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RESUMEN

El complejo enzimético citocromo P450 monooxigenasa se
caracteriza por presentar un grupo Hemo y méximaabsorcion
de luz a los 450 nm. EI P450 se encuentra en distintos
organos de las plantas en bajas concentraciones, desempefia
funciones en la biosintesis de diversos metabolitos como
acidos grasos, fenilpropanoides, alcaloides y terpenoides.
Ademas, participa en los procesos de producciéon de
metabolitos de defensa y transformacion de herbicidas. El
empleo de técnicas moleculares, ha permitido la insercion
de genes del P450 de mamiferos en vegetales, para favorecer
la tolerancia a herbicidas. La presente aportacion es una
revision bibliografica sobre el potencial biotecnoldgico del
complejo enzimatico P450.

Palabras clave: biosintesis de metabolitos, herbicida,
planta, tolerancia.

ABSTRACT

The enzymatic complex cytochrome P450 monooxigenase
main characteristics are to have a Hemo group and a
maximum absorption at 450 nm. The P450 is found at low
concentrations in different plant structures carrying out
functions in the biosynthesis of fatty acids, phenylpropanoids,

* Recibido: Febrero, 2008
Aceptado: Febrero, 2009

alkaloids and terpenoides. Additionally, the P450 complex
participates in the production of substances of defense
and transformation of herbicides. The use of molecular
techniques, has allowed the insertion of genes of P450
complex of mammals into plants, favoring herbicide
tolerance. The present contribution is a bibliographic review
ofthe biotechnological potential of the enzymatic complex
cytochrome P450 monooxigenase.

Key words: metabolite biosynthesis, herbicides, plant,
tolerance.

INTRODUCCION

El citocromo monooxigenasa P450 (P450) es un conjunto
de proteinas que presentan un grupo Hemo, se caracterizan
por utilizar el NADPH o NADP™ para reducir el oxigeno
molecular hasta H,O y laincorporacion de un atomode O, al
sustrato. E1 P450 puede presentaruna masa molecular entre
45y 62 kD y tiene a la hemo-ferriproteoporfirina IX como
grupo prostético. Estas proteinas también se caracterizan
por tener un espectro de absorbencia maxima a los 450 nm
debidoalareducciondelos enlaces delahemoproteina (Fe*?)
y launioén auna molécula de monoxido de carbono (Omura
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y Sato, 1964). Es importante considerar que el desarrollo de
nuevas técnicas de biologiamolecular e inmunohistoquimica
han permitido localizar especificamente al P450 en las
células (Chaban et al.,2003; Humphreys y Chapple, 2004).
Por otra parte, en estudios realizados en el genoma de
Arabidopsis como planta modelo se han determinado 270
genes pertenecientes a 45 distintas familias del P450
(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html);
adicionalmente, estudios filogenéticos realizados entre
reinos demostraron que el P450 de plantas se deriva de
un gen ancestral comun entre los distintos organismos
(Nelson, 1999).

Presencia del CYP450 en plantas

Lalocalizacion subcelular del complejo P450 en las plantas
no es tan especifica como en los mamiferos ya que es posible
encontrarlo en el reticulo endoplasmatico y membrana
plasmatica (Kjellbomet al., 1985), la vacuola (Madyastha
etal., 1977), mitocondria y aparato de Golgi (Donaldson y
Luster, 1991). Lamayoriade los genes aislados de CYP450
han sido obtenidos de plantas en diferentes estados de
desarrollo al ser sometidas a distintos tipos de estrés.

Es importante mencionar que el estudio de los genes del
CYP450 en plantas presenta ciertas limitaciones debido a
la dificultad de aislar el ARNmensajero y las proteinas ya
que se encuentran en bajas concentraciones en los tejidos
(Bilodeau et al., 1999).

Nomenclatura del P450

Al referirse al citocromo P450, se recomienda emplear
el termino “P450” en lugar del “P-450”. Para designar el
nombre de los genes del P450 de manera sistematica, se
incluyen las letras CYP por citocromo P450. La relacion
entre los P450 se determina con base en la similitud con
la secuencia de aminoacidos. Los nombres de las familias
del P450 se asignan cronologicamente siguiendo la
determinacion de la secuencia primaria de la proteina. Sila
secuencia de aminoacidos de un nuevo P450 presenta 40%
deidentidad con proteinas de P450 conocidas, son incluidas
enlamisma familiay aquellas conmas de 55% deidentidad,
son incluidas en la misma subfamilia. Por otra parte si la
nueva secuencia presenta una identidad menor de 40% con
las secuencias de las proteinas del P450 conocidas se genera
una nueva familia. A los genes individuales se les asigna
un numero arbitrario (Nelson et al., 1996). Por ejemplo,
CYP2E1yCYP4Al pertenecen a diferentes familias, la2 y
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4.Enelcasodelos CYP4A1yCYP4A2, ambos pertenecen
a la familia 4, subfamilia A siendo dos enzimas diferentes,
la 4A1 y 4A2. En el caso de que los P450 de una familia
presenten menos de 55% de identidad, se les designa como
miembros de dos subfamilias, ej. CYP74A y CYP74B
(Chapple, 1998).

Funcion del CYP450 en plantas

El1CYP450 generalmente controla reacciones que incluyen
procesos de hidroxilacion, de alquilacion, deaminacion,
formacion de sulfoxidos, dehalogenacion y ruptura de
enlaces C-C. En las plantas, los CYP450 estan envueltos
en el metabolismo oxidativo de compuestos enddgenos
tales como esteroles, terpenos, avonoides, acidos grasos,
alcaloides, fenilpropanoides y glucosidos cianogénicos
(Durst, 1991). Ademas, participan en la destoxificacion
de herbicidas (Bolwell ez al., 1994). Adicionalmente, el
CYP450 participan en procesos oxidativos del kaureno
y en la hidroxilacion del acido 7 a- kaurenoico en la
biosintesis de giberelinas, en el catabolismo oxidativo
del acido abscisico (Hedden y Kamiya, 1997; Krochko
et al., 1998; Saito et al., 2004) y en la biosintesis de
brasinoesteroides (Fujioka y Yokota, 2003).

Funcion de las familias del CYP450 en plantas

Entre las familias de P450 presentes en plantas, el
CYP73 pudo haber tenido particular relevancia en la
evolucion de plantas vasculares ya que los miembros
de dicha familia estan involucrados en la sintesis de
de lignina y de diversos compuestos de defensa contra
insectos y patdogenos. Lo anterior, debido a que catalizan
la hidroxilacion del acido trans-cinamico a acido
p-cumarico, lo cual es un paso clave para la formacion
de metabolitos endogenos (Schoch et al., 2003). Por su
parte genes de enzimas de la familia CYP90 y CYP85
participan en la biosintesis de brasinosteroides (BRs)
catalizando reacciones de oxidacion en el C-6 del
campestrol (Cluose y Sasse, 1998). Por ejemplo, en
Arabidopsis el CYP90B1 y CYP90AT1 son responsables
de la hidroxilacion de la cadena de esteroides C-22 y
C-23, mientras que el CYP85A1 cataliza la oxidacion
del C-6 de intermediarios 6 deoxo. También, se ha
reportado la participacion de las subfamilias CYP734A1
y CYP72C1 enlaregulacion de losniveles endogenos de
brasinosteroides (Takahashi et al.,2005). Recientemente,
se determind la participacion del gen D11 el cual codifica
un nuevo citocromo P450 (CYP724B1), que presenta
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gran similitud con las enzimas P450 que participan en la
biosintesis de BRs, aunque su participacion alin no esta
totalmente establecida (Tanabe ef al., 2005).

En el caso de la biosintesis de fenilpropanoides se
ha observado que genes de la familia CYP73AS5 en
Arabidopsis y genes de la familia CYP73A9vl,y
CYP82A1v] en Pisum sativum son necesarios para la
biosintesis de compuestos fenodlicos contra patégenos
(Urban et al., 1997; Whitbred y Schuler, 2000).

Por otra parte, Schopfer y Ebel (1998) empleando la
técnica del gen diferencial, determinaron la participacion
de diversas enzimas del CYP450 en la biosintesis
de gliceolina (compuesto fendlico de defensa). Es
importante mencionar, que estos genes codifican la
cinamato4-hidrolasa (CH4) que regula la conversion
de acido trans-cinamico a acido p-cumarico y fue la
primera proteina observada en extractos celulares de
Pisum sativum con las caracteristicas del CYP450 de
mamiferos (Russell y Conn, 1967). En el caso de los
isoflavonoides una subclase de los fenilpropanoides,
principalmente localizados en legumbres (Dixon y
Sumner, 2003), se han identificado tres nuevos genes
(CYP81E7,CYP8IE9y CYP81E7)apartirdelcDNAde
raiz de Medicago truncatula (Liu et al., 2003), asi como
la participacion de la subfamilia CYP93C y CYP93C2
(Sawada et al., 2002) en donde todos estos genes son
claves para la generacion de isoflavonoides durante la
interaccion con agentes patdgenos.

Los genes pertenecientes a la subfamilia CYP88A
participan en la biosintesis de las giberelinas (GA) ya
que catalizan la transformacion del kaureno a GA |, via
ent-Te-hydroxy-acido kaurénico y GA ,-aldehido, de
acuerdo alo observado en Arabidopsis, Hordeum vulgare
(Davidson et al., 2003). También se han aislado otros
genes pertenecientes a la familia CYP88A en Cucurbita
maxima (Helliwell et al., 2000) y Zea mays L. (Winkler
y Helentjaris, 1995).

En el caso de los sesquiterpenoides que desempefian
funciones de defensa contra patdgenos la familia CYP706
regula pasos importantes de la biosintesis de estos
compuestos. Por ejemplo en algodon se ha observado
que el gen CYP706B1, es un factor clave para la sobre
produccion del gossipol (sesquiterpenoides) en plantas
de Gossypium spp. al estar en contacto frente a bacterias
patégenas (Luo et al., 2001).
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Enlabiosintesis de alcaloides inddlicos se ha observado
que el gen de la subfamilia CYP72A1 proveniente de
Catharanthus roseus tiene una funcion importante en la
biosintesis de estos compuestos (¢j. regula la conversion del
segolina a secologanina) (Irmler et al., 2000).

Entrabajosrealizados por Mujery Smigocki (2001) en C.
roseus se observo un gen de la subfamila CYP72A2 que
participaen laregulacion de labiosintesis de citoquininas
durante el ataque de Nicotiana plumbaginifolia (insecto
patogeno).

Lapresencia de genes del P450, también, se han observado
durante el proceso de maduracion de frutos, por ejemplo en
aguacate se identifico lainduccion de CYP71A1 durante los
procesos de maduracion a partir del analisis de cDNA Bozak
etal. (1999). Por otra parte, se identificé una nueva familia
de CYP450 en Musa acuminata cv. Williams denominada
MAP450-1 la cual presenta alrededor de 27 a 45% de
similitud con la secuencia de aminoacidos de CPY71A1,
lo cual permiti6 clasificarla como CYP71N1; su presencia
en frutos se atribuye a la accion del etileno o sacarosa,
descartando su participacion directa en la maduracion del
fruto (Puay Lee, 2003).

En cuanto a la funcién del CYP450 como agente de
sefalizacion se ha reportado que la subfamilia CYP74A
participan en procesos de hidroxiperizacion de acidos
grasos, generando oxilipinas, las cuales tienen entre otras
funciones, la de sefializacion en la produccion de compuestos
de defensa contrainsectos (Noordermeer et al.,2001; Weber,
2002). Adicionalmente, la subfamilia CYP74B participaen
la generacion de compuestos como la taumatina y aldehidos
volatiles que afectan la fecundidad de insectos y actiian
como moléculas sefal en heridas de plantas (Bate ef al.,
1998). Es importante mencionar que estas subfamilas se
localizan principalmente en tejidos fotosintéticos, teniendo
como sustrato principal a 13-hidroxiperoxidos, localizados
principalmente en plastidos (Froehlich ez al.,2001). Existen
otras subfamilas como las CYP74C y CYP74D que se
localizan en el sistema radical y tejidos no fotosintéticos,
cuya funcion no es muy clara en los procesos de defensa
(Morant et al., 2003).

Herbicidas
En ciertas especies vegetales el CYP450 tiene la capacidad

de metabolizar herbicidas, esto se ha observado en soya en
donde el CYP71A10metabolizael linurony clortolurén; en
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tabaco, CYP81B2 y CYP71A11 provocan lahidroxilacion
y dimetilacion del clortoluron. También, se ha observado la
capacidadde CYP71B1,CYP73A1,CYP76B1yCYP81B1
de metabolizar herbicidas, principalmente clortolurén
(Robineau et al., 1998; Siminszky et al., 1999; Werck-
Reichhart et al., 2000; Yamada et al., 2000). En estudios
recientes se ha mencionado la posible participacion del
CYP450enladegradacion de atrazina mediante procesos de
dealquilacion en plantas de Chrysopogon zizanioides Nash;
sin embargo, se ha observado que el mecanismo de mayor
importancia en ladegradacion es via glutation s-transferasa
(Marcacci et al., 2006). En el caso de la tolerancia al
rimsulfuron en Zea mays L. se ha observado que el CYP450
tiene una funcién clave en la rapida transformacion del
herbicida (Koeppe et al., 2000). Por otra parte existen
herbicidas que pueden generaruna inhibicion delaactividad
enzimatica del CYP450, esto se ha observado en proteinas
del CYP71B1 en Thlaspi arvensae al ser expuesto a 12 uM
de glifosato (Lamb et al., 1998).

E1CYP450 de mamiferos paraincrementarla tolerancia
a herbicidas en plantas

Con el objetivo de incrementar la tolerancia a herbicidas
en plantas de interés agronomico se les han introducido
genes CYP450 de mamiferos mediante el uso de técnicas
de ingenieria genética. Por ejemplo, en plantas de tabaco
transformadas con el gen CYP4501A1 de ratas, se observo
mayor produccion de metabolitos no fitotoxicos, lo cual
incremento la tolerancia al clortolurén al compararse con
plantas no transformadas (Shiota et al., 1994).

En el cultivo de papa, se ha observado que la insercion del
gen CYP4501A1 de rata via Agrobacterium, induce una
mayor metabolizacion del herbicida fenilurea a través de la
N-dimetilacion y P-metil hidroxilacion, lo cual incrementa
la tolerancia de la planta (Inui et al., 1998). Resultados
similares han sido reportados en plantas transgénicas de
Oryza sativa que expresan al CYP2C9 y CYP2C19 de
humanos al ser expuestas a distintos herbicidas (Inui et al.,
2001). En el caso del gen CYP1AL1 presente en humanos,
se ha observado que su insercion en Oryza sativa cv.
Nipponbare le confiere mayor tolerancia auna gran variedad
de herbicidas (ej. etil-quizalofop; norflurazon; mefenacet;
atrazina y clortoluron) debido a que estimula la absorcion
y transformacion de los xenobioticos, lo que resulta en un
incremento de metabolitos que son eliminados a través de
exudados radicales (Kawahigashi ez al., 2003).
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Resultados similares han sido observados con la insercion
de genes de citocromo humano CYP1A1l, CYP2B6 y
CYP2C19, por medio del plasmido pIKBACH en O. sativa
cv. ‘Nipponbare’ en donde se increment? la tolerancia auna
amplia gama de herbicidas con distintos efectos fisioldgicos
en plantas, lo cual permite proponer la obtencion de plantas
modificadas con el plasmido pIKBACH, paraser empleadas
enel proceso de fitoremediacion (Kawahigashi ez al., 2005).
Sin embargo, es importante tomar en cuenta que la expresion
delosgenes CYP1A1,CYP2B6y CYP2C19noincrementan
la tolerancia de O. sativa a etofumasato y benfuresato
(Kawahigashi et al., 2002).

CONCLUSIONES

El complejo enzimatico del citocromo P450 incluye una
amplia familia de genes con diversidad de funciones de
importancia para el optimo desarrollo fisiologico. Asi como
en la biosintesis de novo de metabolitos importantes en
los procesos de defensa y sefializacion contra organismos
patdgenos y en procesos de transformacion de herbicidas.

El CYP450 de plantas representa una super familia que
mantiene una rapida evolucion molecular debido a las
exigencias bioquimicas derivadas de la coevolucion con
organismos patégenos y herbivoros, asi como a factores
ambientales.

Lainsercion de genes del CYP450 de mamiferos en plantas
deinterés agronémico amplialaposibilidad de de desarrollar
plantas transgénicas con fines de fitoremediacion o bien para
incrementar la tolerancia a herbicidas.
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