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Resumen

La transformacién de cloro-
plastos presenta numerosas ventajas
frente a otras metodologias de trans-
formacion vegetal, incluyendo mayor
expresion de la proteina recombinante,
contencion del transgén y la posibilidad
de expresar policistrones. Dado que la
integracion ocurre por recombinacién
homéloga, es posible dirigirla a sitios
predeterminados del genoma plastidico
evitando efectos de posicion. En nues-
tro laboratorio hemos desarrollado dos
vectores de transformacion de
cloroplastos de tabaco, que nos permi-
tieron establecer esta técnica de trans-
formacidn por primera vez en nuestro
pais.
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aun aspectos de importancia economi-
cay ecologica por mejorar. Entre ellos,
la necesidad de restringir la transferen-
cia genética horizontal entre las plan-
tas transgénicas y otros organismos y
la de incrementar los niveles de expre-
sion de las proteinas heterélogas para
optimizar los costos de produccion o
para alcanzar mayores niveles de re-
sistencia a patégenos y de tolerancia a
factores abidticos. Una estrategia para
alcanzar estos objetivos consiste en la
transformacion de los plastidos vege-
tales.

Los plastidos vegetales son
organelas que se originaron por
endosimbiosis entre un organismo
procariota fotosintético y un organismo
eucariota ancestrales, y son respon-
sables de multiples funciones que in-
cluyen la fotosintesis (cloroplastos), el
almacenamiento de almiddn y aceites
(amiloplastos y elaioplastos), la colo-
racion de frutos, flores y raices
(cromoplastos), y la sintesis de
monoterpenos (leucoplastos), entre
otras. Estos distintos tipos de plastidos
se diferencian a partir de un proplastido
progenitor presente en las células
meristematicas y poseen una gran ca-
pacidad de desdiferenciacion y
rediferenciacion (Staehelin y Newcomb,
2000). Por tanto, a partir de la transfor-
macién de un tipo de plastido, se

podria conseguir la expresion de un gen
foraneo en distintos tejidos de la plan-
ta (hojas, tubérculos, frutos).

El genoma plastidico o
plastoma es altamente poliploide y esta
compuesto por una molécula de ADN
circular de doble cadena de 120 a 180
Kpb que contiene entre 130 y 150
genes. Los demas polipéptidos reque-
ridos para las multiples funciones de
los plastidos estan codificados por el
genoma nuclear y son importados des-
de el citoplasma. Los genes plastidicos
pueden agruparse en dos categorias:
a) los genes involucrados en la foto-
sintesis y b) los genes involucrados en
los procesos de replicacion, transcrip-
cién y traduccién (Bock y Khan 2004).

Una caracteristica relaciona-
da al origen procariota del sistema de
expresion genético es que muchos de
los genes plastidicos estan organiza-
dos en operones. Ademas, la mayoria
de los genomas plastidicos estudiados
poseen una organizacion genética muy
conservada con cuatro regiones bien
definidas: una region mayor de genes
simple copia (CSL) una region menor
de genes simple copia (CSC) y dos re-
giones repetidas invertidas (RIA e RIB)
que separan las regiones de simple
copia (Figura 1).
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Figura 1. Mapa fisico del genoma plastidico de maiz (Zea mays). Se muestra la ubicacion
de los genes en ambas cadenas, asi como de las regiones repetidas invertidas Ay B (RIA
y RIB) y de las regiones de copia simple larga (CSL) y corta (CSC) (Tomado de Hager y

Bock, 2000).

La transformacion de cloroplastos se
produce por recombinacion homdloga
entre secuencias plastidicas que
flanquean la construccion genética a
introducir y las secuencias correspon-
dientes en el plastoma (Figura 2). De
esta manera, es posible seleccionar el
sitio de insercion evitando los efectos
de posicién caracteristicos de la trans-
formacién nuclear. Este mecanismo
permite ademas realizar estudios
genéticos por eliminaciéon o reemplazo
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de genes, asi como por reconstitucion
de funciones (Leister, 2003). Como
ademas este proceso de transforma-
cion puede involucrar multiples even-
tos de recombinacién (Kavanagh et al.,
1999), es posible utilizar las mismas
secuencias flanqueantes para transfor-
mar distintas especies vegetales, con-
tribuyendo al desarrollo de vectores de
transformacion que son funcionales en
mas de una especie (Ruf et al., 2001;
Sidorov et al., 1999).
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Figura 2. Transformacién del genoma plastidico por recombinacion homdloga. Las secuen-
cias B' y C’ de origen plastidico recombinan con el plastoma para insertar la construccién
genética en la regién intergénica entre B y C. Pr: promotor, selector: secuencia que otorga
resistencia a un agente selectivo, x: secuencia de interés, 5’ UTR y 3' UTR: secuencias 5’ y

3’ no traducidas respectivamente.

El evento de transformacion
inicial involucra la integracion del ADN
transformante en una o unas pocas
copias del genoma plastidico presen-
tes en cada celula. Durante las
subsecuentes divisiones de células y
organelas, la presencia de altas con-

la multiplicacion de los plastidos que
contengan su genoma transformado.
De esta forma luego de sucesivas ron-
das de regeneraciéon en un medio se-
lectivo, puede alcanzarse un estado de-
nominado homoplastia en el que cada
copia del plastoma es recombinante

centraciones del agente selectivo (ge-
neralmente espectinomicina) favorece

(Figura 3), (Bock, 2001).

Evento de transformacién inicial Heteroplastia

Homoplastia

w=mmnieP Rondas sucesivas de regeneracion en medio selectivo siariasisnid

O Plastoma no transformado ~ © Plastoma transformado

Figura 3. Mecanismo de seleccion de los plastomas transformados. La homoplastia se
alcanza luego de sucesivas rondas de regeneracion del tejido vegetal en un medio selectivo
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EPSPS (resistencia a glifosato) >10%
Somatotropina humana 7.0%
Seroalbumina humana 11,0%
bar (resistencia a fosfoinotricina) 70%
Cry1Ac 5.0%
Cry1la5 3.0%
CryAa2 (operdn completo) 45,3%
TetC (Toxina del tétanos) 25%
CTB (Toxina del colera) 4,1%

Cada célula fotosintética pue-
de tener hasta 100 cloroplastos alta-
mente poliploides; asi, una vez alcan-
zada la homoplastia habra entre 1.000
y 10.000 copias del transgén por celu-
la. Como ademas no se conocen me-
canismos de silenciamiento génico en
los plastidos, este alto numero de co-
pias permitiria superar los niveles de
expresion obtenidos mediante la trans-
formacion nuclear. Ademas, se pueden
introducir multiples genes como unida-
des transcripcionales policistronicas.
Esto abre la posibilidad de incorporar
rutas metabolicas completas, como por
ejemplo la de sintesis de la vitamina A
(Bock y Khan, 2004).

Proteina

En la tabla 1 se muestran al-
gunos ejemplos de proteinas expresa-
das en cloroplastos de tabaco y los ni-
veles de expresion alcanzados. Entre
estos se destaca la expresion de la toxi-
na cry2AaZ2 de Bacillus thurigiensis, en
el que la introduccién de un policistron
que incluye la secuencia codificante de
la toxina y de las secuencias
codificantes de las chaperonas
bacterianas especificas para cry2Aaz2,
permitio alcanzar niveles de expresion
tan altos como el 45% de TPS (total de
las proteinas solubles) y un alto nivel
de proteccion frente al ataque de insec-
tos (De Cosa et al., 2001).

_ Nivel de expresion

Referencia

(% de TPS)

Ye et al., 2001
Staub et al., 2000
Fernandez-San Millan et al., 2003
Lutz et al., 2001
Maliga, 2003

Reddy et al., 2002
De Cosa et al., 2001
Tregoning et al., 2003

Daniell et al., 2001

Tabla 1. Expresion de proteinas recombinantes en cloroplastos de tabaco. Se muestran
alguno§ ejemplos de los niveles de expresion alcanzados para distintas proteinas
recombinantes sintetizadas en cloroplastos de tabaco. % TPS: porcentaje de la proteina

recornbinante respecto del total de las proteinas solubles.
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(Bock y Khan, 2004; Daniell et a/, 2002).
La tabla 2, muestra un resumen com-
parando las principales caracteristicas
de la transformacién nuclear y

plastidica

Otra ventaja es que, en muchas espe-
cies, los cloroplastos se heredan exclu-
sivamente por via materna, impidien-
do su pasaje al polen y por tanto
incrementando la contencién genética

Genomas

Plastidico N::iclear

Numero de copias ~10.000/célula Pocas copias

Altos
Entre el 2-7% (hasta 47%)

Niveles de expresion Por lo general bajos

Entre 0,001-0,1%

Genes y expresion Operones Monocistrénicos

Insercién al azar
(expresion variable)

Insercion en sitio conocido
elimina este problema

Efectos de posicion

Silenciamiento génico No se ha reportado Existen numerosos reportes

Transferencia horizontal No: herencia materna Si

Correcto
(pasando por reticulo
endoplasmatico)

Plegamiento y formacion de Correcto

puentes disulfuro

Tabla 2. Comparacion entre la expresion nuclear y plastidica de proteinas recombinantes.

Laintroduccion de ADN en los
plastidos puede lograrse por

res con microparticulas de oro o tungs-
teno cubiertas del ADN transformante.

biobalistica o por transformacion de
protoplastos mediada por polie-
tilenglicol (PEG). La biobalistica es el
método mas utilizado y consiste en
impactar los tejidos o cultivos celula-

Las particulas, cuyo tamano ronda el
micrémetro, son aceleradas por la
descompresion de helio a alta presion
en un dispositivo denominado canoén
génico (Figura 4).
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Figura 4. Transformacion vegetal por biobalistica. a) dispositivo PDS-1000/He (BioRad),
empleado en biobalistica. b) Esquema previo al disparo c) El helio inyectado en la camara
de alta presion provoca que el disco de ruptura de fracture. El gas rapidamente descomprimido
impulsa el macrotransportador contra la malla de retencién liberando las microparticulas
con el ADN, que viajan hasta penetrar el tejido blanco. Las distancias A, B y C pueden ser
modificadas y determinan la velocidad final que alcanzaran las microparticulas y por lo tanto
la capacidad de penetracién en el tejido bombardeado.

Aunque se ha informado la
transformacién de plastidos de papa
(Sidorov et al., 1999), tomate (Ruf et
al., 2001) y brasicaceas como A.
thaliana (Sikdar et al., 1998), Brassica
napus (Hou et al., 2002) y Lesquerella
fendleri (Skarjinskaia et al., 2003), esta
técnica se aplica de rutina so6lo en el
alga C. reinhartdii y en tabaco.

Los plasmidos de transforma-
ciéon son en general derivados de
vectores de E. coli en los que la cons-
truccion genética a introducir esta
flanqueada por secuencias plastidicas
de entre 1y 2 Kpb que determinaran el
sitio de insercién en el plastoma. Estas
secuencias no poseen propiedades
particulares y, en teoria, pueden deri-
var de cualquier parte del genoma
plastidico. Alrededor de 14 regiones
intergénicas fueron probadas, sin que
la insercion de secuencias heterdlogas
interfiera con la expresion de los genes
plastidicos (Maliga, 2004).

En la construccion genética,
las secuencias heterélogas pueden
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estar ordenadas en operones, cada una
con su secuencia de union al ribosoma
(RBS), o bajo la regulacién de secuen-
cias 5' no traducidas (5°'UTR) mas com-
plejas que ayuden a estabilizar los
ARNm e incrementar los niveles de tra-
duccién. Estas secuencias 5 UTR pue-
den ser plastidicas, como las del gen
psbA (subunidad D1 del fotosistema Il)
o del gen rbcL (subunidad mayor de la
rubisco) o incluso de origen viral como
la del gen 10 del fago T7. La construc-
cion completa puede estar bajo el con-
trol transcripcional de un unico promo-
tor o cada gen puede llevar un promo-
tor independiente. Ademas, la correc-
ta formacidén de los ARNm maduros re-
quiere de la presencia de secuencias
3’ UTR especificas. Las mas utilizadas
son las de los genes psbA, rbcL y rps16
(proteina ribosomal 16S). La importan-
cia de la eleccion de estas secuencias
estabilizadoras se ve reflejada en dis-
tintos ejemplos. Los niveles de expre-
sion de la seroalbumina humana en
cloroplastos de tabaco se
incrementaron de un 0,02% aun 0,11%




TPS al reemplazar la secuencia RBS
por el promotor y la region 5" UTR del
gen psbA (Fernandez-San Millan et al.,
2003). En ofro caso, al expresar en ta-
baco el gen CP4 que otorga resisten-
cia al herbicida glifosato, se logré in-
crementar los rendimientos de un
0,002% TPS hasta un 0,3% TPS al re-
emplazar la secuencia 5 UTR del gen
rbeL por la del gen 10 de fago T7, y
hasta un 10% TPS mediante la fusion
amino terminal a los primeros 14
aminoacidos de la proteina GFP (Ye et
al., 2001).

En nuestro laboratorio, hemos
desarrollado dos vectores para la trans-
formacion de cloroplastos de tabaco:
pBSW y pBSWUTR. En ellos, la se-
cuencia aadA, que codifica la
aminoglicosido-3-adenililtransferasa
que otorga resistencia a espectino-
micina se clondé bajo el control
transcripcional del promotor Prrn del
operon de genes ribosomales y el
terminador del gen rps16 (Figura 5). En
el vector pBSW, los sitios Nde | y Xba
I, permiten el clonado de |la secuencia

de interés formando un operén con la
secuencia aadA y separada de ésta por
una secuencia consenso de union al
ribosoma (RBS). En el vector
pBSWUTR, el RBS se reemplazé por
la secuencia 5'UTR del gen psbA, que
incluye el promotor de este gen y se-
cuencias que son reconocidas por dis-
tintos factores reguladores que
estabilizan el ARNm e incrementan la
traduccion en respuesta a la luz.

En ambos vectores se utiliza-
ron como secuencias flanqueantes dos
fragmentos de alrededor de 1.000 pb
que comprenden la region 3’ de la se-
cuencia del ARN ribosomal 16S (ARNTr
16S) y la secuencia del ARN de trans-
ferencia para isoleucina (irnl) y parte
de la secuencia del ARN de transferen-
cia para alanina (trnA). De esta forma
la construccion genética clonada entre
estas secuencias es insertada en la
region intergénica entre el ARNr 16S y
el trnl, en el operéon de genes
ribosomales ubicado en las regiones
repetidas invertidas del plastoma de
tabaco.

168

PRSWERTUTR
aadA
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pBSW

|

Figura 5. Mapa de los vectores pBSW y pBSWUTR. La secuencia de interés es clonada en
los sitios Unicos Nde | y Xba | en ambos vectores. 16S, trnl y trnA: secuencias flanqueantes.
Prrn: promotor rrn del operédn de los ARNr plastidicos de tabaco, aadA: selector, RBS: sitio
de unién al ribosoma, 5'UTR: secuencia 5' no traducida del gen psbA, Trps16: terminador del

gen rps16. "'
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Estos vectores se utilizaron 6 se pueden observar las distintas eta-
para establecer los parametros de pas de la transformacion hasta la ob-
transformacion de cloroplastos de ta-  tencion de las ptantas trans-
baco (Nicotiana tabacum cv Petit plastémicas.

Havana) por biobalistica. En la figura

Primera ronda de regeneracion

Control de regeneracion Control de seleccion Transformacion

e) Planta transgénica

Figura 6. Etapas de la transformacién de cloroplastos. a) Control de regeneraciéon de una
hoja no bombardeada en medio sin el agente selectivo. b) Control de seleccion de una hoja
no bombardeada en medio selectivo (espectinomicina 500 mg/l). c) explantos regenerando
a partir de una hoja bombardeada con el plasmido de transformaciéon en presencia del agen-

te selectivo. d) Hojas en segunda ronda de regeneracion y e) Un explanto enraizando en
medio selectivo.
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Conclusiones y perspectivas

Los altos niveles de expresion
que potencialmente pueden alcan-
zarse, la ausencia de efectos de posi-
cién y de silenciamiento génico, la po-
sibilidad de incorporar policistrones, asi
como la contencién del transgén en
especies de herencia materna han con-
vertido a los cloroplastos en un blanco
sumamente atractivo para su utilizacion
en la expresién de proteinas
recombinantes.

En nuestro laboratorio hemos
desarrollado dos vectores para la trans-
formacién de cloroplastos de tabaco,
que permitieron establecer esta técni-
ca por primera vez en la Argentina. Con

el fin de explotar las potencialidades de
esta herramienta, es nuestro objetivo
expandir la aplicacion de esta técnica
de transformacion a otras especies de
importancia agronémica, para la obten-
ciéon de plantas resistentes a distintos
patogenos y factores abidticos. Ade-
mas, se utilizara para la optimizacion
de la produccion de proteinas
recombinantes de uso farmacolégico o
industrial en bio-reactores vegetales,
uno de los principales objetivos de la
agricultura molecular.

Nada mas y nueva-
mente nuestro agradecimiento por la
distincion recibida, asi como por el sub-
sidio y vuestra atencién a esta charla.
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