.) en células vegetales de tabaco han sido satisfactorias (Espinoza-Sánchez et al., 2015; 

Jung et al., 2013). Estos trabajos se han apoyado de las capacidades particulares del 

cloroplasto y mediante la recombinación homóloga han logrado insertar los transgenes en 

el plastoma, todo esto para la producción de biocombustibles o uso industrial con otros 

fines.  

En la transformación de tabaco, se ha demostrado que el uso del marcador de 

selección aadA como un gen eficiente, que le confiere a la planta resistencia a la 

espectinomicina y a la estreptomicina, los cuales pueden ser de gran utilidad para realizar 

rondas de selección para llevar a la planta de un estado de heteroplásmico a 

homoplásmico (Garvey et al., 2014; Yu et al., 2007). También se ha reportado que el uso 

del casete de expresión utilizando el promotor rrn, la región 5′-UTR (que contiene la región 

Shine-Dalgarno de unión a ribosoma) y el gen 10 del Fago T7, para procesos de 

sacarificación en la producción de bioetanol como combustible alternativo es eficiente 

(Castiglia et al., 2016).  

 

2.7.4.1 Celulasas expresadas en cloroplasto de tabaco 

Actualmente, los sistemas de producción de proteínas recombinantes más utilizados 

son los sistemas bacterianos. Sin embargo, E. coli produce endotoxinas de manera 

endógena cuya eliminación de las preparaciones es costosa (Twyman et al., 2003). La 

producción de proteínas recombinantes en levaduras y hongos ofrece la rentabilidad y los 

beneficios de escalamiento de E. coli combinados con las ventajas de la expresión 

eucariota. Por otro lado, la proteína se expresa en el sobrenadante del cultivo permitiendo 

una purificación más rápida y sencilla; además, la proteína purificada contiene menos 

endotoxinas contaminantes en comparación con las contrapartes expresadas en bacterias 

(Mett et al., 2008; Weisser y Hall, 2009) Sin embargo, tienen una serie de problemas 
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técnicos, como la pérdida de plásmido y la disminución drástica en el rendimiento de 

proteínas durante la producción a gran escala (Xu et al., 2011). La transformación genética 

de cloroplastos se ha enfocado en la producción de organismos que tengan la capacidad 

de producir proteínas de interés; actualmente se han reportado más de 100 transgenes 

integrados de manera estable en el plastoma (Verma y Daniell, 2007). Estas proteínas 

tienen diversas áreas de impacto como el área industrial, alimenticia, textil, bioenergética, 

biofarmacéutica, vacunas, agronomía, antibióticos. 

Se han reportado niveles de hasta un 75% de proteína total soluble expresadas de 

manera estable y eficiente que permiten la bioconversión de biomasa vegetal (Oey et al., 

2009). Estos estudios demuestran que la transformación de plastomas representan una 

aportación rentable para expresar enzimas recombinantes (Castiglia et al., 2016). 

Castiglia et al. (2016), expresaron tres celulasas de distintos organismos (Tabla 3) en 

donde obtuvieron resultados de proteína total soluble desde 2% hasta más del 75%, 

análisis posteriores demostraron que las enzimas derivadas de plástidos eran capaces de 

hidrolizar una biomasa de caña pre tratada industrialmente para la generación de 

biocombustibles. Por otro lado, Yu et al. (2007), reportaron la transformación de plantas de 

tabaco con los genes Cel6A y Cel6B, con niveles de proteína total soluble de 2 al 4%, al 

realizar ensayos enzimáticos las dos enzimas fueron activas al hidrolizar celulosa 

cristalina. Kolotilin et al. (2013), expresaron una xilanasa en plastomas de tabaco 

obteniendo una acumulación de enzima fúngicas con niveles diez veces más altos que la 

enzima bacteriana, constituyendo hasta el 6% de la proteína soluble total en el tejido foliar.  
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Tabla 3. Celulasas expresadas en tabaco. 

Celulasa Organismo proveniente Gen Referencia 

endoglucanasa, endo-β-1,4-

xilanasa y β-glucosidasa 

Alicyclobacillus 

acidocaldarius, Sulfolobus 

solfataricus y Pyrococcus 

furiosus 

endo, xyn y 

CelB 
(Castiglia et al., 2016) 

endo-β-1,4 glucanasa y 

exo-celobiohidrolasa 
Thermobifida fusca 

Cel6A y 

Cel6B 
(Yu et al., 2007) 

β-glucosidasa, Celulasa A y 

B 

Aspergillus niger y 

Thermotoga neapolitana 

bglI, CelA y 

CelB 

(Espinoza-Sánchez et 

al., 2016) 

Xilanasa Aspergillus niger XynA (Kolotilin et al., 2013) 

Endocelulasa E1 y E2, 

exocelulasa E4, 

endocelulasa E4, 

endocelulasa E5, 

exocelulasa E6 y β-

glucosidasa 

Thermobifida fusca 

CelB, Cel6B, 

CelD y CelE, 

CelF y BglC 

(Klinger et al., 2015) 

endo-β-1,4 glucanasa Trichoderma reesei Cel5A (Garvey et al., 2014) 

endo-β-1,4 glucanasa Thermomonospora fusca E2 y E3 
(Ziegelhoffer et al., 

1999) 

endo-β-1,4 glucanasa Thermobifida fusca Cel6A (Schmidt et al., 2019) 

 

2.7.1.2 Efectos pleiotrópicos 

Si bien la transformación cloroplastídica tiene sus ventajas y sus rendimientos altos, 

son muy prometedores para las industrias, es necesario saber que la acumulación de una 

proteína no nativa puede afectar de manera imprevista el metabolismo de la planta. 

Diversos proyectos han reportado plantas transplastómicas con fenotipos mutantes no 

deseados afectando el crecimiento, fertilidad, clorosis foliar y bajo rendimiento en la 

biomasa (Oey et al., 2009; Petersen y Bock, 2011). Generalmente estos problemas no 
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afectan el desarrollo de las plantas o pueden desaparecer de manera gradual, pero en 

ocasiones los fenotipos anormales pueden afectar el desarrollo de las plantas (Verma et 

al., 2010). 

Castiglia et al. (2016) transformaron cloroplastos de tabaco para expresar diversas 

celulasas provenientes de bacterias termófilas, hipertermófilas y Archea, esto con el fin de 

probar la aplicación de dichas enzimas en biomasa pretratada industrialmente en la 

generación de biocombustibles, ellos reportaron la presencia de fenotipos variables en 

comparación a las plantas control, se presentó una acumulación de endoglucanasa (hasta 

un 2% de la proteína total soluble ‘TSP’) dando fenotipos vegetales alterados cuya 

gravedad estaba directamente relacionada con el rendimiento de la enzima, dentro de este 

estudio se presentó un fenotipo letal para las plántulas y esto se debió al deterioro del 

desarrollo de plastidios asociado a la unión de la proteína endoglucanasa a los tilacoides, 

dentro de este estudio la expresión de la endo-β-1,4-xilanasa y la β-glucosidasa, 

presentaron un buen rendimiento y sin presentar efectos perjudiciales sobre el desarrollo 

de la planta (Castiglia et al., 2016). 

Por otro lado, otros estudios han presentado fenotipos diferentes a las plantas control, 

en donde se logró la integración con un gen CelA-CelB bicistrónico mostrando hojas con 

color abigarrado pero sin problemas en el desarrollo de las plantas (Espinoza-Sánchez et 

al., 2016). Se han expresado xilanasas provenientes de Aspergillus niger, obteniendo 

plantas atrofiadas y cloróticas, al realizar los análisis pertinentes observaron que había una 

acumulación de ARNm y concluyeron que esto se debía a una alteración en la homeostasis 

del ARNm de los plástidos al redirigir masivamente la síntesis de ARNm causando una 

reducción de las transcripción de genes esenciales debido a recursos agotados de la 

maquinaria genética dentro del orgánulo (Kolotilin et al., 2013). 

En ocasiones, los fenotipos anormales tienen cierta utilidad y se pueden utilizar como 

mejora de la bioseguridad o adaptación en organismos modificados. Por ejemplo, Ruiz y 

Daniell (2005)  utilizaron la transformación de plástidos a través de un fenotipo anormal 

producto de la expresión β-cetotiolasa en plantas obtenidas de plastidios con el desarrollo 

acelerado de anteras, lo que provocó un colapso de la morfología de los granos de polen. 

Esto afectó su maduración y condujo a la esterilidad. A través de esto, diseñaron un 

sistema de esterilidad masculina citoplasmática en las plantas. Jin et al. (2011)  con la 
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expresión de una β-glucosidasa en cloroplasto de tabaco, que mostró un aumento en la 

biomasa, altura, área de la hoja y densidad de tricomas debido a un aumento de las 

giberelinas que producían ésteres de azúcar en exudados transplastómicos, lo que 

también disminuyó las poblaciones de mosca blanca y pulgón, dando lugar a una nueva 

estrategia para diseñar plantas altas con biopesticidas. 

Hasta la fecha, no se entiende bien qué causa todos estos efectos o cuál es la solución. 

Sin embargo, Ruiz y Daniell (2005) propusieron que el fenotipo anormal esté relacionado 

con el tipo de gen expresado. En este sentido, el hecho de que hay informes con expresión 

proteica con menos del 2% de TSP con efectos pleiotrópicos (Waheed et al., 2011) e 

informes con una sobreexpresión de hasta el 72% de TSP sin efectos adversos en las 

plantas (Ruhlman et al., 2010) sugiere que los efectos pleiotrópicos no son una 

consecuencia de la sobreexpresión de proteínas extrañas. Tal vez efectos perjudiciales se 

pueden atribuir a varios factores, tales como la interferencia de las proteínas 

recombinantes con estructura y función de tilacoides, interferencia de nuevos marcos de 

lectura abiertos dentro del metabolismo citoplasmático o niveles más bajos de producción 

de ATP (Pelletier y Budar, 2007). 

Cualquiera que sea la razón de los efectos pleiotrópicos, estudios detallados sobre las 

vías metabólicas afectadas dentro de los cloroplastos (o la interacción de las proteínas 

recombinantes con la maquinaria fotosintética del cloroplasto) son necesarios para 

disminuir los efectos adversos. El uso de estrategias para la expresión inducible en la 

transformación del cloroplasto puede eludir los efectos perjudiciales observados en las 

plantas y, sobre esto, se han realizado progresos significativos en los últimos años 

(Verhounig et al., 2010). 
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III. HIPÓTESIS 

Las plantas de tabaco han sido utilizadas como biorreactores para el análisis de 

integración de múltiples genes que codifican para celulasas en el cloroplasto; por tal motivo 

los genes: Cel9A de Phanerochaete Chrysosporium y mfc de Ampullaria crossean se 

pueden integrar de manera estable en el plastoma. 
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IV. JUSTIFICACIÓN 

En la actualidad, debido a la constante disminución de las reservas fósiles, la gran 

huella de carbono que ha dejado y el aumento de la población aunado al incremento 

energético, ha obligado a la transición del uso de energías alternativas para el reemplazo 

de las energías fósiles (Serna et al., 2011). Debido a esto, la biotecnología de plantas ha 

abierto un camino en la generación de biocombustibles a partir de la degradación de 

biomasa celulósica; esto a través de la degradación de los componentes de la pared 

vegetal (celulosa, hemicelulosa y lignina). Nicotiana tabacum, es una planta que ha sido 

utilizada ampliamente en la producción de enzimas recombinantes, dentro de sus 

características más importantes es que una planta genera una cantidad importante de 

biomasa, además de ser una planta que no interfiere en la cadena alimenticia (Tremblay 

et al., 2010). 

El uso de herramientas biotecnológicas para la producción de enzimas recombinantes 

mediante Nicotiana tabacum var. Petit Havana podría contribuir a la generación de 

biocombustibles. Es por esto que la integración en la región de repetidos invertidos 

(rrn16S/3ʹrps12) del gen Cel9A, el cual codifica para una glicosil hidrolasa de la familia 9, 

y el gen mfc, que codifica para una enzima EGX con actividad exo--1,4-glucanasa, endo-

-1,4-glucanasa y endo--1,4-xilanasa, permitirán el desarrollo de plantas recombinantes 

con la capacidad de producir enzimas hidrolíticas para el tratamiento de biomasa vegetal 

para su aplicación a nivel industrial para el desarrollo de biocombustibles de segunda 

generación. 
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V. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo General 

Transformar genéticamente plantas de tabaco (Nicotiana tabacum var. Petitte Havana) 

a nivel cloroplastídico mediante el uso de vectores de expresión que contengan los genes 

Cel9A de Phanerochaete Chrysosporium y mfc de Ampullaria crossean y confirmar su 

integración en el genoma del cloroplasto. 

 

5.2 Objetivos específicos 

1. Construir vectores con la capacidad de transferir genes relacionados con la 

degradación de la pared celular vegetal: mfc de Ampullaria crossean y Cel9A de 

Phanerochaete Chrysosporium a plastomas de tabaco. 

2. Generar plantas transplastómicas de tabaco que contengan los genes mfc de 

Ampullaria crossean y Cel9A de Phanerochaete chrysosporium. 

3. Demostrar la integración de los genes Cel9A y mfc en el plastoma de Nicotiana 

tabacum var. Petitte Havana mediante PCR. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Material Vegetal 

Aproximadamente 100 semillas de Nicotiana tabacum var Petitte Havana se 

desinfectaron bajo las siguientes condiciones: Tres lavados con agua destilada por un min 

en agitación constante, un lavado de etanol al 70% durante 30 s, un lavado con etanol al 

100% durante 10 s y tres lavados con agua destilada estéril. Las semillas se propagaron 

en medio RM (Macronutrientes 10X 100 mL L-1, micronutrientes 100X 10 mL L-1, FeEDTA 

5 mL L-1, Phytagel™ (Sigma-Aldrich, Japón) 3 g L-1, pH 5.8 y se crecieron en cuarto aislado 

en condiciones de esterilidad. 

 

6.2 Cepas de E. coli 

Para la propagación y el mantenimiento de plásmidos se utilizaron células 

competentes de Escherichia coli DH5α (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA).  

 

6.3 Vectores de transformación de cloroplasto de tabaco, vector pES6 

El vector pES6 (Figura 9) fue proporcionado por Espinoza-Sánchez et al., (2016) para 

la transformación de cloroplastos de tabaco. El vector pES6 es un derivado del vector pES4 

(Espinoza-Sánchez et al., 2015) que a su vez deriva del vector pPRV111A (Zoubenko et 

al., 1994) el cual es derivado del vector pUC119, un vector de clonación pequeño y de alto 

número de copias para la replicación en E. coli en el cual se mutó de manera puntual el 

sitio Scal (AGTACT por AGTATT) del gen resistencia a ampicilina denominándosele pZS1; 

este vector fue abierto utilizando EcoRI/BamHI y se insertó la secuencia de cloroplasto 

(rrn16S/3ʹrps12) entre BglI y EcoRI. y el gen aadA, luego se abrió con EcoRI/HindIII y se 

insertó una región promotora, secuencia líder, región Shine-Dalgarno y una secuencia 

terminadora para formar el pES4.  
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Figura 9. Vector pES6.  

El cual contiene un gen de resistencia a ampicilina (AmpR), un gen de resistencia a espectinomicina 

(aadA gene), un terminador rbcL (felecha morada) y un promotor rrn (flecha dorada) y los sitios de 

recombinación homóloga rrn16S/3’rps12 y diversos sitios de clonación múltiple (MCS) (Espinoza-

Sánchez et al., 2016). 

 

6.4 Preparación de células competentes de Escherichia coli DH5α 

Se inocularon 5 mL de medio LB (Luria-Bertani) con 50 µL de células E.coli DH5α y se 

incubaron a 37°C por 15 h, luego de esto se tomó 1 mL de preinóculo para colocarlo en 

100 mL de medio LB y se incubó a 37°C en continua agitación hasta obtener una densidad 

óptica (D.O.) de 0.35-0.4 a 600 nm, después el medió se pasó a tubos falcón de 50 mL 

previamente enfriados a 4°C y se centrifugaron a 4000 rpm durante 14 min a 4°C, el 

sobrenadante se descartó y la pastilla se resuspendió en 10 mL MgCl2 100 mM, posterior 
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a esto los tubos se centrifugaron a 300 rpm durante 15 min a 4°C. Nuevamente se decantó 

el sobrenadante y el contenido del tubo se resuspendió en 20 mL de CaCl2 100 mM para 

luego colocar el tubo en hielo durante 20 min, posteriormente se centrifugó a 300 rpm por 

15 min a 4°C y se decantó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 5 mL CaCl2 85 

mM, 15% glicerol y se centrifugó a 2100 rpm por 15 min a 4°C y se decantó una vez más 

el sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 2 mL de CaCl2 85 mM, 15% glicerol (D.O.a 

600 nm de 200-250). Finalmente se colocaron 100 µL de células competentes en tubos 

Eppendorf® de 1.5 mL a -80°C para su almacenamiento (Serrano-Rivero et al., 2013). 

 

 6.5 Propagación y caracterización del vector pES6 

E. coli DH5α con el vector pES6 fue sembrado en medio LB adicionado con 100 mg L-

1 de ampicilina, se tomaron las colonias en tubo Eppendorf® de 1.5 mL con 100 µL de agua 

estéril para realizar una extracción con el Kit ZymoPURE™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo 

Research, Estados Unidos) tomando una asada de colonias siguiendo las especificaciones 

del fabricante y cuantificando el ADN plasmídico mediante el espectrofotómetro Nanodrop 

2000 (Thermo Scientific, Estados Unidos).  

 

6.6 Diseño y construcción de vectores de clonación 

Chánez et al. (2013) optimizó las secuencias codificantes de los genes Cel9A y mfc 

proveniente de P. Chrysosporium y A. crossean, respectivamente, ambas secuencias 

fueron proporcionados por Chánez, et al. (2013) para realizar esta investigación. Para la 

síntesis del gen Cel9A, mediante la secuencia codificante obtenida por el GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), Chánez et al, (2013) eliminó las secuencias que 

codifican para los sitios de restricción PstI (29 y 1585 pb), AatII (281 pb) y NheI (837 pb), 

mientras que para el gen mfc se eliminaron los sitios de restricción PmII (316 pb), NheI 

(502 pb), PstI (1209 pb), AatII (1228 pb) y NcoI (1319 pb). Estas dos secuencias fueron 

enviadas a la empresa GenScript (New Jersey, Estados Unidos de América) para su 

síntesis de la secuencia modificada y su introducción al vector de expresión PJ401/PJ404.  

Para las dos secuencias se le pidió a la empresa optimizarlas para su expresión en 

cloroplasto mediante algoritmos GeneGPS™. La secuencia optimizada del gen Cel9A fue 

introducida en el vector de expresión PJ401 (PJ401Cel9A) el cual posee un gen de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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resistencia a kanamicina y un promotor T5. La secuencia optimizada del gen mfc se insertó 

en el vector de expresión PJ404 (PJ404mfc) que posee un gen de resistencia a ampicilina 

y un promotor T5. 

Con la información proporcionada por Chánez et al., (2013), y con la finalidad de 

analizar las secuencias sintetizadas antes de realizar la transformación de cloroplastos de 

tabaco, se realizó una búsqueda de las secuencias originales de Cel9A y mfc mediante la 

base de datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Se obtuvieron las dos 

secuencias codificantes originales de Cel9A de P. Chrysosporium y mfc de A. crossean.  

Para el análisis, las secuencias codificantes de ambos genes se tradujeron con el uso 

del software en línea ExPASy: SIB Bioinformatics Resource Portal® 

(web.expasy.org/translate/) tanto la secuencia original y la secuencia modificada 

optimizada. Posteriormente, se utilizó el software en línea Clustalw2® 

(ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para realizar un alineamiento local de ambas secuencias. 

Las secuencias de aminoácidos del gen mfc y la secuencia optimizada de mfc, fueron 

modeladas tridimensionalmente utilizando el programa Phyre2 (Kelley et al., 2015) 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/); posteriormente el análisis de las moléculas fue 

realizado por medio del programa PyMOL ver. 2.0 (Pymol, 2010) (http://pymol.org) 

realizando una superposición de estructuras.  

Las secuencias optimizadas proporcionadas por Chánez et al. (2013) de los genes 

Cel9A y mfc, y la información obtenida por Espinoza-Sánchez et al. (2015) fue utilizada 

para realizar un diseño in silico mediante el software SnapGene ver. 2.4.1 simulando la 

estructura del vector de expresión pRCY-1 (Cel9A + pES6) y pRCY-2 (mfc + pES6), esta 

simulación se realizó como guía para la correcta construcción y evitar posibles errores 

durante el desarrollo de las construcciones. 

 

6.7 Clonación de los genes mfc y Cel9A en el vector pES6 

Utilizando como base el vector pES6 se construyeron dos vectores de transformación 

de cloroplastos, uno conteniendo la secuencia optimizada del gen Cel9A y de mfc. 

Para la construcción del vector para cloroplasto conteniendo el gen de Cel9A, el 

plásmido PJ401Cel9A fue digerido con las enzimas XbaI/SmaI, el vector pES6 fue digerido 

con la enzima XbaI a 37°C por 3 h para luego reparar el sitio XbaI con la enzima T4 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
http://pymol.org/
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polimerasa (Promega, Estados Unidos) a 37°C por 30 min, posterior a esto se inactivo la 

polimerasa a 75°C por 20 min obteniendo la región XbaI con corte romo para luego cortar 

el extremo con la enzima NheI (Promega, Estados Unidos). Posteriormente se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 80 V por 1 h. Se realizó el mismo protocolo para 

el plásmido PJ404mfc que contiene el gen mfc y el vector pES6. 

 Para purificar el ADN del gel de agarosa utilizando el kit Agarose Gel Extraction de 

Jena BioScience® (Jena, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, se 

cortó el área del gel que contiene el ADN de interés (vector pES6 linearizado, gen de Cel9A 

y el gen mfc) con un bisturí transfiriendo cada sección del gel a un microtubo Eppendorf®, 

se adicionó 150 µL de solución de extracción para incubar a 60°C por 15 min. Se colocó 

una columna en un microtubo de 2 mL y se agregaron 100 µL de solución de activación, 

se centrifugó y se descartó el sobrenadante, en la columna se adicionó el contenido del 

microtubo, posteriormente se centrifugó a 10,000 rpm por 30 s y se descartó el 

sobrenadante, en seguida se aplicó un lavado con 700 µL de solución de lavado 

centrifugando a 10,000 rpm por 30 s, este último paso se repitió centrifugando durante 2 

min. 

Posteriormente, para la reacción de ligación se colocaron en un tubo Eppendorf® 7 µL 

de agua destilada estéril, 2 µL de buffer 10X Tango (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), 1 

µL deT4 ADN ligasa (Thermo Fisher Scientific®, EE. UU.), 50 ng de inserto y 100 ng de 

vector previamente purificados, en un radio molar de 1:1, se mezcló perfectamente y se 

incubaron durante 12 h a 25°C. 

 

6.8 Transformación de E. coli DH5α con pRCY-1 y pRCY-2 por choque 

térmico 

Una vez trascurrido el tiempo de ligación, la mezcla de reacción fue utilizada para 

transformar células competentes E. coli DH5α para esto, se utilizó un tubo Eppendorf® de 

1.5 mL con 100 µL de células competentes, se adicionaron 3 µL de ADN plasmídico 

conteniendo el gen Cel9A y mfc. Luego de esto mantuvieron los tubos en hielo durante 15 

min, transcurrido el tiempo se sometieron las células a choque térmico en baño maría a 

42°C por 45 s, luego se colocaron los tubos Eppendorf® en hielo por 5 min y se añadieron 

500 µL de medio LB líquido y se incubaron en agitación a 37°C por 1 h. Se realizó un spin 

https://www.google.com/search?q=Madison+(Wisconsin)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYhX0TUzKL8_MUNMIzi5Pz84oz8zR3sDICAJLnNeJcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwig1NCTorbwAhVaCjQIHaFdD7oQmxMoATAfegQIGxAD
https://www.google.com/search?q=Madison+(Wisconsin)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYhX0TUzKL8_MUNMIzi5Pz84oz8zR3sDICAJLnNeJcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwig1NCTorbwAhVaCjQIHaFdD7oQmxMoATAfegQIGxAD
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para retirar 350 µL de medio y se resuspendió el resto del contenido del tubo, 

posteriormente se sembraron las células en medio LB suplementado con ampicilina (100 

mg mL-1) para mfc y kanamicina (100 mg mL-1) para Cel9A con la ayuda de una L de vidrio 

y se dejaron crecer a 37°C por 16 h. 

 

6.9 Análisis de restricción de pRCY-1 y pRCY-2 

Las colonias de E. coli DH5α resultantes de la transformación con la reacción de 

ligación, fueron recuperadas y subcultivadas dos veces para obtener suficiente masa 

celular y poder caracterizar las colonias resultantes; para esto, se realizó una extracción 

de ADN plasmídico mediante la técnica de lisis alcalina. Las células se colectaron y 

resuspendieron en 70 µL de agua destilada estéril, posteriormente se adicionaron 350 µL 

de TENS (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1 M NaOH, 0.5% SDS) (He, 2011); la 

solución se mezcló por inversión de microtubo y se reposaron 3 min, después se le 

adicionaron 150 µL de acetato de sodio 3.0 M pH 5.2 y mezclados suavemente por 

inversión; los microtubos se colocaron en hielo por 5 min para precipitar proteínas y el ADN 

cromosomal. Posteriormente se centrifugó a 13,200 rpm durante 5 min a 4°C, el 

sobrenadante se recuperó en un microtubo Eppendorf® de 1.5 mL y se le adicionaron 700 

µL de etanol absoluto centrifugándolo a 13, 200 rpm durante 10 min. 

El análisis de restricción para ambos vectores se realizó con las enzimas EcoRI y 

HindIII de la marca Invitrogen™ (California, Estados Unidos), la digestión enzimática se 

realizó a 37°C por 4 h, posteriormente, se preparó un gel de agarosa al 0.8%, el gel se 

corrió a 80 V por 1 h. 

 

6.10 Transformación genética de cloroplastos de tabaco 

6.10.1 Preparación de partículas de oro 

Se utilizaron 30 mg de micropartículas de oro de 0.6 µm (Bio-Rad, Múnich, Alemania) 

y se colocaron un tubo Eppendorf® de 1.5 mL. Se agregó 1 mL de etanol al 70% y se 

mezcló en Vortex durante 5 min, luego de esto se dejó reposar a temperatura ambiente 

durante 15 min, posterior a esto las micropartículas se centrifugaron a 300 rpm por 1 min 

y se descartó el sobrenadante, se adicionó 1 mL de agua estéril a 4°C y se mezclaron en 
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vortex durante 1 min, luego se dejaron reposar durante 10 min a temperatura ambiente y 

se centrifugaron a 3,000 rpm por 1 min (estos lavados se realizaron dos veces más). 

Posterior a esto se adiciono 1 mL de etanol absoluto y se mezcló utilizando vortex durante 

1 min, las partículas se dejaron precipitar por 10 min, suidamente las partículas se 

centrifugaron a 5,000 rpm durante 5 min y se decantó el sobrenadante. Las partículas se 

resuspendieron en 500 µL de glicerol al 50%. La concentración final de las micropartículas 

fue de 60 mg mL-1. 

 

6.10.2 Recubrimiento de micropartículas de oro 

Para el recubrimiento de las micropartículas se preparó el ADN plasmídico el cual se 

extrajo previamente con el kit de QIAGEN plasmid Maxi (Valencia, CA), las micropartículas 

preparadas se resuspendieron en vortex durante 5 min (Figura 10A). Se alicuotaron cinco 

tubos de 100 µL de las partículas y en cada tubo se agregaron: 5 µL de ADN plasmídico 

(1 µg µL-1), 50 µL de CaCl2, 20 µL de espermidina (0.1 M). Posteriormente se mezclaron 

las alícuotas en vortex por 3 min y se centrifugaron a 5,000 rpm por 20 s, se adicionaron 

140 µL de etanol al 70% para resuspender y se centrifugaron nuevamente a 5,000 rpm por 

20 s, seguidamente se resuspendieron las partículas en 50 µL de etanol absoluto y se 

colocaron en el vortex hasta su uso (Sanford, 1990). 

 

6.10.3 Preparación de material para el bombardeo 

Para esto se utilizaron hojas de tabaco jóvenes las cuales fueron desarrolladas en 

condiciones de esterilidad durante aproximadamente seis semanas. Luego de esto las 

hojas fueron cortadas con un bisturí previamente esterilizado y estas hojas fueron 

colocadas en medio de cultivo RM (Macronutrientes 10 X 100 mL L-1, micronutrientes 100 

X 10 mL L-1 FeEDTA 5 mL L-1, Phytagel™ (Sigma-Aldrich, Japón) 8 g L-1, pH 5.8) con la 

cara abaxial hacia arriba, estas hojas fueron distribuidas de tal manera que cubrieran 

alrededor del 80% el área total de la caja Petri y se mantuvieron en oscuridad por 24 h 

previas al bombardeo (Sanford, 1990).  

La pistola de bombardeo (Bio-Rad, Munich, Alemania) (Figura 10B) fue desarmada 

para después poder esterilizar sus componentes con etanol absoluto (Figura 10C), de igual 

manera las membranas de ruptura (1,100 PSI), las membranas macrocarriers, las mallas 
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de metal, todo esto bajo una campana de flujo laminar para asegurar las condiciones de 

esterilidad. 

 

Figura 10. Preparación de material para biobalística. 

A) Preparación de partículas de oro B) Pistola de bombardeo Bio-Rad (Múnich, Alemania) C) 

Esterilización de piezas internas de la pistola de bombardeo. 

 

6.10.4 Bombardeo de hojas de Tabaco 

El bombardeo de hojas de tabaco se llevó a cabo de acuerdo a Svab y maliga (1993) 

y Lutz et al. (2006) en campana de flujo laminar. 

Con el material y el área previamente esterilizadas se colocaron las cajas Petri con las 

hojas de tabaco en la cámara de disparo a 11 cm de distancia del revolver, se generó vacío 

hasta que el indicador marcara 25 mm de Hg y se realizó el disparo, una vez realizado esto 

se retiró la caja Petri cubriéndola inmediatamente para evitar cualquier tipo de 

contaminación. Se realizaron 20 bombardeos (20 cajas), de los cuales 10 bombardeos 

fueron con el vector pRCY-1 y 10 bombardeos para el vector pRCY-2. Luego de realizar lo 

anterior las cajas Petri fueron cubiertas con papel aluminio por 24 h a 27°C para permitir 

la regeneración del tejido. 
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6.11 Selección y regeneración del material transformado 

Las hojas bombardeadas fueron cortadas en piezas de 3 x 3 mm y fueron colocadas 

para una primera ronda de selección en medio RMOP (Macronutrientes 10X 100 mL L-1, 

micronutrientes 100X 10 mL L-1, FeEDTA 5mL L-1, Tiamina [1 mg mL-1] 1 mL L-1, NAA [1 

mg mL-1] 0.1 mL L-1, BAP [1 mg mL-1] 1 mL L-1, Myo inositol 100 mg L-1, fitagel 3 g L-1, pH 

5.8) adicionado con 500 mg L-1 de espectinomicina (Sigma-Aldrich, Japón) en condiciones 

controladas de horas luz (16 h) y a una temperatura de 27°C. Después de 

aproximadamente seis semanas el tejido no transformado se tornó de un color amarillo y 

las células putativamente transformadas conservaron un color verde, estos explantes 

fueron pasados a medio RMOP ahora suplementado con 500 mg L-1 de 

espectinomicina/estreptomicina para distinguir las células transformadas de las mutantes. 

De las clonas resistentes se pasaron a una tercera ronda de selección en donde el medio 

RMOP se suplemento con 500 mg L-1 de espectinomicina.  

 

6.12 Establecimiento de plantas regeneradas en invernadero 

De las plantas regeneradas en tercera selección se seleccionaron tres plantas de cada 

línea transformada para pasarlas a sustrato (Peat Moss), esto se realizó de manera 

cuidadosa lavando la raíz tratando de eliminar cualquier residuo de medio de cultivo 

utilizando guantes de látex y posteriormente plantarlas en el Peat Moss previamente 

esterilizado. Adicionalmente, tres plantas de N. tabacum silvestre fueron cultivadas como 

control. Las plantas se aclimataron durante un mes en laboratorio utilizando protección 

plástica para posteriormente pasarlas a invernadero. 

 

6.13 Análisis moleculares 

6.13.1 Extracción de ADN vegetal 

La extracción de ADN a partir de hojas de tabaco fue realizada bajo el protocolo de 

Doyle (1991) tomando 1g de tejido. Las muestras se colocaron en tubo Eppendorf® de 1.5 

mL y se colocaron en el ultra congelador (-70°C), luego de esto se maceraron con un pistilo 

dentro del tubo y se le adicionaron 800 µL de solución CTAB (NaCl [5M], EDTA [0.5 M], 

Tris-HCl [5M] pH 7.5, Ctab 1% y β-mercaptoetanol) y se incubaron a 60 °C por 15 min en 
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baño maría, luego de esto los tubos se dejaron enfriar por 5 min y se les adicionó 800 µL 

de cloroformo-octanol y se agitaron en vortex para después centrifugarlas a 11,000 rpm 

por 10 min, se tomó el sobrenadante y se colocó en un tubo Eppendorf® nuevo de 1.5 mL 

y se añadieron 600 µL de etanol-acetato para pasar a refrigerar las muestras durante 30 

min, posteriormente las muestras se centrifugaron por 10 min a 11,000 rpm y se decantó 

el sobrenadante para después agregar 500 µL de etanol al 70% y se centrifugó una vez 

más a 11,000 rpm por 5 min. El sobrenadante se decantó y se dejó secar la pastilla para 

así resuspender en 20 µL de agua estéril. 

 

6.13.2 Análisis de integración de transgenes en plastoma de tabaco mediante PCR. 

La amplificación mediante PCR se realizó utilizando primers específicos para cada 

secuencia del gen, los primers fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies. Para 

el gen de Cel9A se utilizaron: Fw-5ʹCGCCGGTGACTACATTAAG3ʹ y Rv-

5ʹGGTACTTCTGCGCGATTT3ʹ, estos primer amplifican una región especifica dentro de la 

secuencia del gen de interés de 4354 hasta 5057 pb (amplicón de 705 pb) y para el gen 

mfc: Fw-5ʹGAGCGAGATTGACAGATTAAGA3ʹ y Rv-5ʹGTATCCAGGCGCTGTTTAG3ʹ, los 

cuales amplifican una región especifica dentro de la secuencia del gen de interés desde 

4084 a 4818 pb (amplicón de 736 pb). Se utilizó el siguiente programa: 5 min a 94°C para 

la desnaturalización, seguido por 35 ciclos de amplificación (45 s a 94°C, 45 s a 58°C y 60 

s a 72°C) con una extensión final de 5 min a 72°C.  
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Micropropagación de Nicotiana tabacum var. Petitte Havana 

Aproximadamente 100 semillas de Nicotiana tabacum var. Petitte Havana se 

esterilizaron y sembraron en medio RM, después de tres días las semillas germinaron, 15 

días después de la germinación, las plantas suficientemente grandes se pasaron a cajas 

individuales para desarrollar las hojas que posteriormente serian bombardeadas (Figura 

11). 

 

Figura 11. Micropropagación de plantas silvestres de Nicotiana tabacum var. Petitte Havana.  

La propagación de las plantas se llevó a cabo en medio RM en caja Magenta™ y en condiciones de 16 

h luz por aproximadamente seis semanas. 

 

7.2 Selección de los genes de interés y diseño de secuencias 

Los genes (mfc y Cel9A de A. crossean y P. chrysosporium) fueron proporcionados 

por Chánez et al. (2013). Posteriormente, se analizaron las secuencias de estos genes con 

respecto a las mutaciones realizadas, y la posible estructura terciaria de la proteína a 

producir. Para analizar la secuencia del gen Cel9A, se tomó como base la secuencia 

nucleotídica optimizada reportada por Chánez et al. (2013) (Figura 12) 
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Figura 12. Secuencia nucleotídica codificante del gen Cel9A de Phanerochaete Chrysosporium 

optimizada y reportada por Chánez et al. (2013). 

 

Posteriormente, se obtuvo la región codificante del gen Cel9A reportada en el GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) bajo el número de acceso de AY094488.1, con su 

respectivo codón de inicio y codón de paro (Figura 13). 

 

Figura 13. Secuencia nucleotídica codificante del gen Cel9A 

Obtenida por el GenBank con número de acceso AY094488.1 procedente de Phanerochaete 

chrysosporium. Subrayado en amarillo el codón de inicio y el codón de paro (Wymelenberg et al., 2002). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Luego de obtener la secuencia de nucleótidos reportada en el GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) con el número de accesión AY094488.1 se 

tradujo mediante la herramienta ExPASy: SIB Bioinformatics Resource Portal® 

(https://web.expasy.org/translate/) obteniendo un total de 590 aminoácidos (Figura 14). 

 

Figura 14. Secuencia de aminoacidos del gen Cel9A de Phanerochaete Chrysosporium  

La secuencia nucleotídica fue traducida mediante herramienta ExPASy: SIB Bioinformatics Resource 

Portal® reportada en el GenBank con el número de accesión AY094488.1.  

  

Posteriormente se tradujo la secuencia optimizada reportada por Chánez et al. 

(2013) del gen Cel9A en la plataforma ExPASy para realizar posteriormente un 

alineamiento de secuencias con el Software SerialCloner 2.6.1. Los resultados 

mostraron que la secuencia reportada por Chánez et al. (2013), aun cuando se 

realizaron mutaciones puntuales y optimización de secuencias, la secuencia de 

aminoácidos se mantuvo intacta siendo la secuencia sintetizada por Chánez et al. 

(2013) homóloga en la secuencia de aminoácidos, a la reportada en el GenBank 

(Figura 15).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://web.expasy.org/translate/
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Figura 15. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de Cel9A.  

La secuencia “Cel9A Ori” representa la secuencia obtenida del GenBank (AY094488.1) y la secuencia 

“Cel9A Mod” representa la secuencia modificada reportada por Chánez et al. (2013). 
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Para el gen mfc, se analizó la secuencia nucleotídica optimizada y reportada por 

Chánez et al. (2013) como se muestra en la figura 16. 

Figura 16. Secuencia nucleotídica codificante del gen mfc procedente de Ampullaria crossean 

optimizada y reportada por Chánez et al. (2013). 

 

Posteriormente se buscó la secuencia codificante en el GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) de la celulasa multifuncional mediante el número 

de accesión EU599577.1 identificando el codón de inicio y el codón de paro (Figura 17). 

 

Figura 17. Secuencia nucleotídica codificante del gen mfc  

Obtenida por el GenBank con número de acceso EU599577.1 procedente de Ampullaria crossean. 

Subrayado en amarillo se encuentra el codón de inicio y codón de paro (Cheng et al., 2009). 
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La secuencia nucleotídica codificante del gen mfc obtenida del GenBank (EU599577.1) 

fue traducida con la ayuda de la herramienta ExPASy: SIB Bioinformatics Resource Portal® 

(https://web.expasy.org/translate/) obteniendo un total de 395 aminoácidos (Figura 18). 

 

Figura 18. Secuencia de aminoacidos del gen mfc de Ampullaria crossean  

La secuencia nucleotídica fue traducida mediante herramienta ExPASy: SIB Bioinformatics Resource 

Portal® reportada en el GenBank con el número de accesión EU599577.1. 

 

La secuencia optimizada y reportada por Chánez et al. (2013) fue traducida y alineada 

con respecto a la secuencia de aminoácidos del gen mfc reportada en el GenBank 

mediante el Software SerialCloner 2.6.1, obteniendo un 99.75% (Figura 19).  

 

 

 

https://web.expasy.org/translate/
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Figura 19. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de mfc.  

La secuencia “mfc Ori” representa la secuencia obtenida del GenBank (EU599577.1) y la secuencia 

“mfc Mod” representa la secuencia modificada reportada por Chánez et al. (2013).  

 

Se observó el cambio de una alanina por una prolina en la posición dos, este cambio 

fue producto de una optimización de codones. Al revisar la bibliografía se encontró que 

ambos aminoácidos tienen una carga neta de 0 (Zondlo, 2013).  

Las secuencias de aminoácidos del gen mfc, tanto de la reportada por Chánez et al. 

(2013) como la del GenBank (EU599577.1) fueron modeladas tridimensionalmente 

utilizando el programa Phyre2 (Kelley et al., 2015) (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/) y 

se analizaron las estructuras por medio del programa PyMOL ver. 2.0 (Pymol, 2010) 

(http://pymol.org) haciendo una superposición de ambas estructuras para verificar que el 

cambio de A por P en el segundo sitio no afectaba el sitio catalítico de la enzima.  

Gómez-torres et al. (2018) analizó, expresó y caracterizó la celulasa mfc; en su estudio 

identificó el sitio activo de la celulasa multifuncional, este sitio activo presenta una forma 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
http://pymol.org/
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de hendidura (Figura 20), este tipo de estructura se ha reportado que permite la unión 

aleatoria de numerosas unidades de azucares presentes en sustratos poliméricos, se sabe 

que esta estructura se presenta comúnmente en enzimas con actividades como: 

endocelulasas, quitinasas. α-amilasas, xilanasas, β-1,3-glucanasas y β-1,4-glucanasas 

(Davies y Henrissat, 1995).  

 

Figura 20. Sitio activo en forma de hendidura de celulasa multifuncional (mfc). 

Imagen diseñada mediante PyMOL ver. 2.0. a partir de la secuencia reportada en el GenBank 

(EU599577.1) (Gómez-Torres et al., 2018; Guo et al., 2008). 

 

Esto se relaciona con la actividad múltiple que presenta la enzima descrita por Wang 

et al. (2003). El sitio catalítico de la enzima codificada por el gen mfc está compuesto dos 

residuos de ácido glutámico, uno de estos (Glu172) funciona como donador de protones y 

el segundo (Glu273) tiene una función de nucleófilo (Gómez-Torres et al., 2018), al revisar 

ambas estructuras tridimensionalmente se observó que el sitio catalítico no se ve afectado 

estructuralmente por el cambio de aminoácidos, la prolina en la secuencia optimizada se 

representa en la región punteada de la Figura 21, así como también se representa la 

superposición de la estructura original así como la secuencia optimizada, por lo que este 
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cambio de aminoácidos no supondría un cambio en la actividad enzimática de la proteína 

codificada por el gen de mfc. 

 

Figura 21. Superposición de las estructuras de la proteína EGX.  

En color verde, estructura modelada a partir de la secuencia reportada en el GenBank (EU599577.1) 

(Cheng et al. 2009) y en color rosa la estructura modelada a partir de la secuencia reportada por Chánez 

et al. (2013). Ambas estructuras fueron modeladas mediante PyMOL ver. 2.0. el recuadro rojo 

representa la región catalítica y la zona punteada representa la localización de la prolina en la secuencia 

optimizada.  

 

De esta manera se pudo analizar que la optimización realizada por Chánez et al. (2013) 

a pesar de tener un cambio de un aminoácido (A por P), al identificar la zona del sitio 

catalítico, así como la posición del cambio de aminoácidos no debería verse afectada su 

actividad enzimática. 

 

7.3 Diseño in silico y análisis de restricción de vectores de expresión 

Con el propósito de simular y detectar posibles errores durante el diseño de los dos 

vectores de expresión a utilizar en la transformación de cloroplastos del presente trabajo, 

se utilizó el software SnapGene ver. 2.4.1 para el análisis de secuencias, esto tomando 

como base el vector de expresión pES6 (Figura 9) (Espinoza-Sánchez et al., 2016). Se 
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diseñó la construcción pRCY-1 (pES6 + Cel9A) (Figura 22) de 9.501 kb conteniendo el gen 

de interés Cel9A (1.842 kb) flanqueado con los sitios de restricción EcoRI/HindIII. 

. 

Figura 22. Vector pRCY-1.  

El cual contiene el gen Cel9A el cual codifica para una endoglucanasa (flecha verde), el vector de 

resistencia a ampicilina AmpR (flecha verde claro), un gen de resistencia a 

espectinomicina/estreptomicina aadA (flecha roja), un terminador rbcL (flecha morada) y un promotor 

rrn (flecha dorada) y los sitios de recombinación homóloga rrn16S/3’rps12 (banda verde oscuro y verde), 

se eliminaron y repararon los sitios de restricción NheI/XbaI del vector pES6 para integrar el gen Cel9A 

el cual esta flanqueado por los sitios de restricción EcoRI/HindIII. Este vector fue diseñado con el 

Software de SnapGene 2.4.1. 

 

De igual manera se diseñó la construcción pRCY-2 (pES6 + mfc) (Figura 23) de 8.916 

kb, con el gen mfc (1.257 kb) flanqueado con los sitios de restricción EcoRI/HindIII. 
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.  

Figura 23. Vector pRCY-2.  

El cual contiene el gen mfc que codifica para una celulasa multifuncional (flecha roja central), además 

contiene un gen de resistencia a ampicilina AmpR (flecha verde claro), un gen de resistencia a 

espectinomicina/estreptomicina aadA (flecha roja derecha), un terminador rbcL y un promotor rrn (flecha 

dorada) y los sitios de recombinación homóloga rrn16S/3’rps12 (banda verde oscuro y verde claro), se 

eliminaron y repararon los sitios de restricción NheI/XbaI del vector pES6 para integrar el gen mfc el 

cual esta flanqueado por los sitios de restricción EcoRI/HindIII. este vector fue diseñado con el Software 

de SnapGene 2.4.1. 

 

A partir de ADN plasmídico de los vectores pES6, PJ401Cel9A y PJ404mfc, se 

realizaron dos ligaciones de los genes Cel9A y mfc con el vector pES6, eliminando la región 

codificante del gen bgl1 (2,589 pb) que contenía este vector, el cual fue reemplazada por 

los genes de interés obteniendo los vectores pRCY-1 y pRCY-2.  

Los vectores obtenidos a partir de la ligación fueron utilizados para transformar células 

competentes de E. coli DH5α, estas células fueron subcultivadas para obtener una 



 
                       FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 
59 

 

biomasa suficiente de E. coli conteniendo el vector pRCY-1 (Figura 24A) y el vector pRCY-

2 (Figura 24B) y así poder realizar una extracción de ADN plasmídico mediante el protocolo 

de TENS (He, 2011), posteriormente, se caracterizaron los vectores con las enzimas de 

restricción EcoRI/HindIII y el vector pES6 fue caracterizado con XbaI/NheI (Figura 24C).  

 

 

Figura 24. Cepas de E. coli DH5α transformado con pRCY-1, pRCY-2. 

A) Cepa subcultivada transformada con pRCY-1 B) Cepa subcultivada transformada con pRCY-2 C) 

Análisis de restricción pRCY-1 (7,248 pb y 2,253 pb) y pRCY-2 (7,248 pb y 1,668 pb) caracterizados 

con EcoRI/HindIII y pES6 (7,696 pb y 2,589 pb) caracterizado con XbaI/NheI (Invitrogen, California, 

Estados Unidos). 

 

La caracterización del vector pRCY-2 resultante mostró dos fragmentos, uno de 7,248 

pb que corresponde al vector pES6 linearizado y uno de 1,668 pb que corresponde al gen 

mfc. La caracterización de pRCY-1 presentó dos fragmentos, uno de 7,248 pb (vector 

pES6 linearizado) y otro de 2,253 pb correspondiente al gen Cel9A. La caracterización del 

vector pES6 presentó dos fragmentos uno de 7,696 pb y otro de 2,589 pb correspondiente 

al gen bgl1. Estos resultados muestran el patrón correspondiente a cada una de las bandas 

esperadas por lo que se confirma la construcción de pRCY-1 y pRCY-2 fueron realizadas 

de manera eficiente. 
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7.4 Transformación de Nicotiana tabacum var. Petitte Havana por 

biobalística  

De las plantas de tabaco cultivadas se tomaron hojas jóvenes para ser bombardeadas 

de acuerdo a Svab y Maliga (1993) y Lutz et al. (2006). Las hojas fueron sometidas a una 

pistola de bombardeo (Bio-Rad, Munich, Alemania), utilizando micropartículas de oro de 

0.6 µm, las cuales son de un tamaño óptimo, ya que se ha reportado que en la 

transformación cloroplastídica partículas de oro dentro de un diámetro de 0.6 a 0.1 µm han 

dado como resultado, rangos altos de expresión estable (O'Brien y Lummis, 2011). Diez 

placas fueron bombardeadas con el vector pRCY-1 (Figura 25A) y diez cajas con el vector 

pRCY-2 (Figura 25B) con aproximadamente 15 µg de ADN (Maliga y Tungsuchat-Huang, 

2014). Las hojas bombardeadas se incubaron por 24 h a 27°C en oscuridad para permitir 

la regeneración del tejido y posteriormente fueron cortadas en piezas de 3 x 3 mm (Figura 

25C) y se colocaron en medio RMOP.  

  

Figura 25. Tejido bombardeado de Nicotiana tabacum var. Petitte Havana.  

A) Plantas N. tabacum bombardeadas con pRCY-2 B) Plantas N. tabacum bombardeadas con pRCY-1 

C) Corte de las hojas de tabaco bombardeadas. 
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7.5 Rondas de selección 

Las rondas de selección se realizaron a partir del tejido bombardeado con ~ 1 μg μL-1 

y cortado en piezas de 3 x 3 mm de pRCY-1 y pRCY-2 (Tabla 5). El evento de 

transformación se lleva a cabo solo en unos pocos plástidos y, mediante diversas rondas 

de selección, se eliminan poblaciones de plástidos no transformados (Nugent et al., 2006). 

Se obtuvieron aproximadamente 600 explantes de cada construcción los cuales fueron 

subcultivados en medio RMOP para iniciar la selección de clonas transformantes, las hojas 

se presentaron cloróticas a partir de la tercera semana.  

El proceso de regeneración, comenzó a partir de la quinta semana en medio 

suplementado con 500 mg L-1 de espectinomicina (Figura 26), se ha reportado que la 

velocidad de regeneración de explantes empieza a partir de dos a tres semanas 

posteriores al bombardeo (Maliga y Tungsuchat-Huang, 2014). Los explantes fueron 

nombrados conforme se fueron observando durante la primera ronda de selección y ese 

nombre permaneció hasta la regeneración de las plantas. 

 

Figura 26. Observación de los primeros brotes y tejido clorótico cinco semanas posteriores a la 

transformación.  

A) tejido bombardeado con el vector pRCY-1 (el cual contiene el gen Cel9A) B) Tejido bombardeado 

con el vector pRCY-2 (el cual contiene el gen mfc). 
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La segunda ronda de selección es necesaria para evitar un brote quimérico de 

plástidos transformados y no transformados dando como resultado una baja producción 

de proteínas recombinantes (Skarjinskaia et al., 2003). El gen marcador de selección 

utilizado fue aadA, que inactiva diversos antibióticos del tipo amino glucósido causado por 

una adenilación, esta enzima confiere resistencia a espectinomicina/estreptomicina 

(Davarpanah et al., 2009) y se ha reportado dar una resistencia hasta más de 100 veces 

que la conferida por la mutante rRNA 16S (Svab y Maliga, 1993).  

En la primera ronda de selección para pRCY-1 (Figura 27A) se obtuvieron 18 brotes 

regenerantes, de los cuales 11 explantes fueron los que mostraron un crecimiento y 

desarrollo eficiente hasta formar plántulas (NtcppRCY-1-01, NtcppCRY-1-02, NtcppRCY-

1-03, NtcppRCY-1-04, NtcppRCY-1-05, NtcppRCY-1-06, NtcppRCY-1-09, NtcppRCY-1-

11, NtcppRCY-1-12, NtcppRCY-1-18 y NtcppRCY-1-20, respectivamente), mientras que 

para pRCY-2 (Figura 27D) se obtuvieron 21 brotes regenerantes, de los cuales siete 

explantes mostraron crecimiento y desarrollo eficiente hasta formar plántulas (NtcppRCY-

2-06, NtcppRCY-2-07, NtcppRCY-2-16, NtcppRCY-2-17, NtcppRCY-2-18, NtcppRCY-2-19 

y NtcppRCY-2-21, respectivamente).  

De las 11 y 7 plántulas obtenidos de la primera selección, se obtuvo una hoja de cada 

plántula y se seccionaron por la mitad para una segunda ronda de selección. Una mitad 

de la hoja fue colocada en medio RMOP suplementado con 500 mg L-1 de espectinomicina 

mientras que la otra mitad fue colocada en medio RMOP suplementado con 500 mg L-1 de 

espectinomicina/estreptomicina para diferenciar las células mutantes de las 

transformantes (Figura 27B y 27E). De las 11 hojas de las plántulas regenerantes de 

pRCY-1 colocadas en segunda selección, únicamente cinco explantes fueron capaces de 

sobrevivir hasta desarrollar plántula (NtcppRCY-1-0, NtcppRCY-1-02, NtcppRCY-1-03, 

NtcppRCY-1-04, NtcppRCY-1-05), mientras que de las siete hojas de las plántulas 

transformantes con pRCY-2, únicamente tres fueron capaces de sobrevivir en la segunda 

selección hasta formar plántula (NtcppRCY-2-06, NtcppRCY-2-07, NtcppRCY-2-17).  

Las plántulas NtcppRCY-1-01, NtcppRCY-1-02, NtcppRCY-1-03, NtcppRCY-1-04, 

NtcppRCY-1-05, NtcppRCY-2-06, NtcppRCY-2-07, NtcppRCY-2-17 obtenidas de segunda 

selección, fueron sometidas a una tercera selección para inducir un estado homoplásmico; 

para esto, una hoja de cada plántula fue cortada y colocada en medio RMOP suplementado 
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con 500 mg L-1 de espectinomicina (Figura 27C y 27F) obteniendo cuatro brotes para el 

vector pRCY-1 con capacidad de formar plántula (NtcppRCY1-02, NtcppRCY1-03, 

NtcppRCY1-04 y NtcppRCY-1-05, respectivamente), mientras que para el vector pRCY-2 

se obtuvieron dos plántulas regenerantes de tercera selección (NtcppRCY-2-07 y 

NtcppRCY-2-17, respectivamente).  

 

Figura 27. Rondas de selección de explantes transformados.  

A) Primera ronda de selección explantes transformados con pRCY-1 B) Segunda ronda de selección 

explantes transformados con pRCY-1 C) Tercera ronda de selección explantes transformados con 

pRCY-1 D) Primer ronda de selección explantes transformados con pRCY-2 E) Segunda ronda de 

selección explantes transformados con pRCY-2 F) Tercera ronda de selección explantes transformados 

con pRCY-2. 
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Tabla 5. Explantes NtcppRCY-1 y NtcppRCY-2 obtenidos durante las rondas de 

selección. 

NtcppRCY-1  NtcppRCY-2 

Primera 
Selección 

Segunda 
Selección 

Tercera 
Selección 

Primera 
selección 

Segunda 
selección 

Tercera 
Selección 

Espectinomicina  
Estreptomicina/ 
Espectinomicina  

Espectinomicina  Espectinomicina  
Estreptomicina/ 
Espectinomicina  

Espectinomicina  

(500 mg L-1) (500 mg L-1) (500 mg L-1) (500 mg L-1) (500 mg L-1) (500 mg L-1) 

01 01  06 06  
02 02 02 07 07 07 

03 03 03 16   

04 04 04 17 17 17 

05 05 05 18     

06   19   

09   21   

11   
   

12   

   

18   

   

20           

 

 

Tomando en cuenta que el número de explantes bombardeados fueron alrededor de 

600 para cada uno de los vectores, se realizó una relación obteniendo para el vector 

pRCY-1 un 0.6% de eficiencia de transformación mientras que para el vector pRCY-2 se 

obtuvo un 0.3%. Estos resultados se pueden comparar con otros análisis realizados 

anteriormente donde se han obtenido valores de eficiencia de transformación plastídica 

de 2.2 x 10-4 % (Riggs y Bates, 1986) y 3.9 x 10-5 % (Deshayes et al., 1985). Otros análisis 

más recientes han reportado valores entre 2.85% hasta 3.14%, en donde se ha logrado 

expresar de manera estable y eficiente diversas celulasas en el plastoma de tabaco 

(Espinoza-Sánchez et al., 2016). 
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7.6 Regeneración de plantas transformadas 

Debido a que la transformación plastidal se llevó a cabo por recombinación homóloga 

de manera dirigida hacia la región rrn16S/3ʹrps12 localizada en la zona de Repetidos 

Invertidos (IRA/IRB), se seleccionó un brote de cada línea de tercera selección para ser 

regeneradas en medio RM y posteriormente realizar los análisis de integración y posterior 

desarrollo en invernadero. Ya que todos los brotes fueron bombardeados bajo las mismas 

condiciones y al pasar las tres rondas de selección previamente descritas, el gen de 

interés se debe de encontrar en la misma región para todos los brotes de ambas líneas.  

Para realizar posteriores análisis se seleccionó una plántula proveniente de tercera 

selección con buen crecimiento y desarrollo. Para la línea pRCY-1 se seleccionó el 

brote NtcppRCY-1-05 (Figura 28B y 28C) mientras que para la línea pRCY-2 el brote 

NtcppRCY-2-17 (Figura 28E y 28F). De igual manera se regeneraron plantas de tabaco 

de tipo silvestre como control (Figura 28A y 28D). 

 

Figura 28. Regeneración de plantas N. tabacum var. Petitte Havana transformadas.  

A) N. tabacum tipo silvestre B) Planta regenerada NtcppRCY-1-05 C) Planta regenerada NtcppRCY-1-

05 D) N. tabacum tipo silvestre E) Planta regenerada NtcppRCY-2-17 F) Planta regenerada NtcppRCY-

2-17. 
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7.7 Análisis de integración mediante PCR 

De las plantas desarrolladas de tercera selección (NtcppRCY-1-05 y NtcppRCY-2-17, 

respectivamente) se obtuvieron 200 mg de hoja para realizar extracción de ADN total el 

cual fue utilizado para realizar el análisis de integración utilizando primers específicos para 

cada uno de los genes. El análisis de PCR mostró la amplificación de fragmento de 736 pb 

(Figura 29) para el gen mfc los cuales amplifican una región especifica dentro del gen de 

interés desde la posición 4084 a 4818 pb. 

   

 

Figura 29. Análisis de integración por PCR de pRCY-2.  

A) Carril 1: MPM 1kb Ladder (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA), Carril 2: Control positivo (ADN plasmídico 

pRCY-2), Carril 3: Amplificación positiva de 736 pb de tejido vegetal NtcppRCY-2-17, Carril 5: Control 

negativo B) Construcción pRCY-2. Se Muestran los sitios de restricción más importantes, así como los 

elementos regulatorios y regiones de recombinación homóloga. La construcción se realizó sustituyendo 

el gen bgl1 del vector pES6 eliminando los sitios de restricción NheI/XbaI. C) Planta transplastomérica 

regenerada NtcppRCY-2-17. 
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Para el análisis del gen Cel9A se obtuvo un amplicón de 705 pb (Figura 30), esta 

amplificación se encuentra dentro de la secuencia desde la posición 4354 hasta 5057 pb. 

 

 

Figura 30. Análisis de integración por PCR de pRCY-1.  

A) Carril 1: MPM 1kb Ladder (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA), Carril 2: Control positivo (ADN plasmídico 

pRCY-1), ADN plasmídico pRCY-1, Carril 4: amplificación positiva de 705 pb ADN tejido regenerado de 

NtcppRCY-1-05, Carril 8: Control negativo. B) Construcción pRCY-1. Se Muestran los sitios de 

restricción más importantes, así como los elementos regulatorios y regiones de recombinación 

homóloga. La construcción se realizó sustituyendo el gen bgl1 del vector pES6 eliminando los sitios de 

restricción NheI/XbaI. C) Planta transplastomérica regenerada NtcppRCY-1-05. 

 

Ambos análisis de integración confirman que los genes de interés se encuentran 

presentes dentro del genoma de ambas plantas, ya que la integración específica de un 

sitio en el genoma del cloroplasto (rrn16S/3ʹrps12) mediante la recombinación homóloga 

de las secuencias de ADN del cloroplasto flanqueantes presentes en los vectores pRCY-

1 y pRCY-2 diseñados para la integración en cloroplasto, elimina las preocupaciones del 

efecto de posición, que se observa con frecuencia en las líneas transgénicas nucleares 

(Daniell, 2002), con esta información se sustenta la afirmación de que la integración de los 

genes de interés se encuentran en cada una de las líneas de las plantas. 
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7.8 Traspaso de plantas a condiciones de invernadero  

Después de la regeneración del tejido vegetal y la confirmación de la integración de 

los genes Cel9A y mfc en las plantas de tabaco, las plantas in vitro analizadas se pasaron 

a Peat Moss, lavando muy bien la raíz (Figura 31A) para ser aclimatadas durante tres 

semanas (Figura 31B) para posteriormente pasarlas a invernadero (Figura 32).  

 

Figura 31. Traspaso y aclimatación de plantas transformadas de N. tabacum var. Petitte Havana. 

A) Traspaso de plantas de medio RM a Peat Moss B) Plantas en proceso de aclimatación con bolsas 

plásticas. 

 

Durante el desarrollo de las dos líneas en invernadero se observó que la planta 

NtcppRCY-1-05 (Figura 32A) presentó una coloración más clara en hojas en comparación 

a las plantas silvestres (Figura 32C); por otro lado, la planta NtcppRCY-2-17 mostró un 

crecimiento retrasado y hojas cloróticas (Figura 32B) durante la regeneración en medio y 

durante el desarrollo en invernadero en comparación a las plantas tipo silvestres (Figura 

32C).  
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Figura 32. Desarrollo de plantas transformadas en Invernadero.  

A) Plantas NtcppRCY-2-17. Donde se muestra un retraso en el crecimiento y hojas cloróticas en 

comparación a las plantas tipo silvestre B) Plantas NtcppRCY-1-05 donde se muestra un color mas claro 

en comparación a las plantas silvestres C) Plantas tipo silvestre. 

 

Se ha reportado que probablemente los efectos pleiotrópicos puedan atribuirse a 

varios factores, como la interferencia de las proteínas recombinantes con la estructura y 

función de los tilacoides, la interferencia de nuevos marcos de lectura abiertos dentro del 

metabolismo citoplásmico o niveles más bajos de producción de ATP (Pelletier y Budar, 

2007). Anteriormente se han analizado retrasos en el crecimiento de las plantas 

posteriores a la transformación cloroplastídica, Hasunuma et al. (2008) reportó tasas de 
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crecimiento lentas de sus partes aéreas en comparación con las plantas de tipo silvestre, 

pero la altura final de las plantas transplastómicas no fueron significativamente diferentes 

de las plantas de tipo silvestre en la etapa de iniciación de la flor, por otro lado, Rigano et 

al. (2009) expresó la proteína inmunogénica A27L del virus de la vaccinia y reportó que 

las plantas transplastómicas crecieron más lentamente y tenían un fenotipo clorótico y se 

relacionó directamente con el nivel reducido de subunidades grandes y pequeñas de 

Rubisco. Scotti et al. (2009) informó de un fenotipo de crecimiento más lento y clorótico 

desde el cultivo in vitro hasta la madurez y una disminución de proteínas de hasta el 50% 

cuando la poliproteína VIH-1 Pr55gag se expresó en cloroplastos de tabaco. Se obtuvieron 

fenotipos similares con la expresión de la proteína VIH-1Nef en plantas de tabaco y tomate; 

el 30% de las líneas transplastómicas tenían tejidos amarillos (Zhou et al., 2008). Lössl 

et al. (2003) expresaron polihidroxibutirato (PHB) en plástidos te tabaco obteniendo un 

crecimiento retrasado de las plantas en comparación al tipo silvestre, concluyeron que 

las cantidades de PHB (1.7% TSP) que se encontraron en las hojas de material cultivado 

heterotróficamente pueden haber sido una consecuencia del crecimiento retardado en 

condiciones en las que la energía disponible para el crecimiento se utilizó para sintetizar 

el PHB. Sin embargo, Ruiz y Daniell (2005) propusieron que el fenotipo anormal se 

relaciona directamente con el gen expresado, ya que hay reportes con expresión de 

proteínas de menos del 2% TSP con efectos pleiotrópicos (Waheed et al., 2011) e 

informes con una sobreexpresión de hasta del 72% TSP sin efectos adversos (Ruhlman 

et al., 2010) sugiere que los efectos pleiotrópicos no son efecto de la sobreexpresión de 

proteínas.  
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VIII. CONCLUSIÓN 

 

1. Se logró la integración de los genes Cel9A de Phanerochaete 

Chrysosporium y mfc de Ampullaria crossean en vectores de expresión 

diseñados para la recombinación homóloga en la región rrn16S/3ʹrps12 

de cloroplastos de tabaco. 

 

2. Dos líneas de plantas fueron desarrolladas conteniendo los genes Cel9A 

y mfc, lo cual fue confirmado mediante tres rondas de selección de 

espectinomicina/estreptomicina y posteriormente los análisis de 

integración mediante PCR. 
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IX. PERSPECTIVAS 

 

1. Evaluar la integración y expresión de los genes Cel9A y mfc mediante 

Southern blot y Northern blot. 

 

2. Realizar un análisis enzimático de ambas líneas y evaluar su actividad. 

 

3. Evaluar el fenotipo de las plantas de tabaco. 

 

4. Recolectar semillas de las plantas transformadas y analizar si los genes 

de interés (Cel9A y mfc) fueron segregados a la descendencia. 
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