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I. La pared celular vegetal

Las células vegetales presentan, externamente a la membrana plasmatica, una
pared celular muy gruesa compuesta basicamente de celulosa, aunque pueden formar
parte otras sustancias, como hemicelulosa, pectinas, proteinas, ligninas, cutina,
suberina, sales minerales, etc. (Paniagua y cols. 1997). La pared celular de las plantas
representa, aproximadamente, la mitad del carbono organico de la biosfera. Muchos
organismos son capaces de degradar la pared celular y usar los subproductos de esta
degradacién para su nutricion (Hazlewood y Gilbert 1998). La pared celular es una
estructura dinamica, que no soélo es esencial para el mantenimiento de la forma y la
rigidez, sino que también juega un papel muy importante en varias funciones
fisioldgicas tales como el crecimiento, la comunicacion intercelular, la defensa contra el
ataque de patégenos, la resistencia mecanica y la interaccién con el medio ambiente
(Cosgrove 1997, Fry 1995).

Los polisacaridos de la pared celular vegetal son los compuestos mas
abundantes encontrados en la naturaleza, constituyen alrededor de un 90 % de la
pared celular vegetal, y se dividen en tres grupos: celulosa, hemicelulosa y pectinas.
Su composicion varia de una especie a otra (dicotiledéneas/monocotiledéneas), pero
también en diferentes tejidos de la misma planta (Heredia y cols. 1995, Cosgrove
1997, Popper y Fry 2003).

Las proteinas estructurales y las enzimas constituyen el 10% restante de la
pared celular vegetal y juegan un papel crucial en la estructura y en la arquitectura de
la pared celular, el metabolismo celular, la elongacién celular, la sefalizacién, la
respuesta al estrés bidtico y abidtico, y en muchos otros procesos fisioldgicos
(Cosgrove 1997, Fry 1995, Carpita y Gibeaut 1993, Carpita 1996).

La pared celular comprende varias capas que van desarrollandose conforme
madura la célula vegetal (Figura 1.1). Mencionadas de fuera hacia dentro de la célula,
estas son: lamina media, pared celular primaria y pared celular secundaria.

Lémina media

La lamina media es la capa mas externa. En la mayoria de los tejidos vegetales,
la lamina media es compartida por las células adyacentes. Esta constituida por
pectinas y proteinas, aunque también se incluyen arabinanos, galactanos,
arabinogalactanos y rhamnogalacturonato (Paniagua y cols. 1997).
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Figura 1.1. Dibujo esquematico de la pared celular vegetal donde se muestran las distintas
capas de la pared secundaria (S1, S2 ¥ S3). Tomado de Kretschmann 2003.

Pared Celular Primaria

Las células vegetales presentan dos tipos de paredes celulares: la pared celular
primaria y la secundaria. La pared celular primaria se sintetiza durante el crecimiento y
la elongacion celular en los primeros estados del desarrollo, y esta compuesta de
celulosa, hemicelulosa, polisacaridos pécticos y muchas proteinas, entre ellas la
extensina que puede llegar a constituir el 10%, y que es rica en hidroxiprolina y serina.
Las microfibrillas de celulosa se encuentran entrecruzadas, lo que facilita el
crecimiento y la extension de la pared primaria. Existen dos tipos de pared celular
primaria segun la composiciéon de sus polisacaridos. La de tipo | es la mas comun,
mientras que la de tipo Il es la tipica de las gramineas (Carpita 1996). Los polimeros
no celulésicos de las paredes de tipo | son los xiloglucanos y, constituyendo alrededor
del 35 % de la masa de la pared, las pectinas. Las paredes de tipo | se encuentran en
todas las dicotiledéneas, en las monocotiledoneas no gramineas y en las
gimnospermas (Carpita y Gibeaut 1993). Las paredes de tipo Il tienen un contenido
bajo en pectina y en xiloglucano, y alto en arabinoxilano (Carpita 1996). Las paredes
de tipo Il también contienen mezclas de B-D-glucanos, y poseen puentes de ferulico
que entrecruzan las cadenas de xilano, y que no estan presentes en las paredes
celulares de tipo I.

Pared Celular Secundaria

La pared celular secundaria se sintetiza al final del desarrollo y se deposita en
células especializadas como los vasos y traqueidas (componentes del xilema), las
esclereidas y fibras (componentes del esclerénquima). En comparacion con la paredes
primarias, las paredes secundarias contienen mas celulosa, lo que les confiere una
mayor cristalinidad, por lo que son mas deseadas en la industria maderera (Minic y
Jouanin 2006). Ademas de la celulosa, la pared secundaria suele contener otras
sustancias como las ligninas en los vasos, las traqueidas y el esclerénquima; la
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suberina en la capa del suber de la corteza; y las sales minerales (principalmente
carbonatos y silice) (Paniagua y cols. 1997). La pared celular secundaria comprende
tres subcapas: Sy, S, y S3;, mencionadas de fuera hacia dentro (Figura 1.1). Estas
subcapas son birrefringentes, pues a diferencia de lo que ocurre en la pared primaria,
en cada una de ellas las microfibrillas de celulosa se disponen de una forma ordenada
en varios planos de modo que, en cada plano, todas las microfibrillas son paralelas,
cambiando la orientacion de las fibrillas de un plano al siguiente (Paniagua y cols.
1997).

Durante la formacion de la pared secundaria se sintetizan polisacaridos, como
celulosas y hemicelulosas, ademas de proteinas especificas de la pared. Estudios
moleculares han permitido identificar estas proteinas estructurales (Cassab y Varner
1988, Keller 1994, Northcote 1995, Blee y cols. 2001a, Hertzberg y cols. 2001,
Karkdénen y cols. 2002, Brown y cols. 2005, Yokoyama y Nishitani 2006, Ubeda-Tomas
y cols. 2007) que se pueden clasificar en cuatro grandes grupos: proteinas ricas en
hidroxiprolina, proteinas ricas en prolina, proteinas ricas en glicina y proteina
arabinogalactano (Fukuda 1996). Dentro de estas ultimas, Motose y cols. (2001),
identificaron una proteina de 25 kDa que mediaba la comunicacion intercelular local
requerida para la diferenciacion de las traqueidas. Este factor fue denominado
“xildgeno” haciendo referencia a su actividad inductora de la xilogénesis.

También se han detectado actividades de algunas enzimas hidroliticas, como
poligalacturonasa, pectinmetilesterasa, fucosidasa y xiloglucano endo-transglicosilasa,
que incrementan su actividad al final del proceso de diferenciacién (Stacey y cols.
1995, Pesquet y cols. 2005).

Por otra parte, el proceso mas estudiado durante la formacién de la pared
secundaria en las traqueidas ha sido la sintesis de ligninas. La biosintesis de ligninas
implica diferentes etapas, que conducen a la polimerizacion final de los alcoholes
cinamilicos en las paredes celulares. Algunas enzimas como la fenilalanina amonio
liasa, la cinamato hidroxilasa, la 4-cumarato CoA ligasa, la O-metiltransferasa, la
alcohol cinamildeshidrogenasa y las peroxidasas son esenciales para la sintesis de
ligninas durante la diferenciacion a traqueidas (Higuchi 1985, Hahlbrock y Scheel
1989, Lewis y Yamamoto 1990). Estas proteinas se han utilizado como marcadores de
la lignificacion durante la diferenciacion del xilema (Fukuda 1992).

I.1. Las proteinas de la pared celular interaccionan con los componentes
estructurales de la pared celular

Las paredes celulares vegetales son estructuras complejas compuestas de
polisacaridos y proteinas. Los modelos actuales describen la disposicion de sus
componentes en dos redes estructuralmente independientes que interaccionan y que
estan embebidas en una matriz de pectina (Carpita y Gibeaut 1993, Cosgrove 2000).
Las microfibrillas de la celulosa y la hemicelulosa constituyen la red primaria y las



Introduccién

proteinas estructurales forman la red secundaria. Segun Jamet y cols. (2006), se
consideran proteinas de la pared celular todas aquellas secretadas al espacio
extracelular, asi como a las proteinas localizadas entre la membrana plasmatica y la
pared celular. Podemos distinguir tres tipos de proteinas de la pared celular de
acuerdo a sus interacciones con los otros componentes de la misma:

1- Proteinas con poca o ninguna interaccién con otros componentes de la pared
celular, que se mueven libremente en el espacio extracelular. Estas proteinas son
mayoritarias en el medio de cultivo liquido de suspensiones celulares y pueden ser
extraidas con tampones de baja fuerza idénica. A esta fraccibn se le denomina
“proteinas solubles”, y la mayoria de ellas tienen un punto isoeléctrico (pl) acido, entre
2y6.

2- Proteinas unidas débilmente a la matriz por fuerzas de Van Der Waals, por
puentes de hidrégeno o por interacciones hidrofébicas o i6nicas. Estas proteinas se
pueden extraer mediante sales, y la mayoria de ellas tienen un pl basico, entre 8 y 11,
de manera que estan cargadas positivamente al pH acido de las paredes celulares.
Aunque la mayoria de los polisacaridos de la pared celular son neutros, las pectinas
estan cargadas negativamente debido a los acidos poligalacturénicos, y estas cargas
negativas favorecen las interacciones con las proteinas de alto pl. Tales interacciones
son moduladas por el pH, el grado de interaccion de las pectinas, la concentracién de
calcio, y los coeficientes de movilidad y difusién de estas macromoléculas (Varner y
Lin 1989).

3- Proteinas unidas covalentemente a otros componentes de la pared celular,
que no pueden extraerse con sales. Este es el caso de las extensinas que estan
unidas mediante enlaces covalentes (Brady y cols. 1996, Schnabelrauch y cols. 1996).

Las proteinas de la pared celular se encuentran embebidas en una matriz
polisacaridica insoluble e interaccionan con otros componentes de la pared celular
haciendo de su extraccion un desafio. Los proteomas disponibles de la pared celular
incluyen, fundamentalmente, proteinas unidas mediante enlaces débiles. Las proteinas
unidas mediante enlaces débiles son extraidas de las paredes celulares con agentes
quelantes o con sales. Estas proteinas se pueden perder durante la preparacion de las
paredes celulares y, ademas, deben ser extraidas de los tejidos por técnicas no
destructivas como la infiltracion a vacio (Boudart y cols. 2005) o recuperadas del
medio de cultivo de una suspension celular simplemente por centrifugacién (Borderies
y cols. 2003, Charmont y cols. 2005). Hasta ahora no existe ningun procedimiento
eficiente que permita extraer las proteinas de la pared celular unidas covalentemente a
la matriz extracelular. Las proteinas estructurales, como las extensinas, o las proteinas
ricas en hidroxiprolina, se pueden unir mediante puentes isoditirosina (Brady y cols.
1996, Held y cols. 2004). Otra dificultad es la separaciéon de los polipéptidos mediante
electroforesis bidimensional. La mayoria de las proteinas de la pared celular son
glicoproteinas basicas y son dificiles de separar con esta técnica (Rabilloud 2002).
Mas del 60% de las proteinas de la pared celular tienen un punto isoeléctrico entre 8,0
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y 12,9 con una media de 8,5. Estas proteinas de pared incluyen sélo unas pocas
proteinas estructurales, bien conocidas por su punto isoeléctrico basico. Las
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (GPRH) se encuentran muy glicosiladas, son
dificiles de detectar en los geles y son resistentes a proteasas. Tales proteinas
requieren el desarrollo de métodos especificos de aislamiento y desglicosilacién, como
los utilizados para las extensinas y las proteinas arabinogalactano (PAG) (Schultz y
cols. 2004).

Tabla 1.1. Clases funcionales de proteinas unidas a la pared celular mediante enlaces débiles.
Las proteinas se agrupan en clases y subclases de acuerdo a su funcion biolégica. Datos
tomados de Jamet y cols. 2006.

Clases funcionales Porcentaje de proteinas
identificadas en Arabidopsis
Proteinas que actuan sobre los polisacaridos 29,5 %
Glicosido hidrolasas 21 %
Esterasas y liasas 55 %
Expansinas 3,0 %
Oxido-reductasas 13,5 %
Peroxidasas 6,0 %
Proteinas estructurales 1,5 %
Proteinas implicadas en la sefializacion 8,0 %
Proteasas 10,0 %
Proteinas que interaccionan con dominios 10,0 %
Tipo lectina 2,5%
Tipo LRR 3,5 %
Inhibidores de enzimas 3,0 %
Otras 16,5 %
Proteinas con funcion desconocida 10,0 %

I.2. Tipos funcionales de proteinas de la pared celular

Alrededor del 90 % de las proteinas de la pared celular se pueden clasificar en
diferentes categorias en base a sus funciones bioquimicas o biologicas (Tabla 1.1)
(Jamet y cols. 2006). Sélo se ha demostrado experimentalmente la funcidn bioquimica
de un pequefio grupo de este tipo de proteinas, asumiendo asi que las proteinas que
comparten dominios conservados tienen la misma actividad. Entre ellas se encuentran
las glicésido hidrolasas, las pectin esterasas y las liasas, las expansinas, las oxido-
reductasas, las proteinas estructurales, la mayoria de las cuales son proteinas
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arabinogalactano (PAG), y las proteinas implicadas en la sefializacion (Jamet y cols.
2006).

1.3. Proteinas de secrecion

Las proteinas clasicas de la pared celular presentan tres caracteristicas que
surgen de la naturaleza del mecanismo responsable de su transporte desde el
citoplasma al espacio extracelular. Primera, las pre-proteinas poseen un péptido sefal
en el extremo N-terminal que es el responsable de conducirlas al reticulo
endoplasmatico (von Heijne 1990, Rapoport 1992), el primer organulo en la ruta de
secrecion (Vitale y Denecke 1999). El péptido sefial no posee una secuencia de
aminoacidos consenso, pero se caracteriza por presentar una region “n” cargada
positivamente en el extremo N-terminal y una region “h” hidrofobica central, seguida
por una region “c” polar que contiene el sitio de rotura (Figura 1.2). Segunda, las
proteinas clasicas de la pared celular no presentan el tetrapéptido KDEL o HDEL en el
extremo C-terminal, secuencias conservadas de retencion en el reticulo
endoplasmatico, y que sirven para prevenir la secrecion de las enzimas residentes en
el lumen de este organulo (Vitale y Denecke 1999, Crofts y cols. 1999).

Q4w1l9 MSYHKSSGTTLMVPLFMLLISVNYFMSCN----AQLSTTFYDTTCPTALSTIRTSIRSSV 56
CAH10840 MMMRTLVCIGVMA---VLLCSIN-INAVN----GQLSSTFYAKSCPRVQSIVKTVVKQAV 52
P24101 MQFSSSSITSFTW———TVLITVGCLMLCASFSDAQLTPTFYDTSCPTVTNIVRDTIVNEL 57
. - -* - - ** *** _-** _ B .- - . -
Q4w119 SSNRRNAALV IRLLFHDCFVQGCDASLLLSG----AGSERASPANDGVLGYEVIDAAKAA 112
CAH10840 AKEKRMGASLVRLHFHDCFVNGCDGS I LLDDNATFTGEKTAGPNANSARGFDVIDTIKTQ 112
P24101 RSDPRIAGSILRLHFHDCFVNGCDASILLDNTTSFRTEKDALGNANSARGFPVIDRMKAA 117
- * . --** ****** *** * ** _ - - *- *kk *:
Q4w119 VERVCPGVVSCADILAVAARDASVAVGGPSWTVRLGRRDSTTSNAAQAATDLPRGNMVLS 172
CAH10840 VEAACSGVVSCADILTIAARDSIVELQGPTWTVMLGRRDSPTASLSAANNNIPSPASSLS 172
P24101 VERACPRTVSCADMLTIAAQQSVTLAGGPSWKVPLGRRDSLQAFLDLANANLPAPFFTLP 177
Q4w119 QL ISNFANKGLN-TREMVALSGSHTLGQARCIRFRGRIYNSTLR------ IEPNFNRSLS 225
CAH10840 TLITSFQNHGLS-TKDLVALSGAHT IGQSRCAFFRTRIYNESN-————-- INAAFATSVK 224
P24101 QLKANFKNVGLDRPSDLVALSGAHTFGKNQCRFIMDRLYNFSNTGLPDPTLNTTYLQTLR 237
E ) * * ** . --***** *xk - *- -* - * ** - -
Q4w1l9 QACPPTGNDATLRPLDLVTPNSFDNNYYRNLVTSRGLL ISDQVLFNA-DSTDS1--VTEY 282
CAH10840 PNCPSAGGDNTLSPLDVVTPTTFDNKYYSNLKVQKGLLHSDQQLFNG-GSTDSQ--VTTY 281
P24101 GQCPRNGNQSVLVDFDLRTPLVFDNKYYVNLKEQKGLIQSDQELFSSPNATDTIPLVRAY 297
o - -*- ** F*kk - ** ** _-** *x*k ** _ _-** * *
Q4w119 VNNPATFAADFAAAMVKMSEIGVVTGTSGIVRTLCGNPS——=———=——————————— 321
CAH10840 STNQNSFFTDFAAAMVKMGN ISPLTGTSGQIRKNCRKAN-———— == === ———————— 320
P24101 ADGTQTFFNAFVEAMNRMGNITPTTGTQGQIRLNCRVVNSNSLLHDVVDIVDFVSSM 354

* ** -* -* *** * -* *

Figura 1.2. Alineamiento de peroxidasas de Zinnia elegans (Q4W119), Picea abies (CAH10840)
y Arabidopsis thaliana (P24101), mostrando la presencia del péptido sefal (en letras rojas) y un
propéptido C-terminal (en letras azules). Segun estos péptidos, las peroxidasas de Z. elegans y
P. abies son secretadas a la pared celular, mientras que la de A. thaliana se dirige a la vacuola.
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En la ruta de secrecioén, las proteinas abandonan el reticulo endoplasmatico para
dirigirse al complejo de Golgi donde se empaquetan en vesiculas que se dirigen a la
membrana plasmatica, el sitio de secrecion hacia la matriz extracelular. Las proteinas
integrales de la membrana plasmatica también se transportan a lo largo de esta ruta,
pero son embebidas en la bicapa lipidica debido a la existencia de un dominio
hidrofébico que subsecuentemente se transformara en un dominio transmembrana de
la proteina. La tercera caracteristica de las proteinas clasicas de la pared celular es la
ausencia de este dominio transmembrana en sus secuencias de aminoacidos y la
ausencia de un propéptido C-terminal (Chivasa y cols. 2002) (Figura 1.2).

I.4. Proteinas no canénicas de la pared celular

Las proteinas no canodnicas o no clasicas de la pared celular son todas aquellas
proteinas conocidas previamente como proteinas intracelulares. La presencia de estas
proteinas en la pared celular resulta confusa, ya que no poseen un péptido senal, el
cual es necesario para dirigirse a la ruta de secrecion, no estando clara su funcién en
la pared (Slabas y cols. 2004).

I.5. Avances en la proteémica de la pared celular

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios protedmicos de las paredes celulares
se han realizado con cultivos de células vegetales (Robertson y cols. 1997, Blee y
cols. 2001a, Chivasa y cols. 2002, Ndimba y cols. 2003, Borderies y cols. 2003). Los
cultivos celulares producen un aporte adecuado de material de la pared celular,
aunque contienen principalmente células indiferenciadas de manera que no
constituyen una fuente especial de proteinas de las paredes secundarias. Sin
embargo, existen ciertos cultivos de células vegetales que presentan tanto paredes
celulares primarias como secundarias. Este es el caso de los cultivos de Zinnia
elegans (Milioni y cols. 2001), Picea abies (Karkdnen y cols. 2002) y Nicotiana
tabacum (Blee y cols. 2001a).

Las técnicas de biologia molecular y la secuenciacién completa del genoma de
Arabidopsis thaliana han contribuido enormemente a la descripcion de muchas familias
de proteinas de la pared celular (Bernier y Berna 2001, Welinder y cols. 2002, Xu y
cols. 2004, Valerio y cols. 2004). La mayoria de las proteinas de la pared celular estan
codificadas por familias multigénicas. Sin embargo, el nivel de complejidad no puede
abordarse usando soélo la transcriptomica (Peck 2005). Las aproximaciones
proteémicas intentan dar no sélo una amplia vision de las proteinas presentes en un
organo particular en un estado de desarrollo dado, sino también resolver cuestiones
mas especificas. Existen varias revisiones recientes sobre protedémica vegetal que
describen los métodos disponibles en este area y la aplicacién de la protedmica en el
estudio de las paredes celulares (Rose y cols. 2004, Lee y cols. 2004).
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Durante los ultimos tres afos varios grupos de investigadores han usado las
técnicas de la protedmica para identificar las proteinas de la pared celular de
Arabidopsis en sus diferentes 6rganos. Estos estudios muestran las proteinas
presentes pero se desconoce su abundancia relativa. En la actualidad, esta surgiendo
una visidon mas especifica del proteoma de la pared celular al incluir en los estudios las
posibles modificaciones post-traduccionales. Las investigaciones del genoma de
Arabidopsis muestran que, aproximadamente, un 17 % (unos 5000 genes) del genoma
codifica proteinas con un péptido sefial que las conduce a la ruta de secrecién. El
grupo de “Genomica de la pared celular” de la Universidad de Purdue (IN, USA) ha
agrupado los genes de Arabidopsis implicados en la formaciéon y modificaciéon de la
pared celular, de los cuales 500 codifican proteinas extracelulares. Este numero es
muy bajo, ya que solo se consideran las proteinas de la pared celular con funciones
bioquimicas conocidas. Sin embargo, si se tienen en cuenta las multiples formas de
proteinas producidas por “splicing” alternativo y modificaciones post-traduccionales, se
estima un numero comprendido entre 1000 y 2000 proteinas diferentes (Jamet y cols.
2006).

Il. Lignificacion
El xilema constituye una via de baja resistencia para el transporte del agua en

plantas vasculares. Este sistema transporta el agua eficazmente desde los lugares de
absorcion en la raiz hasta las superficies de evaporacion en las hojas.

Figura 1.3. Imagenes de microscopio electrénico de un vaso del xilema de Z. elegans que ha
perdido el citoplasma y en la que se aprecia las paredes celulares secundarias (a), y de un tubo
criboso de la misma planta (b). Barras =3 ym (en a) y 1 um (en b).
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La mayoria de las células terminales diferenciadas realizan funciones
especializadas antes de morir pero, en el caso del xilema, la adquisicion de la funcién
implica la muerte celular. Asi, las células conductoras no tienen membranas ni
organulos, y lo que permanece son las paredes celulares engrosadas y lignificadas
(Figura 1.3), que forman tubos huecos a través de los cuales el agua puede fluir con
una resistencia relativamente baja (Kozela y Regan 2003).

Los elementos diferenciados del xilema (células conductoras de agua) se
encuentran revestidos internamente de ligninas (del latin lignum: lefio) (Figura 1.4),
que son heteropolimeros fendlicos tridimensionales covalentemente asociados a la
matriz polisacaridica de las paredes celulares (Anterola y Lewis 2002). Las ligninas
también se encuentran en otros tejidos de sostén, tales como las fibras del floema y
del xilema, y son el resultado de la polimerizacion oxidativa de tres alcoholes p-
hidroxicinamilicos, en una reaccién mediada por lacasas (Liu y cols. 1994) y
peroxidasas (Ros Barceld6 1997), que da lugar a un heteropolimero hidrofébico
Opticamente inactivo (Ralph y cols. 1999). Este proceso de sellado de las paredes
celulares vegetales a través de la deposicion de lignina, conocido como lignificacion,
proporciona fuerza mecanica a los tallos y protege a las fibras de celulosa de la
degradacién mecanica y bioldgica (Grabber y cols. 1998). En este contexto, la
lignificacion de la pared celular vegetal es uno de los principales factores restrictivos
en el uso y reciclaje de la biomasa vegetal (Anterola y Lewis 2002).

N T

Figura 1.4. Microfotografia electrénica de barrido del xilema de Z. elegans, cortesia de Kim
Findlay (Roberts y McCann 2000) (a). Localizacién de las ligninas en el xilema de tallo de
alamo, observado bajo luz ultravioleta. La autofluorescencia azul se corresponde con los
depdsitos de ligninas. La barra representa 50um. Tomado de Ranocha y cols. 2002 (b).

Las ligninas representan el compuesto organico mas abundante sobre la

superficie de la tierra después de la celulosa, y constituye alrededor del 25% de la
biomasa vegetal (Higuchi 1990). Se encuentran principalmente en plantas vasculares

11
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(Tracheophyta), y se localizan selectivamente en las paredes celulares secundarias de
determinadas células, las cuales forman parte de tejidos lefiosos, no sélo en los vasos
del xilema y las traqueidas, sino también en las fibras y las esclereidas (Ros Barcel6
1997). Las ligninas se han identificado en pteridofitas (helechos, licéfitos, equisetos),
ampliamente consideradas como las primeras plantas vasculares, y es posible que las
ligninas hayan jugado un papel clave en la colonizacion del paisaje terrestre por las
plantas durante la transicidon del Ordovicico al Silurico, hace de 400 a 450 millones de
anos (Niklas 1997). Asi, desde el punto de vista botanico, el fenbmeno de la
lignificacion esta asociado con la adquisicion de la estructura vascular en las plantas.

Las ligninas presentan también una gran importancia desde un punto de vista
econdmico, ya que la fuerte lignificacion que experimenta la madera dificulta y
encarece las labores de la industria papelera, aumentando el nivel de los residuos
téxicos indeseables, cuya eliminacién sigue siendo objeto de estudio (Gutiérrez y cols.
2007). La lignificacion también disminuye la calidad nutritiva de las plantas utilizadas
como forrajes y pastos al reducir su digestibilidad y, por lo tanto, su utilidad como
alimentos. Por ultimo, la lignificacion se destaca como factor indeseable durante el
procesamiento de ciertas hortalizas en las industrias agroalimentarias ya que les
confiere una dureza desagradable a los productos manufacturados.

I.1. Naturaleza, composicion y localizacién de las ligninas

Las ligninas son heteropolimeros fendlicos y amorfos que resultan del
acoplamiento oxidativo de tres alcoholes p-hidroxicinamilicos (Figura 1.5a): el alcohol
p-cumarilico (1), el alcohol coniferilico (llI) y el alcohol sinapilico (Ill), en una reaccién
mediada por las peroxidasas (Boudet y cols. 1995, Ros Barceld 1997).
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Figura 1.5. Estructuras de los alcoholes p-cumarilico (1), coniferilico (ll) y sinapilico (lll) (a).
Principales formas mesoméricas de los radicales del alcohol coniferilico formados durante la
oxidacién del mismo por la peroxidasa (b). Tomado de Ros Barcel6 y cols. 2004.

12



Introduccién

Esta reaccion produce un heteropolimero hidrofébico, épticamente inactivo
(Ralph y cols. 1999), compuesto por unidades H (p-hidroxifenilo), unidades G
(guaiacilo) y unidades S (siringilo). EI hecho de que los tres constituyentes
monomeéricos de las ligninas difieran en el grado de metoxilaciéon (Figura 1.5a), y de
que para cada uno de los tres bloques de construccion, el radical tenga, al menos,
cinco formas mesoméricas (Figura 1.5b) sugiere que se pueden formar una gran
cantidad de subestructuras durante la dimerizacion (Ros Barcel6 y cols. 2004), C,, =
m (m +1) / n (n-1) =120, donde m es el numero de formas mesoméricas que son
combinadas (m = 3 x 5 = 15) y n el grado de polimerizacion (n = 2).

En las ligninas, las unidades fenilpropanoide estan interconectadas mediante
uniones éter y carbono-carbono (Ralph y cols. 2004b), que conducen a las principales
subestructuras: aril-glicerol-g-aril éter, fenilcumarano, diarilpropano, resinol, bifenilo y
éter difenilo, asi como a otras de menor importancia (Figura 1.6). Los enlaces mas
frecuentes, B-O-4, se presentan en las subestructuras aril-glicerol-g-aril éter, que son
las dianas de la mayoria de los procesos de despolimerizacion de las ligninas,
incluyendo la tioacidolisis. Sin embargo, otros enlaces entre unidades tales como los
B-5 (en las subestructruras fenilcumarano), los -1 (en las subestructuras
diarilpropano), los B-B (en las subestructuras resinol), los 5-5 (en las subestructuras
bifenilo) y los 5-0O-4 (en los éteres difenilo), son muy resistentes a la degradacion. Por
lo tanto, a nivel quimico, las ligninas son polimeros poco definidos cuya composicion
monomeérica varia enormemente, como lo hace la naturaleza de sus enlaces entre
unidades. Por ello, la expresion “ligninas” es preferible al uso de “lignina” ya que,
probablemente, existe una gran diversidad de estructuras quimicas dentro de las
ligninas naturales (Boudet 1998). Este elevado grado de variabilidad estructural
depende no solo del tipo de especie y de tejido sino también del tipo de célula.

Figura 1.6. Estructura extendida de las ligninas de dlamo mostrando los diferentes tipos de
enlaces (a) y su configuracion tridimensional (b y c). Cortesia de John Ralph (Universidad
USDA, Madison, Wisconsin).
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En cuanto a su localizacién, las ligninas se encuentran presentes en grandes
cantidades en las paredes celulares secundarias de todas las plantas vasculares
verdaderas, los helechos y, probablemente, en los musgos aunque en este ultimo caso
no pueda afirmarse con rotundidad. No obstante, las ligninas estan ausentes en los
musgos carentes de traqueidas y en las algas (Lewis y Yamamoto 1990).

Las ligninas se depositan mayoritariamente en las paredes celulares de un
numero limitado de tipos de células como son las traqueidas, los vasos, las fibras del
xilema y del floema y las esclereidas. La naturaleza de las ligninas varia segun el tipo
de célula. Este hecho se observa de forma clara en el xilema de Arabidopsis, en el que
predominan las ligninas de tipo G, mientras que en las células altamente lignificadas y
adyacentes del esclerénquima existen fundamentalmente ligninas de tipo S (Chapple y
cols. 1992).

De forma analoga, pueden apreciarse variaciones en la naturaleza de las
ligninas encontradas dentro de una misma pared celular, siendo esta heterogeneidad
observada durante la deposicion de ligninas en la pared celular secundaria,
apareciendo diferencias tanto en el contenido como en la composicion monomeérica
media. En cuanto a variaciones en el contenido, Donaldson (1985) encontrdé que la
concentracién de ligninas era del 16-27% en la pared celular secundaria, mientras que
en la lamina media de coniferas era mas elevada, del orden del 38-88%. En lo
referente a la composicion monomeérica, las ligninas depositadas en la lamina media y
esquinas celulares son ricas en unidades H, predominando las unidades de tipo G en
los engrosamientos secundarios (Terashima y Fukushima 1989).

11.2. Métodos de estudio de las ligninas

Existen innumerables métodos para el estudio de las ligninas: unos orientados
a detectar su presencia o determinar su localizacion, y otros a determinarlas
cuantitativamente o a estudiar en profundidad su estructura y composicion.

Pruebas histoquimicas y citoquimicas para la deteccién de las ligninas

Debido al numero extraordinariamente elevado de grupos funcionales que
presentan, las ligninas son capaces de reaccionar con diversos reactivos quimicos
para dar lugar a un amplio espectro de reacciones de color, que han sido utilizadas en
su deteccion cito e histoquimica. Asi, entre las pruebas histoquimicas mas
comunmente utilizadas, cabe destacar la reaccion con azul de toluidina, el ensayo de
Wiesner (especifico para grupos cinamaldehido) y la reaccion de Maule (especifica
para grupos siringilo) (Strivastava 1966). Una caracteristica de las ligninas es su
autofluorescencia azul cuando se iluminan con luz de 330-380 nm (Figura 1.4b). Todas
estas caracteristicas han sido utilizadas para poder detectar y estudiar la presencia de
ligninas en los distintos tejidos vegetales.
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Meétodos degradativos y analiticos en el estudio de las ligninas

Probablemente, uno de los métodos mas usados sea la extraccion con bromuro
de acetilo, desarrollado por Johnson y cols. (1961), que permite la deteccion de
ligninas en pequefias muestras de paredes (3-6 mg) de forma rapida y facil. Sin
embargo, este método presenta algunos problemas como es el hecho de que el
bromuro de acetilo degrada los xilanos, polisacaridos muy abundantes en todas las
plantas lignificadas, produciendo un aumento de la absorbancia en la regién entre 270-
280 nm, zona en la que se cuantifican las ligninas, lo que provoca que la cantidad de
ligninas presentes en la muestra sea sobrevalorada (Hatfield y cols. 1999). Esta
sobrevaloracién puede evitarse bajando la temperatura de reaccion a 50 °C y
aumentando su duracion de 2 a 4 horas, pequefios cambios que reducen la
degradacién de los xilanos, y la consecuente interferencia en la cuantificacion de las
ligninas (Hatfield y cols. 1999). A pesar de este problema, el método resulta bastante
adecuado para el estudio rutinario de pequenas muestras debido a su rapidez y
sencillez.

Como ya se menciond anteriormente, en la estructura de las ligninas existen una
serie de enlaces que unen las diferentes subunidades. Entre ellos, los enlaces 3-O-4
son muy numerosos Yy bastante labiles, por lo que son el objetivo de muchos de los
procesos de despolimerizacion. Sin embargo, los enlaces carbono-carbono son muy
resistentes, especialmente los enlaces 5-5 bifenilo, que son propios de los dimeros de
las subunidades guaiacilo, lo que explica que las maderas de las coniferas, ricas en
unidades guaiacilo, sean dificilmente despolimerizadas (Adler 1977). Asimismo, otros
enlaces como los -5, B-1, B-B 0 4-O-5 son también muy resistentes a la degradacion.

La conversion de los polimeros de lignina en fenoles de bajo peso molecular, por
métodos degradativos, permite un método analitico de estudio de la composicion de
las ligninas y nos aporta informacion sobre la estructura de los polimeros originarios.
Estos procesos degradativos, sin embargo, se desarrollan con bajo rendimiento
debido, sobre todo, a la existencia de enlaces muy fuertes. En este punto, las ligninas
se diferencian de otros biopolimeros como las proteinas, los polisacaridos o los acidos
nucleicos, los cuales contienen uniones labiles, susceptibles de romperse bien quimica
0 enzimaticamente por la accion de hidrolasas.

Aunque los métodos degradativos han sido muy criticados por sus bajas
eficacias, y por la formacién potencial de artefactos, las descripciones mas completas
de los tipos y de los patrones de unién dentro de las ligninas se han conseguido
gracias a procesos como la tioacidolisis, la acidolisis, la oxidacion con permanganato o
la hidrogenolisis (Lapierre y cols. 1995).

Probablemente los métodos degradativos mas usados sean los de la oxidacién
con nitrobenceno y 6xido cuprico en medio alcalino. La oxidacion con nitrobenceno es
bastante efectiva, pero todas las oxidaciones alcalinas tienen el problema de acortar
las cadenas laterales de las ligninas, y no proporcionan informacién sobre sus grupos
funcionales, ni sobre el tipo de enlace entre subunidades. Ademas, con muestras
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suberizadas, existe un alto riesgo de interferencia entre las ligninas y otros fenoles de
la pared que derivan en productos similares.

El método de la acidolisis preserva los esqueletos C¢C; aportando mayor
cantidad de informacién y menos interferencias; sin embargo, el rendimiento es
relativamente bajo debido a reacciones colaterales. Estos problemas se solventan en
la tioacidolisis, en la cual, se reemplaza el agua usada en la acidolisis por el etanotiol
(EtSH), y el HCI por el trifluoruro de boro (BF3) eterato.

La tioacidolisis es una despolimerizacion acida, que actia mediante la escision
de los enlaces (B-O-4. El método combina la accion de un acido fuerte, el BF; eterato, y
un nucledfilo, EtSH. Soélo las unidades unidas por enlaces arilglicerol-B-aril éter
proporcionan monomeros fenilpropano C¢Cs; con las cadenas laterales tioetiladas.
Como la tioacidolisis degrada las ligninas a estructuras que mantienen las
caracteristicas de las cadenas originales, la determinacion de los mondmeros
obtenidos, y sus cantidades, permite obtener gran cantidad de informacion sobre los
grupos funcionales y la estructura de las ligninas. Los grupos benzaldehido,
cinamaldehido y alcoholes cinamilicos implicados en los enlaces B-O-4 pueden ser
estimados a partir de sus productos especificos de degradacion. La tioacidolisis
permite ademas acoplar reacciones complementarias como la per-metilaciéon de las
ligninas con CH.N,, que permitiria detectar grupos terminales libres, guaiacilo o
siringilo, aportando una informacién importantisima sobre la arquitectura de la lignina.
Asi mismo, la desulfuracion de las muestras una vez tioacidolizadas permite el analisis
de los dimeros. Sin duda, la limitacibn mas importante de la tioacidolisis es su
aplicacion a ligninas con una proporcion baja de enlaces 3-O-4, ya que los resultados
obtenidos dificilmente pueden ser extrapolables al conjunto del polimero. En estos
casos el uso complementario de la oxidacion con nitrobenceno constituye una
herramienta muy util.

I1.3. Diferencias entre las ligninas de gimnospermas y angiospermas

La mayor variacién en la composicién de los monémeros de las ligninas en las
plantas vasculares se da entre los dos grupos principales de plantas con semillas. Asi,
en las gimnospermas, las ligninas estan compuestas de unidades G, con una menor
proporcion de unidades H, mientras que en las angiospermas, las ligninas estan
compuestas de una proporcion similar de unidades G y S (Higuchi 1990). Esta regla
tiene sus excepciones, ya que existen gimnospermas en las que predominan las
ligninas de tipo S, y angiospermas en las que las ligninas son principalmente de tipo G
(Lewis y Yamamoto 1990). En las monocotileddneas (Ralph y cols. 2004a), las ligninas
son mas complejas, ya que contienen cantidades importantes de acido p-cumarico
unido por enlaces éter (Ralph y cols. 1994).

El contenido relativo de unidades S/G no es la Unica diferencia que puede
apreciarse entre angiospermas y gimnospermas, ya que también se observan
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variaciones en la predominancia de los tipos de enlace. En este sentido, Lapierre y
cols. (1995) han demostrado mediante la técnica de tioacidolisis que las ligninas de las
angiospermas lefiosas difieren en la proporcion de enlaces (-O-4 de las ligninas
presentes en las gimnospermas lefiosas y en las herbaceas. Asi, aproximadamente el
60-65% de las unidades CgC; en las ligninas de las angiospermas lefiosas estan
unidas por enlaces -O-4, mientras que este valor se reduce al 30% en el caso de las
gimnospermas lefiosas, siendo dicho porcentaje aun menor en las herbaceas (Figura
1.7). Por tanto, las ligninas de las gimnospermas lefiosas estdn mas ramificadas
mediante enlaces carbono-carbono que las ligninas de las angiospermas lefiosas.

Figura 1.7. Ejemplos de gimnosperma lefiosa, Picea abies (a); angiosperma dicotileddnea
lefiosa, Olea europaea (b); angiosperma dicotiledénea herbacea, Scutellaria baicalensis (c);
angiosperma monocotiledénea lefosa, Phoenix dactylifera (d); y de angiosperma
monocotiledénea herbacea (graminea), Oryza sativa (e).

En el caso de las gramineas, Ralph y cols. (1994) han detectado cantidades
significativas de acido p-cumarico unido por enlaces éter a las ligninas. Billa y cols.
(1996) han propuesto la presencia de un nucleo G-S en las ligninas de las herbaceas,
similar al encontrado en las ligninas tipicas de las angiospermas, y en donde las
unidades H (procedentes del acido p-cumarico) forman los puntos de anclaje con los
polisacaridos de la pared celular. También se ha encontrado acido ferulico, que esta
unido por enlaces éter a los componentes hemiceluldsicos, pero que también puede
proveer puntos de crecimiento al polimero de lignina (Jacquet y cols. 1995). Asi, se
puede concluir que la complejidad quimica de las ligninas ha aumentado durante el
curso de la evolucion vegetal desde las especies mas ancestrales, como las
pteridofitas y las gimnospermas, hasta las especies mas evolucionadas, como las
monocotiledoneas.

También se ha encontrado que la presencia de ligninas acetiladas es mayor en
las herbaceas que en otras angiospermas, y ademas, ésas no aparecen en las
gimnospermas. Esta acetilacion ocurre de manera mas frecuente en las unidades S,
aunque el papel de estas ligninas acetiladas todavia se desconoce (Del Rio y cols.
2007).

También se encuentran diferencias en la funcion realizada por las células del
xilema. Asi, en gimnospermas, las traqueidas del xilema participan tanto en el soporte
mecanico como en el transporte de agua. En contraste, el xilema secundario de las
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angiospermas lefiosas contiene dos tipos especializados de células: los elementos de
los vasos, que conducen el agua, y las fibras, que proporcionan soporte estructural.
Esta segregacion de la funcion en el xilema de las angiospermas produce una mayor
eficiencia y economia. Esta eficiencia se muestra evidente en los pocos pero grandes
elementos de los vasos, que muestran un contenido de lignina reducido (20% de
materia seca) comparado con el de las gimnospermas (30% de materia seca). Un bajo
contenido en lignina y alto en carbohidratos requiere significativamente menos
energia, ya que se consume menos carbono en los sumideros vegetales (Amthor
2003). En las angiospermas, las células del xilema primario y los vasos conductores
de agua del xilema secundario son ricos en ligninas tipo G, como las traqueidas de las
gimnospermas mas basales, mientras que las células de las fibras no conductoras del
xilema son ricas en unidades S (Peter y Neale 2004).

El hecho de que las células conductoras de agua en las plantas con semilla
estén compuestas principalmente de ligninas de tipo G, sugiere una fuerte presion
selectiva para conservar la ruta de biosintesis de estas ligninas, y su regulacion, en las
células conductoras del xilema durante la evolucion de las plantas con semilla (Peter y
Neale 2004). De hecho, evidencias moleculares sugieren que una ruta ancestral,
predominante para la sintesis del alcohol coniferilico, se conservd entre las plantas
con semillas, y que una ruta lateral, para la sintesis del alcohol sinapilico, evoluciond
mas recientemente en angiospermas (Peter y Neale 2004). Esta divergencia,
aparentemente, ocurrié en las angiospermas basales, antes de la segregacién de las
monocotiledoneas de las eudicotiledoneas.

Durante la evolucién de las plantas con semilla co-evolucionaron las diferencias
en el conjunto de sustratos para la lignificacién, no solo con la segregaciéon de las
funciones de transporte de agua y soporte, sino también con la forma/estructura de las
células conductoras. El xilema de las gimnospermas estd compuesto Unicamente de
traqueidas con un diametro menor de 30 uym, mientras que el xilema de las
angiospermas esta tipicamente formado por vasos con grandes lumenes (entre 100-
200 pm de diametro) (Brodribb y cols. 2005). Debido a que la conductividad hidraulica
de los tubos es proporcional al valor del radio a la cuarta potencia (Sperry y cols.
2005), los vasos de las angiospermas son mas conductores del agua que el xilema de
las gimnospermas, y esto permite a las angiospermas mantener altas capacidades
fotosintéticas (Figura 1.8) (Brodribb y cols. 2005). ElI gran potencial vegetativo y
reproductor de las angiospermas conferido por los vasos (Brodribb y cols. 2005) fue,
aparentemente, una de las razones de su radiacion durante el Cretacico, la cual
posiblemente tuvo una mayor influencia en el subsecuente descenso de la diversidad
de las gimnospermas. Sin embargo, los grandes vasos también pueden convertirse en
una desventaja debido a las frecuentes embolias que se producen durante la
congelacion/descongelacién de los vasos del xilema (Sperry y cols. 2005), y esta es
una de las razones por las que las familias de las gimnospermas todavia dominan
muchas de las regiones templadas y la mayoria de las boreales, y de por qué el
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bosque tropical y subtropical es el Unico donde las gimnospermas tienden a estar
ausentes (Brodribb y cols. 2005).

% |

)

Figura 1.8. El xilema de las gimnospermas
esta compuesto de traqueidas con un
diametro menor de 30 um, mientras que el
xilema de las angiospermas esta
tipicamente formado por vasos con
grandes lumenes (entre 100-200 um de
diametro). Los vasos de las angiospermas
son mas conductores del agua que el
xilema de las gimnospermas, y esto
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Il.4. Biosintesis de ligninas

El proceso de la lignificacion y la ruta de biosintesis de las ligninas presentan
numerosas incertidumbres referentes, fundamentalmente, al orden de la ruta y al
mecanismo de dicho proceso. Algunas de dichas cuestiones ya fueron planteadas por
Neish (1968) y muchas de ellas se mantienen hoy dia sin resolver. Este
desconocimiento parcial del proceso puede justificarse, en parte, si se considera la
gran dificultad que entrafia de por si su estudio, hecho que queda patente si se tiene
en cuenta la observacién realizada por Sederoff y cols. (1994), quienes puntualizaron
que no existe un tejido o especie vegetal donde se haya caracterizado completamente
la ruta entera de la biosintesis de las ligninas. Todo ello motiva que los conocimientos
que se tienen actualmente sobre dicho proceso sean fragmentarios y hayan sido
obtenidos del estudio concreto de ciertos pasos especificos en diversas especies y
tejidos vegetales.

La biosintesis de las ligninas (Figura 1.9) se desarrolla a través de una larga
secuencia de reacciones que implican:

i) La ruta del sikimato, que produce L-fenilalanina y L-tirosina y que se inicia
con fosfoenol piruvato (PEP, un intermediario de la glucolisis) y eritrosa 4-fosfato (un
intermediario de la ruta de las pentosas fosfato) (Herrmann 1995).

i) La ruta comun fenilpropanoide, desde L-fenilalanina (y/o L-tirosina) hasta p-
hidroxicinamoil-CoA. Las enzimas que participan en esta ruta son la fenilalanina
amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.5), la cinamato-4-hidroxilasa (C4H, EC 1.14.13.11), la p-
cumarato-3-hidroxilasa (C3H), y las O-metil-transferasas (OMT) dependientes de S-
adenosil-L-metionina, tales como la cafeoil-CoA-O-metiltransferasa (CCoAOMT, EC
2.1.1.104) y la p-hidroxicinamato CoA ligasa (4CL, EC 6.2.1.12). Los productos finales
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de esta ruta, los esteres CoA de los acidos cinamicos, son los precursores de las
ligninas, pero también de otros compuestos fendlicos como los flavonoides y los
taninos, que se acumulan en grandes cantidades en las células vegetales.

iii) La ruta especifica de la biosintesis de las ligninas, que conduce el p-
hidroxicinamoil-CoA hacia la sintesis de los alcoholes cinamilicos. Estas dos
reacciones son catalizadas por las enzimas p-hidroxicinamoil-CoA reductasa (CCR,
EC 1.2.1.44) y la p-hidroxicinamil alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.195) en sus
formas coniferil alcohol deshidrogenasa (CAD) y sinapil alcohol deshidrogenasa
(SAD). Intercalada entre estos dos pasos reductores hay una reaccién catalizada por
la coniferilaldehido-5-hidroxilasa (CAId5H), que esta acoplada con una OMT especifica
(AIdOMT), y que permite la sintesis de unidades siringilo en las angiospermas
(Osakabe y cols. 1999, Franke y cols. 2000, Li y cols. 2000).

El ultimo paso en el proceso de la biosintesis de las ligninas es la oxidacion de
los alcoholes cinamilicos en la pared celular para dar lugar a la formaciéon de los
correspondientes radicales 4-O-fenoxilo, los cuales polimerizan espontaneamente para
dar dimeros y oligdbmeros y, en reacciones posteriores, un polimero creciente de
lignina.

Las plantas son los Unicos organismos vivientes capaces de conducir el carbono
desde el metabolismo primario al secundario a través de la biosintesis de ligninas, y se
acepta que la adquisicién evolutiva de la ruta fenilpropanoide ha jugado un papel clave
en la capacidad de las plantas para colonizar la tierra, no solo porque uno de los
productos de la ruta (las ligninas) sirve para fortalecer los érganos aéreos de la planta,
sino también porque otros productos (los flavonoides) actian como protectores contra
la radiacién UV. Para integrar esta nueva ruta evolutiva y la ruta general de biosintesis
de los aminoacidos aromaticos en el eficiente metabolismo de las plantas vasculares,
las actividades de las enzimas de la ruta del sikimato estan estrechamente
coordinadas con las actividades de las enzimas de la ruta fenilpropanoide (Whetten y
Sederoff 1995).
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Figura 1.9. Rutas biosintéticas fenilpropanoide y de los monolignoles. Las reacciones en verde
parecen las mas probables para la ruta in vivo de las ligninas de tipo guaiacilo. Las reacciones
en rojo representan aquellas reacciones para las cuales hay evidencias tanto in vivo como in
vitro de estar implicadas en la biosintesis especifica de unidades siringilo. El intermediario de
color naranja es comun a las rutas de ligninas G y S. CAD: cinamil alcohol deshidrogenasa;
4CL: 4-cumarato:CoA ligasa; C3H: p-cumarato 3-hidroxilasa; C4H: cinamato-4-hidroxilasa;
CCOMT: cafeoil-CoA-O-metiltransferasa; CCR: cinamoil-CoA reductasa; COMT: acido caféico
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1.4.1. Regulacion transcripcional de la lignificacion

Las células lignificadas constituyen un importante sumidero de carbono y
ademas no pueden expandirse debido a la deposicion de lignina, por lo que la
lignificacion debe ocurrir después de que la célula se haya dividido y aumentado de
tamafo. Dado el coste metabdlico de construir el polimero de lignina, junto con su
persistencia y las propiedades de las células lignificadas, el momento y la localizacion
de la lignificacion deben estar fuertemente regulados. Las plantas incapaces de
sintetizar cantidades normales de lignina pierden su capacidad de sostener su porte
(Zhong y cols. 1997, Jones y cols. 2001) y en algunos casos, de defenderse frente a
patdégenos (Franke y cols. 2002).

La regulacién de la biosintesis de ligninas se ha estudiado principalmente
mediante analisis de los promotores de los genes implicados (Devan y cols. 1989, Bell-
Lelong y cols. 1997, Douglas y cols., 1991, Capellades y cols., 1996). Mediante
analisis de delecion en los promotores de los genes PAL y 4CL (Hauffe y cols 1991,
Levya y cols. 1992) se identificaron elementos cis criticos para la expresion especifica
en los distintos tejidos.
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Figura 1.10. Estructura y organizacion de un gen eucariota. El gen se divide en varias
secciones. La region transcrita actia como molde para la sintesis de ARN, que se edita y
traduce en el producto proteico del gen. La regién trascrita contiene secuencias codificantes
(exones) y secciones no codificantes (intrones). La region transcrita esta flanqueada a ambos
lados por secuencias no codificantes que actuan en la regulacion del gen. La mayoria de los
elementos de las secuencias reguladores estan en la region 5°. Los primeros 1000 pb de la
region 5 se denominan protomor, ya que contiene secuencias importantes para la “promocion”
de la transcripcion. Estos motivos se llaman “elementos cis”. El elemento cis mas conservado
es la caja TATA, que habitualmente se encuentra en los primeros 50 pb del punto de inicio de
la transcripcion. Tomado de Buchanan y cols. 2000.

Los elementos cis (Figura 1.10) son elementos localizados en la misma hebra
que la region codificante del gen. El elemento cis mas basico es la caja TATA,
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presente en la mayoria de genes eucariotas y responsable de la correcta unién de la
ARN polimerasa Il para iniciar la transcripcion. Otro elemento cis es la caja CAAT. Los
genes inducibles casi siempre contienen una caja TATA y al menos otros dos
elementos cis que juegan un papel importante en las etapas finales de la transduccion
de sefales ambientales (Buchanan y cols. 2000).

Los elementos cis pueden actuar como activadores, contribuyendo a la eficiencia
de la ARN polimerasa Il en el inicio de la transcripcion del gen. Los activadores
pueden funcionar en cualquier orientacion del cromosoma y estar localizados a una
gran distancia de la regién codificante del gen. Los activadores pueden regular la
especificidad de expresion, dictando si un gen se expresa en un tejido u 6rgano. Esta
funcién se mantiene aunque el activador se elimine de su contexto normal y se
coloque en otro gen, donde se impone la expresién especifica de tejido en el nuevo
gen. En contraste con los activadores, los silenciadores disminuyen la expresion
génica y son estructuralmente parecidos a los activadores (Buchanan y cols. 2000).

El andlisis de la region reguladora 5’ de varios genes que codifican para enzimas
implicadas en la biosintesis de ligninas revela un motivo comun. Los promotores de
estos genes se caracterizan por la presencia de motivos conservados, conocidos
como elementos AC, cajas H o cajas PAL (Bell-Lelong y cols. 1997, Lacombe y cols.
2000, Lauvergeat y cols. 2002). Estos motivos deben su nombre a que son ricos en
citosina y adenosina, y se encuentran en los genes de PAL, C4H, COMT, CCoAOMT,
4CL, CCR y CAD. La ubicuidad de estos elementos en los promotores de estos genes
sugiere que podrian actuar como una diana dentro de un mecanismo regulador comun
(Patzlaff y cols. 2003). Ademas de los elementos AC, existen otros elementos cis,
como el elemento FP56 identificado en el promotor de 4CL, que también tienen
importancia en la regulacion de la expresion génica (Neustaedter y cols. 1999). De los
12 genes que se enumeran como participantes directos en la biosintesis de ligninas en
Arabidopsis, 10 de ellos contienen al menos una copia de un elemento AC (Rogers y
Campbell 2004).

Existen factores de transcripcion que interaccionan con los elementos AC y que
podrian estar implicados en el control de la lignificacion. La familia de factores
transcripcionales MYB es una de las clases mas abundantes en las plantas y la
subfamilia que contiene el dominio R2R3 de union al ADN es la mas grande (Stracke y
cols. 2001). Algunas proteinas R2R3-MYB que se unen a los elementos AC se
hallaron en los promotores de varios genes del metabolismo fenilpropanoide
(Grotewold y cols. 1994, Sablowski y cols. 1994) y se ha sugerido que estos motivos
comunes podrian proveer un mecanismo por el que diferentes pasos del metabolismo
fenilpropanoide se regulen de forma coordinada (Douglas 1996, Martin y Paz-Ares
1997, Weisshaar y Jenkins 1998). De hecho, muchas proteinas R2R3-MYB tienen
funciones en la regulacién de la biosintesis fenilpropanoide y regulan la biosintesis de
compuestos fendlicos incluyendo la lignina (Borevitz y cols. 2000, Goicoechea y cols.
2005, Jin y cols. 2000, Patzlaff y cols. 2003, Tamagnone y cols. 1998).
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El potencial de las proteinas R2R3-MYB de unirse a los elementos AC y regular
la lignificacion se demostré por primera vez en Antirrhinum majus (Tamagnone y cols.
1998). Cuando alguna de las proteinas AmMYB308 o AmMYB330 se sobreexpresa en
tabaco transgénico se acumulan menos compuestos fendlicos que en las plantas
controles y se reduce la cantidad de ligninas en los tejidos vasculares.

En Pinus taeda la proteina PIMYB4 (Patzlaff y cols. 2003) es capaz de unirse y
de activar la transcripcion de los mismos elementos AC que se implican en la
expresion en el xilema de los genes que codifican para las enzimas de la ruta de
biosintesis de las ligninas. De hecho, cuando se sobreexpresa, aumentan los
transcritos de genes implicados en la biosintesis de ligninas. Ademas, también se
produjo lignificacion ectopica en células que normalmente no lignifican.

Aunque estas proteinas son suficientes para inducir la lignificacién, todavia se
desconoce si son necesarias para la misma. Por ejemplo, dos factores
transcripcionales MADS de Arabidopsis SHATTERPROOF (SHP)1 Y SHP2 son
necesarios para la lignificacién de las valvas de la silicua y son suficientes para
incrementar la lignificaciéon cuando se sobreexpresan en plantas transgénicas
(Liljegren y cols. 2000)

Existen otros factores transcripcionales que tienen la capacidad de regular la
expresion de algunos genes de la biosintesis de ligninas. Se ha encontrado en tabaco
un miembro de la familia LIM (NtLIM1) capaz de unirse a un elemento AC implicado en
la expresion especifica en el xilema de genes que codifican para enzimas de la ruta de
biosintesis de ligninas (Kawaoka y cols. 2000). La supresién de NtLIM1 conlleva una
disminucion de los transcritos de varios genes implicados en la biosintesis de ligninas
y una reduccion del contenido de lignina.

11.4.2. La etapa de polimerizacion

La etapa de polimerizacion es el ultimo paso en el proceso de la biosintesis de
ligninas a partir de los alcoholes cinamilicos. Consiste en la oxidacién, catalizada por
las peroxidasas de clase lll, de los alcoholes cinamilicos a radicales 4-O-fenoxilo que
polimerizan espontaneamente para dar oligbmeros y, en etapas subsecuentes, un
polimero creciente de lignina (Higuchi 1990, Hapiot y cols. 1994). Dichos radicales
fenoxilo pueden acoplarse entre ellos dando lugar a los diferentes bloques
estructurales que aparecen en las ligninas naturales.

Los alcoholes hidroxicinamilicos son dimerizados y polimerizados en las paredes
celulares del xilema en una reaccién dependiente del H,O, (Nose y cols. 1995, Ros
Barcelé6 y Pomar 2001) suministrado por una enzima tipo NADPH oxidasa (Ros
Barcel6é 1998a). Los dimeros de los alcoholes p-hidroxicinamilicos (los dilignoles), no
son los productos finales de la ruta y pueden ser oxidados por las peroxidasas para
producir un polimero creciente de lignina que permanece anclado a la pared celular
(Figura 1.11). Las ligninas se pueden unir a los polisacaridos de la pared celular por la
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adicion nucleofilica de los grupos hidroxilo de los polisacaridos a la estructura metiluro
quinona que resulta del acoplamiento p-O-4 de dos radicales monolignoles. A través
de este mecanismo, las ligninas aportan fuerza a las paredes celulares vegetales,
facilitan el transporte de agua e impiden la degradacién de los polisacaridos de la
pared, actuando asi como una mejor linea de defensa contra vertebrados herbivoros,
insectos y hongos.

De forma general se ha considerado que las peroxidasas son las principales
enzimas implicadas en esta etapa de polimerizacién, ya que presentan una correlacion
tanto espacial como temporal con la lignificacion de la pared celular. No obstante, los
resultados de diversos estudios realizados en los ultimos afios han motivado un
resurgimiento de aquellas teorias en las que se sugeria que otras enzimas, tales como
las lacasas, podrian desempefar un papel clave en los procesos de polimerizaciéon de
los alcoholes cinamilicos (O'Malley y cols. 1993, Dean y Eriksson 1994).

Lewis y Yamamoto (1990) establecieron cuatro criterios basicos que deberian
cumplir aquellas enzimas implicadas en la polimerizacién de los alcoholes cinamilicos
en la pared celular. Estos criterios son:

i) mostrar una especificidad de sustrato por los alcoholes cinamilicos

ii) presentar una localizacion subcelular en la pared celular

iii) conocerse su estructura primaria

iv) presentar una correlacion temporal con las fases de lignificacion activa

de la pared celular.
A estos cuatro criterios, Ros Barcelo (1997) afiadié dos nuevos:
V) que la enzima presente una extensa distribucion dentro de todas las
especies de plantas vasculares hasta ahora conocidas
Vi) que la enzima presente una alta afinidad para los alcoholes cinamilicos
durante su oxidacion a compuestos de tipo lignina.
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Living Cell Med i um TE

Figura 1.11. Modelo de lignificacibn mediado por dilignoles durante la diferenciacion a
traqueidas de las células de mesofilo de Z. elegans. El alcohol coniferilico se secreta desde las
traqueidas en diferenciacion y las células parenquimaticas, y se acumula en el medio (1). Tras
el inicio de los engrosamientos de la pared celular secundaria de las traqueidas, el alcohol
coniferilico secretado se dimeriza rapidamente en dilignoles por las peroxidasas que se liberan
al medio y/o se localizan en las paredes celulares secundarias de las traqueidas (2). Los
dilignoles se polimerizan en ligninas por la peroxidasa unida a las paredes celulares
secundarias de las traqueidas, incluso después de sufrir la muerte celular programada (3). N:
nucleo; C: cloroplasto; V: vacuola; CA: alcohol coniferilico; PO: peroxidasa. Esquema tomado
de Tokunaga y cols. 2005.

Muy pocas de las enzimas que actualmente se cree que pueden estar implicadas
en la lignificacién reune todos estos requisitos antes mencionados. En el caso de las
lacasas, éstas presentan una baja afinidad por los alcoholes cinamilicos, una
incapacidad manifiesta de formar compuestos altamente polimerizados de tipo lignina
y, en muchos casos, una falta de correlacién cuantitativa entre los niveles de la enzima
y la lignificacion (Alba y cols. 1996). En el caso de las peroxidasas resulta dificil
imaginar que una uUnica isoenzima sea la responsable en exclusiva de un proceso tan
complejo y organizado como es la polimerizacion de los alcoholes cinamilicos a
ligninas. No obstante, las peroxidasas reunen bastantes de los requisitos previamente
definidos. Asi, estas enzimas muestran una gran afinidad por los alcoholes cinamilicos
durante su oxidacion a compuestos de tipo lignina, muestran una correlacion
cuantitativa con la lignificacion de la pared celular y, por ultimo, estan presentes en
altos niveles en los tejidos lignificantes de todas las plantas vasculares.

26



Introduccién

1.4.3. Restricciones impuestas por el mecanismo de polimerizacion

El mecanismo de polimerizacién, tal como actualmente es conocido
(Freudenberg y cols. 1965, Hatfield y Vermerris 2001), impone ciertas restricciones al
proceso de lignificacion. Si los sustratos (los monolignoles y el H,O;) son
suministrados a las células del xilema por las células del parénquima vecinas, como
parece probable (Hosokawa y cols. 2001, Ros Barcel6 y Pomar 2003), se puede
esperar un gradiente de difusion de los bloques de lignina desde la membrana
plasmatica de las células del parénquima hasta las paredes celulares secundarias de
los vasos del xilema. Este gradiente de concentracion, probablemente, también ocurre
para la peroxidasa que se concentra principalmente en la lamina media debido a sus
propiedades de union a las pectinas (Ferrer y cols. 1992, Carpin y cols. 2001), y cuyos
niveles en las paredes celulares secundarias son bajos comparados con los niveles en
las paredes celulares primarias. Esto produce dos zonas topograficas claramente
definidas en las paredes celulares lignificantes:

i) Una (caracterizada por elevados niveles de peroxidasa y alta difusién de
sustratos) localizada en la pared celular primaria de las células del parénquima del
xilema y de los vasos.

ii) Otra (caracterizada por bajos niveles de peroxidasa y baja difusion de sustratos)
localizada mas alla de las paredes celulares primarias, por ejemplo, en los
engrosamientos de la pared celular secundaria de los vasos del xilema.

Esto produce dos tipos de polimerizacion: una rapida (en la pared celular
primaria) y la otra lenta (en la pared celular secundaria). La polimerizacién rapida,
como probablemente ocurre en la lamina media y en las paredes celulares primarias,
favorece el acoplamiento C-C de los monolignoles en polimeros muy ramificados, ricos
en enlaces interunitarios §-5, B-1, B-8, 5-5 y 5-O-4. En contraste, la polimerizacion
gradual que ocurre en las paredes celulares secundarias, favorece el acoplamiento
B-0O-4 de los monolignoles en polimeros relativamente lineales (Lai y Sarkanen 1975),
un proceso favorecido a pH 5,5 (Grabber y cols. 2003), el pH de la pared celular
secundaria de los elementos del xilema (Roberts y Haigler 1994). El hecho de que
estos dos tipos de polimerizacion ocurran en las paredes celulares lignificantes se
apoya tanto en medidas in situ como en calculos tedricos de la reactividad de los
radicales. Asi, las ligninas ricas en residuos H son depositadas principalmente en las
paredes celulares primarias y estan fuertemente entrecruzadas (Terashima vy
Fukushima 1988, Chabannes y cols. 2001, Ruel y cols. 2002), mientras que las
ligninas ricas en residuos G y S son principalmente depositadas en las paredes
celulares secundarias, y el polimero formado es principalmente lineal, en el que los
esqueletos de los monolignoles se unen por enlaces 8-O-4 (Chabannes y cols. 2001,
Ruel y cols. 2002).
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1.4.4. Restricciones impuestas por la heterogeneidad de los monémeros

Desde una perspectiva evolutiva, las ligninas estan uniformemente distribuidas
desde las pteridofitas y las gimnospermas primitivas hasta las monocotiledéneas mas
evolucionadas. Con muy pocas excepciones, la ruta de los monolignoles, que
proporciona las ligninas en las pteridofitas y en las gimnospermas, solo utiliza los
alcoholes p-cumarilico y coniferilico, mientras que en angiospermas la ruta biosintética
de las ligninas se ramifica para usar el alcohol sinapilico como sustrato. La ruta
biosintética de las ligninas, al menos hasta donde concierne a sus precursores, los
alcoholes p-cumarilico y coniferilico, esta muy conservada a lo largo de la evolucién de
las plantas vasculares y, so6lo en grupos recientes (las angiospermas), el alcohol
sinapilico forma parte de los bloques estructurales. Sin embargo, los analisis por
tioacidolisis y RMN (Resonancia Magnética Nuclear) de la fraccion 3-O-4 de la lignina
de varias gimnospermas y angiospermas revelan la presencia de otros mondmeros
menores, ademas de los monolignoles principales, cuya presencia en una especie
vegetal dada depende de su posicion filética.
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Figura 1.12. Estructuras de los monolignoles unidos por enlaces §-O-4 (1), monolignoles 4-O-
terminales (Il), dihidromonolignoles 4-O-terminales (ll1),p-hidroxicinamaldehidos 4-O-terminales
(IV), p-hidroxibenzaldehidos 4-O-terminales (V), y &cidos p-hidroxicindmicos 4-O-terminales
(VI) observados por tioacidolisis.

Asi, aunque la mayoria de los bloques encontrados en las ligninas naturales son
principalmente derivados de los alcoholes p-hidroxicinamilicos, la RMN confirma que
los p-hidroxicinamaldehidos también se incorporan en los polimeros crecientes de
lignina, siendo esto especialmente evidente en los mutantes de la CAD (Kim y cols.
2002). De hecho, la incorporacion de los p-hidroxicinamaldehidos en las ligninas es un
proceso bastante selectivo, en el que el sinapilaldehido forma enlaces B-O-4 con
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unidades guaiacilo y siringilo, mientras que el coniferilaldehido so6lo forma enlaces 3-O-
4 con unidades siringilo (Kim y cols. 2002).

La tioacidolisis es capaz de revelar la presencia de componentes inusuales en
las paredes lignificadas (Lapierre y cols. 1995; Ros Barcelé y cols. 2003a). La mayoria
de estos compuestos aparecen como unidades 4-O-terminales (Figura 1.12, 1I-VI),
sugiriendo que la heterogeneidad en la composicidn monomérica de ligninas parece
principalmente restringida a los enlaces 4-O-terminales, mientras que el nucleo lineal
B-0O-4 (Figura 1.11, 1) esta compuesto exclusivamente de alcohol coniferilico unido por
enlaces 3-O-4 (en gimnospermas) o por unidades intercaladas de alcohol coniferilico y
sinapilico unidas por enlaces §-O-4 (en angiospermas). Estas unidades 4-O-terminales
actuan como puntos de nucleacion (iniciacion) para el crecimiento de las ligninas
(Figura 1.13), y surgen del enlace en la posicion B de un radical monolignol (alcohol
coniferilico o sinapilico) con la especie radical del grupo fendlico en la posicién 4-0O, al
cual se unirian en pasos sucesivos los radicales de los alcoholes cinamilicos (Figura
1.13), permitiendo a la red de lignina crecer indefinidamente.
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Figura 1.13. Flujo esquematico de la adicidn de los radicales coniferilo y sinapilo en la posicion
B a la especie radical del alcohol coniferilico en la posicién 4-O. La red de lignina surge del
acoplamiento de un radical monolignol en su posicién 3 con otro radical monolignol en posicion
4-0, de forma que el radical fendlico actuaria como punto de nucleacién, al cual, se unirian en
pasos sucesivos los radicales de los alcoholes cinamilicos.
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I1.5. Lignificacion de paredes celulares

El primer paso en la lignificacion implicaria la secrecion de los monolignoles en
un proceso mediado por el aparato de Golgi (Samuels y cols. 2002). Estos
monolignoles son oxidados por la accion de la peroxidasa y posteriormente
polimerizan. La lignificacién comienza en las esquinas celulares, la ldamina media y la
capa S1 de la pared secundaria, extendiéndose después por el resto de la pared
secundaria hacia el lumen. La lignificacién de la lamina media y la pared primaria
comienza después de la formacién de la pared secundaria, mientras que la
lignificacion de esta ultima normalmente empieza cuando la formacién de la pared
secundaria se ha completado, a juzgar por la presencia de una capa S3 (Donaldson
2001).
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Figura 1.14. Esquema propuesto para la lignificacion de las paredes celulares de las células
del xilema. Los monolignoles se liberan a la pared celular desde el protoplasto y difunden hacia
los sitios de inicio donde comienza la polimerizacion. La lignificacion esta mediada por enzimas
tanto libres como ligadas a la pared y ocurre por la adicion de monolignoles al polimero de
lignina en un proceso conocido como polimerizacion molde. La naturaleza de los sitios de inicio
y la forma en que se controla la cantidad y el tipo de lignina que se forma todavia se desconoce
Tomado de Donaldson 2001.

Debido a que la lignificacion comienza en la region mas alejada del protoplasto,
se ha sugerido que haya puntos de inicio ligados a regiones especificas de la pared
celular, donde comienza la polimerizacion (Figura 1.14) (Donaldson 1994). Las
enzimas ligadas a puntos especificos en la pared celular podrian actuar como sitios de
inicio, aunque el hecho de que tanto peroxidasas como oxidasas estén restringidas a
las células lignificantes durante la formacion del xilema, indica que estas enzimas no
son en realidad sitios de inicio (Fukuda y Komamine 1982, Deighton y cols. 1999). De
manera ideal, los sitios de inicio deberian estar en la pared durante su formacion, en
vez de depender de la difusidén de las enzimas implicadas hacia los lugares de
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lignificacion. Aunque se sabe que estas enzimas estan presentes en la pared celular
que lignifica, apenas se tiene informacion sobre su localizacién exacta y cémo varia su
distribucion durante el proceso de lignificacién. La localizacion ultraestructural de las
enzimas es necesaria para confirmar su papel en el control de la quimica de la
superficie celular. Otros candidatos para ser sitios de inicio son las proteinas
dirigentes, proteinas ricas en hidroxiprolina (HRPs) y los polisacaridos de la pared
celular (Davin y Lewis 2000, Misel y cols. 1997, Terashima y cols. 1995, 1996).

lll. Peroxidasas

Las peroxidasas (HO,: donador de hidrégeno: H,O, oxidorreductasas) son
hemoproteinas que catalizan la oxidacién monoeléctrica de diferentes sustratos a
expensas del H,0, :

2RH + H;0, — 2R + 2H,0

Se encuentran ampliamente distribuidas en el Reino Vegetal: Rodofitos (Collen y
cols. 1994), Clorofitos (Vanden Driessche y cols. 1984; Weger 1997), Bridfitos (Matlok
y cols. 1989), Pteriddfitos (Bakardjieva y cols. 1996) y en todos los Espermatdfitos
estudiados (Siegel 1993); incluso aparecen en Euglendfitos (Shigeoka y cols. 1980),
pertenecientes al Reino Protozoo.

Las peroxidasas se clasifican en dos grandes superfamilias, una que incluye a
las peroxidasas vegetales, fungicas y bacterianas, y otra superfamilia no relacionada
estructuralmente con la anterior constituida por las peroxidasas animales (Welinder
1992, Hiraga y cols. 2001). A su vez, dentro de la superfamilia de las peroxidasas
vegetales, fungicas y bacterianas se han definido tres clases en base a las diferencias
estructurales que existen entre ellas:

- Clase I. estda compuesta por la citocromo c peroxidasa mitocondrial de
levaduras, la ascorbato peroxidasa cloroplastica y citosélica de plantas superiores y
las peroxidasas bacterianas (Jespersen y cols. 1997). No poseen naturaleza
glicoproteica, estan localizadas en cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas y citosol, y
muestran una moderada especificidad de sustrato para el acido ascérbico.
Adicionalmente, estas peroxidasas de la clase | son inhibidas por reactivos del grupo
tiol como el p-cloromercurobenzoato y, en general, son consideradas como muy
termolabiles.

- Clase IlI: agrupa a todas las peroxidasas fungicas de secrecién (manganeso
peroxidasas).

- Clase lll: contiene todas las peroxidasas vegetales de secreciéon y muestran
caracteristicas distintas a otras peroxidasas vegetales. Son de naturaleza
glicoproteica, estan localizadas en las vacuolas y en las paredes celulares. Estas
peroxidasas muestran una baja especificidad de sustrato, con una moderada, pero
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notable, afinidad por el alcohol coniferilico, ademas de presentar una inusual
estabilidad térmica. Todas estas caracteristicas las distinguen de las ascorbato
peroxidasas vegetales (clase I).

lll.1. Naturaleza y estructura

Las peroxidasas vegetales de secrecion (EC.1.11.1.7) son glicoproteinas cuyo
peso molecular generalmente estd comprendido entre 28 y 60 kDa (Hiraga y cols.
2001). Contienen como grupo prostético una molécula de protohemina IX (hemo b). En
su estado nativo, el atomo de hierro se encuentra en el estado de oxidacion formal +3
[Fe(llD]. Este hierro estd pentacoordinado con los cuatro atomos de nitrégeno
pirrélicos del grupo hemo y con un atomo de nitrégeno de un residuo de histidina de la
proteina, que se ha conservado durante la evolucion. La sexta posicion de
coordinacién se encuentra libre determinando asi el estado de alto espin para el hierro
(Banci 1997). El grupo prostético (Figura 1.15) resulta esencial para la actividad
enzimatica ya que su eliminacién provoca la total inactivacion de la enzima (Chibbar y
cols. 1984).

Figura 1.15. Ordenacién espacial del centro activo de las peroxidasas. El grupo hemo (en rojo)
esta coordinado por la histidina proximal, H170, y el sexto sitio de coordinacion esta vacante
(a). Estructura tridimensional de la isoenzima C de la peroxidasa de rabano (HRP C); las
regiones plegadas helicoidalmente se muestran en purpura, y las laminas- en amarillo (b). El
grupo hemo se encuentra entre los dominios distal (arriba) y proximal (abajo) de la enzima. Los
dos sitios de union al calcio se muestran como esferas azules. Tomado de Smith y Veitch 1998.

En su estructura tridimensional tienen 10 hélices o y algunas laminas B. El grupo
hemo esta localizado en una cavidad entre dos hélices a antiparalelas. Hay residuos
conservados que tienen un papel importante, como la histidina distal y la arginina
adyacente; y la histidina proximal y el hidrégeno unido al acido aspartico.
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En todas las peroxidasas de clase Il conocidas hasta el momento se encuentran
dos atomos estabilizadores de Ca?. Ademas de tener estos efectos estabilizadores
sobre la estructura plegada, el Ca?" también es considerado un activador de las
peroxidasas vegetales de secrecion (lori y cols. 1995, Converso y Fernandez 1996).
Las cadenas a las que estan unidos estan altamente conservadas (Welinder y cols.
2002).

Los ADNs complementarios (ADNc) que codifican la peroxidasa han sido
aislados de varias especies vegetales (Bartonek-Roxa y cols. 1991, Tyson y Dhindsa
1995), entre ellas Arabidopsis thaliana (Jstergaard y cols. 1996), Zea mays
(Teichmann y cols. 1997), Ipomoea batatas (Huh y cols. 1997), Asparagus officinalis
(Holm y cols. 2003), Solanum tuberosum (Huh y cols. 1997), Phaseolus vulgaris (Blee
y cols. 2001b), Z. elegans (Gabaldon y cols. 2005), Picea abies (Marjamaa y cols.
2006a) y Catharanthus roseus (Kumar y cols. 2007)

La clonacién, expresion y analisis de los ADNc y los ADN gendmicos de las
peroxidasas de plantas superiores se ha llevado a cabo con éxito en varias ocasiones
(Fujiyama y cols. 1990, Botella y cols. 1993, Hiraga y cols. 2000a, Ito y cols. 2000,
Carpin y cols. 2001, Christensen y cols. 2001, Collinge y Boller 2001, Fossdal y cols.
2001, Cheong y cols. 2002, Yoshida y cols. 2003). La mayoria de los ARNm de las
peroxidasas vegetales codifican un péptido sefal de entrada al reticulo endoplasmico
que dirige a la proteina hacia la ruta de secrecién. Algunos ARNm, como en el caso de
la peroxidasa de rabano C y la peroxidasa 1 de cebada, también poseen un propéptido
carboxi-terminal que puede ser responsable de su deposicion en las vacuolas
(Welinder 1992, Carpin y cols. 1999).

Man (a1 —6) \

Man (al—3) Man (B1—4)GlcNac(B1—4)GleNac(f1—N)-Asn

Fuc (al—3)
Xyl (B1—2)

Figura 1.16. Estructura del glicano mayoritario de la isoenzima C de la peroxidasa de rdbano
(HRP). Tomado de McMannus y Ashford 1997.

La glicosilacidon de la enzima varia entre el 0 y el 25 %, siendo los principales
azucares la N-acetilglucosamina, la manosa, la fucosa y la xilosa. La mayoria de los
oligosacaridos tienen un alto contenido en manosa (Figura 1.16) (Gray y cols. 1996,
Yang y cols. 1996, McMannus y Ashford 1997, Wilson 2002). La glicosilacién ocurre en
la superficie de los giros que conectan las hélices, de tal forma que el glicano se
presenta hacia el exterior de la molécula (Veitch 2004). La glicosilacion es uno de los
factores principales que determinan la inusual estabilidad térmica de las peroxidasas
vegetales de secrecion (McEldoon y Dordrick 1996) ya que la eliminaciéon de estos
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oligosacaridos normalmente afecta la cinética de las peroxidasas, su estabilidad
térmica, su resistencia a las proteasas (por ejemplo tripsina), su estructura secundaria,
y sus propiedades inmunolégicas (Sanchez-Romero y cols. 1994, Tams y Welinder
1995, Duarte-Vazquez y cols. 2003).

Otros elementos estructurales importantes son los cuatro puentes disulfuro
ligados a los pares de residuos invariables de cisteina y un puente salino importante
para la unién entre los dominios N- y C- terminal, en los residuos invariables de Asp y
Arg (Veitch 2004).

I1l.2. Funciones

Las peroxidasas pueden considerarse como enzimas bifuncionales, ya que
oxidan varios sustratos en presencia de peréxido de hidrégeno, pero también
producen especies reactivas de oxigeno (ROS) debido a sus dos posibles ciclos
cataliticos (peroxidativo y oxidativo) (Passardi y cols. 2005). Su implicacion en
procesos fisioldgicos y de desarrollo puede detectarse desde la germinacion hasta la
senescencia. Participan en la germinacion (Bellani y cols. 2002), crecimiento celular
(Cosgrove 2001), metabolismo de hormonas (Grambow y Langenbeck-Schwich 1983,
Normanly y cols. 1995), defensa frente a patégenos (Kristensen y cols. 1999, McLusky
y cols. 1999), suberizacion (Bernards y cols. 1999), polimerizacién de extensinas
(Brownleader y cols. 1995), dimerizacion de ferulatos (lkegawa y cols. 1996), oxidacion
de fenoles (Lagrimini 1991) y especialmente en la lignificacion (Mader 1992, Quiroga y
cols. 2000).

111.3. Polimorfismo

La principal razén en la dificultad de asignar una funcion especifica a una
peroxidasa en particular ha sido la alta redundancia encontrada en los genes de las
peroxidasas, el amplio espectro de sustratos susceptibles de ser oxidados y las
propiedades inmunolédgicas muy similares de las diferentes isoenzimas (Christensen y
cols. 1998)

Las peroxidasas vegetales de secrecion son un grupo de enzimas que muestran
un alto grado de polimorfismo, cuya extensién puede ser faciimente estudiada
mediante enfoque isoeléctrico. De acuerdo con su punto isoeléctrico (pl), las
isoenzimas de la peroxidasa se clasifican en acidas (pl < 7.0), moderadamente
basicas (7.0 > pl < 9.0) o fuertemente basicas (pl > 9.0) (Ros Barcel6 y cols. 1997,
Ros Barcelé y Pomar 2001, Quiroga y cols. 2000). Estos distintos grupos muestran
una diferente localizacion subcelular pero una especificidad de sustrato similar.

Las peroxidasas vegetales de clase lll estan codificadas por una gran familia
multigénica (Hiraga y cols. 2000b) y ademas, estas enzimas muestran un alto grado de
polimorfismo. En la mayoria de los casos, el polimorfismo varia con el cultivar y con el
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6rgano de la planta. En las plantas superiores se han encontrado entre 8 y 15 familias
de peroxidasas, algunas de las cuales contienen dos o tres genes muy similares
(Welinder 1992). En rabano se han secuenciado nueve genes distintos que comparten
entre el 50-95 % de homologia. Sin embargo, la resoluciéon de isoenzimas de la
peroxidasa de rabano por isoelectroenfoque revela la existencia de 42 isoenzimas
(Hoyle 1977). Esto indica que mas de una de las posibles isoenzimas determinadas
por isoelectroenfoque pueden originarse a partir de un mismo gen, de modo que su
origen debe radicar en los diferentes patrones de glicosilacién resultantes de las
modificaciones post-transcripcionales (Green y Oliver 1991). Otra fuente de
polimorfismo y heterogeneidad puede provenir de las modificaciones covalentes o
alteraciones conformacionales, incluyendo alteraciones alostéricas con componentes
de bajo peso molecular, por ejemplo los fenoles presentes en la célula vegetal (Ros
Barcel6 y cols. 1987). Estas interacciones también pueden modificar sus propiedades
cataliticas (Ros Barcelé y Muinoz 1989), ampliando asi su papel metabdlico.

Desde la aparicién de las peroxidasas de clase lll, justo después de la
colonizacién del medio terrestre, hasta las angiospermas, el numero de copias génicas
se ha incrementado mucho. Esto puede relacionarse con la adaptacion de las plantas
a la vida terrestre en la presencia de elevadas concentraciones de oxigeno. La
evolucion de una familia multigénica parece estar relacionada con el aumento de la
complejidad de las plantas y con la diversificacion de sus biotopos y patdgenos
(Passardi y cols. 2004b). En algunas plantas, una alta tasa de duplicacion ha llevado a
grandes familias multigénicas, como sugiere la presencia de 138 genes que codifican
peroxidasas en Oryza sativa (Passardi y cols. 2004a), o los 73 de Arabidopsis thaliana
(Tognolli y cols. 2002). Estos 73 genes de A. thaliana se han usado para determinar
relaciones filogenéticas entre las peroxidasas del reino vegetal (Duroux y Welinder
2003). Estos estudios parecen indicar que las peroxidasas de clase Ill aparecieron con
la colonizacion de la tierra por parte de las plantas.

lll.4. Localizacién tisular y subcelular

Probablemente, para compensar su amplia especificidad de sustrato, la
peroxidasa es una enzima que presenta una compartimentalizacion tisular muy
especifica. Asi, la peroxidasa estd localizada en los tejidos meristematicos
(Crevecoeur y cols. 1997), en las células epidérmicas (Goldberg y cols. 1987, Hendriks
y van Loon 1990, Ferrer y Ros Barcel6 1994a) y vasculares (Czaninski y Catesson
1969, Ros Barcel6 y cols. 2002). En las células vasculares, la peroxidasa puede estar
localizada en el xilema (Ferrer y Ros Barcelé 1994b) y, secundariamente, en las
células del cambium y del floema. En los frutos, la peroxidasa esta fundamentalmente
localizada en las células epidérmicas y del xilema (Calderén y cols. 1993); y en las
hojas, la peroxidasa también esta compartimentalizada en las células del mesdfilo
(Sottomayor y Ros Barceld 1997).
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En todos estos tejidos, la peroxidasa se encuentra localizada tanto en las
paredes celulares como en las vacuolas. Sin embargo, en las células meristematicas
(Crevecoeur y cols. 1997), cambiales (Ros Barcelé y cols. 1991) y del mesdfilo
(Sottomayor y Ros Barceld 1997), las peroxidasas estan principalmente localizadas en
la vacuola, bien en forma soluble (Crevecoeur y cols. 1997) o bien firmemente ligadas
a la cara interna del tonoplasto (Ros Barcelo y cols. 1991, Sottomayor y Ros Barcelo
1997). Esta situacion es ligeramente diferente en las células epidérmicas y del xilema,
donde la peroxidasa esta localizada principalmente en las paredes celulares, tanto en
las paredes celulares primarias (Goldberg y cols. 1987), fundamentalmente a nivel de
las esquinas celulares y la lamina media, como en los engrosamientos secundarios
(Ros Barceld 1995, Ros Barceld y cols. 2002); siendo las pectinas uno de los factores
que contribuyen a la distribucién especifica de las diferentes isoenzimas de la
peroxidasa en los diferentes dominios de la pared celular (Ros Barcel6 y cols. 1988b).

Estas particularidades también conciernen a la compartimentalizacién de las
isoenzimas de la peroxidasa. De hecho, cabe resaltar que, mientras que el espectro
completo de peroxidasas (acidas y basicas) se localiza en las paredes celulares, en
las vacuolas so6lo hay peroxidasas fuertemente basicas (Pedrefio y cols. 1993). Esto
indica que en la biosintesis y recambio de los metabolitos secundarios como los
fenoles y los alcaloides, que se compartimentalizan principalmente en la vacuola,
estan implicadas sélo las peroxidasas basicas (Pedrefio y cols. 1993, Ros Barcel6 y
cols. 1997), mientras que en la biosintesis de las ligninas y los entrecruzamientos de la
extensina y de los grupos feruloilo de las pectinas (reacciones que tienen lugar en las
paredes de la célula vegetal) estan implicadas los dos tipos de peroxidasas.

lll.5. Especificidad de sustrato

El papel que desempefian las peroxidasas en la polimerizacién de los alcoholes
cinamilicos se ha descrito desde numerosas aproximaciones experimentales. Asi, en
tejidos lignificantes de tabaco (Lagrimini y cols. 1987), tomate (Mohan y cols. 1993) y
de Populus kitakamiensis (Osakabe y cols. 1994) se expresan tanto los promotores del
gen de la peroxidasa como una acumulacién de sus transcritos.

Tanto las peroxidasas acidas como las basicas son capaces de oxidar a los
alcoholes p-cumarilico y coniferilico. Sin embargo, este hecho no esta tan claro en el
caso del alcohol sinapilico, que no es sustrato de muchas peroxidasas acidas (Ros
Barceld y cols. 1987; Dean y Eriksson 1994, Tsutsumi y cols. 1994, Takahama 1995,
Bernards y cols. 1999), aunque existen excepciones (Christensen y cols. 1998,
Quiroga y cols. 2000). Esta observacion es importante para revelar la especificidad y
naturaleza de la enzima implicada en la biosintesis de lignina, puesto que el alcohol
sinapilico es mas proclive a la oxidacion que el alcohol coniferilico y el p-cumarilico
(Kobayashi y cols. 2005). Estos resultados sugieren que, aunque las reacciones
catalizadas por la peroxidasa estan conducidas por fuerzas termodinamicas redox
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(Ros Barcel6 y cols. 2004), la acomodacion del sustrato en el centro catalitico de la
enzima determina el papel real que juega cada isoenzima de la peroxidasa en la
biosintesis de ligninas. Asi, se ha determinado, por estudios de cristalografia de rayos
X, que la oxidacién del alcohol sinapilico por ciertas peroxidasas acidas esta
dificultada estéricamente debido a interacciones hidrofébicas desfavorables entre los
atomos metoxi del alcohol sinapilico y los residuos conservados 1-138 y P-139 en el
sitio de uniodn al sustrato (Jstergaard y cols. 2000) de la enzima.

Este solapamiento aparentemente no ocurre en el sitio de unién al sustrato de
las peroxidasas acidas que oxidan a la siringaldazina (Christensen y cols. 2001), y por
supuesto, tampoco ocurre en la mayoria de las peroxidasas basicas, donde el residuo
[-138 esta sustituido por el residuo L-138. La capacidad de estas enzimas para oxidar
residuos siringilo esta universalmente aceptada (Tsutsumi y cols. 1994, Bernards y
cols. 1999, Quiroga y cols. 2000, Ros Barcel6 y cols. 2000, Ros Barcelé y Pomar
2001, Aoyama y cols. 2002), lo cual explicaria por qué la supresion antisentido de las
peroxidasas basicas en plantas transgénicas disminuye tanto los niveles de unidades
G como de S (Blee y cols. 2003), mientras que la supresion antisentido de ciertas
peroxidasas 4cidas solo produce la disminucion de los niveles de unidades G (Li y
cols. 2003).

Ros Barcel6 y cols. (2007) determinaron los determinantes estructurales de las
peroxidasas de tipo siringilo alineando la secuencia aminoacidica de peroxidasas
capaces de oxidar los residuos siringilo y de dos peroxidasas guaiacilo tipicas. Los
alineamientos revelaron motivos estructurales diferenciales de las peroxidasas de tipo
siringilo, tales como V80, S98, 105-SEA, F185 y N281 (Figura 1.17). Estos motivos
estructurales son necesarios y suficientes para determinar la actividad siringil-oxidasa
de las peroxidasas, como lo demuestra el hecho de que la peroxidasa PAPXS5 de
Picea abies, que es capaz de oxidar la siringaldazina (Marjamaa y cols. 2006a),
muestra todos los motivos estructurales comunes a estas peroxidasas.

Un hecho importante es que los determinantes de las peroxidasas de tipo
siringilo se han conservado en la historia de las angiospermas, y también estan
presentes en Gnetales, Coniferales (que carecen de ligninas de tipo S) y en
gimnospermas basales, que también carecen de ligninas de tipo S. Estos
determinantes estructurales también se encontraron en plantas vasculares basales y
hasta en plantas terrestres no vasculares como Physcomitrella patens y Marchantia
polymorpha. Segun estos datos, las peroxidasas de tipo guaiacilo constituyen el
estado mas evolucionado de las peroxidasas vegetales (Ros Barcelé y cols. 2007).
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Figura 1.17. Alineamientos estructurales de perOX|dasas tipo siringilo y guaiacilo. Los motivos
estructurales de las peroxidasas S (en rojo) se determinaron alineando la peroxidasa de Z.
elegans (AJ880395) con las de tomate (L13653), esparrago (AB042103), alamo (BAE16616) y
picea (Aj809340) frente a dos peroxidasas G tipicas, la ATP A2 (X99952) y HRP A2 (P80679).
Los alineamientos muestran aminoacidos altamente conservados en todas las peroxidasas (en
amarillo) y residuos aminoacidicos parcialmente conservados en ATP A2 y HRP A2 presentes
en otras peroxidasas (en verde). Las cabezas de flecha sefalan los aminoacidos 1138, P139 y
S140 que determinan la conformacion e hidrofobicidad del sitio de union al sustrato en la ATP
A2. “” significa que los residuos aminoacidicos de la columna son idénticos en todas las

secuencias del alineamiento. “:” significa que hay sustituciones conservadas. “.” significa que
existen sustituciones semiconservadas Tomado de Ros Barceld y cols. 2007.

Comparando la estructura tridimensional de una peroxidasa de tipo siringilo
(Zinnia elegans) y otra de tipo guaiacilo (ATP A2 de Arabidopsis thaliana) se
encontraron diferencias que podrian explicar la diferente especificidad de sustrato
(Figura 1.18). La hélice D’ esta ausente en las peroxidasas de tipo siringilo estudiadas
(Goémez Ros y cols. 2007c). Esta observacion puede constituir la piedra angular de la
diferente especificidad de sustrato de las siringil-peroxidasas, ya que, en la ATP A2, la
hélice D’ fija la posicion del grupo prostético (Jstergaard y cols. 2000). La ausencia de
la hélice D° en las siringil-peroxidasas probablemente representa un factor de
relajacion del centro catalitico, permitiendo el acceso de grupos siringilo. Ademas, la
hélice D’ fija el motivo IPS en la ATP A2, que determina la conformacion y la
hidrofobicidad del sitio de union al sustrato (Jdstergaard y cols. 2000).
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Figura 1.18. Estructura tridimensional de la ATP A2 (a) y (c) y de Z. elegans (b) y (d). Las
hélices a estan mostradas en amarillo. El motivo IPS aparece sefialado en verde y con flechas
en (a) y (c). Las laminas 3 aparecen en azul, mientras que las nuevas laminas 3 que aparecen
en (b) y (d) se muestran con flechas. El grupo hemo se muestran en color rojo, mientras que
las histidinas proximal y distal aparecen en azul. Tomado de Ros Barcelé y cols. 2007.

La lamina-B |, que aparece en la peroxidasa ATP A2, estd ausente en todas las
siringil-peroxidasas, en las cuales surgen nuevas laminas-f (Gémez Ros y cols.
2007c). Estas nuevas laminas-3 se encuentran adyacentes a la histidina proximal, y
deben influir en la conformacion del centro catalitico. Todos estos factores
probablemente condicionan la especificidad de sustrato de estas enzimas,
determinando propiedades cataliticas unicas (Ros Barcelo y cols. 2007).

lll.6. Papel fisiolégico en la lignificacién

Aunque en un principio puede considerarse que las peroxidasas son las
candidatas mas adecuadas para realizar el proceso de polimerizacién de los alcoholes
cinamilicos, diversos estudios realizados con plantas transgénicas de tabaco muestran
que una reduccién significativa en la expresion de una isoenzima &acida de la
peroxidasa no viene acompafnada de una reduccion de la lignificacion (Lagrimini y cols.
1997), y arrojan ciertas dudas sobre la participacion exclusiva de las peroxidasas
acidas en este proceso.

Otro aspecto que deberian cumplir las enzimas que participasen en la
polimerizacion de los alcoholes cinamilicos es la de presentar una correlacion
cuantitativa con la lignificacion. En el caso de las peroxidasas, esta correlacion ha sido
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frecuentemente descrita en el endocarpo de melocotén (Abeles y Biles 1991), en fibras
de lino (McDougall 1992), en alamo (Baier y cols. 1993), en agujas de picea noruega
(Polle y cols. 1994) y en células en suspension de Zinnia durante la diferenciacion en
traqueidas (Sato y cols. 1995a). Sin embargo, en ninguno de los casos anteriormente
citados ha sido una sola peroxidasa, ya sea basica o acida, la Unica implicada en esas
correlaciones. De todos estos estudios se desprende la conclusion de que mas de una
isoenzima parece estar implicada en la polimerizaciéon de los alcoholes cinamilicos.
Estos estudios podrian explicar por qué la reduccién en la expresion de una isoenzima
de peroxidasa individual no esta acompafiada por una reduccién en la lignificacién de
la pared celular.

Este hecho, mas que una desventaja, podria ser una ventaja ya que la
aparente redundancia en la funcion biolégica mostrada por las isoenzimas de la
peroxidasa podria ser la causa de la heterogeneidad mostrada por las ligninas dentro
de las diferentes areas de la pared celular (Ros Barcel6 1997).

Las distintas isoenzimas de la peroxidasa pueden mostrar una cierta
especificidad de sustrato y fuertes diferencias en su reactividad con los alcoholes
cinamilicos. Cuando se estudian las afinidades de varias peroxidasas basicas aisladas
de tejidos lignificantes por los alcoholes cinamilicos, se observan valores de ky del
orden de 10-400 uM (Takahama 1993, Ros Barceld 1998b). Estos valores de ky,
mostrados por las peroxidasas, son menores que los mostrados por las lacasas
vegetales (12 mM) (Bao y cols. 1993), y se encuentran dentro del orden (5-500 uM) de
los valores de afinidad mostrados por las enzimas precedentes en la ruta biosintética
(Grisebach 1981, Dharmawardhana y cols. 1995). En este punto, no se debe olvidar
que los valores de ky de las peroxidasas con respecto al alcohol coniferilico presentan
una cierta dependencia de la concentracion de H,O,, siendo proporcionalmente menor
al descender la concentracion de H,O, (Ros Barcelé 1998b). De hecho, los valores de
km mostrados para el H,O, por muchas peroxidasas, cuando se usan concentraciones
de alcohol coniferilico entre 30 y 160 yM (Takahama 1993, Ros Barcelé 1998b),
sugieren que dichas enzimas se encuentran muy bien adaptadas a trabajar en
presencia de bajas concentraciones de H,0,.

Debido a la necesidad que tienen las peroxidasas del H,O, para su actuacion, es
I6gico pensar que para que las peroxidasas tuvieran un papel activo en la lignificacion
de la pared celular, no sélo es indispensable que éstas se encuentren localizadas en
las mismas areas de la pared celular que lignifica, sino que también es necesario que,
en ellas, las peroxidasas permanezcan activas (Figura 1.19). Por ello, es conveniente,
aunque no indispensable (Ferrer y cols. 1990), que dichas areas de la pared celular
muestren una produccion de H,O, con el fin de favorecer la actividad de las
peroxidasas. En este sentido, se ha de mencionar el trabajo de Nose y cols. (1995),
donde se ha descrito que agentes secuestradores del H,O, inhiben la lignificacion de
suspensiones celulares de Pinus taeda, datos que refuerzan la idea de que la sintesis
de ligninas es totalmente dependiente de la produccion de H,O,, pudiendo tener éste,
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en cierta medida, un papel regulador. El mayor dilema que persiste hoy dia se refiere
al mecanismo a través del cual se genera el H,O, necesario para activar a las
peroxidasas durante la oxidacién de los alcoholes cinamilicos. Diferentes estudios
parecen apuntar la idea de que dicho sistema generador de H,0O, estaria localizado a
nivel de la membrana plasmatica e implicaria a una NAD(P)H oxidasa que usaria
NADPH citoplasmatico (Ros Barcel6 1998a, Ogawa y cols. 1997).

Y 4 # \

Figura 1.19. Secciones transversales de Pinus halepensis después de tefir con floroglucinol
para revelar la presencia de ligninas (a), con Kl-almidén para mostrar la localizacion del H,O,
(b), y TMB, que indica la colocalizacion de la peroxidasa y el H,O, (c). Barras= 300 um.
Tomado de Gémez Ros y cols. 2007c.

IV. Cultivos celulares

El cultivo celular es parte fundamental de la llamada “segunda revolucion
verde”, en la que se usan la biotecnologia y la modificacion genética para mejorar la
calidad y la productividad de las cosechas (Collin y Edwards 1998). Los cultivos de
células se inician primeramente con la formacion de un callo. Un callo es una masa
indiferenciada de células en crecimiento activo que, de forma natural, se origina a
partir de tumores, heridas o por interaccion del tejido con patégenos invasores. Los
callos originados en cultivo in vitro se forman al depositar un fragmento seleccionado
de tejido vegetal (explanto) en un medio de cultivo adecuado, de manera que sus
células proliferan y comienzan a perder la estructura y organizacion tisular que
mantenian en el tejido original (Thorpe 1980, Wagley y cols. 1987), mediante el
proceso conocido como desdiferenciacion.

Las suspensiones celulares se obtienen mediante la transferencia de una
porcién de callo friable a un medio de cultivo liquido (Rashid 1988). Estas
suspensiones celulares deben estar en agitacién, para garantizar un aporte equitativo
de los nutrientes y del oxigeno a todas las células en suspension.

Las perspectivas y uso de los métodos de propagacion in vitro de células y
tejidos vegetales, se han centrado hasta ahora en la micropropagacion acelerada de
material vegetal (Pati y cols. 2006), el mantenimiento de bancos de germoplasma
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(Wang y Perl 2006), la produccion de metabolitos secundarios (Cusidé y cols. 2002,
Vanisree y cols. 2004), la biotransformacién de compuestos organicos (Moyano y cols.
2007), la embriogénesis somatica (Steinmacher y cols. 2007) y la produccion de
proteinas recombinantes (Hellwing y cols. 2004).

IV.1. Uso de cultivos celulares como herramienta de investigacién

Los cultivos celulares, tanto en callos como particularmente en suspensiones
celulares, presentan numerosas ventajas frente al uso de plantas intactas, como son el
control del ambiente fisico y quimico, la obtencién de muchos individuos a partir de un
material limitado, o la obtencion de células genética y fisiolégicamente uniformes
(Collin y Edwards 1998, Lee y cols. 2005). A pesar de estas ventajas, el conocimiento
de la respuesta de un érgano vegetal en concreto no es posible. Por otro lado, el
medio extracelular en el que crecen cultivos celulares vegetales puede considerarse
como un amplio espacio intercelular que forma una continuidad con la pared de la
célula vegetal (van Huystee y Tam 1988).

Debido a que las células excretan muchos productos al medio extracelular,
éstos se pueden recuperar de las suspensiones celulares con métodos no
destructivos. Esta es una de las razones por las que las suspensiones de células
vegetales son herramientas utiles en la investigacion rutinaria. Ademas, las células en
suspension estan todas en contacto con el medio que les rodea. Al carecer, en su
mayoria, de pared secundaria y al no formar tejidos es mas facil extraer los
compuestos intracelulares. Esto las hace especialmente utiles para estudios de estrés
ambiental, tanto bidtico (Honée y cols. 1998, Egea y cols. 2001) como abidtico (Zhao y
cols. 2004, Kim y cols. 2007b); estudios de expresiéon génica (Kjeersard y cols. 1997,
Sato y cols. 1997); protedmicos (Imin y cols. 2004, Lei y cols. 2005) o para conocer
mejor la ruta de biosintesis de ligninas (Anterola y cols. 2002).

Los cultivos celulares son también utiles para el estudio de las peroxidasas,
especialmente las suspensiones celulares. En cuanto a estas ultimas, las peroxidasas
ligadas idnicamente a la pared pueden ser liberadas al medio y pueden separarse de
las peroxidasas de células intactas. Mediante centrifugacion o filiracion se puede aislar
el medio de cultivo de forma no plasmolizante y la contaminacion con enzimas
intracelulares es minima (Bruce y West 1989). Por ello son una fuente adecuada para
determinados tipos de estudios, como la obtencién de peroxidasas implicadas en el
metabolismo de la pared celular (Schnabelrauch y cols. 1996, Melo y cols. 1997, de
Marco y cols. 1999) o para purificar peroxidasas extracelulares, como atestiguan Dean
y cols. (1994) en Acer pseudoplatanus, Brownleader y cols. (1995) en tomate,
@stergaard y cols. en Arabidopsis (1996), Narita y cols. (1995) en tabaco o Gabaldén y
cols. (2005) en Zinnia.
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IV.2. Lignificacion en cultivos celulares

Aunque la presencia de ligninas en las plantas terrestres, se asocia con la
adquisicion de la estructura vascular, ciertos bridfitos como Marchantia polymorpha
(Espifieira 2007, comunicacion personal), que carecen de tejidos vasculares,
presentan células capaces de lignificar.

Por lo tanto, teniendo en cuenta que existen células vegetales ajenas al xilema
que muestran lignificacién, no es sorprendente que también lo hagan los cultivos
celulares, a pesar de tratarse de células indiferenciadas. De hecho, estos cultivos
celulares se originan del cambium vascular, tejido madre del floema y del xilema, por
lo que la capacidad de lignificar se encuentra latente en ellos. Ademas, su uso como
herramienta de trabajo presentaria ventajas sobre las plantas intactas. Una de las
dificultades al descifrar los procesos que acompafan la maduracion de la pared celular
y la lignificacién en las plantas es que las células difieren de manera muy marcada en
el desarrollo de la pared (grosor, composiciéon de los polimeros, etc). Por ejemplo,
tanto el contenido en lignina como la composicion monomérica varian de forma
gradual desde el interior del cambium hacia el xilema totalmente diferenciado (Higuchi
1980). En principio, deberia ser posible obtener cultivos celulares en estados
especificos de maduraciéon de la pared, en donde la lignificacién se desarrollaria de
manera mas o menos sincronica.

Figura 1.20. Comparacion de cultivos celulares que sélo desarrollan pared primaria y otros con
formacién inducida de pared secundaria. Células en suspension sin pared secundaria de
Ginkgo biloba vistas a 100X (a), células de Zinnia elegans tefidas con floroglucinol-HCI
mostrando las células del mesdfilo (flechas) y las células diferenciadas a traqueidas (puntas de
flecha); barra= 20 ym, tomado de Gémez-Ros y cols. 2006 (b), y microfotografia confocal de los
elementos traqueales diferenciados de callos de Pinus radiata, mostrando con flechas blancas
los engrosamientos de la pared secundaria; tomado de Moller y cols. 2005 (c).

La mayor parte de las células en suspension sélo tienen pared primaria, pero
se han conseguido obtener células con una pared secundaria diferenciada en Zinnia,
tabaco, Pinus radiata o alamo (Fukuda y Komamine 1980, Blee y cols. 2001a, Mdller y
cols. 2003, Ohlsson y cols. 2006) (Figura 1.20). En estos ultimos casos, la obtencion
de elementos diferenciados del xilema se consiguié con la combinacion adecuada de
hormonas, manipulaciéon genética, o adicién de carbdn activo al medio de cultivo.
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De todos modos, aunque no es necesario inducir elementos del xilema para
estudiar los procesos de lignificacién, la mayoria de estos trabajos se han llevado a
cabo con suspensiones celulares o callos en los que la presencia de pared celular
secundaria se ha inducido por medio de hormonas, azucares u otros compuestos
anadidos al medio de cultivo (Eberhardt y cols. 1993, Anterola y cols. 2002). En
suspensiones de Picea abies se ha conseguido inducir sintesis de lignina extracelular
como respuesta a algun tipo de estrés, muy semejante a la lignina de la madera o de
suspensiones sin elicitar. Para ello se usoé elicitor de un patégeno de picea (Messner y
Boll 1993, Lange y cols. 1995) o se cambidé la composicion del medio de cultivo
(Brunow y cols. 1990, Karkdnen y cols. 2002). También se ha conseguido lignina
extracelular en suspensiones de Pinus taeda, afiadiendo glucosa al medio de cultivo
(Nose y cols. 1995). Sin embargo, en pocas ocasiones se ha estudiado la composicion
de las ligninas en cultivos celulares en los que su formaciéon no haya sido inducida
(Christiernin y cols. 2005, Gabaldén y cols. 2006, Hano y cols. 2006).

Hallazgos recientes acerca del ultimo paso de la sintesis de ligninas
(acoplamiento oxidativo de monolignoles) en suspensiones celulares de Zinnia elegans
han demostrado que la tasa de aportacién de los tres radicales de los monolignoles es
proporcional a sus potenciales de 6xido-reduccion, implicando que estas reacciones se
llevan a cabo exclusivamente mediante fuerzas termodinamicas redox (Gabaldén y
cols. 2006). Experimentos en Z. elegans (una angiosperma) han corroborado
observaciones previas hechas en suspensiones celulares de Pinus tfaeda (una
gimnosperma) (Nose y cols. 1995) y han demostrado que la lignificacion de las
paredes en suspensiones celulares, tal y como ocurre en el xilema, solo esta
controlada por la tasa de aportacion de H,0,. Los resultados obtenidos con
suspensiones celulares de Z. elegans también muestran que los sitios para el
entrecruzamiento de los monolignoles mediante enlaces B-O-4 en paredes celulares
primarias podrian saturarse (Gabaldén y cols. 2006), sugiriendo que el crecimiento
lineal de la macromolécula de lignina no es infinito.

IV.3. Lignificacion ectépica

Como se ha descrito anteriormente, existen evidencias que sugieren que la
biosintesis de ligninas esta regulada a nivel transcripcional (Peter y Neale 2004). Dicha
regulacién se ha estudiado mediante analisis de los promotores. Varios genes de la
ruta fenilpropanoide se han clonado y se ha analizado las actividades de sus
promotores (Raes y cols. 2003). Mediante analisis de delecién en los promotores de
estos genes se identificaron elementos cis denominados elementos AC, que son
criticos para la expresion especifica en un tejido (Peter y Neale 2004). Estos
elementos AC son similares a los motivos de ADN reconocidos por los factores de
transcripcion MYB. Las proteinas MYB son capaces de unirse a los elementos AC
(Sablowski y cols. 1994)
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La lignina se acumula en un numero limitado de tipos celulares durante el
desarrollo normal de la planta; con la excepcion de las células del xilema, las paredes
celulares primarias de los tejidos de las traquedfitas no lignifican (Ros Barceld 1997).
Sin embargo, existen mutantes de Arabidopsis con alteraciones en la distribucion
espacial de las ligninas, depositandose en otros tipos celulares diferentes, hecho que
se denomina lignificacion ectépica (Figura 1.21).

Wild type pom1-26 eli1-3

(@)

(b)

Figura 1.21. Comparacion fenotipica de mutantes con lignificacion ectépica y plantas salvajes
de Arabidopsis en las rosetas (a). Secciones tefiidas con floroglucinol-HCI de los tallos de
inflorescencias (b). Barra 1 cm (a) o 100 um (b). Tomado de Rogers y cols. 2005.

El mutante eli1 (ectopic lignification) muestra un anormal niumero de células
que se diferencian en traqueidas, pero que no pueden formar filas de células. Estas
traqueidas tienen engrosamientos de la pared celular pero no pueden formar placas
perforadas. También se encontré lignificacion en células de la corteza y del
endodermo (Cano-Delgado y cols. 2000).

El mutante det3 (de-etiolated) muestra enanismo que se explica por una
reduccion de la expansién celular (Cabrera y Poch y cols. 1993). El gen que causa la
mutacion codifica para la subunidad C de una ATPasa de tipo vacuolar (Schumacher y
cols. 1999). Este mutante presenta lignificacion ectdpica en la médula, cuya lignina es
rica en grupos siringilo (Rogers y cols. 2005).

El mutante elp? (ectopic lignification in the pith) tiene un fenotipo caracteristico
de los mutantes que muestran lignificacion ectépica, con deposiciones de lignina en
las paredes celulares primarias de las células del parénquima ademas de su
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deposicion normal en las paredes celulares secundarias del xilema y de las fibras
(Zhong y cols. 2000). Estas ligninas son ricas en unidades siringilo, asemejandose a
las ligninas presentes en las fibras interfasciculares. Estos mutantes tienen mas
cantidad de ligninas que el genotipo salvaje y las actividades de varias enzimas de la
ruta de biosintesis de las ligninas son mucho mayores que en las plantas control. Se
cree que la proteina codificada por el gen causante de la mutaciéon crea una sefal
enddgena que es importante para el crecimiento normal y el desarrollo de la planta
(Zhong y cols. 2002).

El fenotipo de la lignificacion ectopica podria atribuirse a un error en la
regulacién de los genes de la biosintesis de ligninas, y este error podria implicar
reguladores comunes o distintos en los mutantes estudiados (Rogers y cols. 2005).

Se ha visto una relacién entre la lignificacion ectopica y la actividad R3R3-MYB
(Patzlaff y cols. 2003, Newman y cols. 2004, Rogers y cols. 2005). AtMYB61, un
miembro de la familia R2R3-MYB se expresa menos en el mutante det3 (Newman y
cols. 2004). La expresion de AfMYB61 esta restringida a las células de los tejidos
vasculares en las plantas salvajes, pero en el mutante det3 se observaba un patron de
lignificacion ectopica semejante al tipico de dicho mutante. La sobreexpresion de
AtMYBG61 en plantas salvajes producia una fenocopia del mutante, incluyendo la
acumulacion ectoépica de lignina. La supresion de AtMYB61 en el mutante conducia al
fenotipo tipico del mutante (Newman y cols. 2004).

Ademas del control por activadores de la expresion génica, también podria
existir una inactivacion de represores de la expresion de genes de la biosintesis de
lignina. Estos genes podrian codificar represores de la deposicién de lignina y, cuando
estan reprimidos, permitir la expresion de los genes de biosintesis de ligninas. De
hecho, AtMYB4 es un conocido represor de algunos de los genes implicados en la
biosintesis de ligninas (Jin y cols. 2000) y la cantidad de sus transcritos disminuye bajo
condiciones que resultan en un incremento de la deposicion de ligninas (Rogers y cols.
2005).

Estos resultados sugieren que el locus ELP1 esta aparentemente implicado en
la represién de la ruta de biosintesis de las ligninas en la médula, de forma similar a
como podria estar ocurriendo en otros tejidos que no lignifican. La deposicion ectépica
de lignina en las células de la médula en el mutante elp7 tiene dos caracteristicas: i)
no es dependiente de la edad, ya que las ligninas se observan no soélo en la médula de
los tallos viejos, sino también en la médula de tallos jovenes en proceso de
elongacién (Zhong y cols. 2000) y ii) es independiente del desarrollo de los
engrosamientos de la pared secundaria (Zhong y cols. 2000). En ambos aspectos, la
deposicion ectépica de ligninas en las células de la médula del mutante elp? se
asemeja al proceso de lignificacion que ocurre en cultivos celulares, que son capaces
de lignificar, aun careciendo de paredes celulares gruesas (Eberhardt y cols. 1993,
Karkonen y cols. 2002, Christiernin y cols. 2005, Gabaldén y cols. 2006, Koutaniemi y
cols. 2007). La competencia adquirida de las suspensiones celulares para lignificar
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encaja bien con el hecho de que los cultivos celulares derivan de las células del
cambium, que también origina los tejidos vasculares de los brotes, incluyendo el
xilema.

En esta tesis, se muestra que las suspensiones celulares de los dos principales
linajes de plantas (angiospermas y gimnospermas) no presentan alteraciones
predecibles en la cantidad ni en la cualidad de las ligninas al compararlas con sus
respectivos tejidos parentales, observacion que hace necesario revisar la vision
actualmente aceptada de la evolucion de la lignina, y la ganancia evolutiva del
segmento de la ruta que lleva a la biosintesis de los grupos siringilo. También se
muestra, mediante analisis del proteoma de las suspensiones celulares, que éstas
ofrecen una oportunidad Unica para cubrir el mecanismo que regula la deposicion de
lignina, especialmente la enzimologia del ultimo paso que controla la generacién y el
ensamblaje de los radicales fenoxilo.
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Objetivos

A la vista de los antecedentes descritos en la Introduccion, los objetivos de la
presente memoria son:

i) la caracterizacion del crecimiento de callos de Betula pendula y Ginkgo biloba,
asi como la caracterizacion de la actividad peroxidasa frente a distintos sustratos, a
través del uso de inhibidores y el estudio del patron de isoenzimas

ii) el establecimiento y caracterizacion del crecimiento de suspensiones celulares
de Betula pendula y Ginkgo biloba, junto con el estudio de la actividad peroxidasa
presente en el medio extracelular y de su patrén isoenzimatico

iii) el estudio comparativo de la lignificacion en plantas y suspensiones celulares
de Betula pendula, Ginkgo biloba y Cycas revoluta, con especial énfasis en la
naturaleza y composicién monomérica de las ligninas

iv) el estudio del proteoma extracelular de Betula pendula, Ginkgo biloba 'y Cycas
revoluta, con el fin de determinar el grado de conservacion de las proteinas de la
pared celular que participan en su metabolismo, y

v) la purificacion y caracterizacion molecular de las peroxidasas presentes en el
proteoma extracelular de Betula pendula, Ginkgo biloba y Cycas revoluta. Finalmente,
se compararan sus propiedades con las propiedades de la peroxidasa de Z. elegans,
una de las plantas mas evolucionadas dentro del grupo de las plantas con semillas.
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Material y métodos

I. Material vegetal
I.1. Especies vegetales

Betula

La especie Betula pendula Roth (sin. B. verrucosa Ehrh) (Figura 2.1) se conoce
comunmente como abedul, perteneciente a la familia Betulaceae. Se trata ésta de una
familia monofilética con seis géneros actuales y 130 especies. Se cree que esta familia
se origind en el periodo Cretacico superior hace 70 millones de afios, en el centro de
China y que tuvo su periodo de diversificacion en el Oligoceno, hecho apoyado por el
registro fosil desde hace 20 millones de afios (Chen y cols. 1999).

B. pendula es un éarbol caducifolio de corteza blanca, ramas colgantes y hojas
romboides. Es una especie monoica, con las flores masculinas y femeninas en
amentos amarillos o verdes. Es autdctona originaria de casi toda Europa, oeste de
Siberia, este de Asia y Norte de Marruecos. Tiene numerosas aplicaciones, como arbol
ornamental, alimento, cosmética y como fuente de su apreciada madera.

Figura 2.1. B. pendula (a) y detalle de las hojas e inflorescencia (b).

Ginkgo

Ginkgo biloba L. (Figura 2.2), comunmente conocido como e/l &rbol del cabello de
Venus, es un arbol dioico y caducifolio de hojas tipicas bilobadas, de la familia
Ginkgoaceae. En su reproduccidn permanecen caracteres arcaicos, con un tipo de
fecundacion simple que comparte con las Cycadales, con las que compone el conjunto
de las pre-espermatofitas.

Es conocido como “fésil viviente”, puesto que tuvo gran importancia durante el
Mesozoico, pero hoy en dia es exclusivo de Japén y del este y sur de China. Los
fésiles mas antiguos datan del Pérmico superior (hace 260 -250 millones de afos). Las
hojas fosiles y los érganos vegetativos muestran que en ese tiempo habia al menos
dos especies. Durante el Jurasico medio hubo un gran incremento en especies (5 o 6),
con una diversidad maxima (al menos 11 especies) durante el periodo Cretacico (hace
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144 millones de afios) en Asia, Europa y Norte América. Fue comun y estuvo
diseminado durante un largo periodo de tiempo, pero debido a cataclismos geoldgicos
tan solo quedéd una especie (G. adiantoides) en el terciario (hace 65 millones de afios),
que es notablemente similar a G. biloba (Zhou y Zheng 2003). En la actualidad se
encuentra en la lista roja de especies en riesgo de extincion (IUCN 2007).

La mayor parte de las investigaciones realizadas con esta especie han estado
orientadas al conocimiento de sus extensos efectos terapéuticos: cardiovasculares,
neurologicos y metabdlicos (Rodriguez y cols. 2007, Kim y cols. 2007a, Boveris y cols.
2007).

Sin embargo, existe una notable ausencia de estudios sobre las peroxidasas en
esta planta, a pesar de tratarse de una gimnosperma primitiva con tejidos vasculares
lignificados. Precisamente por esta ultima razén, el otro uso de esta planta en la
investigacion se refiere a estudios de filogenia, al ser éste el Unico ejemplar del orden
Ginkgotales. No obstante, los trabajos realizados se limitan a usar plantas intactas. Es
notable la escasez de estudios con cultivos celulares. A principios de los afios 80 se
llevé a cabo un programa de biotecnologia para mejorar la biosintesis, en la planta
intacta y en cultivos celulares, de sustancias activas terapéuticamente, principalmente
terpenos como los ginkgolidos (Sohier 2002).

Figura 2.2. Fosil de Ginkgo apodes, encontrado en la formacion de Yixian (China) y
perteneciente al periodo cretacico temprano (121 m.a.) (a). Detalle de una hoja de G. biloba (b).
Aspecto general del arbol (c).

Cycas

La especie Cycas revoluta Thun. (Figura 2.3), también denominada Palma de
Sagu, pertenece a la familia Cycadaceae, cuyos miembros tienen aspecto de palmeras
pero que son gimnospermas. Esta familia constituye una reliquia del pasado y
representa antiguas plantas con semilla vivientes, probablemente descendientes vivos
de las Pteridospermas, o “helechos con semilla”, las plantas con semilla mas
primitivas. Los fosiles de Cycadas mas antiguos datan del Paleozoico Superior (hace
aproximadamente 265-290 millones de afos) (Brenner y cols. 2003), aunque las
Cycadas ya existian durante el periodo del Carbonifero superior al Pérmico (hace
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aproximadamente 300 millones de afios). Llegaron a dominar durante el Mesozoico,
pero en la actualidad estan restringidas a zonas de clima templado. Con algunas
excepciones, la mayoria de las filogenias (Qiu y cols. 1999, Pryer y cols. 2002) situan
a las Cycadales como el orden basal de las gimnospermas, con los Ginkgotales
(Ginkgo biloba) y los Coniferales como 6rdenes mas avanzados. Esta ubicacion define
a las Cycadas como el grupo hermano de todas las plantas vivientes con semilla.

Su posicion filogenética las hace objeto de numerosos estudios sobre evolucion
vegetal, aunque ultimamente se ha ampliado su estudio al campo de la medicina, ya
que se han ligado algunos de sus compuestos secundarios a desérdenes neurologicos
como la “demencia de Guam” que sufren aquellos que ingieren Cycas (Norstog y
Nicholls 1997, Sacks 1997).

Figura 2.3. C. revoluta (a). Detalle de conos masculinos (b).

I.2. Condiciones de recogida de las especies vegetales

Se recogieron los apices de ramas jévenes de B. pendula en Julio de 2006 en el
campus de A Zapateira en la localidad de A Corufa. Los apices de las ramas de G.
biloba se recogieron en la misma época que B. pendula en la localidad de Sada (A
Corufia). C. revoluta se compré en un vivero (Viveros Murcia). Las semillas de esta
gimnosperma se recogieron directamente de la planta madre.

1.3. Callos
1.3.1. Obtencion y mantenimiento de callos

Los callos de Betula pendula y Ginkgo biloba fueron suministrados por la
coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH).

Los callos se mantuvieron en una camara de cultivo a 24°C y en oscuridad o con
un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad para los ensayos que asi lo
requerian. Para el mantenimiento de los callos de B. pendula se usé el medio LS
(Tabla 2.1), modificado de Murashige y Skoog (1962). En el caso de G. biloba el
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medio utilizado fue el 4X, medio modificado de Gamborg y cols. (1968), cuya
composicion se muestra en la Tabla 2.2. Los callos se subcultivaron aproximadamente
cada 21 dias.

Tabla 2.1. Composicion del medio LS utilizado para el cultivo de B. pendula.

Constituyente Concentracién (mg/l)
Macronutrientes
NHiNO3 1,65
KNO; 1,9
MgSQO,4 x 7 H,O 0,37
KH,PO, 0,17
CaCl, 0,332
Micronutrientes
H;BO; 6,2
MnSO4 X H20 16,75
ZnS0O4 x 7 H,0O 10,6
Kl 0,83
N32M004 X2 Hzo 0,25
CuSO, 0,016
CoCl, x 6 H,O 0,025
Fuente de hierro
Na,EDTA x 2 H,O 0,041
FeSO, x 7 H,O 0,027
Vitaminas
Tiamina / HCI 0,4
Mio — Inositol 100
Hormonas
2,4D 0,22
1 ANA 0,186
Fuente de carbono
Sacarosa 30000
Agar 8000
pH 6,0
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Tabla 2.2. Composicién del medio 4X utilizado para el cultivo de G. biloba.

Constituyente Concentracion (mg/l)

Macronutrientes

NaH2P04 150
KNO; 2500
MgSO, x 7 H,O 250
(NH4), SO, 133
CaCl, x4 H,O 186
Micronutrientes
H3;BO3 3
MnSO,4 x H,O 10
ZnSO4 x7 Hzo 3
Kl 0,75
N32M004 X2 Hzo 0,25
CuSO, 0,16
CoCl, x 6 H,O 0,25
Fuente de hierro
Na,EDTA x 2 H,O 34,25
FeSO, x 7 H,O 25,57
Vitaminas
Acido Nicotinico 1
Tiamina / HCI 10
Piridoxina / HCI 1
Mio — Inositol 100
Hormonas
2,4D 2,0
1 ANA 0,5
3 AIA 0,5
Kinetina 0,2
Fuente de carbono
Sacarosa 20000
Fuente de nitrégeno organico
Caseina 2000
Agar 8000
pH 5,6

Figura 2.4. Callos de G. biloba (a) y B. pendula (b), a los 21 dias del subcultivo.

59



Material y métodos

El cultivo in vitro de C. revoluta se inici6é a partir de las semillas de la planta in
vivo. Para ello, se elimind la sarcotesta (Figura 2.5) de las semillas con un martillo, ya
que es muy rigida y dificultaria el trabajo posterior en condiciones asépticas.
Posteriormente, las semillas se lavaron con agua abundante y se secaron. A
continuacion, se sometieron a un proceso de esterilizaciéon, primero en etanol al 70 %
durante un minuto y, segundo en hipoclorito calcico al 7 % con Tween-20 al 0,1%
durante 20 minutos. Después las semillas se aclararon tres veces con agua estéril.
Con ayuda de unas pinzas y un bisturi se localizé el embrion que se transfirid, junto
con los tejidos circundantes, a medio D1 (Tabla 2.3) para inducir callos. El material
vegetal procesado se mantuvo en oscuridad y a 24°C.

Figura 2.5. Macroespordfilo de Cycas revoluta (a), y semillas mostrando la sarcotesta roja (b).

Tabla 2.3. Composicion del medio D1 utilizado para el cultivo de C. revoluta.

Constituyente Concentracion (mg/l)
Macronutrientes y micronutrientes

Sales basales MS 0153 2200
Vitaminas

Pantotenato calcico 1

Mio-Inositol 100

Biotina 0,01

Acido nicotinico 1

Piridoxina 1

Tiamina 1500

Vitamina B; 1000
Hormonas

1 ANA 1,1

BA 0,225
Fuente de carbono

Sacarosa 30000
Fuente de nitrégeno organico

Caseina 250

Agar 7500

pH 6,0
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1.3.2. Caracterizacion del crecimiento de callos

Se colocaron 2 g de porciones de callo de B. pendula y G. biloba en placas con
medio fresco. Un grupo de placas se mantuvo en oscuridad total, y otro con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad; ambos a 25°C. Alos 7, 14,21y
28 dias se recogi6é todo el callo que habia crecido en las placas y se peso,
determinandose asi su peso fresco (PF). A continuacién, este material se mantuvo a
80°C durante dos dias con el fin de obtener el peso seco (PS).

I.4. Suspensiones celulares

Los callos son una fuente mas accesible de células que la planta intacta, pero el
tejido no es uniforme, ya que soélo la base del callo esta en contacto con el medio y
puede haber células en diferentes estados de desarrollo. La alternativa es el uso de
suspensiones celulares.

1.4.1. Obtencion de suspensiones celulares

Se iniciaron suspensiones celulares a partir de callos friables de 21 dias,
transfiriendo 20 g de callo a matraces de 250 ml de capacidad, que contenian 80 ml de
medio liquido idéntico al descrito para el mantenimiento de los callos, pero sin agar. Se
mantuvieron a 24°C en agitacion (130 rpm) y en oscuridad. Las suspensiones
celulares se subcultivaron cuando éstas alcanzaban el estado estacionario.

1.4.2. Caracterizacion del crecimiento de suspensiones celulares

Para caracterizar el crecimiento de las suspensiones celulares, se midieron en
distintas fases del crecimiento celular tres parametros: volumen de empaquetamiento
celular (PCV), conductividad y pH, determinandose a los 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 y 21 dias
de iniciadas las suspensiones celulares de B. pendula, y alos 0, 7, 14, 21 y 28 dias en
el caso de G. biloba.

El PCV es una variable indicativa de la tasa de divisién celular que permite
identificar y diferenciar la fase logaritmica de crecimiento y la fase estacionaria. Otro
método para medir el crecimiento de las suspensiones celulares es el recuento de
células al microscopio. Sin embargo, a menudo no es posible separar las células de
los agregados celulares de las suspensiones de forma adecuada, haciendo la técnica
dificil de usar. La conductividad da una idea del consumo de nutrientes de las células.
Una disminucién de la conductividad se asocia a un descenso en la concentracion de
sales (nutrientes) en el medio. La variacion del pH da una idea de la posible
acidificacion/alcalinizacion del medio debida a la produccion de metabolitos por parte
de las células en suspension.
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Determinacién del Volumen de Empaquetamiento Celular (PCV)

Para determinar el PCV se tomaron alicuotas de 4 ml de las suspensiones
celulares, que se centrifugaron en una centrifuga refrigerada de rotor basculante
Eppendorf a 1000xg durante 5 minutos, y se determind la proporciéon de volumen
celular respecto del volumen total de la suspensién celular, considerando el valor
obtenido como PCV. En el momento de establecer el PCV se separaron, con ayuda de
una pipeta Pasteur, el sobrenadante, considerandose como medio extracelular y el
precipitado, tomandolo como masa celular. Se cuantific6 el volumen del medio
extracelular obtenido, se dializé toda la noche frente tampén Tris-HCI 50 mM pH 7,5 y
se congelé a -80°C para su posterior uso, después de haber determinado su
conductividad y pH.

Determinacién de la conductividad (Con)

La conductividad eléctrica se midié con un conductivimetro Crison CM35, que
proporciona ademas una medida de la salinidad. Los resultados se expresan en
mS/cm.

Determinacién del pH
La determinacion del pH se efectué mediante un pH-metro Crison micropH 2001.

Il. Determinacion de la actividad peroxidasa
I.1. Fraccionamiento subcelular de la peroxidasa en callos

Para caracterizar la actividad peroxidasa, en el caso de los callos de B. pendula
y G. biloba, se tomaron muestras a los 7, 14, 21 y 28 dias. Se usaron callos
mantenidos tanto a la oscuridad como a la luz. De cada placa petri se cogieron 2 g de
tejido que se congelé inmediatamente a —80°C para su posterior uso.

Se homogeneizaron 2 g de callo en un mortero con arena en una proporcién 1:2
(p/v) en un tampon de extraccion compuesto por sacarosa 0,25 M, (AcO).Mg 1 mM y
Tris-HCI 50 mM pH 7,5. En el momento de la homogeneizacion se le anadié al tampon
PVPP 0,1 g/ml. La homogeneizacion se realizo a 4°C.

El homogeneizado se filtré6 a través de dos gasas, previamente enfriadas,
descartandose el material retenido. El eluido de la filtracién se centrifugé durante 15
minutos a 1000xg en una centrifuga refrigerada Eppendorf. El precipitado de esta
centrifugacion se consideré como fraccidon primaria de paredes, y el sobrenadante se
sometié a una ultima centrifugacion a 27000xg durante 20 minutos en una centrifuga
Beckman J2-21, considerandose este precipitado como fraccién de membranas y el
sobrenadante como fraccion soluble.

La solubilizaciéon de la actividad peroxidasa enlazada a membranas se realiz6 de
acuerdo con la técnica desarrollada por Ros Barcel6 y cols. (1988a). Para solubilizar la
enzima idnicamente enlazada a la fraccidon de membranas, se incubaron éstas con KCI
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1 M durante 30 minutos, centrifugandose a continuacion a 27000xg durante 20
minutos en una centrifuga Beckman J2-21. Se considerd al sobrenadante obtenido
como fraccion de peroxidasas ionicamente ligadas a membrana.

El proceso de extraccion de la enzima ligada a paredes celulares, se realizé de
acuerdo con la técnica descrita por Ros Barceld y cols. (1987). Para ello, la fraccion
primaria de paredes celulares se resuspendié con Triton X-100 al 1% y n-octanol al
0,2% en tampén Tris-HCI 5 mM pH 7,5 y a continuacion, se centrifugd a 1000xg
durante 10 minutos. El nuevo precipitado se lavé con el mismo tampon para eliminar
restos membranosos y, una vez centrifugado, se volvio a lavar en dos ocasiones con
tampoén Tris-HCI 50 mM, centrifugandose, después de cada lavado, en las mismas
condiciones. El precipitado obtenido al finalizar los lavados se considerd fraccion
ligada a paredes celulares.

Para solubilizar la enzima iénicamente ligada a la fracciéon de paredes celulares,
se incubo la fraccion con KCI 1 M durante 30 minutos, centrifugandose a continuacion
a 1000xg durante 10 minutos, y considerandose al sobrenadante de esta
centrifugacién como fraccion de peroxidasas idnicamente enlazadas a la pared celular.
Todas las fracciones obtenidas durante los anteriores procesos de extraccion se
dializaron durante toda la noche en tampén Tris-HCI 50 mM pH 7,5.

I1.2. Obtencién de la proteina extracelular de suspensiones celulares

Para obtener la proteina extracelular, soluble en el medio de cultivo, se tomaron
alicuotas alos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 y 21 para B. pendula, y alos 0, 7, 14, 21 y 28 dias
en el caso de G. biloba. Las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 1000xg, y
el sobrenadante se consideré6 como medio extracelular, donde se hallan las proteinas
solubles extracelulares. Finalmente, el medio extracelular se dializd toda la noche
frente a tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5.

1.3. Obtencién de la proteina del apoplasto de apices

Para ello, los apices de las ramas de B. pendula se cortaron en secciones de 5
mm, y se lavaron con agua destilada. Posteriormente, se sometieron a infiltracién a
vacio durante un periodo de 5 minutos de 1,0 KPa, y a 4°C, en tampon Tris-acetato 50
mM pH 5,0, que contenia KCI 1 M y CaCl, 50 mM. Una vez realizada la infiltracién, se
escurrieron las secciones y a continuacion se centrifugaron en una jeringa dentro de
un tubo de centrifuga a 1000xg durante 5 minutos a 4°C. La fraccidn proteica obtenida
se dializ6 toda la noche frente a tampén Tris-HCI 50 mM pH 7,5.

I.4. Medidas de la actividad peroxidasa
La actividad peroxidasa de las distintas muestras se determiné a 25°C, en los

espectrofotdmetros Cary 3E y Uvikon 923, usando un medio de reaccion compuesto
por tampén Tris-acetato 50 mM pH 5,0, H,O, 0,5 mM, y distintos donadores de
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electrones: 4-metoxi-a-naftol 1 mM (es95 = 21,6 mM-" cm'1), tetrametilbenzidina-HCI 0,1
mg ml” (g5 = 39,0 mM™ cm™), siringaldazina 50 pM (es3 = 27,0 mM™ cm™) (Ros
Barcel6 y cols. 2002). La actividad peroxidasa también se midié con los precursores de
las ligninas a una concentraciéon de 0,1 mM: alcohol p-cumarilico (g5 = 14,756 mM’
cm™), alcohol coniferilico (exs; = 9,75 mM™ cm™), alcohol sinapilico (€71 = 4,14 mM’
cm™), p-cumaril aldehido (g3 = 20,732 mM™ cm™), coniferil aldehido (ess = 13,44 mM"
' cm™) y sinapil aldehido (ess = 11,95 mM™ cm™) (Ros Barcelé y Pomar 2001). La
reaccion enzimatica se inici6 mediante la adicion de la enzima. Los resultados se
expresan en nkatales. Un katal es la cantidad de enzima que cataliza la conversion de
un mol de sustrato por segundo.

11.5. Efecto de inhibidores sobre la actividad siringaldazin-peroxidasa

La actividad siringaldazin-peroxidasa se determind a 25°C en un medio de
reaccion estandar compuesto por siringaldazina 50 pM, H,O, 0,5 mM en tampdn Tris-
acetato 50 mM pH 5,0, usando un gz de 27 mM™ cm™.

El efecto del acido ferulico y de la tropolona se estudié preparando medios de
reaccion que contenian acido ferulico o tropolona a una concentracion de 1 mM (Ros
Barcelé y cols. 2000).

El efecto del ferrocianuro potasico se estudié preparando medios de reaccién
que contenian ferrocianuro potasico a una concentraciéon de 100 uM. En el caso del
ferricianuro potasico se comprobd su efecto a una concentracién de 1 mM (Ros
Barcel6 y cols. 2000). El efecto de la azida sddica se estudié preparando medios de
reaccion que contenian azida sédica a una concentracion de 1 mM (Pomar y cols.
2004). Los inhibidores se afadieron al medio 1 minuto antes de iniciar la reaccién con
la adicion de la siringaldazina.

11.6. Determinacion de la cantidad de proteinas

Para la determinacion de las proteinas se siguié el método de Bradford (1976).
Se utilizé para ello el reactivo de Bradford comercial siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se us6 seroalbumina bovina como proteina estandar para realizar la recta
patrén.
lll. Analisis electroforéticos

lll.1. Isoelectroenfoque en equilibrio

Se usaron geles comerciales de poliacrilamida, Ampholine PAGplate, de
Pharmacia-Biotech, con una concentracién T=5% y C=3%, y un rango de pH de los

geles de 3,5-9,5. Para mantener la temperatura constante a 7°C se recurrié a un
estabilizador de temperatura Multi Temp Il de Pharmacia-Biotech. El gel se desarrollé

64



Material y métodos

empleando un sistema Multiphor Il de Pharmacia. En el interior de la cubeta se
situaron dos vasos con una solucion de NaOH 1 M en la que pudiera disolverse el CO,
desprendido durante la electroforesis, ya que el CO, puede causar variaciones en el
gradiente de pH.

Cargado de las muestras y desarrollo del isoelectroenfoque

Sobre la placa de porcelana se extendié una gota de keroseno que permite una
temperatura uniforme. Se colocd el gel y las bandas de isoelectroenfoque de
Pharmacia impregnadas en las soluciones de los electrodos: en el catodo, NaOH 1 M
y en el anodo, acido fosférico 1 M. Para cargar las muestras se usaron papeles de
aplicacion de Pharmacia de 5 x 2 mm. El volumen de carga fue de 10-30 ul segun la
actividad peroxidasa que presentasen. Las condiciones de desarrollo para un gel de
24,5 cm fueron de 1500 V, 50 mA y 30 W. Para geles de distinta longitud, se ajustaron
los dos ultimos parametros proporcionalmente. El tiempo del isoelectroenfoque fue de
110 minutos.

Para el revelado de las isoenzimas de la peroxidasa se usé un medio de tincién
con 4-metoxi-a-naftol (4-MN) 1 mM, y H,O, 0,33 mM, en tampédn Tris-acetato 50 mM
pH 5,0. Los geles se incubaron en este medio durante 15 minutos a 25°C en
oscuridad. Se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de colorante (Lopez-
Serrano y cols. 2004).

lll.2. Isoelectroenfoque en no equilibrio

La preparacion de los geles y el proceso de polimerizacion se llevaron a cabo
segun el procedimiento descrito por Wrigley (1971) con algunas modificaciones. Los
analisis electroforéticos se realizaron en un sistema MiniProtean 3 (Bio-Rad). Los
geles tuvieron unas dimensiones de 8,3 x 7,3 cm y 1,0 mm de grosor.

Composicidn de los geles

El medio de polimerizacion se componia de acrilamida/bisacrilamida (29:1) al
6,5%; anfolinas de rango pH 3,5-10,0 al 2% (v/v) y glicerol al 5% (p/v). La mezcla se
desgasificé usando una bomba de vacio durante 5 minutos y posteriormente se anadio
persulfato amaénico al 0,06% (p/v), y con una micropipeta se formaron laminas de gel
que se dejaron polimerizar durante 90 minutos a 25°C.

Preparacion de las muestras

Las muestras de proteinas se prepararon en un tampén que contenia glicerol al
60% (p/v) y anfolinas de rango pH 3,5-10,0 al 15% (v/v). Este mismo tampén de carga
se utilizd para la disolucion patrén de citocromo C (0,5% en volumen final). El
citocromo C es un marcador visible de alto punto isoeléctrico que sirve para identificar
el frente de electroforesis
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Desarrollo del isoelectroenfoque

Como disoluciones de electrodo se usaron acido acético 20 mM para el anodo e
hidréxido sodico 25 mM para el catodo. El isoelectroenfoque se realizé a 4°C, usando
una fuente de alimentacion Power Pac 1000, a una intensidad de corriente maxima de
10 mA por gel (1 mA por calle), una diferencia de potencial constante de 200 V durante
90 minutos, seguida de otra de 400 V durante 15 minutos, y una potencia maxima de
150 W.

lll.3. Electroforesis disociante (SDS-PAGE)

Se realizd6 segun el protocolo descrito por Laemmli (1970) con ligeras
modificaciones. Las proteinas se desnaturalizaron por calentamiento en un bafio en
ebullicién durante 10 minutos, en presencia de tampén Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, glicerol
8%, SDS 0,7% (p/v) y azul de bromofenol 0,01%. Como marcadores de peso
molecular se utilizé un kit de marcadores pretefiidos de amplio rango de peso
molecular (Bio-Rad, 161-0318), compuesto por miosina (209.000 Da), B-galactosidasa
(124.000 Da), seroalbuminabovina (80.000 Da), ovoalbimina (49.100 Da), anhidrasa
carbonica (34.800 Da), inhibidor de tripsina de soja (28.900 Da), lisozima (26.000 Da)
y aprotinina (7.100 Da).

Preparacion de los geles y desarrollo de la electroforesis

El gel separador (1 mm de espesor) se prepard con tampoén Tris-HCI 1,5 M, pH
8,8, conteniendo acrilamida/bisacrilamida (29:1) al 10%, SDS al 0,1%, TEMED al
0,15% y persulfato amédnico al 0,05%, dejandose 30 minutos para su polimerizacion. El
gel concentrador se preparé6 con tampén Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 conteniendo
acrilamida/bisacrilamida (29:1) al 4%, SDS al 0,1%, TEMED al 0,2% vy persulfato
amonico al 0,08%, dejandose 30 minutos para su polimerizacién. La migracion de las
bandas sobre el gel se llevé a cabo en tampodn glicina 192 mM, Tris 25 mM, pH 8,3,
conteniendo SDS al 0,1%. El voltaje aplicado, con una fuente de alimentacion Bio-Rad
Power-Pac 1000, fue de 200 V durante 45 minutos.

Tincién de los geles con plata

Las proteinas se tifieron con el meétodo de la plata (Oakley y cols. 1980)
siguiendo el protocolo de Pharmacia (PlusOne Silver Staining Kit, Protein). Para ello,
el gel se fij6 durante 30 minutos en etanol al 40% y &cido acético al 10%.
Posteriormente se incubé durante 30 minutos en una solucién sensibilizadora que
contenia glutaraldehido al 0,125%, tiosulfato soédico al 0,2%, acetato sodico al 6,8% y
etanol al 30%. A continuacién, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con agua
destilada y, seguidamente, se procedi6é a la tincién del gel con una solucién de plata
compuesta por nitrato de plata al 0,25% y formaldehido al 0,015% durante 20 minutos.
Se volvid a lavar el gel con agua destilada (2 veces) y las proteinas se revelaron en
una solucién que contenia carbonato sdédico al 2,5% y formaldehido al 0,0074%.
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Finalmente, la reaccién se detuvo con una soluciéon que contenia EDTA-Na; al 1,46%.
Los geles se preservaron en agua destilada hasta que se fotografiaron.

IV. Analisis de ligninas
IV.1. Tincién de ligninas

Tincién de Weisner

Esta tincion es especifica para los grupos cinamaldehido presentes en las
ligninas (Pomar y cols. 2002). Las secciones histolégicas se tifieron con una disolucion
que contenia floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno) al 1% (p/v) en HCI/EtOH (25:75)
(v/v) durante 10-15 minutos, periodo tras el cual se observaron los cortes en campo
claro.

Tincién con acriflavina

Para poner de manifiesto la presencia de ligninas en las paredes celulares, las
células se tifieron con acriflavina al 0,1% (p/v), se lavaron con agua y, posteriormente,
se observaron con un microscopio laser confocal Leica DM IRE2. Las muestras se
excitaron con luz de 488 nm de un laser de argoén y la fluorescencia verde de las
imagenes se recogié con un filtro que permitia el paso del rango de longitudes de onda
de 520-530 nm (Christiernin y cols. 2005).

Tincién con naranja de acridina

Al igual que la tincién anterior, el naranja de acridina pone de manifiesto la
presencia de ligninas en las paredes celulares. Para ello, los cultivos celulares se
tineron con acridina al 0,1% durante 15 minutos, se lavaron con agua y posteriormente
se observaron con un microscopio confocal laser Leica DM IRE2. Las muestras se
excitaron con luz de 488 nm de un laser de argén y la fluorescencia de las imagenes
se recogié con un filtro que permitia el paso del rango de longitudes de onda de 505-
530 nm (Ko y cols. 2004).

IV.2. Obtencion de paredes celulares

Para el aislamiento de paredes celulares se siguié el método descrito por Pomar
y cols. (2002). El material vegetal se homogenizé con agua y se centrifugd 2 veces a
1000xg durante 10 minutos. El sobrenadante se descartd y el precipitado se lavd 2
veces con Triton X-100 al 1% en las mismas condiciones. El precipitado se volvio a
lavar con agua hasta eliminar completamente el detergente (4 veces) también en las
mismas condiciones de centrifugacion. Se hicieron lavados con etanol absoluto, unas
3-4 veces en idénticas condiciones, hasta que el sobrenadante quedd transparente.
Para secar las paredes, el precipitado se filtré6 sobre un filtro de celulosa y con vacio,
lavandolo con etanol al 96% y con éter dietilico 2 veces. Después de dejar secar el
material se obtuvo la fraccién de las paredes celulares.
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IV.3. Medida de ligninas

Se utilizé el método del bromuro de acetilo (liyama y Wallis 1988). Para ello, se
pesaron 5 mg de paredes celulares a las que se les anadid bromuro de acetilo al 25%
(p/p) en acido acético en un volumen de 5 ml. Esta mezcla se incub6 a 70°C durante
30 minutos. Transcurrido este tiempo se dejé enfriar, se afiadieron 10 ml de NaOH 2N,
y finalmente se enrasé a 100 ml con acido acético. Tras dejar reposar las muestras,
por si quedaba alguna particula en suspensién, se midié la absorbancia a 290 nm
frente a un blanco. Para calcular la concentracién de ligninas se usé un factor de
absortividad de 20,091g™'cm™ segun la estimacion de liyama y Wallis (1988).

IV.4. Oxidacioén de las paredes celulares con nitrobenceno

La oxidacion alcalina con nitrobenceno de las paredes celulares y los analisis de
HPLC de los productos obtenidos se llevaron a cabo segun Pomar y cols. (2002) Para
la reaccion, 25 mg de paredes celulares se incubaron durante 150 minutos a 170°C en
una mezcla de 2,5 ml de NaOH 2N y 0,25 ml de nitrobenceno, usando para ello tubos
pirex de tapon con teflon que se agitaron suavemente cada cierto tiempo. Al terminar
el periodo de incubacioén los tubos se enfriaron y a cada uno se le anadié 5 ml de agua
destilada, extrayéndose en un embudo de decantacion con 5 ml de diclorometano
(CH.CI,). Esta extraccion se realizé tres veces con el fin de eliminar los productos de
degradacion del nitrobenceno. El residuo acuoso de las tres extracciones se acidifico
entonces a un pH entre 1,0 y 2,0 con HCI 5N. Una vez ajustado el pH se extrajo en un
embudo de decantacion con 5 ml de diclorometano-acetato de etilo (1:1) repitiendo
esta extraccidon tres veces. El conjunto de extracciones se juntaron en un unico
volumen, se le anadié Na,SO, en exceso, y tras haberlo filtrado se evaporé a
sequedad en un evaporador rotatorio (Buchi R-200). El residuo final se disolvié en
metanol, se pasé a través de un filtro de tamafio de poro de 0,45 ym ajustandose el
volumen final de nuevo a 1 ml de metanol.

Las muestras se analizaron por cromatografia liquida (HPLC) en una columna de
fase reversa Spherisorb ODS2 C18 usando un equipo Waters Alliance, equipado con
un detector de diodos Waters 996. Para llevar a cabo la cromatografia se utilizaron las
mezclas de solventes A, que contenia acetonitrilo al 50% y acido acético al 2% y B,
que se trataba de acido acético al 2%. El programa usado consistié en un gradiente
de: 35% solvente A, 65% solvente B minuto 0; 40% solvente A, 60% solvente B minuto
5; 50% solvente A, 50% solvente B minuto 14 y 35% solvente A, 65% solvente B
minuto 16. La cuantificacion del p-hidroxibenzaldehido, la vanillina y el siringaldehido
se realizé a 290 nm usando los correspondientes estandares comerciales.
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IV.5. Tioacidolisis

La técnica empleada es la descrita por Lapierre y cols. (1995). Para llevar a cabo
la reaccion se pesaron 15 mg de las paredes celulares y se mezclaron con 10 ml de la
disolucién BF; eterato 0,2 M en una mezcla 8,75/1 (v/v) dioxano/EtSH. La tioacidolisis
se realizé en un tubo de vidrio pirex de tapén con teflén en un bloque metalico a 100°C
durante 4 horas, agitando suavemente cada cierto tiempo.

Una vez transcurridas 4 horas, se anadieron 30 ml de agua con el fin de detener
la reaccién y enfriar la mezcla. Seguidamente, se ajusté el pH de la mezcla a un valor
entre 3,0 y 4,0 con una solucion 0,4 M de carbonato sédico.

Una vez ajustado el pH, se procedié a la extraccion con 30 ml de diclorometano,
usando para ello un embudo de decantacion. Esta extraccion se realizé tres veces,
tras lo cual los volumenes obtenidos se juntaron, afiadiéndose Na,SO, en exceso para
eliminar el agua arrastrada. A continuacion, se procedié a la evaporacion hasta
sequedad del diclorometano en un evaporador rotatorio (Buchi R-200) a 40°C. El
residuo final se disolvi6 en 0,2 ml de diclorometano para las muestras de
suspensiones celulares y en 0,5 ml para las muestras procedentes de plantas.
Finalmente, 10 ul de la solucion se mezclaron con 100 pl de BSTFA y 10 pl de piridina
(grado GC), y los trimetil-silii derivados se analizaron con un equipo de CG-
espectroscopia de masas Trace GC (Thermo Finnigan).

Andlisis de los trimetil-silil derivados en cromatografia de gases-espectrometria
de masas

Para el analisis de las muestras anteriormente obtenidas, se utilizé un
cromatografo Thermo Finnigan Trace GC, equipado con una columna DB-XLB, J&W,
de 60 m x 0,25 mm de didmetro interno, usando helio como gas portador a un flujo
constante de 1ml min™'. El programa de temperatura fue desde 90°C hasta 270°C, a
una velocidad de 5°C minuto™. El cromatdgrafo se acoplé a un detector de masas
Thermo Finnigan Polaris Q, que trabajé con una intensidad de impacto electrénico de
70 eV.

V. Purificacién de peroxidasas

V.1. Obtencién de la proteina extracelular de suspensiones celulares y
precipitacion de éstas con sulfato aménico

El medio extracelular en el que crecen los cultivos celulares vegetales puede
considerarse como un amplio espacio intercelular que forma un continuo con la pared
de la célula vegetal (van Huystee y Tam 1988). Por esta razon, las suspensiones
celulares constituyen una fuente éptima de proteinas localizadas en la pared celular ya
que el espacio intercelular, en este caso el medio extracelular, se obtiene directamente
mediante técnicas no destructivas. Debido al hecho de que la mayor parte de la
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actividad peroxidasa de las suspensiones celulares se segrega al medio de cultivo (80
%), solo se utilizé como fuente de enzima el medio extracelular, el cual constituye una
fuente continua e inagotable de enzima.

En los numerosos trabajos publicados sobre purificacion de enzimas, puede
observarse que una gran mayoria de ellos emplean, como paso inicial, la precipitacion
fraccionada con sulfato aménico. Este método esta basado en la diferente solubilidad
que presentan las proteinas en funcién de la concentracion de sales, empleandose el
sulfato amodnico por su elevada solubilidad y permitiendo obtener disoluciones mucho
mas concentradas que las obtenidas con sales como el NaCl o el KCI. Sin embargo,
dadas las bajas concentraciones de proteina que presentan los medios de cultivo, y
debido a que los volumenes de medio eran realmente grandes, en nuestros ensayos,
no se realizé una precipitacion fraccionada, sino total, que sirviera mas como medio de
concentraciéon que como medio de purificacién, empleandose para ello el sulfato
amonico al 95% de saturacion.

Para ello, una vez que los cultivos de B. pendula, G. biloba y C. revoluta
alcanzaron su fase estacionaria, se procedié a su filtrado sobre papel de filtro para
separar las células del medio extracelular. La fraccion filtrada se precipité con sulfato
amonico al 95% durante una hora y media a 4°C, y se centrifugo a 3500 xg durante 20
minutos a 4°C. El sobrenadante se descartd, y el precipitado se resuspendié en
tampén Tris-HCI 50 mM pH 7,5 y posteriormente se dializé6 durante toda la noche
frente al mismo tampén. El producto de esta didlisis se centrifugd a 12500 xg durante
20 minutos a 4°C, y al sobrenadante se le afadié sulfato amoénico 1,5 M. Este
sobrenadante se volvio a centrifugar a 12500 xg durante 50 minutos a 4°C, se
descarté el precipitado, y el sobrenadante se filtré para eliminar impurezas que
pudiesen obturar las columnas de cromatografia, constituyendo éste la fraccién inicial
de proteina.

V.2. Purificacion parcial de peroxidasas de B. pendula

Para llevar a cabo la purificacion se uso el sistema cromatografico Econo System
de Bio-Rad. El volumen de medio extracelular del que se partié para precipitar la
proteina fue de 5 litros.

V.2.1. Cromatografia hidrofébica sobre Phenil- Sepharosa™ 6 Fast Flow

Este tipo de cromatografia esta basado en la hidrofobicidad diferencial de las
proteinas mostrada bajo ciertas condiciones del medio que las rodea. Entre estas
condiciones, la que mas se utiliza para facilitar la exposicion de las zonas hidrofébicas
internas, destaca el sulfato amoénico a concentraciones que suelen oscilar entre 1-2,5
M. La matriz mas empleada para fijar las proteinas por hidrofobicidad es la fenil-
Sepharosa, gel utilizado con éxito en la purificacién de la peroxidasa de tomate, de
soja y de Z. elegans (Flurkey y cols. 1978, Jen y cols. 1980, Gabaldén y cols. 2005),
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por lo que ha sido, y sigue siendo, uno de los pasos intermedios mas utilizado para la
purificacion de las peroxidasas.

Chavez y Flurkey (1984), trabajando con columnas de geles empaquetados
modificados con diferentes grupos funcionales (alquilo o fenilo), observaron que la
peroxidasa de rabano y tomate, bajo condiciones de interaccién hidrofébica, se ligan
en mayor extension a los geles modificados con grupos fenilo. En base a esto,
sugirieron que la interaccion de la peroxidasa con estos geles, ademas de ser
hidrofébica, también presenta una adsorcion bioespecifica que debe estar basada en
la similitud estructural que tienen los grupos fenilo con la mayoria de los sustratos
naturales de la enzima (fenoles).

Puesto que este gel parece eliminar una gran cantidad del material que absorbe
a 280 nm y, ademas, posee una alta capacidad para retener proteinas, resulta ser un
método idéneo como paso inicial en la purificacion de una peroxidasa. Con este
propésito se realizé esta primera cromatografia partiendo de una concentracion de
sulfato amoénico de 1,5 M y disminuyendo esta concentracion con un gradiente lineal.

La columna de Phenil-Sepharosa™ 6 Fast Flow (V= 52 ml) fue empaquetada y
equilibrada con sulfato amoénico 1,5 M en Tris-HCI 50 mM pH 7,5. La muestra de
proteina resuspendida en Tris-HCI 50mM pH 7,5, con 1,5 M de sulfato aménico se
aplicé sobre el gel. Tras aplicar la muestra de proteina, la cromatografia se realizé con
el siguiente gradiente decreciente de sulfato amonico: i) 0-100% de tampdon B, minutos
0-200; y ii) 100% de tampdn B, minutos 200-500; utilizando como tampdn A sulfato
amonico 1,5 M en Tris-HCI 50 mM pH 7,5, y como tampén B, Tris-HCI 50 mM pH 7,5.
La cromatografia se realizé a un flujo de 1 ml min™ recogiéndose fracciones de 5 ml.

V.2.2. Cromatografia de intercambio i6nico sobre SP Sepharosa™ Fast
Flow

El intercambio idnico es uno de los métodos que se incluyen en la gran mayoria
de los esquemas de purificacion de enzimas. Debido a que se basa en la carga neta
que presentan las enzimas a un pH dado, existen intercambiadores anidnicos
(cargados positivamente), entre los que destacan aquellos que contienen grupos
amonio, e intercambiadores catidnicos (cargados negativamente), entre los que
destacan los que contienen grupos carboxilato o sulfopropilo. Dado el elevado punto
isoeléctrico (pl) de las peroxidasas extracelulares, se escogioé un intercambiador con
grupos sulfopropilo por presentar carga neta negativa en un amplio rango de pH,
donde la peroxidasa presenta carga neta positiva.

La columna de SP-Sepharosa™ Fast Flow (Vr= 55 ml) fue empaquetada y
equilibrada con tampén acido 3-[Ciclohexilamino]-1-propano-sulfénico (CAPS) 50 mM
pH 9,5. La muestra de proteina procedente de la cromatografia hidrofdbica, se
concentré y simultaneamente se dializé frente a tampén CAPS 50 mM pH 9,5, usando
el sistema de filtros de membrana Amicon Ultra-15 (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda).
Tras aplicar la muestra, la cromatografia se realizé6 con un programa que incluyé un
gradiente ascendente de pH efectuado con dos tampones. Este gradiente consistia en:
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i) 0% de tampdn B, minuto 0-120; ii) 0-100% de tampdn B, minuto 120-270; y iii) 100%
de tampon B, minuto 270-360; siendo el tampén A CAPS 50 mM pH 9,5, y el tampdn
B, CAPS 50 mM pH 11,5. La cromatografia se llevé a cabo con un flujo de 1 ml min™
recogiéndose fracciones de 1 ml. Las fracciones obtenidas se volvieron a
cromatografiar sobre la misma resina en iguales condiciones para obtener fracciones
mas limpias.

V.2.3. Cromatografia de intercambio iénico sobre Q Sepharosa™ Fast Flow

La fraccion proteica no retenida por la columna de SP-Sepharosa se
cromatografié en una resina de intercambio aniénico. En este caso se utilizé una
resina fuertemente aniénica con un grupo amonio cuaternario. La columna de Q-
Sepharosa™ Fast Flow (V1= 54 ml) fue empaquetada y equilibrada con Tris-HCI 50
mM pH 7,5. La muestra procedente de la cromatografia catidnica se concentro v,
simultaneamente, se dializé frente al tampdn anterior usando el sistema de filtros de
membrana Amicon Ultra-15 (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda). Tras aplicar la muestra, la
cromatografia se realizdé con un programa que incluyé un gradiente idnico efectuado
con dos tampones. Este gradiente consistié en: i) 0% de tampdn B, minuto 0-120; ii) O0-
100% de tampon B, minuto 120-240; vy iii) 100% de tampon B, minuto 240-360; siendo
el tampdén A Tris-HCI 50 mM pH 7,5 y el tampén B, Tris-HCI 50 mM y KCI 2,5 M pH
7,5. La cromatografia se llevd a cabo con un flujo de 1 ml min” recogiéndose
fracciones de 1 ml.

V.3. Purificacion de una peroxidasa basica de G. biloba

Para la purificacion de la peroxidasa se siguio el protocolo descrito por Gabaldén
y cols. (2005), con modificaciones. El volumen de fluido extracelular del que se partié
para precipitar la proteina fue de 8,4 litros.

V.3.1. Cromatografia hidrofébica sobre Phenil- Sepharosa™ 6 Fast Flow

Esta cromatografia sobre Phenil-Sepharosa™ 6 Fast Flow (V1= 65 ml) se llevo a
cabo en las mismas condiciones descritas en el apartado V.2.1.

V.3.2. Cromatografia de intercambio iénico sobre SP Sepharosa™ Fast
Flow

La columna de SP-Sepharosa™ Fast Flow (Vi= 66 ml) fue empaquetada y
equilibrada como se sefiala en el punto V.2.2, al igual que la preparacion de la
muestra. El programa utilizado se bas6 en un gradiente ascendente de pH, usando
para ello los mismos tampones que en el punto V.2.2. y con el siguiente gradiente: i)
0% de tampdn B, minuto 0-30; ii) 0-100% de tampdn B, minuto 30-130; y iii) 100% de
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tampdn B, minuto 130-230. La cromatografia se llevé a cabo con un flujo de 1 ml min™
recogiéndose fracciones de 1 ml.

V.3.3. Cromatografia de afinidad sobre Concanavalina A-Sepharosa®4B

La naturaleza glicoproteica de las peroxidasas (mas concretamente la presencia
de unidades manosa en sus glicanos) hace que estas enzimas puedan ligarse a las
lectinas como la Concanavalina A (Rodriguez Marafon y van Huystee, 1994). El uso
de la Concanavalina A, unida a una matriz de Sepharosa 4B, se ensay0 inicialmente
para la purificacion de la peroxidasa de rabano (Brattain y cols. 1976) y, desde
entonces, es frecuentemente utilizada en los esquemas de purificaciéon de dicha
enzima.

La columna de Concanavalina A-Sepharosa®4B (V= 19 ml) fue empaquetada y
equilibrada con el tampdn Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 1 mM, Cl,Ca 1 mM, Cl,Mg 1
mM y Cl,Mn 1 mM. La muestra de proteina procedente de la cromatografia anterior se
concentré y, simultaneamente, se dializé frente al tampén Tris-HCI 50 mM pH 7,5,
usando el sistema de filtros de membrana Amicon Ultra-15 (Millipore, Carrigtwohill,
Irlanda). Tras aplicar la muestra, se inicié un programa en el que se eluyo la proteina
con un gradiente de metil-a-manopiranésido: i) 0% de tampén B, minuto 0-120; ii) O-
100% de tampdn B, minuto 120-220; vy iii) 100% de tampdn B, minuto 220-320; donde
el tampoén B contenia 0,5 M de metil-a-manopirandsido. La cromatografia se llevé a
cabo con un flujo de 0,5 ml min™" recogiéndose fracciones de 1 ml.

V.3.4. Cromatografia de intercambio iénico sobre SP Sepharosa™ Fast
Flow

De la cromatografia de afinidad anterior se obtuvo una muestra de proteina que
quedo retenida por la Concanavalina A. Esta muestra se concentro y dializé frente a
tampon CAPS 50 mM pH 9,5, usando el sistema de filtros de membrana Amicon Ultra-
15 (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda). Finalmente, se cromatografiéo en la misma resina
de intercambio iénico utilizada previamente y en las mismas condiciones descritas en
el apartado V.3.2.

V.4. Purificacion de peroxidasas de C. revoluta

El volumen de medio extracelular del que se partié para precipitar la proteina fue
de 11 litros.

V.4.1. Cromatografia hidrofébica sobre Phenil- Sepharosa™ 6 Fast Flow

Esta cromatografia sobre Phenil-Sepharosa™ 6 Fast Flow (V1= 66 ml) se llevo a
cabo en las mismas condiciones descritas en el apartado V.2.1.
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V.4.2. Cromatografia de intercambio iénico sobre Q Sepharosa™ Fast Flow

La columna de Q-Sepharosa™ Fast Flow (Vr= 20 ml) fue empaquetada y
equilibrada con tampén L-histidina 20 mM con CaCl, 1 mM y MnCl, 1mM pH 6,0. La
muestra proteica procedente de la cromatografia hidrofdbica, se concentré y
simultaneamente se dializé frente al tampdn anterior, usando el sistema de filtros de
membrana Amicon Ultra-15 (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda). Tras aplicar la muestra, la
cromatografia se realizdé con un programa que incluyé un gradiente idénico efectuado
con dos tampones. Este gradiente consistia en: 0% de tampon B, minuto 0-75; 0-100%
de tampodn B, minuto 75-195; 100% de tampdn B, minuto 195-240; siendo el tampén A
L-histidina 20 mM con CaCl, 1 mM y MnCl, 1mM pH 6,0 y el tampén B, L-histidina 20
mM con CaCl; 1 mM, MnCl, 1mM y KCI 1,5 M pH 6,0. La cromatografia se llevo a cabo
con un flujo de 1 ml min™ recogiéndose fracciones de 1 ml.

V.5. Medida del cociente de Reinheitszahl (Rz)

Para obtener este coeficiente, se midieron las absorbancias de la banda Soret
(A) y la absorbancia a 280 nm de la proteina en tampon Tris-acetato 50 mM pH 5,0, en
un espectrofotémetro Uvikon 923. El valor de Rz se calcul6 dividiendo los valores de la
absorbancia de la banda Soret / absorbancia a 280 nm.

V.6. Efecto de reversion del HgCl,

Para determinar la naturaleza paraperoxidasa (peroxidasa de bajo espin) de la
peroxidasa de G. biloba, la proteina purificada se trat6 con HgCl, en una razén
estequiométrica de 1:1 (Yamazaki y cols. 1967).

VI. Protedmica

Los analisis protedmicos se realizaron en la Plataforma de Proteémica del
Parque Cientifico de Barcelona (PCB) y en el Servicio de Proteémica del Centro
Nacional de Biotecnologia (CNB) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC), de Madrid.

VI.1. Digestién de proteinas

La digestion triptica de las proteinas del medio extracelular de las suspensiones
se llevé a cabo con la proteina soluble total, asi como las peroxidasas purificadas de
G. biloba y C. revoluta. Ademas, en este ultimo caso, la fraccién de peroxidasas acidas
se desarrollé en un gel disociante (SDS-PAGE) y se tifnd con azul de Coomassie. Las
bandas de interés se recortaron manualmente con un bisturi para llevar a cabo el
protocolo de digestion.
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Digestion de proteinas en el PCB

Las proteinas se digirieron en gel con tripsina (Promega, grado de
secuenciacién) en el robot automatico Investigator ProGest de Genomic Solutions. Se
recortaron las bandas del gel y se lavaron con bicarbonato de amonio y acetonitrilo.
Las proteinas se redujeron con un tratamiento de DTT (ditiotreitol) 10 mM durante 30
minutos y se alquilaron con una solucién de yodoacetamida 55 mM durante 15
minutos. Después de varios lavados secuenciales con bicarbonato amodnico
(NH4HCO3) 25 mM vy acetonitrilo, las proteinas fueron digeridas durante toda la noche
a 37°C, con 0,27 nmoles de tripsina. Los péptidos tripticos se extrajeron de la matriz
del gel con 10% acido férmico y acetonitrilo, los extractos se juntaron y se secaron en
una centrifuga al vacio.

Digestion de proteinas en el CNB

Las proteinas de interés incluidas en las bandas del gel, se recortaron
manualmente, se depositaron en placas de 96 pocillos y se procesaron
automaticamente en un Proteineer DP (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). Para la
digestién protéica, las piezas de gel se lavaron con bicarbonato aménico 50 mM y se
trataron con acetonitrilo (Schevchenko y cols. 1996). Las proteinas se redujeron con
DTT (ditiotreitol) 10 mM en bicarbonato aménico 25 mM, y se alquilaron con
iodoacetamida 55 mM en bicarbonato amdnico 50 mM. Las proteinas se digirieron con
tripsina de cerdo modificada (calidad para secuenciacion; Promega, Madison WI) a
una concentracion final de 15 ng/ul en bicarbonato aménico 25 mM durante 4 horas a
37°C. Los péptidos se eluyeron del gel con acido trifluoroacético 0,5% en agua durante
30 minutos a 25°C.

VI.2. Adquisiciéon de espectros de MS y MS/MS

La espectrometria de masas es un método que determina con exactitud la
relacion masa/carga (m/z) de los iones en el vacio, permitiendo, de esta manera, la
determinacion concreta de la masa molecular. Para conseguir las huellas peptidicas, la
proteina se digiere con un compuesto que la escinde por un sitio especifico
(normalmente se utiliza tripsina) y se determina las masas de cada uno de los péptidos
resultantes (fragmentos tripticos). Estas masas se utilizan posteriormente para
identificar estos péptidos realizando su busqueda en las bases de datos.

En este método, los fragmentos peptidicos generados por el método anterior se
fragmentan de nuevo obteniéndose como resultado fragmentos peptidicos mas cortos,
o fragmentos idnicos. Los espectros de fragmentacion de los péptidos ftripticos se
utilizan para identificar ese péptido en las bases de datos (incluso en base de datos de
secuencias de ADNc que se expresan en EST). En ambos casos, estas
aproximaciones requieren que la proteina en cuestion haya sido identificada
previamente por sus huellas peptidicas, y que los espectros de fragmentacion de los
péptidos tripticos se encuentren depositados en las bases de datos. Cuando este no
es el caso, se puede realizar la secuenciacion de novo. Mediante este método, los
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fragmentos idnicos se generan, bien mediante degradacion quimica secuencial del
extremo N-terminal, o bien mediante la separacion del fragmento iénico generado
como se menciond anteriormente, en un grupo de fragmentos mas pequefios. Las
diferencias de masas entre fragmentos secuenciales se corresponden con masas
conocidas de los aminoacidos individuales, permitiendo, de esta manera, deducir la
secuencia de la proteina, sin informacion correlativa adicional, directamente a partir de
las secuencias depositadas en las bases de datos.

Adquisicion de espectros de MS y MS/MS en el PCB

Los péptidos digeridos y extraidos de los geles bidimensionales se analizaron
mediante espectrometria masas. Se emplearon las técnicas de ionizaciéon por laser
asistida por matriz (MALDI-TOF) y nano-electrospray (nanoESI). Los equipos
utilizados fueron el MALDI-TOF/TOF (4700 Proteomics Analyzer, Applied Biosystems)
y el electrospray acoplado a un micro-cromatografo liquido (Q-TOF Global, Micromass
Waters). Estos analisis se realizaron en la Plataforma de Proteémica del Parque
Cientifico de Barcelona.

Espectrometria MALDI-TOF/TOF

En este caso, los digeridos se resuspendieron en 5 ul de una solucion de acido
trifluoroacético 0,1% y acetonitrilo 50%. Una alicuota de 0,5 pl se mezcl6 con el mismo
volumen de una solucion matriz, 2 mg/ml de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA,
Aldrich) en una solucion de &cido trifluoroacético 0,1% y acetonitriio 50%. Para la
determinacioén de la masa molecular de la proteina intacta, la soluciéon conteniendo la
proteina fue concentrada en una micro columna de Cig y la proteina fue eluida
directamente sobre la placa de MALDI con una solucién de matriz CHCA (2mg/ml) en
75% de acetonitrilo y 0,1% TFA. El analisis se realizdé con los parametros empleados
para la adquisicidén de espectros de masas en modo lineal. Los tres picos mayoritarios
se seleccionaron para ser caracterizados por analisis MS/MS. Los datos provenientes
del espectro se compararon con los de la base de datos utilizando el buscador Mascot.

Espectrometria de masas ESI

En el andlisis por nano-electrospray los péptidos tripticos se separaron por
cromatografia liquida on-line acoplada en tandem con espectrometria de masas
(CapLC-nanoESI-Q-TOF; Micromass-Waters). En este caso, la muestra se
resuspendié en 12 pl de una solucién de acido formico al 10 % y 4 pl se inyectaron en
una columna capilar de fase reversa Cig (75 uym de diametro interno y 15 cm de
longitud, PepMap column, LC Packings). Se utilizaron agujas de nano-ESI del tipo
PicoTip™ (New Objetive). Se aplicé un voltaje entre 1800-2200 V en la aguja y de 80
V en el cono. En la celda de colisién, CID (Collision Induced Dissociation) se aplicé un
potencial de 20-35 eV y se empled el argbn como gas de colision. Los datos se
generaron en un formato PKL y se compararon con los de la base de datos mediante
el buscador Mascot.
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Adquisicion de los espectros de MS y MS/MS en el CNB

Espectrometria MALDI-TOF/TOF

El espectro de masas MS se obtuvo mediante analisis automatico en un
espectrometro de masas Bruker Reflex IV MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania) mediante el software FlexControl 1.1. Los espectros obtenidos se
procesaron con el software Xtof 5.1.1 para el analisis de datos crudos. Cada espectro
se calibré internamente con dos iones de referencia provenientes de la autolisis de
tripsina, concretamente con los péptidos de 842510 Da y de 2211.105 Da,
obteniéndose un error medio en la medida de la masa de + 30 ppm en el rango entre
800-3000 m/z. Ademas, todos los contaminantes conocidos se excluyeron durante el
proceso. Los parametros usados para analizar los datos establecieron un umbral de
fondo de 20 (relacion sefal/ruido) y una resolucion superior a 4000 (FWHM). Para la
identificacion de proteinas, las masas de los péptidos tripticos se transfirieron a la
interfaz BioTools 2.0 (de Bruker Daltonics) para buscar en la base de datos del NCBInr
usando el software Mascot (www.matrixscience.com; Matrix Science, London, UK).
Los parametros de busqueda fueron los siguientes: carbamidometil cisteina como
modificacion fija debido al tratamiento con yodoacetamida, metioninas oxidadas como
modificacion variable, una tolerancia de masa peptidica de 80 ppm y tolerancia de
hasta un sitio de rotura triptica sin digerir. En todas las identificaciones proteicas, la
probabilidad de puntuaciones fue superior a la minima puntuacion establecida como
significativa con un valor-p menor de 0,05.

Espectrometria de masas ESI

La ionizacién por electronebulizacion (Electrospray lonisation, ESI) genera una
amplia coleccion de iones metaestables facilmente fragmentables, pero requiere una
purificacién previa de la muestra por cromatografia capilar de alta resoluciéon (nano-
HPLC). La confinacién de los iones generados en una trampa idnica y su posterior
fragmentacion en una camara de colision, permite la obtencion de informacién
secuencial.

Para ello, el primer paso consistio en una digestion de la muestra, la cual, se
disolvié en 180 pl de tampdn de digestién compuesto por urea 8 M, bicarbonato de
amonio 25 mM, DTT 10 mM. Se incubé a 37°C durante 1 hora una alicuota
correspondiente a 5 pg (5 pl). Posteriormente, se afadié yodoacetamida a una
concentracién final de 50 mM, y se incub6 a temperatura ambiente durante 45 minutos
en oscuridad. La muestra se diluyd 5X con bicarbonato de amonio 25 mM y se le
afiadié 1:25 de tripsina recombinante (Roche, Mannheim, Alemania) incubandose toda
la noche a 37°C.

Los péptidos tripticos resultantes se secaron y se disolvieron en tampén ESI A
(0,5% de acido acético en agua). La cromatografia liquida del analisis ESI MS/MS se
llevé a cabo de la siguiente manera: las fracciones se cargaron en una columna de
fase reversa C18 de 100 mm x 100 pM I.D. (New Objetive, Woburn, MA), y se
fraccionaron en un sistema cromatografico Famos-Switchos-Ultimate (LCPackings,
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Paises Bajos) con un gradiente lineal del 5-40% de tampdn ESI B (90% de acetonitrilo,
0,5% de acido acético en agua) a 450 nl/min durante 90 minutos. Los péptidos eluidos
de la columna se analizaron directamente en un espectrometro de masas de trampa
i6nica Esquire 30007 (Brucker Daltonics, Bremen, Alemania). En algunas muestras
se utilizé un espectrémetro de masas de trampa idnica HCT Ultra PTM (Brucker
Daltonics, Bremen, Alemania). Los espectros de fragmentacion MS/MS se obtuvieron
mediante conmutacién automatica entre el modo MS y MS/MS usando exclusion
dinamica. Las busquedas en las bases de datos se llevaron a cabo a través de las
ultimas versiones de las bases de datos NCBInr y SwissProt utilizando el software
MASCOT (http://www.matrixscience.com/home.html).

VI1.3. Secuenciacion N-terminal de la peroxidasa de G. biloba

El método mas directo para establecer la identidad de una proteina es el
conocimiento de la secuencia de aminoacidos de su estructura primaria. La
composicion de aminoacidos de una proteina se determina mediante la hidrélisis acida
(6 M HCI, 110°C, 24 h) de todos los enlaces peptidicos, y analizando posteriormente
los aminoacidos resultantes mediante cromatografia. Este método nos indica el
porcentaje de todos y cada uno de los aminoacidos que constituyen la proteina, pero
no proporciona informacion acerca de su secuencia.

La determinacion de la secuencia muchas veces implica la rotura de la proteina
en un numero determinado de pequefios péptidos, utilizando enzimas proteoliticos
especificos como la tripsina, 0 compuestos quimicos como el bromuro de cianégeno,
que atacan sélo a determinados enlaces peptidicos. A continuacion, cada péptido se
somete a la degradacién secuencial de Edman utilizando un secuenciador automatico
de proteinas. De esta manera, se separa el residuo N-terminal de cada péptido y se
identifica mediante cromatografia. El ciclo se repite para identificar el siguiente
aminoacido y asi sucesivamente. Este método resulta muy laborioso y caro, por lo que
la mayor parte de las proteinas se secuencian indirectamente a partir de la
secuenciacién del ADN del gen, o de su ADNc, y deduciendo la secuencia proteica a
partir de la secuencia de bases. Este ultimo método es mas sencillo y rapido, pero no
recoge las modificaciones post-traduccionales que pueden haber sufrido las proteinas.

Por lo tanto, la secuenciacién directa por el método de Edman queda restringida
a la determinacion del extremo N-terminal, o a la identificacion de una secuencia
interna de la proteina, que proporciona una informacién valiosa para la construccién de
un oligonucleétido que se utiliza posteriormente para amplificar el gen o el ADNc.

Previamente a la secuenciacién del extremo N-terminal de la peroxidasa
purificada de G. biloba, se tuvo que proceder a desbloquear el extremo N-terminal, lo
cual es bastante frecuente en las peroxidasas (Kjeersgard y cols. 1997) Para ello, la
proteina se incubd con piroglutamato aminopeptidasa (Sigma) en una relacion 80/1
(p/p), durante 12 horas a 37°C. La secuenciacion se realizd6 en un secuenciador
modelo Procise 494 de Applied Biosystems. Los andlisis de secuenciacion del extremo
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N-terminal se llevaron a cabo en el Centro de Investigaciones Biologicas (CIB) del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Madrid.

VII. Técnicas bioinformaticas

VIl.1. Basqueda de secuencias en las bases de datos

Las secuencias de las peroxidasas de la mayoria de las especies se han
descargado de las bases de datos mas importantes actualmente, como el National
Center of Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y Peroxibase
(http://peroxidase.isb-sib.ch/), una base de datos exclusivamente de peroxidasas
vegetales de clase Il (Bakalovic y cols. 2006).

VIl.2. Alineamientos de proteinas

Los alineamientos de las secuencias por homologia se llevaron a cabo mediante
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), programa que se encuentra en el portal del
Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI). ClustalW es un programa de alineamientos
de secuencias multiples para ADN o proteinas. Este programa construye el
alineamiento de secuencias multiples biolégicamente significativas a partir de
secuencias divergentes. Calcula, mediante algoritmos, el mejor resultado para las
secuencias seleccionadas y las alinea de manera que las similitudes y diferencias
entre las secuencias son facilmente apreciables (Thompsom y cols. 1994).

VII.3. Busqueda de secuencias homoélogas

La busqueda de secuencias homoélogas se realizd mediante la técnica
algoritmica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a través de la pagina del EBI.
El BLAST constituye una herramienta muy util para la busqueda de alineamientos
locales basicos y proporciona informacion sobre la estructura y la funcién de la nueva
proteina encontrada. Para realizar la busqueda de las secuencias homdlogas, se
usaron dos herramientas blast, el NCBI-Blast2 (Pearson 1990) y el MPsrch (Smith y
Waterman 1981). MPsrch es una herramienta que compara las secuencias mediante
el algoritmo verdadero de Smith y Waterman, y permite una busqueda mas rigurosa en
menos tiempo, mientras que Blast utiliza un método heuristico, por ello, MPsrch es
capaz de identificar secuencias de forma exitosa donde Blast falla o incluso da falsos
positivos.

En ambos casos, las condiciones en las que se realizd el blast fueron las
especificadas por defecto en la pagina del EBI, excepto en aquellos casos en los que
era necesario ampliar la busqueda, para los cuales se disminuyé el umbral, o se quité
el filtro para encontrar un mayor numero de secuencias.
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I. Estudio de la actividad peroxidasa en callos
I.1. Caracterizacion del crecimiento de callos

Los callos se han usado con frecuencia como sistemas modelo para estudiar los
cambios temporales en el contenido de metabolitos y expresion enzimatica
relacionados con el desarrollo vegetal (Franzs y cols. 1989, Krsnik-Rasol 1991,
Peskan y cols. 1997).

Es importante conocer el crecimiento de los callos para planificar estudios
posteriores. La curva de crecimiento de los callos se determina midiendo el peso
fresco y el peso seco. Sin embargo, la medida del peso seco es un criterio mas fiable
porque los callos, cuando se retiran del recipiente que los contiene, pierden agua y
peso muy rapidamente.

En la bibliografia difiere el tiempo considerado para realizar una curva de
crecimiento, desde 10 hasta 100 dias (Wakamatsu y Takahama 1993, Lopez Arnaldos
y cols. 2002). Pero todas ellas coinciden en una primera fase de crecimiento lento,
seguido de un crecimiento exponencial. Si el experimento se prolonga lo suficiente, se
llega a una fase de senescencia.

En el caso de callos de B. pendula mantenidos a la oscuridad se observa que la
curva de crecimiento (Figura 3.1A) es practicamente constante, sin diferencias
apreciables en la tasa de crecimiento a lo largo de todo el periodo estudiado, tanto
valorando el peso fresco como el peso seco. Por otro lado, cuando se valora el peso
fresco de los callos de G. biloba (Figura 3.1B) se puede observar una curva de tipo
sigmoidal, con poco crecimiento en los primeros 7 dias del cultivo, debido a la
adaptacion de los callos a las nuevas condiciones. A este periodo le sigue una fase de
crecimiento exponencial, con la tasa maxima entre los 14 y los 21 dias. El peso seco
refleja de forma mas precisa la evolucion del crecimiento. En este caso sigue la misma
curva que el peso fresco, pero difiere en el ultimo estadio, en el que el peso fresco
refleja un crecimiento mas pronunciado. Sin embargo, el peso seco indica que los
callos empiezan a entrar en la fase estacionaria.

Al igual que en callos a la oscuridad, en los callos mantenidos a la luz la tasa de
crecimiento es mas lenta al principio del subcultivo. En el caso de B. pendula (Figura
3.1C), la tasa de crecimiento maxima aparece a los 28 dias. Por el contrario, en el
caso de G. biloba (Figura 3.1D) se puede apreciar la fase de senescencia final v,
ademas, la tasa maxima de crecimiento se situa a los 14 dias, frente a los 21 dias de
la oscuridad.

En cualquiera de las dos especies, tanto las curvas del peso fresco como del
peso seco son practicamente paralelas, lo que indica que en este caso el peso fresco
sigue siendo un buen indicador del crecimiento.
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Figura 3.1. Curva de crecimiento de callos de B. pendula (A'y C) y G. biloba (B y D)
mantenidos a la oscuridad (A y B) yala luz (C y D). PF = peso fresco (-); PS = peso seco ().

En cuanto a la comparacion de los valores de peso fresco y seco, tanto los callos
mantenidos a la oscuridad como a la luz alcanzan unas cifras similares, con lo que se
puede concluir que los callos de B. pendula y G. biloba pueden crecen en ambas
condiciones ambientales. No obstante, las desviaciones son mayores en los callos en
presencia de luz, con lo que el crecimiento de los callos en condiciones de oscuridad
es mas homogéneo, y por lo tanto, mas adecuado para estudios posteriores.

Los callos de ambas especies mostraron sintomas de pardeamiento en las fases
mas avanzadas de su desarrollo, especialmente los de B. pendula, aunque este
pardeamiento no parecio repercutir en su tasa de crecimiento. El pardeamiento de un
tejido esta causado por la oxidacion de fenoles, lo que ocurre como consecuencia de
una degradacién celular (Lee y Whitaker 1995), aunque esto no es siempre necesario.

I.2. Determinacion de la actividad peroxidasa en callos

Para determinar la actividad peroxidasa de callos mantenidos tanto a la
oscuridad como a la luz, se tomaron muestras a los 7, 14, 21 y 28 dias. En el caso de
B. pendula, la maxima actividad peroxidasa se situé a los 14 dias en el caso de los
callos mantenidos a la oscuridad, y a los 28 dias en los mantenidos a la luz. El
fraccionamiento subcelular de estos callos (Tabla 3.1) revelé que la mayor parte de la
actividad, utilizando 4-metoxi-a-naftol (4-MN) como sustrato, se localiz6 en la fraccion
soluble (no-sedimentable), estando el resto de la actividad asociada iénicamente a la
pared celular y a la fraccion de membranas.
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Tabla 3.1. Actividad peroxidasa en las diferentes fracciones de callos de B. pendula
mantenidos a la oscuridad y a la luz, usando 4-MN como sustrato.

Tiempo ) Actividad pc_e1roxidasa
(dias) Fracciones (nkat g PF)
Oscuridad Luz
7 soluble 5,08+0,59 4,44+1,24
i6nica membrana 0,52+0,16 0,41+0,06
idnica pared 0,52+0,07 0,41+0,03
14 soluble 12,22+3,16 3,83+1,30
idbnica membrana 0,79+0,20 0,38+0,11
i6nica pared 0,54+0,12 0,23+0,10
21 soluble 9,05+3,52 5,41+0,59
idnica membrana 0,43+0,19 0,40+0,10
idnica pared 0,55+0,24 0,33+0,09
28 soluble 12,32+3,83 5,47+1,03
idnica membrana 0,54+0,11 0,43+0,08
i6nica pared 0,45+0,10 0,33+0,07

En el caso de los callos de G. biloba, la maxima actividad peroxidasa se
encontré en la fraccion soluble (Tabla 3.2), igual que en B. pendula, mientras que el
resto se repartio casi equitativamente entre la fraccion idnicamente ligada a la pared y
la ligada de forma idnica a la membrana. Resultados similares fueron descritos por
Escribano y cols. 2002 en Beta vulgaris. Al contrario que en B. pendula, los callos a la
oscuridad mostraron la maxima actividad a los 21 dias, mientras que los callos
mantenidos a la luz presentaron un maximo a los 14 dias. En los callos a la luz se
mantuvo el mismo patrén en cuanto a la proporciéon de actividad peroxidasa en
distintos compartimentos (Tabla 3.2), aunque vario el periodo de maxima actividad.

Tabla 3.2. Actividad peroxidasa en las diferentes fracciones de callos de G. biloba mantenidos
a la oscuridad y a la luz, usando 4-MN como sustrato.

Tiempo . Actividad pg1roxidasa
(dias) Fracciones (nkat g PF)
Oscuridad Luz
7 soluble 6,97+2,85 2,81+0,54
iénica membrana 0,52+0,14 0,05+0,03
iénica pared 0,54+0,36 0,14+0,02
14 soluble 9,43+1,73 3,80+1,42
i6nica membrana 0,66+0,28 0,13+0,04
i6nica pared 0,51+0,31 0,16+0,05
21 soluble 13,48+1,93 3,03+0,84
ibnica membrana 0,72+0,14 0,08+0,02
iénica pared 0,31+0,15 0,11+0,02
28 soluble 6,54+1,32 3,78+1,75
idnica membrana 0,19+0,08 0,10+0,03
idnica pared 0,44+0,11 0,34+0,10
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Los callos mantenidos a la oscuridad presentaron niveles de actividad
peroxidasa muy superiores a los callos mantenidos a la luz en todas las fracciones
estudiadas, es decir, soluble, ibnica de membrana e idnica enlazada a la pared (Tablas
3.1y 3.2). Estos datos contrastan con los obtenidos por Bernal y cols. (1997), en callos
de Beta vulgaris, los cuales mostraban siempre mayor actividad peroxidasa a la luz
que a la oscuridad. Sin embargo, estos resultados concuerdan con Arezki y cols.
(2001) con tejidos in vitro de Eucaliptus camaldulensis. Los tejidos cultivados a la luz
presentaban mayor cantidad de compuestos fendlicos que los cultivados a la
oscuridad, de forma inversa a la actividad peroxidasa. Esto ultimo puede explicarse
por uno de los papeles asignados a las peroxidasas, como es su participacién en el
catabolismo de las auxinas (Ros Barcel6 y Mufoz 1992, Savistsky y cols. 1999,
Mathesius 2001): un incremento de la actividad peroxidasa normalmente significa
menos auxina para el crecimiento. Se ha visto que los compuestos fendlicos, los
polifendlicos y algunos monofendlicos como el &cido sinapico o el ferulico, a bajas
concentraciones, son inhibidores del catabolismo de las auxinas catalizado por las
peroxidasas (Krylov y cols. 1993, Volpert y cols. 1995).

El repunte en la actividad peroxidasa a los 28 dias en callos de B. pendula
cultivados a la oscuridad puede deberse al pardeamiento observado. Se ha visto que
tanto peroxidasas como polifenol oxidasas participan en el pardeamiento de los
cultivos in vitro (Dowd y Norton 1995, Lopez-Serrano y Ros Barceld 1998) y que en
algunos cultivos, el pardeamiento fue consecuencia de un elevado estrés oxidativo
(Laukkanen y cols. 2000). Este hecho también podria explicar el aumento constante de
actividad en los callos mantenidos a la luz, acorde con la progresion de su
pardeamiento (Degl’'Innocenti y cols. 2005).

Dentro de los diferentes estadios estudiados, los mayores niveles de actividad
peroxidasa soluble coincidieron con la tasa de crecimiento maxima del cultivo. Estos
datos concuerdan con los publicados por Lopez Arnaldos y cols. (2002) en callos de
fresa y de Souza y MacAdam (1998), que encontraron una actividad peroxidasa mayor
en hojas de maiz en zonas con una activa division celular. Las peroxidasas estan
implicadas en la polimerizacidon de componentes de la pared celular y en el control de
la plasticidad de la misma (Hoson y cols. 1995, Passardi y cols. 2005), lo que influiria
en la division celular (Cooper y cols. 1994). Por el contrario, estos resultados
contrastan con los presentados por Thaker y cols. (1986) y Zheng y van Huystee
(1992), que describen una correlacion inversa entre la tasa de crecimiento y la
actividad peroxidasa.
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1.3. Isoenzimas

Las peroxidasas son enzimas altamente polimérficas, que presentan un elevado
numero de isoenzimas. Cada isoenzima difiere frecuentemente en su especificidad de
sustrato y su posible funcion. Por ello, se estudio el patrén de isoenzimas de ambas
especies de callos durante su desarrollo.
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Figura 3.2. Isoelectroenfoque en condiciones de equilibrio de las fracciones soluble (1), i6nica
de membrana (2) e iénica de pared (3) de callos de B. pendula a los 14 dias del subcultivo en
la oscuridad (a) y en la luz (b), y de G. biloba a los 21 dias del subcultivo en la oscuridad (c) y
en la luz (d). Las isoenzimas de peroxidasas se revelaron con 4-MN y H,0,.

Los patrones de isoperoxidasas de las fracciones soluble, enlazada a membrana
€ iénicamente enlazada a la pared de callos se analizaron por isoelectroenfoque en un
gradiente de pH de 3,5-9,5 y se tifleron posteriormente con 4-MN y H,O.. En el caso
de B. pendula el patrén de peroxidasas es el mismo en la fraccion soluble (Figura 3.2,
calles a1 y b1) e idnicamente ligada a la membrana (Figura 3.2, calles a2 y b2),
mostrando peroxidasas basicas, neutras y acidas. En la fraccién ligada a la pared
(Figura 3.2, calles a3 y b3) desaparecen las peroxidasas acidas y neutras quedando
unicamente dos peroxidasas muy basicas. El patron observado es independiente de
las condiciones de cultivo.

En el caso de G. biloba (Figura 3.2), al igual que en B. pendula, el patrén de
peroxidasas es el mismo en la fraccién soluble (Figura 3.2, calles c1 y d1) e
idbnicamente ligada a la membrana (Figura 3.2, calles c2 y d2), mostrando tanto
peroxidasas basicas como acidas. La unica diferencia entre los callos cultivados a la
luz y a la oscuridad es la mayor intensidad de la peroxidasa mas basica en los callos
mantenidos a la luz (Figura 3.2, calles d1-2). Las peroxidasas acidas no estan
presentes en la fraccion ligada a la pared, donde sélo aparece una de las
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isoperoxidasas mas basicas (Figura 3.2, calles ¢c3 y d3). La colocalizacién de
isoperoxidasas basicas de alto pl en las fracciones soluble, ligada iénicamente a la
membrana y a la pared celular fue anteriormente descrita por Ferrer y cols. (1992),
Bernal y cols. (1993) y Sottomayor y cols. (1996) en hipocotilos de Lupinus albus,
hojas de Capsicum annuum y de Catharanthus roseus, respectivamente.

Ya que la fraccién peroxidasa soluble no-sedimentable presenta la mayor
proporcion de actividad peroxidasa (aproximadamente un 90%), y en ella aparecen la
mayor parte de las isoenzimas peroxidasa, ésta fue la utilizada para posteriores
estudios del patron de isoenzimas a lo largo del crecimiento del callo.
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Figura 3.3. Isoelectroenfoque de la fraccion soluble de callos de B. pendula (a y b) y de G.
biloba (c y d) mantenidos en la oscuridad (ay c)yenlaluz (b yd), alos 7 dias (1), 14 dias (2),
21 dias (3) y 28 dias (4). Las isoenzimas de peroxidasa se revelaron con 4-MN y H,O..

En el caso de callos de B. pendula (Figura 3.3, calles a y b) no existen
diferencias en cuanto al patrén de peroxidasas a la luz y a la oscuridad. A lo largo del
desarrollo, y a partir de los 7 dias aparecen una banda basica de alto pl (flecha roja) y
una banda muy acida (punta de flecha roja), que se mantienen durante el resto del
periodo ensayado, tanto en condiciones de luz como de oscuridad.

En la fraccion soluble de callos de G. biloba en la oscuridad, y en cuanto a las
isoenzimas basicas, se observa el mismo patron de isoperoxidasas
independientemente de los dias ensayados (Figura 3.3, calles ¢ y d). Sin embargo, la
cantidad de peroxidasas acidas en la oscuridad aumenta conforme el desarrollo de los
callos (puntas de flecha negras). Este hecho no ocurre en los callos cultivados a la luz,
donde por el contrario, desaparece una banda basica a los 21 dias (flecha negra). Esta
ultima peroxidasa podria expresarse en condiciones de oscuridad, y que aparezca en
los primeros estadios del cultivo a la luz podria deberse a que todavia se estén
aclimatando los callos a las nuevas condiciones de cultivo.

Estos cambios no resultan extranos puesto que la luz es un factor que produce
cambios en el patron de expresion de las proteinas. La transferencia de callos de la
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oscuridad a la luz suele ir acompafiado de alteraciones tanto en la actividad
peroxidasa como en los patrones de isoenzimas, indicando la existencia de un sistema
regulatorio diferente de esta actividad (Bernal y cols. 1997). Por ejemplo, se ha visto
que la luz aumenta la proporcién de elementos traqueales en diferenciacion en callos
de Pinus radiata (Méller y cols. 2006) y en suspensiones celulares de Populus tremula
x P. tremuloides (Ohlsson y cols. 2006). También se ha visto que al exponer
suspensiones celulares a la luz se activa la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL)
como respuesta al estrés, induciendo el metabolismo fenilpropanoide (Mader y Hanke
1997). Sin embargo, en los callos mantenidos a la luz, la actividad peroxidasa
disminuye con respecto a los mantenidos en oscuridad, a pesar de tratarse de la
enzima final de la ruta de biosintesis de ligninas (Tablas 3.1y 3.2).

I.4. Determinacion de la actividad peroxidasa en callos con otros sustratos

Para completar el estudio de la actividad peroxidasa se utilizaron otros dos
sustratos no fisioldgicos, como son la tetrametilbenzidina-HCI (TMB) y la siringaldazina
(Syr). Para este ensayo unicamente se us6 la fraccidén de peroxidasa soluble, por ser
la mayoritaria en los callos. Tanto en B. pendula como en G. biloba los resultados
(Figura 3.4) muestran un patron de actividad peroxidasa idéntico, independiente del
sustrato utilizado, ya descrito anteriormente (Tablas 3.1y 3.2).

Las diferencias que se aprecian se basan en la diferente afinidad que muestran
las peroxidasas frente a los distintos sustratos. EI mas sensible es la TMB, ya que con
ella se consigue la mayor actividad peroxidasa (Lépez Arnaldos y cols. 2002, Mika y
Luthje 2003). Por el contrario, la capacidad de dicha enzima de oxidar la siringaldazina
es bastante reducida. La oxidacion de este sustrato se ha relacionado con la
lignificacion en un amplio rango de especies (Harkin y Obst 1973, Christensen y cols.
2001), por ser analogo a los grupos siringilo presentes en las ligninas. Las ligninas de
angiospermas tienen una proporcion similar de grupos siringilo (S) y guaiacilo (G);
mientras que en las gimnospermas predominan los grupos G, y en menor proporcion,
los grupos H (hidroxifenilo) (Higuchi 1990). Basandonos en este hecho, no es
sorprendente que las peroxidasas de G. biloba, como gimnosperma, tengan baja
afinidad por la siringaldazina. Aun asi es destacable que estas peroxidasas sean
capaces de oxidar dicho sustrato. Las peroxidasas de callos de B. pendula oxidan la
siringaldazina de manera poco eficiente. Esta baja afinidad se vio en otras
angiospermas con la presencia contrastada de grupos S, como Eucaliptus (Aoyama y
cols. 2001).

89



Resultados y discusion

%90‘ A B ©
2 460 o
S ook S
g o
440 o
©
8 ®
2 30r d120 2
< <
© c D415 g
515- g
o {10 8
S 10F o
© ©
© ©
S sr 1° =
< <
© 9 E F ®
® 44 ®©
S o
S S
g °f 2
ks 12 8
s 3r s
3 3
S iﬁ S
7 14 21 28 7 14 21 28

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 3.4. Actividad peroxidasa expresada en nkatales g'1 PF de callos de B. pendula (A, Cy
E) y G. biloba (B, D y F) en la oscuridad (m) y en la luz (m), usando como sustratos
tetrametilbenzidina-HCI (A, B), 4-metoxi-a-naftol (C,D) y siringaldazina (E,F).

También se procedié a determinar la actividad peroxidasa con cuatro sustratos
naturales, que se incluyen en la ruta de biosintesis de las ligninas. Estos son el alcohol
coniferilico, el coniferilaldehido, el alcohol sinapilico y el sinapilaldehido.

En el caso de B. pendula, en callos mantenidos a la oscuridad (Figura 3.5A y C),
el maximo se situa a los 28 dias tras el subcultivo; y a los 21 dias en los callos a la luz,
difiriendo de las actividades halladas con otros sustratos, donde la maxima actividad
peroxidasa se situaba a los 14 y 28 dias, respectivamente. En el caso de callos de G.
biloba mantenidos a la oscuridad (Figura 3.5B y D) se observa el mismo patrén en la
actividad peroxidasa que usando otros sustratos (Figura 3.4), es decir, presenta un
maximo a los 21 dias. Sin embargo, en los callos mantenidos a la luz (Figura 3.5B y
D), el patrén difiere con respecto a otros sustratos. Con coniferilaldehido el maximo se
situa a los 21 dias tras el subcultivo; mientras que con el 4-MN, la TMB y la Syr (Figura
3.4) la maxima actividad peroxidasa aparece a los 14 dias.

Como la mayoria de las peroxidasas de clase lll, las enzimas presentes en los
callos de G. biloba y B. pendula presentan gran afinidad por el alcohol coniferilico (Ros
Barcel6 y cols. 2003b) y por el coniferilaldehido (Figura 3.5). En gimnospermas no se
ha descrito la presencia de la enzima CAId5H (Osakabe y cols. 1999), que permite la
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sintesis de sinapilaldehido (y posteriormente unidades siringilo) a partir de
coniferilaldehido, lo que explicaria la baja afinidad de las peroxidasas de B. biloba
tanto por el alcohol sinapilico como por el sinapilaldehido. Estos resultados
concordarian con la baja afinidad que presenta frente a la siringaldazina. Aun asi, es
notable senalar que a pesar de mostrar baja afinidad, es capaz de oxidar estos
sustratos, principalmente el alcohol sinapilico. La existencia de peroxidasas de
gimnospermas capaces de oxidar residuos siringilo ha sido descrita en Picea abies
(Marjamaa y cols. 2006b), Cryptomeria japonica (Tsutsumi y cols. 1998) y Picea
sitchensis (McDougall 2001) especies que carecen de ligninas de tipo S.
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Figura 3.5. Actividad peroxidasa expresada en nkatales g'1 PF de la fraccion soluble de callos
de B. pendula (A, C) y G. biloba (B, D) mantenidos en la oscuridad y en la luz, medida con
alcohol coniferilico, coniferilaldehido (A y B), alcohol sinapilico y sinapilaldehido (C y D). CAlc=
Alcohol coniferilico; CAld= coniferilaldehido; SAlc= alcohol sinapilico; SAld= sinapilaldehido;
Osc= oscuridad.

Las peroxidasas presentes en la fraccién soluble de callos de B. pendula (Figura
3.5A y C) presentan una baja capacidad para oxidar los precursores de las unidades
siringilo, especialmente en los callos mantenidos en la luz. Sin embargo, presentan
una alta afinidad por el alcohol coniferilico (Ros Barcel6é y cols. 2003b), aunque en este
caso el sustrato que mejor oxidan es el coniferilaldehido.

La mayor actividad peroxidasa que se observa usando coniferilaldehido como
sustrato en vez de alcohol coniferilico no es algo excepcional (Wallace y Fry 1999, Ros
Barcelé y Pomar 2001), a pesar de que la mayoria de los constituyentes de las ligninas
proceden de los alcoholes cinamilicos. Se ha sugerido que los aldehidos cinamilicos
también se incorporan al polimero en crecimiento de la lignina (Higuchi y cols. 1994,
Lapierre y cols. 1995), lo que podria explicar la alta afinidad de la enzima por el
coniferilaldehido.

91



Resultados y discusion

I.5. Caracterizacion de la actividad peroxidasa

Para caracterizar la actividad peroxidasa de la fraccion soluble de callos de
ambas especies se hizo un ensayo con inhibidores, utilizando como sustrato la
siringaldazina. Los resultados se presentan en las Tablas 3.3 y 3.4.

Tabla 3.3. Efecto de los distintos inhibidores sobre la actividad peroxidasa de la fraccion
soluble de callos de B. pendula mantenidos en la oscuridad y en la luz. nd= no determinado

nkatde Syrg”’ PF  nkatde Syrg” PF

Inhibidor (oscuridad) (luz)
Control 9,55+ 0,34 2,80+0,14
Azida sodica 1mM 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Acido fertlico 1mM 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Tropolona 1TmM 23,15 + 3,96 5,44 + 0,94
Ferrocianuro potasico 100uM 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
Ferricianuro potasico 1mM 9,16 £ 0,46 nd

Tabla 3.4. Efecto de los distintos inhibidores sobre la actividad peroxidasa de la fraccion
soluble de callos de G. biloba mantenidos en la oscuridad y en la luz. nd= no determinado

nkatde Syrg”’ PF  nkat de Syrg~ PF

Inhibidor (oscuridad) (luz)
Control 2,72 £0,51 1,13+0,12
Azida sédica 1mM 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
Acido fertlico 1mM 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Tropolona 1mM 29,17 £ 2,43 8,68 + 0,56
Ferrocianuro potasico 100uM 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
Ferricianuro potasico 1mM nd 1,10 £ 0,04

De forma general, se ha considerado hasta muy recientemente que las
peroxidasas son las enzimas implicadas en la etapa final de polimerizacién de las
ligninas, ya que presentan una correlacién tanto espacial como temporal con la
lignificacion de la pared celular. Para distinguir esta enzima de otras con una posible
implicacion en la lignificacion se han desarrollado técnicas que usan inhibidores
selectivos o0, en su defecto, sustratos selectivos.

Aunque la peroxidasa sea capaz de oxidar grupos guaiacilo, no es un indicio
directo de su participacion en los procesos de lignificaciéon, ya que este tipo de
estructuras esta presente en otros compuestos abundantes en plantas, como en los
ésteres del acido ferulico unidos a la pared celular, o incluso en compuestos no
relacionados con la lignina. Sin embargo, la capacidad que manifiesta la peroxidasa
para oxidar los grupos siringilo permite suponer que esta peroxidasa esta
estrechamente ligada a los procesos de lignificacion, ya que los grupos siringilo, con la
excepcion de ciertos lignanos (Lewis y Davin 1999), s6lo estan presentes en las
ligninas.

El uso de los distintos inhibidores se realizé en la fraccion soluble de los callos
que presentaban mayor actividad peroxidasa, usando como sustrato la siringaldazina.
Es decir, en los callos de B. pendula mantenidos en la oscuridad se usé como control
la fraccion soluble de 14 dias. En el caso de los callos en la luz se comprobé el efecto
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de los inhibidores en la fraccion soluble de 21 dias. Para los callos de G. biloba se
usaron las muestras de 21 y 7 dias para callos mantenidos en la oscuridad y en la luz,
respectivamente.

El primer paso para caracterizar la actividad peroxidasa es el uso de la azida
sédica, un inhibidor general de metaloproteinas. En este caso, la utilizacién de una
concentracion de 1 mM provocé una inhibicion total de la actividad enzimatica. Este
dato permite afirmar que la enzima responsable de la actividad siringaldazina-
peroxidasa es una metaloproteina, grupo dentro del cual se incluyen las peroxidasas
(Pomar y cols. 2004). Como la azida sédica en un inhibidor general y no especifico de
peroxidasas, es necesario usar inhibidores mas especificos.

El acido ferulico es uno de los mejores sustratos de la peroxidasa, debido a que
tiene una alta constante de reaccion con esta enzima y a que se acomoda muy bien en
el sitio activo de la enzima (Henriksen y cols. 1999). Por estos motivos es uno de los
mejores inhibidores competitivos de la peroxidasa (Pedrefio y Ros Barcel6 2000). Por
otra parte, la tropolona es un inhibidor selectivo de las actividades de tipo catecolasas
(Chabanet y cols. 1994, Udagama-Randeriya y Savidge 1995), y no tiene efecto
inhibidor sobre las peroxidasas.

En las Tablas 3.3 y 3.4 se muestra que el acido ferulico 1 mM inhibe totalmente
la oxidacion de la siringaldazina por la peroxidasa. Como el acido ferulico no es
sustrato de las polifenoloxidasas de tipo lacasa (Sterjiades y cols. 1992, Chabanet y
cols. 1994, Ranocha y cols. 1999), se puede descartar que éstas sean responsables
de la actividad siringaldazina-peroxidasa de la fracciéon soluble de los callos.

Sin embargo, el acido ferulico es también un inhibidor de la actividad catecolasa
de las polifenoloxidasas (Udagama-Randeniya y Savidge 1995, Richardson y cols.
1997), y no se debe descartar que sean las catecolasas las responsables de la
actividad siringaldazina-peroxidasa. Por este motivo se utilizé la tropolona, que no tuvo
efecto inhibidor sobre la actividad enzimatica. De este modo se puede descartar que
sean las catecolasas las responsables de la oxidacién de la siringaldazina, sefialando
que son las peroxidasas, con exclusividad, las responsables de dicho proceso.

Para confirmar este ultimo dato, se utilizd la pareja ferrocianuro potasico/
ferricianuro potasico. El primero es un sustrato de la peroxidasa (Henriksen y cols.
1999) y podria actuar como inhibidor competitivo de la enzima. Por otra parte, el
ferricianuro potasico es un analogo quimico del anterior pero no es sustrato de la
peroxidasa. Con este ultimo se pretende desechar que los resultados obtenidos con el
ferrocianuro potasico se deban a efectos provocados por complejos tipo cianuro-hierro
sobre las metaloproteinas, y no a su papel como sustrato de la peroxidasa.

En las Tablas 3.3 y 3.4 se muestra que el ferrocianuro potasico causa una
inhibicidn total de la actividad enzimatica; mientras que el ferricianuro potasico no tiene
efecto. Se concluye asi que la responsable de la actividad siringaldazina-peroxidasa
de callos de B. pendulay G. biloba es una peroxidasa.

93



Resultados y discusion

ll. Estudio de la actividad peroxidasa en suspensiones celulares
I.1. Caracterizacion del crecimiento de suspensiones celulares

A pesar de que los callos son una buena herramienta de investigacion, es
preferible el uso de suspensiones celulares para estudios de protedémica de la pared
celular, o de purificaciéon de proteinas, por la similitud entre el medio de cultivo y el
espacio intercelular de las plantas (van Huystee y Tam 1988). Por ello, decidimos
caracterizar previamente algunos parametros de las suspensiones celulares que
faciliten el trabajo posterior.

En una suspension celular la tasa de crecimiento se puede medir determinando
el numero de células, el volumen de empaquetamiento celular, y el peso fresco y seco
(Collin y Edwards 1998).
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Figura 3.6. Parametros de crecimiento de suspensiones celulares de B. pendula (A) y G. biloba
(B). Volumen de empaquetamiento celular (A), pH (e) y conductividad (o).

El empaquetamiento celular (PCV) da una idea de la tasa de crecimiento de la
suspension (Falco y cols. 1996, Gomez-Vasquez y cols. 2004). En las suspensiones
de B. pendula (Figura 3.6A) se ve una clara fase exponencial de crecimiento que dura
hasta los 12 dias, donde la division es activa y el crecimiento, rapido. A partir de los 12
dias desde el inicio de la suspension las células entran en la fase estacionaria, donde
la divisidon se iguala con la lisis celular y el empaquetamiento se mantiene constante.
En el caso de G. biloba, se dobla el volumen de empaquetamiento celular (Figura
3.6B) a los 7 dias de iniciar las suspensiones. Tras este periodo, continua el
crecimiento, si bien no es muy notable: apenas aumenta un 10% en 21 dias de cultivo.
Para asemejarse a una tipica curva de crecimiento (Falco y cols. 1996; Mitchell y
Cowan 2003), falta la fase de muerte celular, provocada por la escasez de nutrientes
en el medio, y la posible liberacién al medio de metabolitos secundarios que pueden
resultar toxicos, y que apareceria en el caso de haber dejado los cultivos durante mas
tiempo, aunque ésta no es la practica habitual (Ohlsson y cols. 2006). En ocasiones,
los cultivos celulares presentan una fase /lag de retardo en el crecimiento, debido a la
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adaptacion de las células a las nuevas condiciones, pero aqui se puede haber
suprimido por el elevado empaquetamiento celular inicial.

Estos datos se ven apoyados por las medidas de conductividad. Este parametro
indica la concentracion de sales disueltas en la suspension. Un descenso de la
conductividad se relaciona con el consumo de nutrientes por parte de las células en
suspension. Debe estar en relacién inversa con el empaquetamiento celular, puesto
que si aumenta el numero de células, éstas consumiran mas nutrientes y descendera
la conductividad.

En las suspensiones de ambas especies, la conductividad desciende de manera
brusca cuando la tasa de crecimiento es mayor, lo que en B. pendula ocurre hasta los
6 dias (Figura 3.6A) y en el caso de G. biloba, hasta los 7 dias (Figura 3.6B). A
continuacion se da un periodo donde la conductividad se mantiene en los mismos
valores a pesar de haber crecimiento celular. Cuando las suspensiones entran en la
fase estacionaria, la conductividad aumenta y se mantiene en valores constantes.

Debido a fendmenos de metabolismo y nutricién, las células producen sustancias
que expulsan al medio extracelular, entre ellas determinados metabolitos que alteran
el pH, y pueden alcalinizar o acidificar el medio. Los resultados muestran que el pH de
suspensiones de B. pendula disminuye progresivamente con el tiempo, y de manera
poco importante (Figura 3.6A). En este caso, la variacion del pH se debe a la lisis
celular, dato que se ve complementado por los datos de la conductividad. Sin
embargo, en las suspensiones de G. biloba desciende en los dias iniciales de
crecimiento de manera brusca (Figura 3.6B), luego se estabiliza y en estadios mas
avanzados del cultivo el pH vuelve a aumentar de forma notable, puesto que se
incrementa en 2 unidades desde los 14 a los 28 dias. Esto podria indicar que las
células de G. biloba expulsan al medio sustancias que acidifican el fluido extracelular
en los primeros estadios de desarrollo, mientras que en estadios posteriores expulsa
metabolitos que alcalinizan el medio.

I.2. Caracterizacion de la actividad peroxidasa en suspensiones celulares

Para caracterizar la actividad peroxidasa en suspensiones celulares de B.
pendula y G. biloba se usaron los mismos sustratos que en los callos, tres sustratos
no fisiolégicos: 4-metoxi-a-naftol (4-MN), tetrametilbencidina (TMB) y siringaldazina
(Syr) y cuatro sustratos naturales precursores de la lignina en su ruta de biosintesis, el
alcohol coniferilico, el coniferilaldehido, el alcohol sinapilico y el sinapilaldehido.

En las suspensiones de B. pendula (Figura 3.7A), la maxima actividad
peroxidasa se presenta a los 9 dias cuando se mide con TMB y siringaldazina,
mientras que se retrasa hasta el dia 12 usando 4-MN. Después de este dia, la
actividad enzimatica desciende primero bruscamente y luego de forma mas sostenida.

En el caso de G. biloba el maximo de actividad peroxidasa se presenta a los 14
dias después de haber iniciado las suspensiones celulares, tanto usando 4-MN como
TMB como sustratos (Figura 3.7B). Sin embargo, la oxidacion de TMB disminuye a
partir de este tiempo; mientras que la del 4-MN sélo disminuye ligeramente al final del
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periodo analizado. En cualquier caso, la actividad peroxidasa es mayor utilizando TMB
como sustrato. En el caso de la siringaldazina, la oxidacién de este sustrato es muy
pequenfa, y no se puede considerar que haya diferencias entre los distintos dias.
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Figura 3.7. Actividad peroxidasa expresada en nkatales ml" de medio extracelular de
suspensiones celulares de B. pendula (A) y G. biloba (B) medida con 4-MN (e), Syr (o) y TMB
(V).

En el caso de B. pendula existe una coincidencia de la actividad peroxidasa con
respecto al crecimiento celular, puesto que en la fase de crecimiento exponencial, la
actividad peroxidasa aumenta y cuando el crecimiento disminuye o cesa, también lo
hace la actividad de dicha enzima.

Por el contrario, en las suspensiones de G. biloba la maxima actividad
peroxidasa se produce a la semana siguiente de que las suspensiones tengan su
maxima tasa de crecimiento. Esto podria indicar que el aumento de actividad
peroxidasa no esta relacionado con los procesos de crecimiento, sino con procesos
posteriores. Por el contrario, la maxima actividad peroxidasa en callos tanto
mantenidos en la luz como en la oscuridad coincide con la maxima tasa de crecimiento
(Figura 3.1B, D y Tabla 3.2).

Al igual que ocurria en los callos (Figura 3.5), cuando se ensayaron los sustratos
naturales (Figura 3.8), de las peroxidasas presentes en el medio extracelular de
suspensiones celulares de B. pendula y G. biloba, éstas mostraron una alta afinidad
tanto por el alcohol coniferilico como por el coniferilaldehido, con cierta inclinacién
hacia el primero. En las suspensiones de B. pendula se observa un maximo de
actividad peroxidasa entre los 6 y los 12 dias (Figura 3.8A), descendiendo
posteriormente, tanto con alcohol coniferilico como con coniferilaldehido, apenas sin
diferencia entre estos dos. Este intervalo coincide con el final de la fase de crecimiento
exponencial, lo cual es logico si estos sustratos indican la participacion de la
peroxidasa en los procesos de lignificacion. En el caso de las suspensiones celulares
de G. biloba (Figura 3.8B) se sigue el mismo patrén que con el resto de sustratos
ensayados (Figura 3.7B), es decir, se presenta un maximo de actividad peroxidasa a
los 14 dias y un descenso posterior.
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Figura 3.8. Actividad peroxidasa expresada en nkatales mI’ de medio extracelular de
suspensiones celulares de B. pendula (A) y G. biloba (B), medida con alcohol coniferilico (e),
coniferilaldehido (o), alcohol sinapilico (V) y sinapilaldehido (%V).

En ambas especies la actividad detectada con el alcohol sinapilico y el
sinapilaldehido fue muy baja, aunque claramente detectable, fenbmeno parecido al
encontrado en la fraccion soluble de los callos (Figura 3.5).

I1.3. Isoenzimas

Para visualizar el conjunto de peroxidasas se realizd un isoelectroenfoque en
equilibrio (gradiente de pH de 3,5-9,5) del medio extracelular de las suspensiones
celulares de B. pendula y G. biloba. En el caso de B. pendula (Figura 3.9a), no se
observan diferencias en cuanto a las peroxidasas basicas entre los distintos dias a lo
largo del desarrollo. Sin embargo, segun transcurren los dias aparece una segunda
banda acida que se va haciendo mas intensa. En comparacion con la fraccién soluble
de los callos, en el medio extracelular de las suspensiones desaparece casi todo el
complemento de peroxidasas acidas, apareciendo Unicamente, y de forma muy leve,
dos peroxidasas de caracter poco acido, de manera analoga a lo que ocurre en la
fraccion de peroxidasa que esta ligada a la pared celular (Figura 3.2). Se mantienen
las tres peroxidasa de pl mas basico, aunque a diferencia de la que ocurre en callos,
(Figura 3.3) la que se tifie con mas intensidad es la mas basica.

En las muestras de G. biloba (Figura 3.9b) se observa la presencia tanto de
bandas basicas como acidas. No hay diferencias en el patrén de peroxidasas
expresadas a lo largo del desarrollo, aunque varia la expresion de unas con respecto a
otras, puesto que dos bandas basicas son mas tenues a los 7 dias. La banda de
mayor punto isoeléctrico se mantiene igual durante todo el periodo estudiado. En
comparacion con la fraccién soluble de los callos mantenidos en la oscuridad (Figura
3.3), aqui desaparecen las bandas acidas, ya que so6lo se mantienen las dos de menor
pl. Mientras que en los callos la peroxidasa con mas actividad es la menos basica, en
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suspensiones celulares es la de mayor pl, coincidiendo con la banda que aparece en
la fraccion iénicamente ligada a la pared celular de los callos.
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Figura 3.9. Isoelectroenfoque en equilibrio del medio extracelular de suspensiones celulares de
B. pendula (a) y G. biloba (b) a distintos dias del subcultivo. Las isoenzimas de peroxidada se
revelaron con 4-MN y H,0,.

Ademas de que las suspensiones son mas deseables por la homogeneidad de
sus ceélulas y el contacto de todas ellas con el medio de cultivo, en el caso de las
especies estudiadas se reduce el numero de isoenzimas de peroxidasa, por lo que el
estudio de éstas es mas sencillo. Esto es especialmente cierto en el caso de B.
pendula, donde las peroxidasas acidas practicamente desaparecen.

I.4. Caracterizacion de la actividad peroxidasa

Al igual que se realizd en los callos, se usaron inhibidores selectivos para
caracterizar la actividad peroxidasa del medio extracelular de las suspensiones,
utilizando como sustrato la siringaldazina. Los resultados se presentan en las Tablas
3.5y 3.6.

Como primer paso se us6 un inhibidor general de metaloproteinas, la azida
sodica. En este caso, una concentracion de 1 mM provocé una total inhibicion de la
actividad enzimatica, lo que permite afirmar que la enzima responsable de la actividad
siringaldazina-peroxidasa en una metaloproteina, grupo dentro del cual se incluyen las
peroxidasas (Pomar y cols. 2004).
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Tabla 3.5. Efecto de los distintos inhibidores sobre la actividad peroxidasa en el medio
extracelular de suspensiones de B. pendula.

Inhibidor nkat de Syr m[’
Control 3,60 + 0,26
Azida sodica TmM 0,00 +£ 0,00
Acido fertlico 1TmM 0,00 £ 0,00
Tropolona 1mM 5,60+0,18
Ferrocianuro potasico 100uM 0,00 +£ 0,00
Ferricianuro potasico 1mM 2,04 £ 0,07

Tabla 3.6. Efecto de los distintos inhibidores sobre la actividad peroxidasa en el medio
extracelular de suspensiones de G. biloba. nd= no determinado

Inhibidor nkat de Syr mI’
Control 0,43+0,14
Azida sédica 1mM 0,00 £ 0,00
Acido feralico 1mM 0,00 £ 0,00
Tropolona 1mM 1,46 £ 0,04
Ferrocianuro potasico 100uM 0,00 +£ 0,00
Ferricianuro potasico 1mM nd

En las Tablas 3.5 y 3.6 se muestra que el acido ferulico 1 mM inhibe totalmente
la oxidacion de la siringaldazina por la proteina del medio extracelular. Como el acido
ferulico no tiene efecto sobre las polifenoloxidasas de tipo lacasa (Sterjiades y cols.
1992, Chabanet y cols. 1994, Ranocha y cols. 1999), se puede descartar que éstas
sean las responsables de la actividad siringaldazina-peroxidasa.

Como el acido ferulico es también un inhibidor de la actividad catecolasa de las
polifenoloxidasas (Udagama-Randeniya y Savidge 1995, Richardson y cols. 1997), no
se puede excluir que sean las catecolasas las responsables de la actividad
siringaldazina-oxidasa, y con ese fin se estudié el efecto de la tropolona. Este
compuesto no tuvo efecto inhibidor sobre la actividad enzimatica. De este modo se
puede descartar también que sean las catecolasas las responsables de la oxidacion
de la siringaldazina, volviendo a indicar con exclusividad a las peroxidasas como
responsables de dicho proceso.

Esta aseveracion se confirmoé mediante el uso de la pareja ferrocianuro potasico/
ferricianuro potasico. El primero es un sustrato de la peroxidasa (Henriksen y cols.
1999) y puede actuar como inhibidor competitivo de la enzima. Por otra parte, el
ferricianuro potasico es un analogo quimico del anterior pero no es sustrato de la
peroxidasa.

El ferrocianuro potasico inhibe completamente la actividad siringaldazina-
peroxidasa en las suspensiones de G. biloba (Tabla 3.6). En el caso de B. pendula
(Tabla 3.5) el ferrocianuro potasico causa una inhibicion total de la actividad
enzimatica; mientras que el ferricianuro potasico no tiene efecto. De este modo se
concluye que la enzima responsable de la actividad siringaldazina-peroxidasa del
medio extracelular de suspensiones de B. pendulay G. biloba es una peroxidasa.
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lll. Lignificacion en cultivos celulares
lll.1. Localizacién histoquimica y citoquimica de ligninas

En los tallos de las angiospermas y las gimnospermas, el fendmeno de la
lignificacion se restringe al xilema, ya que las ligninas de angiospermas son ricas en
coniferil y sinapilaldehido O-4-terminal, siendo dichos aldehidos las dianas de la
tincion con floroglucinol (test de Wiesner) (Pomar y cols. 2002). Se utilizé este método
para la determinacion histoquimica de ligninas. La técnica revel6 que la lignificacién de
los tallos de B. pendula se restringe precisamente al xilema, mientras que los tejidos
del floema sélo presentaron una tincion débil (Figura 3.10). Ademas, el fendmeno de la
lignificacion ocurre sélo en los tejidos lefiosos, mientras que los de la corteza no se
tinen (Figura 3.10).

Figura 3.10. Seccion transversal de B. pendula después de tefiir con floroglucinol para poner
de manifiesto la presencia de ligninas. Barra 300 um.

Los cultivos celulares estan compuestos principalmente por células
indiferenciadas de manera que no presentan paredes secundarias y en muchos casos
no lignifican. Sin embargo, ciertos cultivos celulares como los derivados de zinnia
(Milioni y cols. 2001), picea (Karkénen y cols. 2002) y tabaco (Blee y cols. 2001a)
presentan paredes celulares secundarias, y algunos de ellos lignifican. Para
comprobar si los cultivos celulares de B. pendula, G. biloba y C. revoluta son capaces
de lignificar, células obtenidas en la fase de crecimiento estacionario se tifieron con
acriflavina y naranja de acridina. Los resultados mostraron fluorescencia verde (Figura
3.11b, f y j) y naranja (Figura 3.11d y h) a nivel de las paredes celulares primarias, y
sugieren que los cultivos celulares de estas especies son capaces de lignificar.
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Figura 3.11. Células en suspensién de B. pendula (a-d), G. biloba (e-h) y C. revoluta (i, j)
observadas en microscopia de campo claro (a, c, e, g, i) Yy en microscopia laser confocal,
tefiidas con acriflavina (b, f, j) y naranja de acridina (d, h) con el fin de poner de manifiesto la

presencia de ligninas en sus paredes celulares. Barra 20,5 pm.
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lll.2. Determinacion de ligninas en suspensiones celulares de
angiospermas y gimnospermas por el método del bromuro de acetilo

Una vez comprobado que estos cultivos presentan lignificacion en sus paredes
celulares, se procedio a la determinacién del contenido de ligninas con el método del
bromuro de acetilo (liyama y Wallis 1988) (Tabla 3.7) y se compararon los niveles de
ligninas obtenidos con los encontrados en los tallos jovenes de dichas plantas.

Tabla 3.7. Cuantificacion de ligninas en tallos jovenes y suspensiones celulares de B. pendula,
G. biloba y C. revoluta con el método del bromuro de acetilo.

mg ligninas / mg pared

Especie
Tallos jovenes Suspensiones celulares
B. pendula 0,072+0,004 0,014+0,002
G. biloba 0,121+0,012 0,038+0,007
C. revoluta 0,057+0,001 0,015+0,003

Los resultados mostraron que la cantidad de ligninas es claramente distinta entre
los tallos jévenes y las suspensiones celulares de una misma planta, siendo mucho
menos abundante en estas ultimas, lo cual concuerda con el hecho de que las células
en suspension solo presentan pared celular primaria.

Ya que el xilema constituye sélo el 15% del volumen del tallo, y es el tejido
donde se acumula exclusivamente la lignina depositada en las paredes celulares, al
normalizar estos datos de la tabla 3.7 respecto a la contribucion de las paredes
celulares del xilema, los resultados mostraron que la cantidad de ligninas es 30 veces
superior en B. pendula, 20 veces superior en G. biloba y 25 veces superior en C.
revoluta.

La mayor diferencia en la cantidad de ligninas entre las plantas de G. biloba 'y B.
pendula puede explicarse por la diferencia en la anatomia del xilema entre
gimnospermas y angiospermas. Mientras que el xilema de las gimnospermas tiene
s6lo traqueidas que sirven como soporte mecanico y conducto para el agua, las
angiospermas tienen dos tipos de células especializadas: los elementos de los vasos,
que conducen el agua, y las células de las fibras, que proveen soporte mecanico
(Esau 1977). Gracias a esta separacion de funciones se consigue una mayor eficiencia
en las angiospermas, que se refleja en la necesidad de una menor cantidad de lignina
en el xilema, lo que supone un menor gasto de carbono y energia en la optimizacion
del proceso de la lignificacién (Amthor 2003).

lll.3. Caracterizacion de ligninas en suspensiones celulares de
angiospermas y gimnospermas mediante tioacidolisis. Relaciones H/G/S

La tioacidolisis es una técnica degradativa que rompe las ligninas por los enlaces

B-O-4, que constituyen las uniones predominantes en éstas (Lapierre y cols. 1995), y
cuya contribucion puede variar entre un 50% en gimnospermas y el 80% en
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angiospermas (Ralph y cols. 2004b). Por este motivo, la tioacidolisis solubiliza sélo la
fraccion de lignina no condensada (Anterola y Lewis 2002), localizada principalmente
en las paredes celulares secundarias (Ruel y cols. 2002).

Tabla 3.8. Composicion monomérica de las ligninas, obtenida mediante tioacidolisis de las
paredes celulares, del xilema y de las suspensiones celulares.

. Relacién H/G/S (%)
Especies
Xilema Suspensiones celulares
B. pendula 0/29/71 12/40/48
G. biloba 3/97/0 39/50/11
C. revoluta 0/86/14 29/71/0

Los resultados (Tabla 3.8) muestran que las ligninas del xilema de B. pendula
contienen una alta proporcién de unidades S respecto a las unidades G. Sin embargo,
las unidades G son las mas abundantes en las dos gimnospermas estudiadas. En G.
biloba aparecen unidades H en una baja proporcién pero no aparecen unidades S, lo
que constituye el patrén tipico de las gimnospermas. La ausencia de unidades S ha
sido anteriormente descrita (Gdmez Ros y cols. 2007¢). Sin embargo, en C. revoluta
no aparecen unidades H, pero si una cantidad importante de unidades S.

Estas proporciones se ven modificadas de forma notable en las suspensiones
celulares. Quiza el hecho mas destacable sea la presencia de unidades S en
suspensiones celulares de G. biloba frente a su ausencia en el xilema. De manera
opuesta, en suspensiones celulares de C. revoluta no aparecen unidades S, cuando si
se observan en el xilema de la misma especie. Esta varianza podria explicarse a
través de cambios en la regulacion transcripcional de la lignificacion, principalmente en
lo que afecta a los factores de transcripcion (Patzlaff y cols. 2003, Newman y cols.
2004, Rogers y cols. 2005). Asi, podria ocurrir que la presencia diferencial de unidades
S en las suspensiones celulares de G. biloba con respecto al xilema sea consecuencia
de un cambio en la regulacidén de la transcripcion, ya que las células en suspension
son indiferenciadas. En cualquier caso, lo que parece claro es que las gimnospermas
poseen la capacidad de sintetizar unidades S, pero esta capacidad esta latente en el
xilema, caso contrario a lo que ocurre en C. revoluta. En todo caso estos resultados
estan de acuerdo con el hecho de que las peroxidasas capaces de oxidar los grupos
siringilo estan presentes desde las especies mas ancestrales hasta las especies mas
evolucionadas (Gomez Ros y cols. 2007c, Ros Barceld y cols. 2007). De hecho, la
presencia de actividad siringil-peroxidasa en los cultivos de G. biloba esta de acuerdo
con el potencial de sintetizar unidades S por esta especie (Figura 3.8).

De estos resultados se puede también inferir que la presencia o ausencia de
unidades S en las suspensiones celulares de gimnospermas no es precedible puesto
que, con respecto al xilema, aumentan en G. biloba, mientras que disminuyen en C.
revoluta. Por lo tanto, la sintesis de unidades S no es consecuencia del cultivo celular
en si mismo, como por ejemplo, en respuesta al estrés o a la aplicaciéon exdgena de
hormonas.
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En todas las muestras analizadas la proporcién de unidades H aumenta en
suspensiones celulares con respecto al xilema. Se ha descrito con anterioridad
(Fukuda y cols. 1988, Robert y cols. 1989, Lange y cols. 1995) que las ligninas de los
cultivos celulares muestran una razén H/G mayor que las ligninas de los tejidos
vasculares. Un alto contenido en unidades H es tipico de las ligninas de la pared
celular primaria (Fukushima y Terashima 1991) y de las ligninas formadas de novo en
los cultivos celulares (Brunow y cols. 1993). Esto no es extrafio puesto que las células
en suspension soélo presentan pared celular primaria. Por el contrario, las ligninas de la
pared celular secundaria estan compuestas mayoritariamente de unidades G y S, con
predominancia de las uniones de tipo B-O-4, dando lugar a un polimero linear
(Terashima y Fukushima 1988, Chabannes y cols. 2001, Gédmez Ros y cols. 2007b).
Sin embargo, en los tejidos vasculares, la mayor parte de la pared celular es de tipo
secundario. De hecho, los cultivos celulares que presentan pared celular secundaria
muestran proporciones de unidades G/S similares a las de los tejidos vasculares,
indicando que las diferencias encontradas entre las suspensiones celulares y los
tejidos vasculares se deben exclusivamente a la presencia o no de pared celular
secundaria (Mdller y cols. 2005). Asi, las suspensiones de células indiferenciadas
constituyen un modelo Unico de estudio de la lignificacion de la pared celular primaria
(Christiernin y cols. 2005).

Fukushima y Terashima (1991) han descrito que en G. biloba las ligninas ricas
en unidades H se forman en la lamina media y esquinas celulares durante las primeras
fases de la lignificacion. Las ligninas de tipo G son las que se depositan primero en la
lamina media y luego en la pared secundaria, mientras que las ligninas de tipo S sélo
se depositan en cantidades traza durante las ultimas fases de la lignificacion de la
pared secundaria. Resultados similares han descrito Hosokawa y cols. (2001)
trabajando con células del meséfilo de Z. elegans en diferenciacion, donde el alcohol
sinapilico se incorpora después de que haya empezado el proceso de lignificacion,
justo cuando se produce la lisis completa de los elementos traqueales.

Se ha dicho con frecuencia que las ligninas se forman en tejidos que han dejado
de crecer y que, por lo tanto, las ligninas no se consideran como un constituyente
esencial de las paredes celulares primarias de los tejidos en crecimiento (Carpita y
Gibeaut 1993, liyama y cols. 1993). Sin embargo, los resultados de esta tesis
muestran que las ligninas no estan restringidas a los tejidos vasculares, sino que son
un constituyente comun de las paredes celulares primarias de las células capaces de
experimentar division y elongacién, por lo que las células en cultivo deben de
presentar mecanismos para atenuar y controlar la rigidez que confieren las ligninas a
las paredes celulares primarias. Uno de estos mecanismos puede ser un control
estrecho del grado de polimerizacion, por lo que el estudio de éste sera del objeto del
siguiente apartado.
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lll.4. Caracterizacion de ligninas en suspensiones celulares de
angiospermas y gimnospermas mediante tioacidolisis. Monémeros estructurales
y grado de polimerizacién

Los principales productos revelados por tioacidolisis de las paredes celulares de
las especies estudiadas fueron los mondmeros tioetilados (isémeros eritro y treo)
(Figuras 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16 y 3.17) que surgen de las estructuras aril-glicerol-
B-aril éter (B-O-4) derivadas de las unidades H y G, tipicas de las ligninas de las
gimnospermas, y en algunos casos, también de las unidades S, tipicas de las ligninas
de las angiospermas, coexistiendo en casi todas las especies con estructuras
estilbeno derivadas del alcohol coniferilico (Tablas 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13 y 3.14).
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Figura 3.12. Perfiles de la cromatografia de gases de los mondmeros tioetilados (isémeros
eritro y treo) que surgen de las estructuras aril-glicerol--aril éter (B-O-4), derivadas de los
alcoholes p-cumarilico(a y d), coniferilico (b y e) y sinapilico (c y f), en las ligninas del xilema (a-
c) y de suspensiones celulares (d-f) de B. pendula.
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Figura 3.13. Espectros de masas de los mondmeros tioetilados (isémeros eritro y treo) que
surgen de las estructuras aril-glicerol-B-aril éter (B-O-4) derivadas de los alcoholes p-cumarilico
(a-b), coniferilico (c-d) y sinapilico (e-f), en las ligninas del xilema (a, ¢ y e) y de suspensiones
celulares (b, d y f) de B. pendula.
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Tabla 3.9. Productos de tioacidolisis del xilema de B. pendula, tiempos de retencién en la
cromatografia de gases, patrones de fragmentacion, y unidad estructural en las ligninas de los
que son derivados.

Unidad estructural en
las ligninas

Producto tr (min) m/z
tioacidolisis (Intesidad relativa)

326(52), 311(24), 236(43), 221(47), Alcohol dihidroconiferilico
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Tabla 3.10. Productos de tioacidolisis de suspensiones celulares de B. pendula, tiempos de
retencion en la cromatografia de gases, patrones de fragmentacion, y unidad estructural en las
ligninas de los que son derivados.

Producto tr (min) m/z Unidad estructural en
tioacidolisis (Intesidad relativa) las ligninas
326 (4), 311 (5), 236 (4), 221 (19),  Alcohol dihidroconiferilico
222 209 (37), 206 (17), 179 (23), 73 O-4-terminal
(100)
Z 27 3 . e
: 296 (1), 281 (1), 235 (100), 204 (4), A'COhZ' °°”'.fe”|""°
131 (24), 75 (65), 73 (90) O-4-termina
é 274 330 (1), 315(3), 269 (100), 239 (8) ~Vanillina O-4-terminal
a0  358(6), 343 (7), 297 (13), 235 (23), A'COhZ' Conife”l'ico
’ 209 (41), 205 (27), 75 (70), 73 (100) O-4-termina
Alcohol p-cumarilico
339  388(1),265(2), 239(100) unido por enlaces B-0-4
(eritro y treo)
Alcohol coniferilico unido
35.3 418(1), 403(1), 295(8), 269(100), por enlaces R-O-4
: 235(15), 75(0), 73(12) (eritro y treo)
Coniferilaldehido unido
418 (6), 403 (9), 283 (40), 222 (11),
<§ 354 192 (12), 135 (41), 75 (32), 73 (100)  Por enlaces 3-0-4
448(1), 403(1), 325(3), 299(100), Alcohol S:“ap""g"gz‘do
36,7  269(7), 265(12), 239(3), 75(1), 73 por enjaces i5-4-
7) (eritro y treo)
Sinapilaldehido unido por
433 (15), 313 (24), 252 (8), 222 (1),
ﬁi 368 135 (100), 75 (26) enlaces R-O-4
Unidades estilbeno
37,9 463 (7), 417 (9), 269 (91), 73 (100) ~ derivadas del alcohol
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Figura 3.14. Perfiles de la cromatografia de gases de los mondmeros tioetilados (isomeros
eritro y treo) que surgen de las estructuras aril-glicerol--aril éter (B-O-4), derivadas de los
alcoholes p-cumarilico(a y d), coniferilico (b y e) y sinapilico (c y f), en las ligninas del xilema (a-
c) y de suspensiones celulares (d-f) de G. biloba.
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Figura 3.15. Espectros de masas de los mondmeros tioetilados (isémeros eritro y treo) que
surgen de las estructuras aril-glicerol-p-aril éter (3-O-4) derivadas de los alcoholes p-cumarilico
(a-b), coniferilico (c-d) y sinapilico (e-f), en las ligninas del xilema (a, c y e) y de suspensiones
celulares (b, d y f) de G. biloba.
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Tabla 3.11. Productos de tioacidolisis del xilema de G. biloba, tiempos de retencién en la
cromatografia de gases, patrones de fragmentacion, y unidad estructural en las ligninas de los

que son derivados.

Producto tr (min) m/z Unidad estructural en
tioacidolisis (Intesidad relativa) las ligninas
326 (42), 311 (11), 236 (43), 221  Alcohol dihidroconiferilico
22,2 (55), 209 (38), 206 (87), 179 (18), O-4-terminal
73 (100)
Z 27 3 . e
: 296 (17), 281 (20), 235 (100), 204 A'C%hg' t°°”'.fe”|""°
(38), 131 (49), 73 (6) -4-lermina
@ 27 4 330 (1), 315 (5), 269 (100), 239  Vanillina O-4-terminal
Lo ’ (10), 73 (15)
358 (11), 343 (12), 297 (100), 235 Alcohol coniferilico
30,6 (63), 209 (23), 205 (24), 75 (36), 73 O-4-terminal
(34)
Alcohol p-cumarilico
33.9 388 (1), 265(6), 239 (100), 205 (19),  unido por enlaces R-O-4
’ 75(1),73 (12) (eritro y treo)
403 (3), 356(20), 327(17), 295 (29), Coniferilaldehido
35,0 269 (100), 239 (8), 209 (18), 192 O-4-terminal
(7), 135(4), 73(13)
Alcohol coniferilico unido
353 418(1), 403(2), 295(7), 269(100), por enlaces R-O-4
’ 235(10), 75(2), 73(4) (eritro y treo)
418 (3), 403 (21), 283 (100), 222  Coniferilaldehido unido
354 (59), 192 (26), 135 (53), 75 (16), 73 por enlaces R-O-4
(68)
O Unidades estilbeno
, 379 478 (1), 463 (1), 417 (5), 269 (100), derivadas del alcohol
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Tabla 3.12. Productos de tioacidolisis de suspensiones celulares de G. biloba, tiempos de
retencion en la cromatografia de gases, patrones de fragmentacion, y unidad estructural en las
ligninas de los que son derivados.

73 (95) coniferilico

Producto tr (min) m/z Unidad estructural en
tioacidolisis (Intesidad relativa) las ligninas
922 326 (2), 311 (1), 236 (3), 221 (15), Alcoholod‘ilhidroclonilferl'lico
’ 209 (40), 206 (9), 179 (13), 73 (100) ~4-termina
Z 27 3 . e
; 206 (8), 281 (50), 235 (100), 204 Alcohol conlferlllco
O-4-terminal
41
é 274 315 (4), 269 (100), 239 (11), 73 (21)  Vanillina O-4-terminal
358 (4), 343 (8), 297 (32), 235 (32) Alcohol coniferilico
30,6 y ’ | . O-4-terminal
209 (38), 205 (24), 75 (52), 73 (100)
Alcohol p-cumarilico
340  388(1),265(12), 239(100), 205(11),  unido por enlaces R-O-4
’ 75(2), 73(12) (eritro y treo)
ano  A18(1), 403(2), 356(16), 327(39) Cogizer”a'd?h"ldo
’ 295(12), 269(100), 239(6), 73(10) ~4-termina
Alcohol coniferilico unido
353 418(1), 403(2), 295(4), 269(100), por enlaces R-O-4
’ 235(12), 75(3), 73(10) (eritro y treo)
Coniferilaldehido unido
418 (3), 403 (8), 283 (30), 222 (7),
(i 354 192 (24), 135 (31), 75 (19), 73 (100)  Por enlaces 3-0-4
Alcohol sinapilico unido
N N 448(2). 299(1 265(7). 75(1 por enlaces 3-O-4
/é 36,8 8(2), 299(100), 265(7), 75(13) (eritro y treo)
Sinapilaldehido unido por
448 (6), 313 (12), 252 (14), 222
)ii 369 (12), 135 (39), 75 (23), 73 (100) enlaces §-O-4
O Unidades estilbeno
379 478 (5), 463 (6), 417 (5), 269 (100),  derivadas del alcohol

OSi(CHs)s
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Figura 3.16. Perfiles de la cromatografia de gases de los mondémeros tioetilados (isomeros
eritro y treo) que surgen de las estructuras aril-glicerol-B-aril éter (B-O-4), derivadas de los
alcoholes p-cumarilico(a y d), coniferilico (b y e) y sinapilico (c y f), en las ligninas del xilema (a-
c) y de suspensiones celulares (d-f) de C. revoluta.
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Figura 3.17. Espectros de masas de los mondmeros tioetilados (isémeros eritro y treo) que
surgen de las estructuras aril-glicerol-B-aril éter (3-O-4) derivadas de los alcoholes p-cumarilico
(a-b), coniferilico (c-d) y sinapilico (e-f), en las ligninas del xilema (a, c y ) y de suspensiones
celulares (b, d y f) de C. revoluta.

114



Resultados y discusion

Tabla 3.13. Productos de tioacidolisis del xilema de C. revoluta, tiempos de retencién en la
cromatografia de gases, patrones de fragmentacion, y unidad estructural en las ligninas de los
que son derivados.

Producto tr (min) m/z Unidad estructural en
tioacidolisis (Intesidad relativa) las ligninas
326 (12), 311 (7), 236 (22), 221 Alcohol dihidroconiferilico
20,5 (34), 209(1), 206 (59), 179 (23), 73 O-4-terminal
. (100)
, 296 (0), 281 (0), 235 (7), 204 (7), Alcghzl conlferllllco
‘ 131 (14), 75 (33), 73 (100) -4-termina
<EK o57 330 (0), 315 (1), 269 (100), 239  Vanilina O-4-terminal
|- ' (36), 73 (90)
. 358 (0), 343 (1), 297 (28), 235 (19), A|c<(>)h2| coniferillico
’ 209 (5), 205 (4), 75 (100), 73 (91) -4-termina
Alcohol coniferilico unido
335 403(2), 295(5), 269(100), 235(5), por enlaces R-O-4
’ 75(14), 73(35) (eritro y treo)
448 (0), 403 (1), 325 (0), 299(100), Alcohol s:napiligoour;ido
349 269 (5), 265 (7), 239 (15), 75 (13), por eniaces 15-U-
73 (40) (eritro y treo)
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Tabla 3.14. Productos de tioacidolisis de suspensiones celulares de C. revoluta, tiempos de
retencion en la cromatografia de gases, patrones de fragmentacion, y unidad estructural en las
ligninas de los que son derivados.

Producto tr (min) m/z Unidad estructural en
tioacidolisis (Intesidad relativa) las ligninas
326 (17), 311 (1), 236 (13), 221 Alcohol dihidroconiferilico
22,2 (25), 209 (86), 206 (18), 179 (39), O-4-terminal
73 (100)

27,3 296 (4), 281 (50), 235 (34), 204 Alcohol coniferilico

(14), 131 (25), 75 (45), 73 (100) O-4-terminal

330 (1), 315 (8), 269 (100), 239 Vanillina O-4-terminal
(15), 73 (84)

/
é 27,4
358 (3), 343 (6), 297 (31), 235 (24) Alcohol coniferilico
30,6 ' p \ . O-4-terminal
: 209 (28), 205 (19), 75 (63), 73 (100)

Alcohol p-cumarilico
33.9 388(1),265(8), 239(100), 205(18), unido por enlaces B-O-4

75(1), 73(3) (eritro y treo)
418(1), 403(9), 356(40), 327(46), Coniferilaldehido
34,9 269(100), 239(1), 209(14), 192(10), O-4-terminal
135(6)
Alcohol coniferilico unido
= 352 418(1), 403(5), 295(8), 269(100), por enlaces [3-O-4
o ’ 235(12), 75(4), 73(10) (eritro y treo)
418 (3), 403 (16), 283 (55), 222  Coniferilaldehido unido
354 (11), 192 (24), 135 (42), 75 (23), 73 por enlaces R-O-4
(100)
O Unidades estilbeno
37,0 463 (5), 417 (11), 269 (100), 73 (18)  derivadas del alcohol
O coniferilico

OSi(CHy
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Tabla 3.15. Productos de degradacién obtenidos por tioacidolisis de las paredes celulares de
las especies vegetales estudiadas. Los valores se dan en corriente ionica total (TIC) x 10°® mg'1
pared celular. Est: estructuras estilbeno; CAlc: alcohol coniferilico; CAld: coniferilaldehido; SAlc:
alcohol sinapilico; SAld: sinapilaldehido; CmAlc: alcohol p-cumarilico; DHCA: alcohol
dihidroconiferilico; V: vanillina, Tr: cantidades traza. La desviacion estandar de los valores se
encuentra dentro del 5% del valor de la media.

B-0-4 O-4-terminal

Muestra  Origen  — o —— 10 SAlc __SAld CmAlc_ =>' ~CAlc CAld DHCA _V
Tallo 134 110 2724 148 5 70 78 48 22 04
B. pendula  Suspension 4 , 1,3 42 Tr 1,0 0,4 3,0 - 0,6 0,6
celular
Tallo 89,8 08 ; ; 32 46 56 24 12 12
G. biloba  Suspension 4, & 21 22 02 81 T 13 10 01 12
celular
Tallo 94.0 ; 16,0 ; ; - 9.2 ; 01 40
C. revoluta Suspension 8.5 06 ) ) 34 T 16 07 Tr 0.1

celular

Los analisis de tioacidolisis también mostraron que los monémeros unidos por
enlaces aril-glicerol-B-aril éter, derivados del alcohol coniferilico y coniferilaldehido,
estan presentes en casi todas las muestras, excepto en el xilema de C. revoluta, que
no presenta coniferilaldehido (Tabla 3.15). Los mondmeros unidos por enlaces B-O-4
derivados tanto del alcohol sinapilico como del sinapilaldehido estan presentes en la
Unica angiosperma estudiada tanto en el xilema como en las suspensiones celulares.
Sin embargo, en el caso de este monolignol y de su aldehido no se observa un patrén
claro en las gimnospermas, ya que sus productos de tioacidolisis aparecen en
suspensiones celulares de G. biloba, pero no en las suspensiones celulares de C.
revoluta; por el contrario, estos productos aparecen en el xilema de C. revoluta pero no
en el xilema de G. biloba. En cuanto a los monémeros derivados del alcohol p-
cumarilico, éstos aparecen en todas las muestras analizadas excepto en el xilema de
B. pendulay C. revoluta.

Cuando se compara la cantidad de mondmeros obtenidos por tioacidolisis en los
tallos y en las suspensiones celulares, el nivel de éstos fue mucho mayor en los tallos,
hecho que sugiere que sus ligninas son mucho menos condensadas. Estos resultados
estan de acuerdo con los descritos previamente por Lange y cols. (1995) y Christiernin
y cols. (2005).

En ninguna de las muestras ensayadas se encontré acido ferulico o acido p-
cumarico, hecho que esta de acuerdo con lo observado por Lange y cols. (1995) en
suspensiones de Picea abies. Estos datos se han descrito en paredes celulares
primarias de gimnospermas (Carnachan y Harris 2000) y sus ésteres polisacaridicos
se han descrito como centros de nucleacion de la lignificacion (Ralph y cols. 1995).

Los analisis de tioacidolisis también revelaron cantidades importantes de
unidades O-4-terminales (Tabla 3.15), principalmente aquellas derivadas del alcohol
coniferilico, del coniferilaldehido y de la vanillina (Tabla 3.15), las cuales estan
presentes en todas las muestras estudiadas, exceptuando las derivadas del
coniferilaldehido, que estan ausentes en suspensiones celulares de B. pendula y en
tallos de C. revoluta. Junto a ellas, se observo la presencia de la unidad O-4-terminal
derivada del alcohol dihidroconiferilico (DHCA) (Tabla 3.15), un monémero tipico de
las ligninas de las gimnospermas (Lapierre y cols. 1995, Gémez-Ros y cols. 2007c)
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que, sin embargo, también esta presente en la Unica angiosperma estudiada (Tabla
3.15). El DHCA es también un componente de las ligninas de la solanacea Capsicum
annuum (Gomez-Ros y cols. 2007b).

Con la excepcion de la vanillina, que puede surgir del coniferilaldehido mediante
una reaccion de tipo aldol en la pared celular (Kim y cols. 2002), el resto de las
unidades O-4-terminales presentes en esta fraccion de las ligninas merecen una
atencion especial. La mayoria de estas estructuras son centros de nucleacion
(iniciacion) del crecimiento de las ligninas, ya que éstas sélo pueden surgir del
acoplamiento de un radical B de un monolignol con el radical 4-O de una unidad
terminal (Durbeej y Eriksson 2003). En otras palabras, estas unidades O-4-terminales
actuan como centros de nucleacién a los cuales los radicales 3 de los monolignoles se
afiaden en pasos sucesivos, permitiendo asi a la red de ligninas crecer por adiciones
sucesivas de los radicales B (Durbeej y Eriksson 2003). Sin embargo, el crecimiento
lineal del polimero de lignina no es infinito ya que los sitios para la adiciéon de los
radicales B de los monolignoles pueden llegar a saturarse (Gabaldon y cols. 2006).

De acuerdo con este razonamiento, se puede esperar que la razon de
monomeros unidos por enlaces B-O-4/mondmeros O-4-terminales (£ B-O-4/X O-4)
refleje aproximadamente el grado de polimerizacién de la fraccién lineal (B-O-4) de las
ligninas. Asi, las ligninas de las suspensiones celulares estan mas ramificadas que las
correspondientes del xilema, puesto que la razén anterior es menor en el caso de las
suspensiones celulares (Tabla 3.16), ya que el numero de mondmeros 4-O-terminales
pueden ser indicativos del nimero de cadenas. Similares conclusiones fueron
alcanzadas por Christiernin y cols. (2005), y concuerdan con la idea de que las
suspensiones celulares poseen paredes celulares primarias donde los monémeros de
ligninas se unen fundamentalmente mediante enlaces C-C (Lai y Sarkanen 1975);
mientras que en las paredes celulares del xilema predominan los enlaces lineales 3-O-
4 (Terashima y Fukushima 1988, Chabannes y cols. 2001).

Tabla 3.16. Relaciones entre el tipo y la razén de los mondmeros, asi como razones entre los
distintos tipos de enlaces presentes en las ligninas del xilema y de los cultivos celulares.

Muestra Origen DHCA S/G 2B-0-4 20-4 2B-0-4/20-4

Tallo 2,2 2,4 411,6 15,2 271

B. pendula
Suspension celular 0,6 1,2 9,9 4,2 2.4
Tallo 1,2 - 93,8 10,4 9,0

G. biloba
Suspension celular 0,1 0,2 23,2 3,6 6,4
Tallo 0,1 <0,1 110,0 13,3 8,3

C. revoluta
Suspension celular Tr - 12,5 24 52

Las relaciones descritas en la tabla 3.16 confirman los resultados obtenidos
mediante la cuantificacién de ligninas por el método del bromuro de acetilo (Tabla 3.8),
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que sugerian la existencia de una mayor cantidad de ligninas en los tallos que en las
de suspensiones celulares. Sin embargo, no se mantienen las relaciones entre las
muestras, y este hecho puede deberse a que el bromuro de acetilo solubiliza las
ligninas a través de la rotura de los enlaces a-éter, mientras que la principal diana de
la tioacidolisis son los enlaces B-O-4.

Se ha descrito recientemente (Gomez-Ros y cols. 2007b) que la razén de
monomeros unidos por enlaces B-O-4/mondmeros 4-O-terminales aumenta cuando lo
hace la proporcién de unidades S, en el caso de ligninas con una preponderancia de
unidades S. En el caso de las ligninas de gimnospermas la relacion ¥ B-O-4/Z O-4
decae exponencialmente con el contenido en DHCA. Estos resultados sugieren un
control puramente quimico del grado de polimerizacién de la fraccién lineal de las
ligninas.

lll.5. Caracterizacion de la composicion monomérica de las ligninas
mediante oxidacién con nitrobenceno

La oxidacién con nitrobenceno es una técnica degradativa que sirve para
obtener informacién acerca de la composicion original de las ligninas. Esta técnica
solubiliza tanto las fracciones condensada como no condensada presentes en las
paredes primarias y secundarias (Anterola y Lewis 2002). En el caso de la oxidacion
con nitrobenceno las tres unidades de las ligninas, p-hidroxifenilo, guaiacilo y siringilo,
producen los correspondientes p-hidroxibenzaldehido, vanillina y siringaldehido
(Figuras 3.18, 3.19 y 3.20), respectivamente.

Tabla 3.17. Composicion monomérica de las ligninas del xilema y de las suspensiones
celulares obtenida mediante oxidacion con nitrobenceno. ? Resultados tomados de Gross 1980.

) Relacién H/G/S (%)
Especies
Xilema Suspensiones
B. pendula 1/41/58 7/28/65
G. biloba 7/93/0 38/58/4
C. revoluta 1/98/1 a 29/71/0

Los resultados (Tabla 3.17) muestran que el xilema de B. pendula, presenta una
proporcion semejante de unidades G y S, con una minima proporcién de unidades H.
En las dos gimnospermas estudiadas la unidad mayoritaria es la unidad G, en un
porcentaje superior al 90% y una cierta proporcion de unidades H. El xilema de G.
biloba presenta unidades S, mientras que en el xilema de C. revoluta las unidades S
constituyen un 1% del total de los monomeros. Las diferencias mas notables se
presentan en las suspensiones celulares, donde la proporcion de unidades H aumenta
siempre en relacion a la proporcién presente en el xilema, particularemente en el caso
de las dos gimnospermas estudiadas. Ademas, tanto en B. pendula como en G. biloba
la proporcién de unidades S aumenta en relacién con la presente en el xilema. En el
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caso de C. revoluta, la proporcién de unidades S disminuye desde el 1% a estar
ausente en las suspensiones celulares.
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Figura 3.18. Perfil de HPLC de los productos de la oxidaciéon alcalina con nitrobenceno
obtenidos de las paredes celulares de B. pendula, tanto del xilema (a) como de suspensiones
celulares (b), mostrando la presencia de p-hidroxibenzaldehido (H), vanilina (V) y

siringaldehido (S).
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Figura 3.19. Perfil de HPLC de los productos de la oxidacién alcalina con nitrobenceno
obtenidos de las paredes celulares de G. biloba, tanto del xilema (a) como de suspensiones
celulares (b), mostrando la presencia de p-hidroxibenzaldehido (H), vanillina (V) y

siringaldehido (S).
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Figura 3.20. Perfil de HPLC de los productos de la oxidacién alcalina con nitrobenceno
obtenidos de las paredes celulares de suspensiones celulares de C. revoluta, mostrando la

presencia de p-hidroxibenzaldehido (H) y vanillina (V).

121



Resultados y discusion

Cuando se compararon los resultados obtenidos mediante la oxidacién con
nitrobenceno con los resultados obtenidos mediante la tioacidolisis (Tabla 3.20) se
observé una cierta similaridad, pero también claras tendencias: la proporcion de
unidades S obtenida por tioacidolisis generalmente es mayor que la obtenida mediante
la oxidacion con nitrobenceno, mientras que la proporciéon de unidades H es
generalmente mayor mediante la oxidacion con nitrobenceno. Estas tendencias son
claramente explicables ya que las unidades H se incorporan fundamentalmente en la
fraccion de lignina condensada depositada en las paredes celulares primarias
(Terashima y Fukushima 1988), la cual no es susceptible a la tioacidolisis (Lapierre y
cols. 1995), mientras que las unidades S se incorporan fundamentalmente en la
fraccion de liginina lineal, cuyos mondmeros se encuentran unidos por enlaces B-O-4.

Tabla 3.20. Composicion monomérica de las ligninas obtenida mediante oxidacion con
nitrobenceno (NBO) y tioacidolisis de las paredes celulares del xilema y de las suspensiones
celulares. ® Resultados tomados de Gross 1980.

Relacién H/G/S (%)
Especie Xilema Suspensiones celulares
NBO Tioacidolisis NBO Tioacidolisis
B. pendula 1/41/58 0/29/71 7/28/65 12/40/48
G. biloba 7/93/0 3/97/0 38/58/4 39/50/11
C. revoluta 1/98/1 a 0/86/14 29/71/0 29/71/0
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IV. Enzimas implicadas en la oxidacion de monolignoles y en la
generacion de H;O, presentes en el proteoma extracelular de
suspensiones celulares de angiospermas y gimnospermas

La pared celular vegetal es una estructura dinamica que representa la barrera
mas externa de la célula, aportando tanto soporte estructural como control en los
fendmenos de crecimiento y elongacion celular. Ademas, supone una barrera
defensiva contra el ataque de patégenos. Actualmente, la identidad de la mayor parte
de las proteinas que participan en estos procesos todavia se desconoce.

Los estudios del proteoma de la pared celular son complicados debido a que
existen diferencias tanto entre los distintos tejidos como entre los distintos érganos de
una misma especie, y también depende del estado de desarrollo y la edad de los
mismos (McCartney y cols. 2000, Shen y cols. 2003). Por ejemplo, tan sélo el 30% de
las proteinas de la pared celular de hipocotilos de Arabidopsis coincide con las rosetas
de la misma especie (Jamet y cols. 2006). Para evitar estos problemas se pueden usar
suspensiones celulares, ya que estas células se encuentran en un mismo estado de
desarrollo, son mas homogéneas y se consigue menor contaminacion intracelular.
Precisamente por esta variabilidad de la pared celular de distintos o6rganos, los
resultados obtenidos de una suspension celular hay que tomarlos con precaucion a la
hora de extrapolarlos al sistema de una planta intacta. De las 132 proteinas
identificadas en rosetas de Arabidopsis, tan s6lo 17 eran comunes también a las
suspensiones celulares (Boudart y cols. 2005).

Aun asi, se han utilizado frecuentemente las suspensiones celulares para el
estudio del proteoma de la pared celular (Robertson y cols. 1997, Blee y cols. 2001a,
Borderies y cols. 2003, Ndimba y cols. 2003, Slabas y cols. 2004, Kwon y cols. 2005,
Jamet y cols. 2006). Después de demostrar que los cultivos celulares de C. revoluta,
G. biloba y B. pendula manifiestan lignificacion (Figura 3.11), cabe por lo tanto esperar
que secreten al medio proteinas relacionadas con la biosintesis de ligninas.

Para estudiar el proteoma de una especie vegetal se pueden separar las
proteinas mediante SDS-PAGE o electroforesis bidimensional, recortar los
bandas/puntos y obtener los extremos N-terminales, o bien digerir las proteinas con
tripsina. Debido al hecho de que en algunas proteinas el extremo N-terminal puede
estar bloqueado y no dar ningun resultado, la estrategia que nosotros adoptamos fue
la de digerir la proteina extracelular directamente con ftripsina, y los diferentes
fragmentos tripticos fueron separados por HPLC. Cada fragmento triptico se identificd
mediante espectrometria de masas ESI MS/MS, y se realizé una busqueda para cada
uno de los espectros obtenidos utilizando el programa Mascot. Algunos de los péptidos
no identificados en el Mascot se sometieron a secuenciacion manual. Esta
secuenciacion manual produjo determinadas secuencias de aminoacidos, y las
posibles homologias con las secuencias registradas en las bases de datos se
analizaron mediante el programa BLAST. Los resultados obtenidos del analisis del
protecoma de la pared celular de suspensiones celulares de gimnospermas y
angiospermas se muestran en las tablas 3.20, 3.21y 3.22.
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Tabla 3.20. Secuencias de fragmentos tripticos aislados del proteoma extracelular de cultivos celulares de B. pendula. Los aminoacidos destacados en
negrita muestran coincidencia con los pertenecientes a proteinas de la base de datos. El porcentaje de coincidencia entre el fragmento triptico y el
detectado en la base de datos se hallé en el MPsrch del EBI, y engloba los aminoacidos conservados y semiconservados.

Fragmento triptico Secuencia detectada en la N° acceso Proteina Coincidencia
base de datos (%)
Enzimas implicadas en la oxidacién de monolignoles
GLTQKDLVALSGAHTIGKAR GLTQKDLVALSGAHTIGKAR AAV31745 Peroxidasa 1 (Picea abies) 100
GFDVIDTIK GFDVIDTIK AAB02554 Peroxidasa cationica (Stylosanthes humilis) 100
VVSCADILAVAAR VVSCADILAVAAR CADG67478 Peroxidasa (Asparagus officinalis) 100
NLAPLDLQTPTAFDNNYYK NLAPLDLQTPTAFDNNYYK CADG67478 Peroxidasa (A. officinalis) 100
FYDTTCPK FYDTTCPT CAI54301 Peroxidasa (Zinnia elegans) 89,9
VA[L/IGGCIL/IIPTVI[Q/K][L/IIGR VAVGGPSWTVRLGR CAI54301 Peroxidasa (Z. elegans)
Enzimas implicadas en la produccién de H>O»

ILGLNTLGVSLAR ILGLNTLGVSLAR ABE87913 Cupina (Medicago truncatula) 100
AF[Q/K][L/IIDTN[L/NVES[L/I] [Q/K]K AFQLDVNIVEDLEAK NP568562 Germina 6 (A. thaliana) 77,5
[F/M]SGIL/IIGS[Q/KINPGIL/I] [L/V[LMAK  FAGLGSQNPGTITIAD AAF26097 Germina (A. thaliana) 73,5

D[F/M][F/M][F/M][Q/K]G[L/INTPR DFFESGLNVPG AAB51570  Germina (A. thaliana) 71,2




Tabla 3.21. Secuencias de fragmentos tripticos aislados del proteoma extracelular de cultivos celulares de G. biloba. Los aminoacidos destacados en
negrita muestran coincidencia con los pertenecientes a proteinas de la base de datos. El porcentaje de coincidencia entre el fragmento triptico y el
detectado en la base de datos se hallé en el MPsrch del EBI, y engloba los aminoacidos conservados y semiconservados.

Fragmento triptico Secuencia detectada en la N° acceso Proteina Coincidencia
base de datos (%)
Enzimas implicadas en la oxidacién de monolignoles
GFDVIDNIK GFDVIDNIK Q2RBG5 Peroxidasa catidnica 1 (O. sativa) 100
DMVALSGSHTIGQAR DMVALSGSHTIGQAR ABA91159 Peroxidasa 52 (O. sativa) 100
G[L/1]S[L/I]S[F/Mox]APK LNLIMTPK Q84SA8 Lacasa (Aster tripolium)

Enzimas implicadas en el metabolismo de polisacaridos de la pared celular

AVGNEV[F/Mox]ANR AVGNEVYANK Q5RZ68 Glucanasa (Thuja occidentalis) 83,5
Otras
GPLQLSWNYNYGAAGK GPLQLSWNYNYGAAGK AAQ17048 Quitinasa clase IV (Picea abies) 100
GDAAA[Q/K]PEK GDAAAQPGK Q4A189 Beclina 1 (Glycine max) 85,5
NN[Q/K][L/INASHK NNGVNASHK CAAT79676 Beta-fructofuranosidasa (Solanum
tuberosum)
[DV/ITIVANPESVE[L/I]K DVINPEEVEIK Q1PF25 Proteina de dedos de zinc (A. thaliana) 67
G[DV/ITIVANPESVE[L/K GDDVINPEEVEIK Q1PF24 Proteina de dedos de zinc (A. thaliana) 69,6
VTN(X)XX[Q/K][Q/KISVTVR VSELGMNQKSVTVF CAN80304 Proteina hipotética (Vitis vinifera)
GSTTAESAAJ[L/IIR ATTAETSALR Q9LUI6 Proteina de tipo kinasa (A. thaliana) 74,7
STDAI[L/I]SK STEALSK P00871 Ribulosa bisfosfato carboxilasa (Triticum 94
aestivum)
PAVV[L/] PAVVI Q9M364 Histona-lisina N-metiltransferasa (A. 100
thaliana)
SE[Q/K][Q/K]CXXK SDKKCRKK Q8W397 Amelogenina (O. sativa) 94,2
[L/NIF/Mox]S[L/IJCXXX[L/[K/Q]R LFDLCDDWLKR Q19vC7 Proteina D2 del centro de reaccion del 90,9
fotosistema Il (Chlorokybus atmophyticus)
ANDLVDDK ANELVEEK Q6RY59 Malato dehidrogenasa (Pinus pinaster) 85,5
[L/]IL/ML/NDPXXGDK LLIDPITGQK Q7XR49 Proteina OSJNBa0043A12.36 (O. sativa) 89,9

[L/VDCCIQ/K]YE[Q/K]R IVACCEFEER Q109L5 Proteina expresada (O. sativa) 74,5




Tabla 3.22. Secuencias de fragmentos tripticos aislados del proteoma extracelular de cultivos celulares de C. revoluta. Los aminoacidos destacados en
negrita muestran coincidencia con los pertenecientes a proteinas de la base de datos. El porcentaje de coincidencia entre el fragmento triptico y el
detectado en la base de datos se hallé en el MPsrch del EBI, y engloba los aminoacidos conservados y semiconservados.

Fragmento triptico Secuencia detectada en la N° acceso Proteina Coincidencia
base de datos (%)
Enzimas implicadas en la oxidacién de monolignoles
GFDVVDNIK GFDVVDNIK Q5JBR5 Peroxidasa anibnica (lpomoea batatas) 100
MGQLNVLTGSKGEIR MGQLNVLTGSKGEIR CAD92856 Peroxidasa (Picea abies) 100
DLVALSGAHTIGQAR DLVALSGAHTIGQAR AAP76387 Peroxidasa (Gossypium hirsutum) 100
YYVDLQNR YYVDLQNR CAH69262 Peroxidase 20 (O. sativa) 100
Otras
TLISIGGGGSEVR TLISIGGGGSEVR Q4W6L6 Quitinasa A (Cycas revoluta) 100
LVSELTAAIR LVSELTAAIR Q4W6L6 Quitinasa A (C. revoluta) 100
[M/FINEY[L/I][L/P[K/Q] MNGYLIPK QOWPQ3 Citocromo P450 (A. thaliana) 87
[F/M]GV[L/IJAVTSR MSVIIVTSR 022920 Antitransportador Na/H (A. thaliana) 78,7
[L/S[L/NTPTPGVIL/IH[K/Q] LLITPTSPAVLHQ QOIVT71 Proteina Os11g0108800 (O. sativa) 67
TDVILNGIL/IIPAIK/Q] SNVIGLPAH QOIYK2 Proteina Os10g0200000 (O. sativa) 76,7
KTAIL/IIN[L/IIDA[L/IIDWR KTSLKLDTMDW Q9LDG2 Proteina hipotética F24F17.6 (A. thaliana) 72,6
FAQ[L/I[LAINDIL/K/Q] FGKLIADIK Q2RAPS8 2-|sopropilmalato sintasa B (O. sativa)
IVDYCPAGCR IVDYCPAGCR Q6K4C0 Proteina p12 asociada a la patogénesis (O. 100

sativa)




Resultados y discusion

Los resultados mostraron la presencia de fragmentos peptidicos que presentan
homologias con proteinas tipicas de la pared celular vegetal: 6xido-reductasas como las
lacasas, las peroxidasas y las germinas; glucésido hidrolasas como las quitinasas vy
proteinas de senalizacion.

Todos los fragmentos tripticos encontrados en el medio extracelular de suspensiones
celulares de B. pendula se corresponden con peroxidasas y germinas, ambas proteinas
intimamente relacionadas con la lignificacion de paredes celulares. Las suspensiones de G.
biloba presentaron enzimas relacionadas con la biosintesis de ligninas en la pared celular
(peroxidasas y lacasas), glucésido hidrolasas (quitinasas y glucanasas), proteinas de
sefalizacion (tipo kinasa), proteinas relacionadas con el ADN y ARN (proteinas de dedos de
zinc, histona-lisina N-metiltransferasa), y otro tipos de proteinas bien intracelulares (ribulosa
bisfosfato carboxilasa, proteina del centro de reaccion del fotosistema Il, malato
dehidrogenasa) o bien de funcién desconocida. En el caso de C. revoluta los fragmentos
tripticos se correspondieron con peroxidasas, glucésido hidrolasas (quitinasas), proteinas
intracelulares (citocromo P450) o proteinas de funcion desconocida.

Estas proteinas se han descrito que intervienen en la xilogénesis y/o en la formacion
de las paredes celulares secundarias (Brown y cols. 2005, Yokoyama y Nishitani 2006, Blee
y cols. 2001a, Imoto y cols. 2005, Foucart y cols. 2006), y entre ellas cabe destacar a las
peroxidasas, las lacasas, las glucésido hidrolasas de la familia 19 como la quitinasa, la
malato deshidrogenasa, las B-1,3-glucanasas, las proteinas de tipo citocromo P450, las
proteinas dedos de zinc y ciertas protein kinasas.

La homologia de estos fragmentos tripticos con proteinas tipicas de la pared celular, y
con proteinas que intervienen en la xilogénesis, no resulta novedoso puesto que se han
descrito ESTs que codifican peroxidasas y quitinasas en las suspensiones celulares de
Populus (Lee y cols. 2005); peroxidasas, germinas, endoquitinasas y malato
deshidrogenada en Medicago sativa (Watson y cols. 2004); peroxidasas y 1,3-B-glucanasas
en Medicago ftruncatula (Lei y cols. 2005); peroxidasas, quitinasas, lacasas, malato
deshidrogenasa, citocromo P450, y Ser/Thr kinasa, en Zea mays (Zhu y cols. 2006,
Guillaumie y cols. 2007); y peroxidasas, B-1,3-glucanasa, protein kinasa, germinas,
quitinasas (familia 19 de las glucdsido hidrolasas) y malato deshidrogenasa, en Arabidopsis
(Chivasa y cols. 2002, Boudart y cols. 2005, Charmont y cols. 2005, Kwon y cols. 2005,
Ubeda-Tomas y cols. 2007).

Por ultimo, los resultados también mostraron homologias con proteinas que se
expresan durante la diferenciacion de las células de mesdfilo en traqueidas de Z. elegans
(Milioni y cols. 2001, Milioni y cols. 2002, Demura y cols. 2002, Pesquet y cols. 2005), y
entre ellas cabe citar a las peroxidasas, quitinasas, lacasas, proteina p12 asociada a plagas,
metil transferasas, glucanasas, proteinas asociadas con la senescencia, proteina del tipo
citocromo P450, Ser/Thr kinasas y proteinas dedos de zinc.

En los estudios del proteoma son abundantes las glucosil hidrolasas, ya que participan
en la remodelacién de la pared celular. En las especies estudiadas, sin embargo, no
aparecen. También se ha comprobado esta ausencia en cultivos celulares de Arabidopsis
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(Jamet y cols. 2006), a pesar de esperarse debido a que son células en proceso de division
y elongacién, y que por lo tanto necesitan modificar los polisacaridos de la pared celular.
Aun asi, este hecho puede explicarse por una baja homologia de estas proteinas entre
diferentes cultivos celulares.

Es interesante hacer notar que las 6xido reductasas son particularmente numerosas
en los cultivos celulares, probablemente debido al estrés oxidativo que ocurre en los cultivos
en medio liquido (Jamet y cols. 2006), igual que ocurre con otras proteinas relacionadas con
la defensa (Borderies y cols. 2003). En efecto, Barratt y cols. (1989) han demostrado que
algunas proteinas relacionadas con el estrés son inducidas por el mismo proceso del cultivo
in vitro.

Lacasas

Las lacasas son glicoproteinas pertenecientes a la familia de las oxidasas de cobre
azul, que incluye ascorbato oxidasas, lacasas y ceruloplasmina. Se encuentran en un amplio
rango de organismos: bacterias, hongos, insectos y plantas. En estas ultimas el papel de las
lacasas permanece sin ser claramente demostrado. Varias evidencias sugieren su
implicacion en la biosintesis de ligninas, basandose en la capacidad de oxidar los
precursores de la lignina y en su localizacién en las paredes celulares del xilema (Davin y
cols. 1992, Driouich y cols. 1992, Sterjiades y cols. 1992, Bao y cols. 1993, Dean y Eriksson
1994, McDougall y Morrison 1996). Pero su papel mas obvio seria el de participar en el
control del estado redox de la pared celular a través del control de los niveles de acido
ascorbico (Ros Barcel6 y cols. 2006), ya que estas enzimas presentan una gran actividad
ascorbato oxidasa. Se ha sugerido que ya que las lacasas no necesitan H,O,, podrian tener
un papel en los primeros estadios de lignificacién en las células (Sterjiades y cols. 1993). La
ausencia de secuencias de lacasas ha sido un argumento contra su papel en la lignificacion
(Lewis y cols. 1999). Ademas, los estudios de expresiéon de lacasas son poco habituales y
contradictorios (Ranocha y cols. 1999, Gavnholt y cols. 2002). La idea general es que estas
enzimas se secretan al apoplasto (LaFayette y cols. 1999, Ranocha y cols. 1999), pero se
han encontrado lacasas que carecen de la extension N-terminal que conduce a las proteinas
al apoplasto, por lo que estas enzimas podrian tener un origen intracelular (Gavnholt y cols.
2002).

Proteinas tipo germina (GLPs)

La germina detectada en el proteoma extracelular de B. pendula coincide con la
expresada en el proteoma de M. sativa (Watson y cols. 2004) y en el de A. thaliana (Boudart
y cols. 2005, Charmont y cols. 2005). Las germinas, y los polipéptidos relacionados con las
germinas, se incluyen en la superfamilia de las cupinas (Dunwell 1998). Las germinas se
pueden clasificar en dos grupos, las germinas propiamente dichas, que son un grupo de
proteinas con una identidad superior al 90% especificas de las gramineas, y las proteinas
tipo germina (GLPs), que son muy heterogéneas y se encuentran presentes en todas las
familias de angiospermas, incluidas las gramineas, asi como también en las gimnospermas
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y en los musgos (Bernier y Berna 2001). Tanto las germinas, como las GLPs, son
glicoproteinas de la matriz extracelular normalmente ancladas a ésta mediante uniones
ionicas débiles. La mayoria de ellas existen como oligdmeros muy estables y llevan unido un
ion metalico, normalmente manganeso. Las proteinas de la superfamilia de las cupinas
presentan un amplio rango de actividades enzimaticas, aunque parece que la principal
funcion de las GLPs es como superéxido dismutasa que protege a las plantas del estrés
oxidativo (Khuri y cols. 2001). Sin embargo, las germinas de los cereales han evolucionado
a una actividad oxalato oxidasa que permite la detoxificacion del acido oxalico producido por
patégenos (Dunwell y cols. 2000). Con respecto a la expresion, los miembros de la familia
de las GLPs estan fuertemente regulados. Sin embargo, todos los 6rganos se caracterizan
por la presencia de, al menos, una GLP.

Aunque las germinas y las GLPs fueron descritas en principio en el contexto de la
germinacion, se expresan en muchos tejidos vegetales y en diferentes estados de desarrollo
(Schlesier y cols. 2004). Se ha descubierto un amplio rango de funciones para las germinas
y las GLPs: algunas son enzimas (oxalato oxidasas, SODs, inhibidores de proteasas
(Segarra y cols. 2003)) mientras otras parecen ser receptores o proteinas estructurales.
Lane (2000) ha sugerido que la expresion de la germina en el embrion del trigo esta
asociada con el desarrollo de los tejidos, y la diferenciacion de los tejidos vasculares,
sugiriendo un papel en la muerte celular programada. Aun asi, se desconoce la funcién de la
mayoria de las GLPs detectadas.

La germina también se sintetiza en las hojas adultas que sufren estrés. Muchas de
ellas se inducen por estreses bidticos (Thordahl-Christensen y cols. 1997, Schweizer y cols.
1999) y abidticos (Hurkman y Tanaka 1996, Vallelian-Bindschedler y cols. 1998). Asi, la
transcripcién de la germina y la actividad oxalato oxidasa se estimulan por la infeccion
fungica (Dumas y cols. 1995, Zhang y cols. 1995), por algunos iones de metales pesados, y
por la infeccién virica, en plantas de tabaco transformadas con el gen chivato GUS bajo el
control de un promotor del gen de la germina del trigo (Berna y Bernier 1999).

Las GLPs se expresan en todas las partes de las plantas y en todos los estados de
desarrollo, desde las raices hasta los apices de los brotes, en los érganos florales, y desde
la germinacion del embrion hasta el desarrollo del fruto. Las ESTs depositadas en las bases
de datos también demuestran la expresiéon de GLPs en las células diferenciantes del xilema
de pino y de Populus (Berna y Bernier 1999). Al igual que los genes de la germina, la
transcripcion de algunos genes de GLP estan influenciados por las condiciones de estrés.

Las reacciones redox juegan diversos papeles en las paredes celulares vegetales
durante el desarrollo, y también como respuesta al ataque de patégenos (Torii 2004, Fry
1998, Passardi y cols. 2004b). Ademas de las peroxidasas, otras proteinas de la pared
celular pueden estar implicadas en este proceso. Las germinas y las proteinas tipo germina
constituyen una gran familia diversa de proteinas vegetales muy ubicuas. En los cereales,
se describen como oxalato oxidasas, fuertemente asociadas a la hemicelulosa, cuya
sintesis esta ligada al aumento de la extensibilidad de la pared celular (Lane 1994); aunque
en numerosas dicotiledoneas no se ha encontrado esta actividad. En el algodon, se ha
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descubierto una proteina tipo germina que se acumula en el apoplasto de la fibra durante la
elongacién celular (Membré y cols. 2000, Kim y cols. 2004).

Quitinasas

La presencia de la quitinasa en la pared celular, y su expresion durante la xilogénesis
se encuentra universalmente aceptada (Robertson y cols. 1997, Blee y cols. 2001a, Demura
y cols.2002, Borderies y cols. 2003, Watson y cols. 2004, Charmont y cols. 2005, Kwon y
cols. 2005, Lee y cols. 2005, Jamet y cols. 2006, Zhu y cols. 2006). Las quitinasas (EC
3.2.1.14) (Santos y cols. 2004, Tchorbadjieva y Pantchev 2006) catalizan la hidrdlisis de los
enlaces B-1,4 de la quitina, un polimero de N-acetil-D-glucosamina. Las quitinasas se
expresan en muchas especies vegetales en respuesta al ataque de patégenos o a otros
estreses ambientales. Aunque el principal papel de las quitinasas sea en la defensa contra
patégenos, también tienen un papel en el desarrollo de la planta. Una endoquitinasa acida
de Arabidopsis codifica proteinas con una elevada homologia a las “yieldinas”, que estan
implicadas en la modulacion de las propiedades mecanicas de la pared celular en plantas de
Vigna unguiculata (Okamoto-Nakazato y cols. 2000). Se ha visto que las quitinasas se
activan en tabaco durante la formacién de la flor, pero no durante la formacién de yemas
vegetativas (Neale y cols. 1990). En otras plantas, como calabaza y Arabidopsis, diferentes
quitinasas se activan en distintos érganos de la flor o se activan de forma diferente durante
el desarrollo de la misma (Lawton y cols. 1994, Samac y Shah 1991). También se ha
detectado actividad quitinasa en otros 6rganos como raices, frutos y semillas (Gramham y
Sticklen 1994, Salzman y cols. 1998, Regalado y cols. 2000). Ademas de su posible papel
en la respuesta de defensa en las plantas, las quitinasas también influyen en el desarrollo de
los embriones somaticos en Daucus carota (De Jong y cols. 1992), Picea abies (Mo y cols.
1996) y Pinus caribaea (Domon y cols. 2000), quizas mediante la liberacién de factores
endogenos que actian como moléculas sefial.

IV.1. Proteinas no candnicas de la pared celular

Las proteinas no candnicas de la pared celular son conocidas como proteinas
intracelulares, descritas tanto en plantas superiores (Chivasa y cols. 2002, Watson y cols.
2004) como en algas verdes (Wang y cols. 2004) y hongos (Pitarch y cols. 2002). La
presencia de estas proteinas resulta confusa, ya que no poseen un péptido sefal, el cual es
necesario para dirigirse a la ruta de secrecion, y su funcion en la pared no esta clara (Slabas
y cols. 2004). Bendtsen y cols. (2004) han clasificado este grupo de proteinas como
proteinas no clasicas. En los estudios de Chivasa y cols. (2002) y Watson y cols. (2004), las
proteinas de la pared celular no candnicas pueden representar la mitad de las proteinas
identificadas en las preparaciones de la pared celular. Estas han sido extraidas de paredes
celulares aisladas, pero los resultados dependen en gran medida de la fiabilidad de las
técnicas de purificaciéon usadas. Cuando se utilizan técnicas no destructivas (Boudart y cols.
2005) para aislar las proteinas de la pared celular, se encuentran tan sélo unas pocas
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proteinas no canonicas, apoyando la idea de que se trata, probablemente, de contaminantes
citosolicos. De todos modos, mediante inmunolocalizacion se ha visto la presencia en la
pared celular o el espacio extracelular de proteinas previamente conocidas como citosdlicas
(Edwards y cols. 1999, Robertson y cols. 2000)

Slabas y cols. (2004) encontraron la presencia de una citrato sintasa en paredes
celulares de Arabidopsis. Esta es una enzima localizada en la mitocondria. Sin embargo, de
los hipotéticos productos de los cinco genes que las codifican, uno de ellos presenta un
péptido senal de secrecion. Pero también se han encontrado otras proteinas sin dominios de
secrecion. Estos autores sugieren que existe un mecanismo desconocido, distinto del
clasico, para exportar estas proteinas a la pared celular.

En este caso, la presencia de la rubisco (Tabla 3.21) y de varias proteinas citosdlicas
relacionadas con los acidos nucleicos (Tabla 3.20) parece indicar que son producto de una
contaminacion de componentes citosoélicos, al menos en las suspensiones de G. biloba.

Protein kinasas

Chivasa y cols. (2002) identificaron secuencias de aminoacidos de proteinas que
poseian las mismas caracteristicas que las proteinas clasicas de la pared celular, la
posesion de un péptido sefal, y la ausencia tanto de un secuencia conservada de retencién
en el reticulo endoplasmatico como de un dominio transmembrana. Estas proteinas
incluyen, entre otras, una posible protein kinasa. De la presencia de estas proteinas en las
paredes celulares surge una cuestidn sobre su posible funcidon en este compartimento
celular. Parece que estas proteinas tienen una funcion que es diferente de la actividad
biolégica que presentan en sus compartimentos clasicos (Chivasa y cols. 2002). En el caso
de las protein kinasas, poseen un peéptido sefal y carecen de dominio transmembrana, lo
que sugiere que se localizan en el lado apoplastico de la membrana plasmatica. Chivasa y
cols. (2002) demostraron que existen posibles protein kinasas en el apoplasto, que fosforilan
ciertas proteinas, entre ellas, una proteina tipo quitinasa. Asi, parece existir una
fosforilacion/defosforilacion extracelular de proteinas localizadas en el apoplasto durante el
crecimiento celular normal, y en respuestas de sefalizacion que incluyen el ataque de
patégenos. Esta observacion es coherente con la existencia de protein kinasas
extracelulares en la pared celular; sin embargo, se desconoce qué clase de kinasas de la
pared celular son responsables de la actividad kinasa extracelular. En los actuales modelos
de transduccion de la sefal, el Unico evento que parece que ocurrre
extracitoplasmaticamente es la unién de ligandos a sus receptores transmembrana, seguido
de la transmisién de la sefal hacia los componentes citoplasmicos. La identificacién de
estas proteinas en la pared celular podria ser un reflejo de la existencia de nuevas rutas de
sefalizacién extracitoplasmaticas que implican sehales dependientes de los eventos de
fosforilacion. Durante mucho tiempo, esta posibilidad era inconcebible porque se presumia
que los compuestos ricos en energia fosfato, tipo ATP y GTP, no se encontraban
extracitoplasmaticamente (Eisenhaber y Bork 1998). Sin embargo, recientemente se ha
observado ATP en la matriz extracelular de células animales (Sedaa y cols. 1990), en el
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fluido extracelular de levaduras (Boyum y Guidotti 1997) y, mas recientemente, en el
apoplasto de las plantas (Thomas y cols. 2000).

Citocromo P450

El citocromo P450 detectado en el medio extracelular de C. revoluta también se
presenta en el perfil de expresion de la biosintesis de la pared celular en el maiz (Guillaumie
y cols. 2007), y es un gen que se expresa durante la xilogénesis en el eucalipto (Foucart y
cols. 2006).

El citocromo P450 es una oxidasa dependiente del grupo hemo que cataliza una
amplia variedad de reacciones usando NAD(P)H como donador de electrones (Pua y Lee
2003). En las plantas se asocia a la curacion de heridas, a la resistencia a patogénesis, a la
sintesis de metabolitos secundarios durante la proliferacion celular, a la respuesta a los
estreses ambientales y a la detoxificacion de xenobidticos (Lee y cols. 2005). Foucart y cols.
(2006) encontraron un gen que codifica al citocromo P450 90A, que probablemente esta
implicado en la biosintesis de giberelinas (GA). En este punto cabe mencionar que las GA
estan implicadas en la xilogénesis como se ha demostrado en plantas de tabaco
transgénico, y de Populus, que sobreexpresan la GA20 oxidasa (Eriksson y cols. 2000,
Biemelt y cols. 2004).

Malato deshidrogenasas

Zhu y cols. (2006) encontraron en su estudio protedmico de la pared celular del maiz
varias proteinas citosdlicas, tales como la malato deshidrogenasa citoplasmica, la cual, se
detectdé en este estudio en G. biloba. Esta proteina también se encontré en el fluido
apoplastico de la cebada y la avena (Li y cols. 1989). Tanto en este estudio como en otros
estudios protedmicos de la pared celular, se han descrito proteinas que se secretan a las
paredes celulares sin poseer el clasico péptido sefal N-terminal (Cleves 1997). En otros
sistemas, como en los mamiferos, también se ha observado que muchas proteinas que no
contienen péptido senal pueden ser secretadas a la matriz extracelular.

La malato deshidrogenasa podria estar implicada en la produccion del H,O, en las
paredes celulares (Gross y cols. 1977, Fry 1988). Ciertos autores (Li y cols. 1989, Karkénen
y cols. 2002, Watson y cols. 2004) han demostrado que una malato deshidrogenasa unida a
la pared celular podria estar implicada en la regeneraciéon del NAD(P)H necesario para la
formacion del H,O, requerido por una peroxidasa de la pared celular.

IV.2. Proteinas de funciéon desconocida

En todos los analisis del proteoma de la pared celular aparece una serie de proteinas
de las cuales no se conoce qué funcién pueden tener (Robertson y cols. 1997, Borderies y
cols. 2003, Ndimba y cols. 2003, Watson y cols. 2004, Boudart y cols. 2005, Kwon y cols.
2005, Jamet y cols. 2006) al no mostrar homologias con proteinas de otros organismos. Se
dice que podrian ser proteinas especificas de plantas, ya que la funcién de la mayoria de las
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proteinas identificadas se deduce por homologia con proteinas de otros organismos,
mientras que soélo 16 proteinas tienen funcion conocida (Boudart y cols. 2005). En algun
caso puede llegar a suponer el 26% de las proteinas encontradas (Borderies y cols. 2003).
Por lo tanto, las proteinas de funcién desconocida son uno de los grandes retos para los
grupos de protedmica de la pared celular.
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V. Purificacion de las peroxidasas del medio extracelular de suspensiones

celulares de angiospermas y gimnospermas

Como se comprobd anteriormente, las células de los cultivos vegetales lignifican
(Figura 3.11) y secretan al medio una serie de proteinas extracelulares. De hecho, un gran
porcentaje de estas proteinas son peroxidasas (Tablas 3.20, 3.21 y 3.22). Por lo tanto, no es
extrano que existan numerosos estudios en los que se han utilizado las suspensiones
celulares como herramienta para purificar peroxidasas (Dean y cols. 1994, Brownleader y
cols. 1995, Narita y cols. 1995, Jstergaard y cols. 1996, de Marco y cols. 1999, Gabaldén y
cols. 2005). En concreto, se ha comprobado que la peroxidasa purificada de Zinnia elegans
por Gabaldon y cols. (2005) esta implicada directamente en los procesos de lignificacion.
Por ello, se estudid el patron de isoperoxidasas de G. biloba y B. pendula, resultando que
ambos cultivos secretan al medio extracelular peroxidasas analogas y homoélogas a la de Z.
elegans (Figura 3.21) y proteinas homélogas en cuanto a su masa molecular (Figura 3.22).
Ademas, se compard dicho patrén de peroxidasas con el obtenido del fluido intercelular de
las plantas intactas (Figura 3.21), que resultdé ser bastante semejante, con todas las
peroxidasas del fluido intercelular presentes en el medio extracelular.

a b é

- -
-
1

1 1 2

Figura 3.21. Patrones de isoenzimas de peroxidasa obtenidos por IEF de la proteina extracelular de
tallos (1) y de cultivos celulares (2) de Z. elegans (a), G. biloba (b) y B. pendula (c); después de tefiir
con 4-MN y H,0,. La flecha sefiala las peroxidasas homologas a la peroxidasa de Z. elegans.
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-
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Figura 3.22. SDS-PAGE de la proteina extracelular de suspensiones celulares de G. biloba (c), y B.
pendula (d), después del revelado con nitrato de plata. Marcadores de peso molecular (a) y

peroxidasa de Z. elegans (b). La flecha sefala las proteinas homodlogas a la peroxidasa de Z
elegans.

Cuando se comparé la actividad peroxidasa del apoplasto de tallos jovenes y del
medio extracelular de suspensiones celulares de B. pendula frente a distintos sustratos
precursores de las ligninas (Tabla 3.23), se encontr6 que estos dos sistemas son
perfectamente comparables, puesto que las afinidades tanto por los alcoholes como por los
aldehidos p-hidroxicinamilicos son muy similares, con la salvedad del alcohol sinapilico y del
sinapilaldehido. La afinidad relativa frente a estos dos sustratos que muestran las
peroxidasas presentes en el apoplasto es mayor que la que tienen las peroxidasas del
medio extracelular de las suspensiones celulares.

Tabla 3.23. Actividad peroxidasa expresada en nkat ml” y actividad peroxidasa relativa, del medio
extracelular de suspensiones celulares y del apoplasto de B. pendula medida con diferentes
sustratos. La actividad peroxidasa relativa se expresa dando el valor 1 a la obtenida frente a 4-MN.

Actividad peroxidasa (nkat ml' 1) Actividad peroxidasa relativa

Sustrato Suspensiones Suspensiones
Apoplasto Apoplasto
celulares celulares
4-MN 45,28+1,36 2,69+0,16 1 1

T™MB 749,48+40,83 55,90+4,92 16,55 20,78
Alcohol p-cumarilico 32,87+0,73 2,4610,39 0,73 0,91
Alcohol coniferilico 581,89+16,61 28,31+3,59 12,85 10,52
Alcohol sinapilico 6,42+0,29 2,13+0,03 0,14 0,79
p-Cumarilaldehido 3,78+0,12 0,23+0,06 0,08 0,09
Coniferilaldehido 309,45+£32,55 20,61+1,98 6,83 7,66
Sinapilaldehido 4,16+0,29 0,61+0,10 0,09 0,23
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A la vista de estos resultados, se procedi6 a purificar, de forma parcial, las peroxidasas
presentes en el medio extracelular de suspensiones celulares de B. pendula con el fin de
comprobar las afinidades de las peroxidasas acidas y basicas por los diferentes sustratos.

V.1. Purificaciéon parcial de las peroxidasas del proteoma extracelular de B.
pendula

Las suspensiones celulares son una fuente adecuada para la purificacion de
peroxidasas. Chibbar y van Huystee (1983) determinaron que a los 4 dias de cultivo de
suspensiones celulares de cacahuete las peroxidasas representaban el 15% de las
proteinas extracelulares. Este dato, junto con el bajo porcentaje de proteinas liberadas,
facilitan la purificacion de peroxidasas (Maldonado y van Huystee 1980).

Como paso inicial de la purificacion, la proteina extracelular se sometié a una
precipitacion total con sulfato aménico al 95% de saturacion. El siguiente paso fue una
cromatografia hidrofébica sobre fenil Sepharosa, utilizando como eluyente un gradiente de
sulfato amonico. La fenil Sepharosa se ha utilizado con éxito en la purificacién de las
peroxidasas de Z. elegans, cebada, vid y alcachofa (Gabaldén y cols. 2005, Sato y cols.
1995b, Kristensen y cols. 1999, Jackson y cols. 2001, Lépez-Molina y cols. 2003), por lo que
ha sido y sigue siendo uno de los pasos iniciales mas ampliamente utilizado en la
purificacion de las peroxidasas.

En esta cromatografia, la mayor parte de la peroxidasa eluyd en un unico pico, entre
los 170 y 280 ml (Figura 3.23A, pico a). Este pico se recromatografié en una columna de
intercambio catidnico obteniendo tres fracciones: la primera se correspondié (Figura 3.23B,
pico b) con la peroxidasa no retenida en la columna; la segunda (Figura 3.23B, pico c) eluyé
entre los 175 y 227 ml y la tercera (Figura 3.23B, pico d) entre los 228 y 280 ml. A su vez,
estos dos ultimos picos (c y d) se volvieron a recromatografiar en una resina de intercambio
cationico, para purificar mas las muestras. El pico ¢ eluyé como dos picos diferenciados en
la nueva cromatografia catidnica (Figura 3.23C), el primero entre los 190 y 220 ml (Figura
3.23C, pico e) y el segundo entre los 221 y 245 ml (Figura 3.23C, pico f). De este modo se
obtuvieron tres fracciones de peroxidasas basicas, denominadas BpPrx1, BpPrx2 y BpPrx3
en funcion del orden en el que eluyeron en las dos cromatografias cationicas (Tabla 3.24).
La fraccion no retenida por la columna de intercambio catiénico (Figura 3.23B, pico b) se
cromatografié sobre una resina de intercambio anidnico, resolviéndose en dos picos: uno no
retenido por la columna (Figura 3.23D, pico g) y otro que eluyd entre los 175 y 220 ml
(Figura 3.23D, pico h). Con este ultimo paso se separaron dos fracciones de peroxidasas
acidas, denominadas BpPrx4 y BpPrx5, respectivamente (Tabla 3.24).
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Figura 3.23. Purificacion de peroxidasas de B. pendula del medio extracelular de suspensiones
celulares. El protocolo de purificacién incluyd una cromatografia en fenil Sepharose (A), cromatografia
de intercambio catiénico en SP Sepharose (B y C) y cromatografia aniénica en Q Sepharose (D).

137



Resultados y discusion

Tabla 3.24. Fracciones de peroxidasa de B. pendula obtenidas en las diferentes cromatografias
(Figura 3.23) y la nomenclatura asignada a cada una de ellas.

Fracciones de peroxidasa

Nombre peroxidasa pl correspondiente
BpPrx1 Basico Pico e
BpPrx2 Basico Pico f
BpPrx3 Basico Pico d
BpPrx4 Acido Pico g
BpPrx5 Acido Pico h

Ya que no se pudieron purificar a homogeneidad las fracciones obtenidas, se procedio
directamente a determinar sus propiedades cataliticas (Tabla 3.25). Todas las peroxidasas
fueron capaces de oxidar tanto los alcoholes como los aldehidos p-hidroxicinamilicos, lo que
confirma su papel en la lignificacion.

Tabla 3.25. Actividad catalitica de las fracciones de peroxidasa purificadas de B. pendula frente a
diferentes sustratos.

kcatalitica (molesSs'mol" E)

Sustratos
BpPrx1 BpPrx2 BpPrx3 BpPrx4 BpPrx5
4MN 17,30 £ 1,25 15,52 £ 0,37 49,53 + 8,81 8,96 + 0,58 445+35
TMB 14553 +1,12 139,58 +4,43 209,96 + 11,08 214,19+ 32,65 193,9+24,8

Alcohol p-cumarilico 3,87 £0,15 5,17 £ 0,15 7,22+0,13 1,14 £ 0,08 0,51+ 0,03
Alcohol coniferilico 54,76 £7,72 70,83 +12,06 91,00 + 5,47 36,38 + 1,25 9,84 + 0,69
Alcohol sinapilico 0,33 £ 0,01 0,41+ 0,05 0,55 + 0,01 0,25+ 0,03 0,18 £ 0,01
p-Cumarilaldehido 0,56 + 0,13 0,74 £ 0,15 1,34 £ 0,01 0,30 + 0,09 0,10 £ 0,02
Coniferilaldehido 88,16 + 5,97 92,93+6,84 110,08+6,00 41,32+247 10,21 £ 0,40
Sinapilaldehido 1,08 £ 0,10 1,39+ 0,12 2,18 £ 0,01 0,81+ 0,05 0,60 £ 0,14

Las fracciones de peroxidasas presentan unas afinidades por los sustratos
hidroxicinamilicos semejantes (Tabla 3.26). La peroxidasa acida BpPrx4 presenta para la
mayoria de los sustratos mayor afinidad que la otra peroxidasa acida BpPrx5 y similar a las
peroxidasas basicas. No se aprecian diferentes afinidades entre las peroxidasas basicas,
BpPrx1 y BpPrx2, y la peroxidasa acida BpPrx4, por lo que en este caso no se puede
relacionar el pl de las peroxidasas con una afinidad diferencial hacia los sustratos
precursores de las ligninas, y particularmente hacia el alcohol sinapilico. Sin embargo, se ha
descrito que las peroxidasas acidas del xilema de B. pendula, y particularmente la mas
acida, muestran mas capacidad de oxidar el alcohol sinapilico que el alcohol coniferilico,
mientras que las basicas oxidan preferencialmente el alcohol coniferilico (Marjamaa y cols.
2006b).
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Tabla 3.26. Actividad peroxidasa relativa de las fracciones de peroxidasa purificadas de B. pendula
frente a diferentes sustratos. Esta actividad se expresa dando el valor 1 a la obtenida frente a 4-MN.

Actividad peroxidasa relativa

Sustratos
BpPrx1 BpPrx2 BpPrx3 BpPrx4 BpPrx5
4MN 1 1 1 1 1

Alcohol p-cumarilico 0,22 0,33 0,15 0,13 0,01
Alcohol coniferilico 3,17 4,56 1,84 4,06 0,22
Alcohol sinapilico 0,02 0,03 0,01 0,03 0,004
p-Cumarilaldehido 0,03 0,05 0,03 0,03 0,002
Coniferilaldehido 5,10 5,99 2,22 4,61 0,23
Sinapilaldehido 0,06 0,09 0,04 0,09 0,01

V.2. Purificacién y caracterizacion de la proteina mas abundante en el proteoma
extracelular de G. biloba

La proteina mas abundante del proteoma extracelular de G. biloba tiene una masa
molecular de aproximadamente 32000 Da (Figura 3.22), tipica de las peroxidasas basicas,
incluida la de Z. elegans (Gabaldon y cols. 2005). Por este motivo, se establecié un
protocolo de purificacion para esta proteina basado en el protocolo de purificaciéon de la
peroxidasa de Z. elegans (Gabaldén y cols. 2005).

Como paso inicial de la purificaciéon la proteina extracelular se precipité con sulfato
amonico al 95% de saturacion. El siguiente paso consistié en una cromatografia hidrofébica.
Puesto que la cromatografia sobre fenil Sepharosa elimina una gran cantidad del material
que absorbe a 280 nm y, ademas, posee una alta capacidad para adsorber peroxidasa,
resulta ser un método idéneo como paso inicial en la purificacion de la proteina. Con este
propésito, se realiz6 esta cromatografia con un gradiente decreciente lineal de sulfato
amonico desde 1,5 M a 0 M. Durante esta cromatografia hidrofébica (Figura 3.24A), la
mayor parte de la peroxidasa eluyd en cuatro picos: el primero, y mayoritario, entre los 120 y
los 155 ml (Figura 3.24A, fraccion a); el segundo y el tercero, entre los 156 y los 190 ml
(Figura 3.24A, fraccion b); y el cuarto entre los 220 y los 275 ml (Figura 3.24A, fraccion c).
De todas estas fracciones se recogid la primera para continuar la purificacion. Esta
cromatografia supuso una disminucion considerable de la cantidad de proteina total, y un
aumento del Rz desde 0,68 a 1,25.

Dado el elevado punto isoeléctrico (pl) de la peroxidasa de G. biloba (Figura 3.21), en
el siguiente paso cromatografico se escogié un intercambiador con grupos sulfopropilo por
presentar carga neta negativa en un amplio rango de pH, donde la peroxidasa presenta
carga neta positiva. Durante la cromatografia de intercambio idnico (Figura 3.24B) se obtuvo
una unica fraccién con actividad peroxidasa, entre los 140 y 155 ml de elucion, y que
presentd un Rz = 2,54.
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Figura 3.24. Cromatografia sobre Fenil-Sepharosa™ 6 Fast Flow de la proteina extracelular de las
suspensiones celulares de G. biloba, sefalando las tres fracciones de peroxidasa obtenidas (a, b y c)
(A). Cromatografia sobre SP SepharosaTM Fast Flow de la peroxidasa purificada por cromatografia
hidrofébica (B). Cromatografia sobre Concanavalina A-Sepharosa® 4B de la peroxidasa purificada
por cromatografia de intercambio iénico (C).

La naturaleza glicoproteica de las peroxidasas (mas concretamente la presencia de
unidades manosa en sus glicanos) hace que estas enzimas puedan ligarse a lectinas del
tipo de la Concanavalina A (Rodriguez Marafion y van Huystee 1994). El uso de la

140



Resultados y discusion

Concanavalina A, unida a una matriz de Sepharosa 4B, se ensayo inicialmente durante la
purificacién de la peroxidasa de rabano (Brattain y cols. 1976), y desde entonces se utiliza
frecuentemente en los esquemas de purificacién de las peroxidasas (Dean y Eriksson 1994,
Christensen y cols. 1998, Loukili y cols. 1999, Gabaldoén y cols. 2005). Por ello, la fraccion
de peroxidasa obtenida en la cromatografia de intercambio i6nico se cromatografié sobre
Concanavalina A, y se obtuvo una unica fraccion (Figura 3.24C), que se ligo a la
Concanavalina A, y que eluy6 con una concentracién de 0,3 M de metil-a-D-manopirandsido.
Estos resultados sugieren que la peroxidasa de G. biloba contiene glicanos con residuos
terminales de a-manosa.

El ultimo paso consisti6 en una nueva cromatografia de intercambio idnico,
obteniéndose una proteina pura a juzgar por el SDS-PAGE (Figura 3.25, calle d), de Rz =
2,35. A pesar de ello, el isoelectroenfoque bajo condiciones de no-equilibrio de la proteina
purificada mostré dos isoformas (Figura 3.26, calle b). En la tabla 3.27 se resumen los pasos
seguidos en el proceso de purificacion y los resultados obtenidos en cada uno de ellos.

Tabla 3.27. Tabla de purificacién de la peroxidasa de G. biloba. La actividad peroxidasa se midio
usando TMB como sustrato.

Etapa Actividad peroxidasa total (nkat) Rz
Precipitacion con (NH4),SO, 80000 0,68
Phenil Sepharosa 89000 1,25
SP Sepharosa 2600 2,54

Con A Sepharosa 1000
SP Sepharosa 618 2,35

Figura 3.25. Analisis mediante SDS-PAGE de las diferentes etapas de purificacion de la peroxidasa
de G. biloba tefida con nitrato de plata. Proteina de suspensiones celulares (a). Proteina purificada
mediante Phenil Sepharosa (b). Proteina purificada mediante SP Sepharosa (c). Proteina purificada
mediante cromatografia de afinidad sobre Concanavalina A Sepharosa (d).
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El espectro de absorcion visible de la peroxidasaa purificada de G. biloba mostré que
se trataba de una peroxidasa atipica, con una banda Soret a 414 nm y bandasay p a 543y
570 nm, respectivamente (Figura 3.27), tipicas de las para-peroxidasas (peroxidasas de bajo
espin) (Hagihara y cols. 1958, Yamazaki y cols. 1966).
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Figura 3.27. Espectro de absorcion visible de la proteina precipitada con (NH;),SO, (a), purificada
sobre Phenil-Sepharosa'" 6 Fast Flow (b), purificada sobre SP Sepharosa™ Fast Flow (c) y purificada
sobre Concanavalina A-Sepharosa® 4B (d). La proteina purificada presenté la banda Soret a 414nm,
y las bandas ay  a 543 nm y a 570 nm, respectivamente.
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Figura 3.26. Patrén isoenzimatico obtenido por isoelectroenfoque bajo condiciones de no-equilibrio
de la peroxidasa extracelular de G. biloba (a), y de la peroxidasa purificada (b), después de tefir con
4-MN Yy H202.

Las para-peroxidasas son peroxidasas con propiedades peculiares que han sido
aisladas de distintas especies (Theorell 1947, Shin y Nakamura 1961, Casella y cols. 1986,
Battistuzzi y cols. 2001), y que tienen un espectro de absorcion similar a los citocromos del
grupo b, con maximos de absorcién de la banda Soret comprendidos entre 410 y 420 nm.
Cuando estas peroxidasas se tratan con agentes sulfhidrilos, pueden convertirse en
peroxidasas normales, o de alto espin, con bandas Soret a 403 nm (Yamazaki y cols. 1966),
por lo que se ha sugerido que el cianuro actua como sexto ligando en este tipo de
peroxidasas (Yamazaki y cols. 1967, Nissum y cols. 1998). Para comprobar si el cianuro es
el sexto ligando de la peroxidasa de G. biloba, se tratd la peroxidasa con HgCl, (Yamazaki y
cols. 1967). Los resultados mostraron que esta peroxidasa no cambid su espectro después
del tratamiento con HgCl,, manteniendo su maximo de absorcion a 414 nm. Estos resultados
sugieren que la peroxidasa de G. biloba es una peroxidasa de alto espin atipica, con un
centro activo inusual, en el cual el sexto ligando no debe de ser el H,0.

El peso molecular de la peroxidasa de G. biloba se determiné mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF (Figura 3.28). Los datos obtenidos del analisis MALDI-TOF (Figura
3.28) muestran un pico con m/z de 32499,45; y dos picos a m/z 16252,32 y 16442,85. De
este analisis se deduce que la masa molecular de la peroxidasa de G. biloba es de 32499,45
la cual se encuentra dentro del rango de la masa molecular tipica de las peroxidasas
(Gabaldén y cols. 2005). ElI peso molecular y la pureza de la proteina se ratificé con un
SELDI-TOF (Figura 3.29).
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Figura 3.28. MALDI-TOF de peso molecular de la peroxidasa de G. biloba.
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Figura 3.29. SELDI-TOF de la peroxidasa purificada de G. biloba.
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Que la peroxidasa de G. biloba es una peroxidasa de clase Il se confirmé a través de
la secuenciacion parcial de la proteina que incluyé la secuenciacion del extremo N-terminal y
la secuenciacion de algunos fragmentos tripticos. La secuenciaciéon N-terminal directa de
esta peroxidasa mediante la degradacibn de Edman no revelé ningun resultado,
probablemente debido al bloqueo del extremo N-terminal de esta peroxidasa. Este resultado
era de esperar, ya que la mayor parte de las peroxidasas vegetales de clase lll sufren
modificaciones post-traduccionales (Hirano y cols. 1993), que incluyen la formacion de un
residuo N-terminal de piro-glutamato (Z) a partir de una GIn/Glu terminal. Por este motivo, se
procedié a desbloquear el extremo N-terminal con piroglutamato aminopeptidasa. El
desbloqueo del extremo N-terminal de la peroxidasa con piroglutamato aminopeptidasa
mostré una secuencia de aminoacidos (Tabla 3.28) en la que la leucina es el primer
aminodcido, y que forma parte de la secuencia LSXTFY, la cual esta muy conservada en las
peroxidasas de clase lll (Tyson y Dhindsa 1995).

Tabla 3.28. Secuencia N-terminal de la peroxidasa de G. biloba y de la peroxidasa de Z. elegans
(Gabaldon y cols. 2005). X = aminoacido no determinado mediante la degradacion de Edman. Los
aminodcidos consenso estan marcados en rojo.

Peroxidasa Secuencia N-terminal
Prx G. biloba ~-LSPTFYATSXPNVXXTR
Prx Z. elegans ELSTTFYDTTXP TALST |
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Figura 3.30. Huella peptidica obtenida de los fragmentos tripticos de la peroxidasa de G. biloba.
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Figura 3.31. Espectro MS/MS del péptido triptico de m/z = 1768,98, proveniente de la digestion de
la peroxidasa de G. biloba, y su secuenciaciéon manual de novo.

El siguiente paso fue la determinacién de la huella peptidica de la peroxidasa de G.
biloba (Figura 3.30) y el analisis de la secuencia de algunos de sus fragmentos tripticos.
Cuando se realizé una busqueda del espectro obtenido de la huella peptidica (Figura 3.30)
en las bases de datos, no se obtuvo resultado alguno. Este hecho sélo confirma que nuestra
peroxidasa es una peroxidasa nueva, que no ha sido antes secuenciada ni clonada.

Cuando se procedio a la busqueda de los fragmentos individuales solo se identificaron
dos fragmentos tripticos en las busquedas via Mascot. Uno de ellos, correspondia a la
secuencia GFDVIDNIK de m/z = 1019,52, presente en una peroxidasa de Scutellaria
baicalensis (Anexo 3.1). El otro correspondia a la secuencia DMVALSGSHTIGQAR de m/z =
1541,76, presente en la peroxidasa de O. sativa (Anexo 3.2). El resto de los fragmentos se
secuenciaron de novo, incluyendo el mas abundante de la huella peptidica (m/z = 1768,98),
de secuencia DSVVEIGQLADTVAPVR (Figura 3.31). La secuenciacion de novo del resto de
fragmentos dio las siguientes secuencias parciales, [Q/K]JATR, SPA[Q/K]VDI[L/IISNTR,
GIL/[L/NNG[Q/K]IAG, ND[F/M]A y [L/I]VDDK (Tabla 3.29). En el alineamiento manual (Figura
3.32), se puede observar la posible ubicacién que tendrian estos fragmentos tripticos
utilizando la peroxidasa de Z. elegans como plantilla. Se ha utilizado esta peroxidasa como
plantilla por tratarse de una peroxidasa basica con propiedades cataliticas conocidas y
demostrado su papel en los procesos de lignificacion (Gabaldén y cols. 2005, 2006).
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Tabla 3.29. Péptidos tripticos obtenidos por secuenciacién de novo de la peroxidasa de G. biloba.

Péptidos tripticos
DSVVEIGQLADTVAPVR
[Q/KIATR
SPA[Q/K]VDIL/I]SNTR
GIL/NL/NIGIQ/KIAG
ND[F/M]A
[L/I]VDDK

LSPTFYATSXPNVXXTR  SPAXDVXSNTR LVDDK GLLGXAG
QLSTTFYDTTCPTALSTIRTSIRSSVSSNRRNAALV IRLLFHDCFVQGCDASLLLSGAGSER

NDXA GFDVIDNIK DSVVEIGQLADTVAPVR
ASPANDGVLGYEVIDAAKAAVERVCPGVVSCAD I LAVAARDASVAVGGPSWTVRLGRRDSTT

XATR DMVALSGSHT IGQAR
SNAAQAATDLPRGNMVLSQL ISNFANKGLNTREMVALSGSHTLGQARCIRFRGRIYNSTLRI

NDXA
EPNFNRSLSQACPPTGNDATLRPLDLVTPNSFDNNYYRNLVTSRGLL 1SDQVLFNADSTDSI

VTEYVNNPATFAADFAAAMVKMSE IGVVTGTSGIVRTLCGNPS

Figura 3.32. Alineamientos de la secuencia N-terminal y de los fragmentos tripticos de la peroxidasa
de G. biloba sobre la peroxidasa de Z. elegans, mostrando las homologias en color rojo. El
sombreado en gris indica los determinantes estructurales de las siringil peroxidasas (Gémez-Ros y
cols. 2007a)

Gbémez-Ros y cols. (2007a) han establecido los determinantes estructurales de la
siringil peroxidasas que no estan presentes en las guaiacil peroxidasas. Como se puede ver
en la figura 3.32 sombreado en gris en los fragmentos tripticos de G. biloba existen dos
aminoacidos que coinciden con dichos determinantes estructurales que no aparecen en las
peroxidasas tipo guaiacilo.

Cuando se alinearon entre si las ocho peroxidasas de G. biloba descritas en la base
de datos (PeroxiBase) y con los fragmentos obtenidos por digestion triptica de la proteina
purificada de G. biloba, los resultados (Figura 3.33) confirmaron que esta peroxidasa no ha
sido antes ni purificada ni clonada.
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G--FDVIDNIK DSVVEIGQLADTVAPVR
GbPrx01 ETDRSFGLRN--FRYLDT IKEAVERECPGVVSCAD I LVLSARDGVVSLGGPFIPLKTGRR 118
GbPrx02 - e
GbPrx03 DAPPNLTLRPKAFE I IDDIKKNVDAICSKTVSCAD I TALATRESVKKAGGPTYRVPLGRR 106
GbPrx04 = e DSVVLTGGPSWPVQMGRR 18
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GbPrx06 ATPNANSLRG--FEVIDSIKEELEFLCPGTVSCADILAIAARDSY -~ ————————mmmm 131
GbPrx07 = mmmmm e
GbPrx08 - e o

DMVALSGSHTIGQAR

GbPrx01 DGRK-SRANVVEDHLPDHNESISTVLSRFQAIGIDTPGVVALLGAHSVGRTHCVKLVHRL 177
GbPrx02 = PGPRSNATAL IKAFQSKSLDTTDLVALSGGHTIGIGHCSSFTNRL 45
GbPrx03 DGLTFATRNVTLANLPGPRSNVTAL IKAFQSKSLDTTDLVALSGGHTIGIGHCSSFTNRL 166
GbPrx04 DSLTASKVTANNN-IPAPSSNVATL I SKFQNVGLTDEDMVTLSGAHT IGKARCSTFNNRL 77
GbPrx05 = LPTVNMTVDQLTSLFRSKGLSQADMVTLSGGHTVGFAHCNEFMYRI 46
GbPrx06 W  mmmm e -
GbPrx07 = e KCP-----—- 3
GbPrx08 @ @
GbPrx01 YPEVDPTLDAAHADYMKWKCP---DAIPNPKAVQYVRNDRGTPMKLDNNYYRNLME--NK 232
GbPrx02 YPTQATSLENEFAQSLYR----——- ICPTSTTNSTTDLDVRTPNVFDNKYYVDLVQ--NQ 96
GbPrx03 YPTQATSLENEFAQSLYR-----—- ICPTSTTNSTTDLDVRTPNVFDNKYYVDLVQ--NQ 217
GbPrx04 LNQAGTGSPDPTLQKEFLTSLQQLCLERVNNNNTVTVLDLETPLTFDNQYYQNLAS--GE 135
GbPrx05 YNFNKTYD IDPTMNPKYAMRLRASCPRDGFDPTVVAFNDVSTPTAFDNAYYQNAQR--GL 104
GbPrx06 W  mmmm e -
GbPrx07 = RSGGDNKTTPLDLVSPTTFDTHYYLNLES--GR 34
GbPrx08 @ @ e K1
GbPrx01 GLLI1VDQQLYDD--PRTKRYVKKMAKSQDYFFQHFARALTILSENNPLTGTKGEIRKQCS 290
GbPrx02 VLFTSDQTLLTN--SETKK IVESFASNQTLFFQKFGRAMIKMGQVSVLTGKQGEVRANCF 154
GbPrx03 VLFTSDQTLLTN=-=SET——— == mm e e e 232
GbPrx04 GLLNSDQVLFSS-GGNTKQLVEYY IQNQEAFFDNFKTSMIRMGNIQPLTGTDGEIRRNCR 194
GbPrx05 ALLATDQLLFAD--1RTRGYVNSFAKSKQTFFNSFVASMIRLGNVGVKTGNQGE IRRDCG 162
GbPrx06 W  mmmm e
GbPrx07 GLLNSDQILYSTKGSETKALVKYYATHTEAFFHQFAISMINMGNITPLTGSRGEIRKNCR 94
GbPrx08 GLLHSDQELFNG--GSTVSQVNSSASNSKSFFTDFACAMVKMGNIKPLTGTNGQIRSNCR 59
GbPrx01 MPNKLHGAQR-—————————————————— 300

GbPrx02 ARNPTSYSSVISTVVDDEIVGVEDALSAM 183

GbPrx03 = e

GbPrx04 FIN-—— = - 197

GbPrx05 VEN-—— == 165

GbPrx06 e

GbPrx07 KMN— == e 97

GbPrx08 KP—— e e e 61

Figura 3.33. Alineamiento de las peroxidasas secuenciadas de G. biloba descritas en la base de
datos, PeroxiBase (Bakalovic y cols. 2006), y de los péptidos tripticos obtenidos de la peroxidasa de
G. biloba, sefialando en color rojo las homologias.
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Al igual que el tratamiento de la peroxidasa con HgCl,, las propiedades cataliticas
confirman que la peroxidasa de G. biloba es de alto espin. Asi, la peroxidasa de G. biloba es
capaz de oxidar tanto los alcoholes como los aldehidos p-hidroxicinamilicos, y aunque
presenta una mayor capacidad para oxidar el alcohol coniferilico y el coniferilaldehido, es
también capaz de oxidar el alcohol sinapilico y el sinapilaldehido (Tabla 3.30). De estos
resultados, puede deducirse que la peroxidasa de G. biloba es una peroxidasa mezcla de
tipo guaiacilo-siringilo, en contraste con la peroxidasa de Z. elegans, que es de tipo siringilo,
dato apoyado por los determinantes estructurales tipicos de las siringil peroxidasas (Figura
3.32).

Tabla 3.30. Actividad catalitica de la peroxidasa de G. biloba frente a diferentes sustratos y actividad
peroxidasa relativa, expresada dando el valor 1 a la obtenida frente a 4-MN.

Sustratos kcatalitica Actividad peroxidasa
(molesSs'mol’ E) relativa
4MN 8,17 £ 0,69 1

Alcohol p-cumarilico 13,12+ 0,05 1,61
Alcohol coniferilico 40,27 £ 1,69 4,93
Alcohol sinapilico 0,45+0,10 0,06
p-Cumarilaldehido 1,22 £ 0,25 0,15
Coniferilaldehido 23,93 £ 1,63 2,93
Sinapilaldehido 0,64 + 0,20 0,08
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V.3. Purificaciéon y caracterizacion de las peroxidasas del proteoma extracelular
de C. revoluta

El protocolo a seguir fue similar a los protocolos descritos anteriormente para la
purificacién de las peroxidasas de B. pendula 'y G. biloba y, para ello, tras precipitar la
proteina con sulfato amoénico al 95% de saturacion se procedi6 a su cromatografia
hidrofobica. En esta cromatografia (Figura 3.34), la mayor parte de la peroxidasa eluy6 en 4
picos: el primero comprendid hasta los 95 ml (Figura 3.34, pico a); el segundo (Figura 3.34,
pico b), y mayoritario, entre los 96 y 135 ml; el tercero (Figura 3.34, pico c), entre los 136 y
180 ml y el cuarto (Figura 3.34, pico d) entre los 181 y 215 ml. Debido a la semejanza del
patrén de isoenzimas de peroxidasas y de proteinas, los dos primeros picos (a y b) se
juntaron. Este paso supuso una considerable reduccién de la proteina total, enriqueciéndose
la peroxidasa, lo que se aprecia en el aumento del Rz (Tablas 3.32, 3.33 y 3.34).
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Figura 3.34. Cromatografia hidrofébica sobre FeniI-SepharosaT'VI 6 Fast Flow de la proteina
extracelular de las suspensiones celulares de C. revoluta.
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Figura 3.35. Cromatografia aniénica sobre Q SepharosaTM Fast Flow de las peroxidasas purificadas
por cromatografia hidrofébica, pico ab (A), pico ¢ (B) y pico D (C).

Cada una de las tres fracciones (ab, c y d) obtenidas en la cromatografia hidrofébica

se sometio a una nueva cromatografia de intercambio anionico (Figura 3.35). La fraccion ab
obtenida en la cromatografia hidrofébica estaba compuesta exclusivamente de peroxidasas
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acidas, que al recromatografiarlas en una resina de intercambio aniénico se separaron en
dos picos: el primero (Figura 3.35A, pico a) no quedo retenido por la columna; mientras que
el segundo (Figura 3.35A, pico b) eluyé entre 95 y 110 ml. Al recromatografiar el pico c de la
cromatografia hidrofébica se obtuvieron dos fracciones de peroxidasa, una no quedod
retenida en la columna (Figura 3.35B, pico c) y la otra (Figura 3.35B, pico d) eluyé entre 95y
130 ml. El pico ¢ consituye la peroxidasa CrPrx2, que tiene pl basico (Tabla 3.31, Figura
3.40). Este paso supuso un considerable aumento del Rz, pasando de 1,00 a 1,53, pudiendo
considerarse pura (Tabla 3.37). La ultima fraccion de peroxidasas de la cromatografia
hidrofdbica (Figura 3.34, pico d) se recromatografié en una columna anibnica, resultando en
la elucion de dos picos, el primero (Figura 3.35C, pico €) no quedoé retenido por la columna,
mientras que el segundo (Figura 3.35C, pico f) eluyé entre 90 y 130 ml. El pico e estaba
constituido por una peroxidasa de pl basico (Figura 3.40), pura en funcién del SDS-PAGE
(Figura 3.38) y de Rz>3, denominada CrPrx3 (Tabla 3.31). Las peroxidasas de los picos a,
b, d y f de las distintas cromatografias anidnicas fueron de caracter acido, y tuvieron un
patrén proteico e isoenzimatico semejante, por lo que se juntaron en una misma fraccion,
denominada CrPrx1 (Tabla 3.31). Tras juntar las peroxidasas el Rz disminuyé de 0,74 a 0,29
(Tabla 3.32).

Con este protocolo de purificacibn se consiguieron purificar dos fracciones de
peroxidasas basicas y de peroxidasas acidas. En la tablas 3.31, 3.32, 3.33 y 3.34 se
resumen los pasos seguidos en el proceso de purificacion de las distintas peroxidasas y los
resultados obtenidos en cada uno de ellos.

Tabla 3.31. Fracciones de peroxidasa de C. revoluta obtenidas en la cromatografia anionica (Figura
3.35) y la nomenclatura asignada a cada una de ellas.

Fracciones de peroxidasa

Nombre peroxidasa pl correspondiente
CrPrx1 Acido Picos a,b,d y f
CrPrx2 Basico Pico c
CrPrx3 Basico Pico e

Tabla 3.32. Tabla de purificacién de las peroxidasas CrPrx1 de C. revoluta. La actividad peroxidasa
se midié usando TMB como sustrato.

Etapa Actividad peroxidasa total (nkat) Rz
Precipitacion con (NH4),SO,4 65600 0,15
Phenil Sepharosa 7805 0,74
Q Sepharosa 2666 0,29
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Tabla 3.33. Tabla de purificacion de la peroxidasa CrPrx2 de C. revoluta. La actividad peroxidasa se
midié usando TMB como sustrato.

Etapa Actividad peroxidasa total (nkat) Rz
Precipitacion con (NH4),SO,4 65600 0,15
Phenil Sepharosa 2234 1,00
Q Sepharosa 239 1,53

Tabla 3.34. Purificacion de la peroxidasa CrPrx3 de C. revoluta. La actividad peroxidasa se midio
usando TMB como sustrato.

Etapa Actividad peroxidasa total (nkat) Rz
Precipitacion con (NH4),SO,4 65600 0,15
Phenil Sepharosa 879 0,18
Q Sepharosa 117 >3

-

- 47 kDa

e
39 kDa
s
m = -
a b C

Figura 3.36. Analisis mediante SDS-PAGE, después de tefiir con nitrato de plata, de las diferentes
etapas de purificacion de la peroxidasa CrPrx1. Proteina extracelular de suspensiones celulares (a).
Proteina purificada por cromatografia hidrofébica (b). Proteina purificada por cromatografia de
intercambio iénico (c).
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b
;| -

a b C

Figura 3.37. Analisis mediante SDS-PAGE, después de tefiir con nitrato, de plata de las diferentes
etapas de purificacion de la peroxidasa CrPrx2. Proteina extracelular de suspensiones celulares (a).
Proteina purificada por cromatografia hidrofébica (b). Proteina purificada por cromatografia de
intercambio iénico (c).

m e -
a b ¢

Figura 3.38. Analisis mediante SDS-PAGE, después de tefiir con nitrato de plata, de las diferentes
etapas de purificacion de la peroxidasa CrPrx3. Proteina extracelular de suspensiones celulares (a).
Proteina purificada por cromatografia hidrofébica (b). Proteina purificada por cromatografia de
intercambio iénico (c).

El espectro de absorcion visible (Figura 3.39) de las peroxidasas purificadas mostré
que todas ellas son de alto espin, presentando la banda de Soret a 406 nm (peroxidasa
CrPrx1), a 404 nm (peroxidasa CrPrx2) y a 405 nm (peroxidasa CrPrx3).
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Figura 3.39. Espectro de absorcion visible de la proteina extracelular precipitada con (NH;),SO, (A),
de CrPrx1 (B), de CrPrx2 (C) y de CrPrx3 (D), indicando el maximo de absorcion de la banda Soret.
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a b C d

Figura 3.40. Patron isoenzimatico obtenido por isoelectroenfoque bajo condiciones de no-equilibrio
de la peroxidasa extracelular de C. revoluta (a), de CrPrx1 (b), de CrPrx2 (c), y de CrPrx3 (d),
después de tefir con 4-MN y H,0..

Para confirmar la naturaleza peroxidasa de las proteinas purificadas, se procedio a la
obtencion de los fragmentos tripticos y la secuenciacién parcial de los mismos.

Secuenciacion parcial de los fragmentos tripticos de las peroxidasas acidas

Debido a que no se consiguié purificar a homogeneidad las peroxidasas acidas
(CrPrx1), se procedid a separar las proteinas en un gel de SDS-PAGE y a recortar las
bandas de interés para su posterior secuenciacion triptica. La proteina de 47 kDa (Figura
3.36) dio varios fragmentos tripticos que se identificaron en las busquedas via Mascot (Tabla
3.35). El fragmento triptico YYVDLQNR de m/z = 1069,52 (Anexo 3.3) esta presente en una
peroxidasa de Oryza sativa; el fragmento triptico GFDVVDNIK de m/z = 1005,51 (Anexo 3.4)
forma parte de una peroxidasa de Ipomoea batatas; y los fragmentos tripticos AFEIINDIK de
m/z = 1061,58 (Anexo 3.5) y MGQLNVLTGSKGEIR de m/z = 1617,85 (Anexo 3.5) se
encuentran en una peroxidasa de Picea abies.

La proteina de 39 kDa (Figura 3.36) mostré el fragmento triptico GFDVVDNIK de m/z =
1005,51 (Anexo 3.8), presente en una peroxidasa de /. batatas.

Tabla 3.35. Relacion de los fragmentos tripticos obtenidos de la CrPrx1 de C. revoluta junto con las
especies y su numero de acceso en el NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Peroxidasa Fragmento triptico Especie N° acceso
CrPrx1a (47 KDa) YYVDLQNR O. sativa CAH69262.1
GFDVVDNIK I. batatas CAB94692.1

AFEIINDIK P. abies CAD92856.1

MGQLNVLTGSKGEIR P. abies CAD92856.1

CrPrx1b (39 KDa) GFDVVDNIK I. batatas CAB94692.1

156



Resultados y discusion

Estos resultados sugieren que las proteinas de 47 kDa y de 39 kDa son peroxidasas,
ya que todos los fragmentos encontrados pertenecen a peroxidasas de clase Ill. Sin
embargo, la proteina de 47 kDa no esta constituida por una unica peroxidasa, puesto que
dos de los fragmentos tripticos obtenidos de ella alinean en la misma zona de la peroxidasa
de Z. elegans (Figura 3.41).

QLSTTFYDTTCPTALSTIRTSIRSSVSSNRRNAALVIRLLFHDCFVQGCDASLLLSGAG
AFETINDIK
GFDVVDNIK
SERASPANDGVLGYEV IDAAKAAVERVCPGVVSCAD I LAVAARDASVAVGGPSWTVRLG
RRDSTTSNAAQAATDLPRGNMVLSQL ISNFANKGLNTREMVALSGSHTLGQARCIRFRG

YYVDLQNR
RIYNSTLRIEPNFNRSLSQACPPTGNDATLRPLDLVTPNSFDNNYYRNLVTSRGLL1SD

MGQLNVLTGSKGEIR
QVLFNADSTDSIVTEYVNNPATFAADFAAAMVKMSEIGVVTGTSGIVRTLCGNPS

Figura 3.41. Alineamientos de los fragmentos ftripticos de las peroxidasas acidas de C. revoluta
sobre la peroxidasa de Z. elegans, mostrando las homologias en color rojo.

Secuenciacion parcial de CrPrx2

Para confirmar la naturaleza peroxidasa de CrPrx2 se procedié a la secuenciacion
parcial de la proteina. Sin embargo, la secuenciacion N-terminal directa de esta peroxidasa
basica mediante la degradacion de Edman no revelé ningun resultado, a pesar de estar
desbloqueado el extremo N-terminal con piroglutamato aminopeptidasa.

Por este motivo, el siguiente paso fue la digestion triptica y el analisis de la secuencia
de algunos de los fragmentos tripticos de esta proteina. A diferencia de CrPrx1, CrPrx2 se
proces6 directamente, sin necesidad de recortar las bandas del gel SDS-PAGE puesto que
la proteina muestra un alto grado de purificaciéon (Figura 3.37). Cuando se procedio al
analisis de los fragmentos tripticos procedentes de su digestién se identificaron varios de
ellos en las busquedas via Mascot (Tabla 3.36). Asi, los fragmentos tripticos GFDVVDNIK
de m/z = 1005,51 (Anexo 3.6) y FNALGLSTRDLVALSGAHTIGQAR de m/z = 2467,33
(Anexo 3.6) estan presentes en una peroxidasa de Gossypium hirsutum. También se
identificé el fragmento triptico TQLEAACPNVVSCADILALAAR de m/z = 2342,17 (Anexo
3.7), presente en una peroxidasa basica de Stylosanthes humilis; el fragmento ftriptico
ELVTLSGAHTIGQAR de m/z = 1551,84 (Anexo 3.8) presente en otra peroxidasa basica de
S. humilis; y el fragmento tripticio AQVESVCPGVVSC de m/z = 2285,15 (Anexo 3.9),
presente en una peroxidasa de Spinacia oleracea.
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Tabla 3.36. Relacion de los fragmentos tripticos obtenidos de CrPrx2 y CrPrx3 junto con las especies
y su numero de acceso en el NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Fragmento triptico Especie N° acceso
GFDVVDNIK G. hirsutum AAP76387
FNALGLSTRDLVALSGAHTIGQAR  G. hirsutum AAP76387
TQLEAACPNVVSCADILALAAR S. humilis AAB67737.1
ELVTLSGAHTIGQAR S. humilis AAB02554.1
AQVESVCPGVVSC S. oleracea CAA71494

Secuenciacion parcial de CrPrx3

Al igual que sucedid con CrPrx2, la secuenciacion N-terminal directa de esta
peroxidasa mediante la degradacion de Edman no reveld ningun resultado, a pesar de estar
desbloqueado el extremo N-terminal con piroglutamato aminopeptidasa. Por lo tanto, se
llevé a cabo una secuenciacion parcial de la proteina mediante su digestion triptica, a partir
de la proteina soluble. Los fragmentos tripticos resultantes de dicha digestién fueron los
mismos que los encontrados en la digestiéon de CrPrx2 (Tabla 3.36). En el alineamiento
manual (Figura 3.42), se puede observar la posible ubicacion que tendrian los fragmentos
tripticos obtenidos de la digestion de las peroxidasas basicas, CrPrx2 y CrPrx3, utilizando la
peroxidasa de Z. elegans como plantilla.

QLSTTFYDTTCPTALSTIRTSIRSSVSSNRRNAALVIRLLFHDCFVQGCDASLLLSGAGSER
TQLEAACPNVVSCADILALAAR
GFDVVDNIKAQVESVCPGVVSCAD I LALAAR
ASPANDGVLGYEV IDAAKAAVERVCPGVVSCAD I LAVAARDASVAVGGPSWTVRLGRRDSTT
ELVTLSGAHT1GQAR
FNALGLSTRDLVALSGAHTIGQAR
SNAAQAATDLPRGNMVLSQL ISNFANKGLNTREMVALSGSHTLGQARCIRFRGRIYNSTLRI
EPNFNRSLSQACPPTGNDATLRPLDLVTPNSFDNNYYRNLVTSRGLLISDQVLFNADSTDSI

VTEYVNNPATFAADFAAAMVKMSE IGVVTGTSGIVRTLCGNPS

Figura 3.42. Alineamientos de los fragmentos tripticos de CrPrx2 y CrPrx3 de C. revoluta sobre la
peroxidasa de Z. elegans, mostrando las homologias en color rojo. EI sombreado en gris indica los
determinantes estructurales de las siringil peroxidasas (Gomez-Ros y cols. 2007a)

El hecho de que varios fragmentos tripticos de estas proteinas alineen en la misma
zona de una secuencia consenso indica que las proteinas no son puras a homogeneidad, y
que en realidad, tanto CrPrx2 como CrPrx3, son una mezcla de peroxidasas de idéntico
peso molecular e idéntico pl, y por lo tanto, de dificil separacion. La accién fallida a la hora
de secuenciar el extremo N-terminal no hace sino confirmar dicha afirmacién, ya que esta
secuenciacion no es posible cuando existe mezcla de proteinas. Estos resultados también
sugieren que si bien CrPrx2 es una mezcla de al menos dos peroxidasas, CrPrx3 es el
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resultado del procesamiento parcial de CrPrx2, ya que, presentando diferente peso
molecular, muestra los mismos fragmentos tripticos y un mismo pl que CrPrx2. El valor de
Rz>3 obtenido para CrPrx3 esta de acuerdo con esta hipétesis de trabajo.

En las bases de datos analizadas (NCBI, PeroxiBase) no se ha descrito ningun
fragmento de peroxidasa de Cycas revoluta. Tan solo se encontraron seis secuencias
parciales y una completa de peroxidasas de C. rumphii. Con el fin de buscar alguna
homologia por tratarse de especies del mismo género, se alinearon los fragmentos tripticos
de CrPrx2 con la peroxidasa completa de C. rumphii (Figura 3.43). Los resultados mostraron
que las homologias no son mayores con una peroxidasa de una especie del mismo género
que con otra muy alejada en la escala filogenética como es Z. elegans.

MALRVLVLCVVSLVFVGRNGVEGSGLVMNF IVREQVRLLYKRHKNTAFSWLRNIFHDCF

AQVESVCPGVVSCADILALAA
GFDVVDNIKTQLEAACPNVVSCADILALAA
VESCDASLLLDSTRKSMSEKETDRSFGLRNFKYLDT IKEAVERECPGVVSCADILVLSA

R ELVT
R FNALGLSTRDLVA
RDGIVSLGGPY IPLKTGRRDGRKSRANVVENYLPDHNDSISTVLSRFADIGIDTPGVVA
LSGAHT1GQAR
LSGAHTI1GQAR

LLGAHSVGRTHCVKLVHRLYPDVDPTLDPAHAEHMKWKCPDAIPNPKAVQYVRNDRGTP
MKLDNNYYRNLMENKGLL IVDQQLYADSRTRRHVKKMAKDQGYFFTHFARALATLSENN

PLTGTRGE IRKHCSSVNKLH

Figura 3.43. Alineamientos de los fragmentos tripticos de CrPrx2 y CrPrx3 de C. revoluta sobre la
peroxidasa de C. rumphii, mostrando las homologias en color rojo.

Después de comprobar mediante la secuenciacién parcial de las proteinas que
CrPrx1, CrPrx2 y CrPrx3 son peroxidasas, se estudiaron sus propiedades cataliticas. Todas
la peroxidasas purificadas son capaces de oxidar los tres alcoholes p-hidroxicinamilicos
(Tabla 3.37), lo que confirma el papel de estas proteinas en la lignificacion.
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Tabla 3.37. Actividad catalitica de las peroxidasas de C. revoluta frente a diferentes sustratos.

kcatalitica (molesSs™”mol” E)

Sustratos
CrPrx1 CrPrx2 CrPrx3
4MN 445+ 3,5 3,9+0,2 51104
TMB 193,91+ 24,8 26,2+2,0 22,1+1,0
Alcohol p-cumarilico 543+24 11,9+0,4 12,0+0,4
Alcohol coniferilico 2494 + 30,3 251+1,6 19,8 £ 31
Alcohol sinapilico 39205 1,2+0,1 1,0+£0,1

Las afinidades de las peroxidasas por los distintos sustratos son diferentes; sin
embargo, lo mas destacable es la mayor afinidad que presentan las peroxidasas basicas
(CrPrx2 y CrPrx3) hacia el alcohol sinapilico (Tabla 3.38). La capacidad diferencial de las
peroxidasas basicas de oxidar el alcohol sinapilico frente a las acidas esta ampliamente
descrita en la bibliografia (Bernards y cols. 1999, Ros Barcel6 y cols. 2000), ya que en
éstas Ultimas la oxidacion del alcohol sinapilico estda aparentemente dificultada
estéricamente (Jdstergaard y cols. 2000, Ros Barcel6 y cols. 2007).

Tabla 3.38. Actividad enzimatica relativa de las peroxidasas purificadas de C. revoluta frente a
diferentes sustratos, expresada dando el valor 1 a la obtenida frente a 4-MN.

Actividad peroxidasa relativa

Sustratos
CrPrx1 CrPrx2 CrPrx3
4MN 1 1 1
TMB 4,36 6,72 4,33
Alcohol p-cumarilico 1,22 3,05 2,35
Alcohol coniferilico 5,60 6,44 3,88
Alcohol sinapilico 0,09 0,31 0,20

A la vista de todos estos resultados, las peroxidasas basicas purificadas de dos
gimnospermas basales, G. bilobay C. revoluta, son capaces de oxidar unidades S, lo que
sugiere que la capacidad de oxidar el alcohol sinapilico fue adquirida por las plantas antes
de la divergencia entre las angiospermas y las gimnospermas, y que se mantiene en los
cultivos in vitro.
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i) El fraccionamiento subcelular de la actividad peroxidasa presente en callos de B.
pendula'y G. biloba, en la oscuridad y en la luz, revela que la mayor parte de la actividad se
encuentra en la fraccion soluble, estando el resto de la actividad peroxidasa asociada
ibnicamente a la membrana y a la pared celular. Esta actividad peroxidasa es mayor en
callos mantenidos a la oscuridad que en callos mantenidos a la luz, y la maxima actividad se
presenta durante la tasa maxima de crecimiento. La mayor actividad peroxidasa se presenta
usando alcohol coniferilico como sustrato, aunque estas peroxidasas son capaces de oxidar
grupos siringilo como lo demuestra el hecho que de tanto el alcohol sinapilico como la
siringaldazina pueden ser sustratos de las enzimas.

i) Las suspensiones celulares de B. pendula y G. biloba presentan una curva de
crecimiento de tipo sigmoide. La actividad peroxidasa presente en el medio extracelular de
dichas suspensiones muestra un maximo de actividad desfasado con respecto a la tasa
maxima de crecimiento celular. Las peroxidasas, aunque muestran mayor afinidad por el
alcohol coniferilico, son también capaces de oxidar el alcohol sinapilico y la siringaldazina.
Al realizar un isoelectroenfoque de las peroxidasas se reduce el nimero de isoenzimas con
respecto a la fraccién soluble de los callos, y no aparecen diferencias a lo largo del
desarrollo.

ii) Las suspensiones celulares de B. pendula, G. biloba y C. revoluta se caracterizan
por presentar lignificacidon en sus paredes celulares. Se observaron diferencias en la
presencia de grupos siringilo en las gimnospermas estudiadas, indicando que tienen el
potencial de sintetizar estos grupos pero que su sintesis esta reprimida, indicando una fuerte
regulacion de la lignificacion. Al comparar las ligninas de tallos jévenes y suspensiones
celulares, la cantidad de unidades H aumentaba significativamente en las muestras
procedentes de los cultivos celulares. La relaciéon entre mondmeros p-O-4 y O-4 es mayor
en tallos jovenes que en suspensiones celulares, indicando que las ligninas estan mas
ramificadas en los cultivos celulares. Estos datos sugieren que las ligninas de los cultivos
celulares son similares a las de las paredes celulares primarias, y validan los cultivos
celulares como herramienta de estudio de la lignificacion de la pared celular primaria.

iv) El proteoma extracelular de cultivos celulares de B. pendula, G. biloba y C. revoluta,
muestra la presencia universal de peroxidasas capaces de oxidar los alcoholes cinamilicos a
ligninas, junto con otras proteinas, como las lacasas, las glucanasas, las quitinasas, las
protein kinasas y las proteinas de dedos de zinc, que son también proteinas que intervienen
en la formacién de la pared celular secundaria y la xilogénesis, y que se expresan
diferencialmente durante el proceso de lignificacién de las paredes celulares, tanto primarias
como secundarias.
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v) Todos los cultivos celulares secretaron al medio peroxidasas analogas y/o
homodlogas a la peroxidasa de Z. elegans. Estas proteinas/peroxidasas ademas fueron las
mayoritarias en el proteoma de la pared celular de estos cultivos celulares, y estan
presentes, en mayor o menor extension, en los fluidos intercelulares de los tallos jévenes de
las diferentes especies. Ademas, la afinidad de las peroxidasas del medio extracelular de
suspensiones de B. pendula y del apoplasto por diferentes sustratos son muy semejantes, lo
que sugiere que son sistemas comparables.

vi) Se ha purificado y se caracterizado molecularmente la proteina mas abundante en
el proteoma extracelular de G. biloba, un fésil viviente. Esta proteina resulté ser una
peroxidasa de clase Ill con propiedades moleculares y cataliticas distintivas, tales como su
espectro de absorcion con un maximo de absorcién a 414nm, pero con una funcionalidad
clara en la lignificacion, como se deduce de su capacidad de oxidar tanto el alcohol
coniferilico como el alcohol sinapilico.

vii) Se purificaron y caracterizaron tanto peroxidasas acidas como basicas del
proteoma extracelular de C. revoluta. Todas estas proteinas resultaron ser peroxidasas de
alto espin capaces de oxidar los alcoholes cinamilicos. Esta propiedad les asigna un papel
en la lignificacion de las paredes celulares, especialmente a las peroxidasas basicas, que
muestran mayor afinidad que las peroxidasas acidas por el alcohol sinapilico.
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Anexo 1. Abreviaturas

2,4-D
4-MN
AlA
ANA
BA
BSTFA
CAD
CAPS
Con
Con A
DHCA
EST

G

H

1EF
PAL
PCV
PF

pl

PS
PVPP
ROS

SDS
Syr
TEMED
TMB
Ve

Acido 2,4-diclorofenoxiacético
4-metoxi-a-naftol

Acido 3-indolacético

Acido 1-naftalenacético
Benciladenina
N,O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida
Coniferil alcohol deshidrogenada
Acido 3-[Ciclohexilamino]-1-propano-sulfonico
Conductividad

Concanavalina A

Alcohol dihidroconiferilico
Fragmentos de secuencias expresadas
Guayacilo

p-hidroxifenilo

Isoelectroenfoque

Fenilalanina amonioliasa

Volumen de empaquetamiento celular
Peso fresco

Punto isoeléctrico

Peso seco

Polivinilpolipirrolidona

Especies reactivas de oxigeno
Siringilo

Sodio docedil sulfato
Siringaldazina

N,N,N” ,N’-Tetrametiletilendiamina
Tetrametilbenzidina-HCI

Volumen total
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Anexo 2. Secuencias de aminoacidos de peroxidasa obtenidas de
las bases de datos

N°® acceso: ZePrx15 PeroxiBase (Q4W118 UniProtKkB)
URL:
http://peroxibase.isb-sib.ch/listing.php?action=view&id=2626
Fuente: Zinnia elegans

Taxonomia: Zinnia elegans
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae; Heliantheae;
Zinnia.

Referencia:

Gabaldon,C., Lopez-Serrano,M., Pedreno,M.A. and Barcelo,A.R. Cloning and
Molecular Characterization of the Basic Peroxidase Isoenzyme from Zinnia
elegans, an Enzyme Involved iIn Lignin Biosynthesis, Plant Physiol. 139 (3),
1138-1154 (2005)

Secuencia de la proteina:

“MSYHKSSGT ILMVPLFMLL ISVNYFMSCNAQLSTTFYDTTCPTALST IRTSIRSSVSSNRRNAALVIRLLFHDC
FVQGCDASLLLSGAGSERASPANDGVLGYEV IDAAKAAVERVCPGVVSCAD I LAVAARDASVAVGGPSWTVRLGR
RDSTTSNAAQAATDLPRGNMVLSQL I SNFANKGLNTREMVALSGSHTLGQARC IRFRGRIYNSTLRIEPNFNRSL
SQACPPTGNDATLRPLDLVTPNSFDNNYYRNLVTSRGLL 1SDQVLFNADSTDS IVTEYVNNPATFAADFAAAMVK
MSEIGVVTGTSGIVRTLCGNPS™
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Ne® acceso: CruPrx01 PeroxiBase (CB092898 NCBI)

URL:
http://peroxibase.isb-sib.ch/listing.php?action=view&id=1215

Definicion: 6 secuencias EST ensambladas por el equipo de
PeroxiBase(CB092896, CB092898, CB089844, CB093006, DR062285 y DR061703). EI
extremo 3" se completdé con CycadOVNORM954.seq (Vicogenta).

Fuente: Cycas rumphii
Taxonomia: Cycas rumphii

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Cycadophyta; Cycadales; Cycadaceae; Cycas.

Referencia:
Brenner,E.D., Katari,M.S., Dedhia,N.N., O°Shaughnessy,A.L., Balija ,V.,
Martienssen,R.A., McCombie,R.W., Benfey,P., Coruzzi,G. and Stevenson,D.

(2003)Expressed tag sequences from Cycas ovule (NYBG). No publicado.

Secuencia de la proteina:
“MALRVLVLCVVSLVFVGRNGVEGSGLVMNFYEDSCPQAEDIVREQVRLLYKRHKNTAFSWLRNIFHDCFVESCD
ASLLLDSTRKSMSEKETDRSFGLRNFKYLDTIKEAVERECPGVVSCADILVLSARDGIVSLGGPYIPLKTGRRDG
RKSRANVVENYLPDHNDSISTVLSRFADIGIDTPGVVALLGAHSVGRTHCVKLVHRLYPDVDPTLDPAHAEHMKW
KCPDATPNPKAVQYVRNDRGTPMKLDNNYYRNLMENKGLLIVDQQLYADSRTRRHVKKMAKDQGYFFTHFARALA
ILSENNPLTGTRGEIRKHCSSVNKLH
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Ne® acceso: GbPrx0l1 PeroxiBase (CB074963 NCBI)

URL:
http://peroxibase.isb-sib.ch/listing.php?action=view&id=1162

Definicidén: 18 secuencias ESTs (CB074963, CB074995, CB075751, CB075725,
CB075583 del NCBI y ik79d07.bl.b,ip73g05.gl1.b, ip74e05.gl.b, 1k81b07.bl.b,
ip83cll.gl.b, hx13b04.b2.b, ip74e10.gl.b, hx13f05.b2.b, hz50h03.bl.b,
hz50e08.b1.b, 1k96f02.b1l.b, hz47g11.bl.b, ip73e07.9gl1.b de la base de datos
Vicogenta). Ensambladas por el equipo de PeroxiBase. Falta el extremo
inicial de la secuencia.

Fuente: Ginkgo biloba
Taxonomia: Ginkgo biloba

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Ginkgophyta; Ginkgoales; Ginkgoaceae; Ginkgo.

Referencia:

Brenner,E.D., Twigg,R-W., Runko,S.J., Katari,M.S., Dedhia,N.N.,
0"Shaughnessy,A.L., Balija,V., Martienssen,R.A., McCombie,R.W., Benfey,P.,
Coruzzi,G. and Stevenson,D. Expressed tag sequences from Ginkgo

megasporophyll. No publicado.

Secuencia de la proteina:
“GTRDSCPQAEDIIREQVGLLYKKHKNTAFSWLRNIFHDCFVESCDASLLLDSTRKSMSEKETDRSFGLRNFRYL
DTIKEAVERECPGVVSCADILVLSARDGVVSLGGPFIPLKTGRRDGRKSRANVVEDHLPDHNESISTVLSRFQAT
GIDTPGVVALLGAHSVGRTHCVKLVHRLYPEVDPTLDAAHADYMKWKCPDAT PNPKAVQYVRNDRGTPMKLDNNY
YRNLMENKGLLIVDQQLYDDPRTKRYVKKMAKSQDYFFQHFARATL TILSENNPLTGTKGEIRKQCSMPNKLHGAQ
R
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Ne® acceso: GbPrx02 PeroxiBase (DR064298 NCBI)

URL:
http://peroxibase.isb-sib.ch/listing.php?action=view&id=1163

Definicién: 5 secuencias ESTs (DR063814 (5"), DR064298 (3"), CB094934,
DR0O73290 and DR064059). Ensamblado por el equipo de PeroxiBase. Falta una
pequefia parte del extremo 57.

Fuente: Ginkgo biloba
Taxonomia: Ginkgo biloba

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Ginkgophyta; Ginkgoales; Ginkgoaceae; Ginkgo.

Referencia:

Brenner,E.D., Twigg,R.-W., Runko,S.J., Katari,M.S., Dedhia,N.N.,
O0"Shaughnessy,A.L., Balija,V., Martienssen,R_A., McCombie,R.W., Benfey,P.,
Coruzzi,G. and Stevenson,D. Expressed tag sequences from Ginkgo

megasporophyll. No publicado.

Secuencia de la proteina:
“ERIDFFLRQDITQAAGILRLHFHDCFVQGCDASVLLDGSASGPSEQDAPPNLTLRPKAFEI IDDIKKNVDAICS
KTVSCADITALATRESVKKAGGPTYRVPLGRRDGLTFATRNVTLANLGPRSNATALIKAFQSKSLDTTDLVALSG
GHTIGIGHCSSFTNRLYPTQATSLENEFAQSLYRICPTSTTNSTTDLDVRTPNVFDNKYYVDLVQONQVLFTSDQT
LLTNSETKKIVESFASNQTLFFQKFGRAMIKMGQVSVLTCKQGEVRANCSARNPTSYSSVISTVVDDEIVGVEDA
LSAM”
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Ne® acceso: GbPrx03 PeroxiBase (DR064298 NCBI)

URL:
http://peroxibase.isb-sib.ch/listing.php?action=view&id=1319

Definicidén: 1 secuencia EST (base de datos Vicogenta ip70e07.gl.b). Faltan
los extremos 5" y 3".

Fuente: Ginkgo biloba
Taxonomia: Ginkgo biloba

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Ginkgophyta; Ginkgoales; Ginkgoaceae; Ginkgo.

Referencia:

Brenner,E.D., Twigg,R-W., Runko,S.J., Katari,M.S., Dedhia,N.N.,
0"Shaughnessy,A.L., Balija,V., Martienssen,R.A., McCombie,R.W., Benfey,P.,
Coruzzi,G. and Stevenson,D. Expressed tag sequences from Ginkgo

megasporophyll. No publicado.

Secuencia de la proteina:
“ERIDFFLRQDITQAAGILRLHFHDCFVQGCDASVLLDGSASGPSEQDAPPNLTLRPKAFEI IDDIKKNVDAICS
KTVSCADITALATRESVKKAGGPTYRVPLGRRDGLTFATRNVTLANLPGPRSNVTALIKAFQSKSLDTTDLVALS
GGHTIGIGHCSSFTNRLYPTQATSLENEFAQSLYRICPTSTTNSTTDLDVRTPNVFDNKYYVDLVONQVLFTSDQ
TLLTNSET”
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Ne® acceso: GbPrx04 PeroxiBase (DR064716 NCBI)

URL:
http://peroxibase.isb-sib.ch/listing.php?action=view&id=13120

Definicidén: 2 secuencias ESTs (DR064716 y DR065288). Ensamblado por el
equipo de PeroxiBase. Falta el extremo 57.

Fuente: Ginkgo biloba
Taxonomia: Ginkgo biloba

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Ginkgophyta; Ginkgoales; Ginkgoaceae; Ginkgo.

Referencia:

Brenner,E.D., Twigg,R-W., Runko,S.J., Katari,M.S., Dedhia,N.N.,
0"Shaughnessy,A.L., Balija,V., Martienssen,R.A., McCombie,R.W., Benfey,P.,
Coruzzi,G. and Stevenson,D. Expressed tag sequences from Ginkgo

megasporophyll. No publicado.

Secuencia de la proteina:

“DSVVLTGGPSWPVQMGRRDSLTASKVTANNNI PAPSSNVATLISKFQONVGLTDEDMVTLSGAHTIGKARCSTFN
NRLLNQAGTGSPDPTLQKEFLTSLQQLCLERVNNNNTVTVLDLETPLTFDNQYYQNLASGEGLLNSDQVLFSSGG
NTKQLVEYYIQNQEAFFDNFKTSMIRMGNIQPLTGTDGEIRRNCRFIN™
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Ne® acceso: GbPrx05 PeroxiBase (DR063640 NCBI)

URL:
http://peroxibase.isb-sib.ch/listing.php?action=view&id=13121

Definicidén: 3 secuencias ESTs (DR063640, DR073861 y DR074380). Ensamblado
por el equipo de PeroxiBase. Falta el extremo 57.

Fuente: Ginkgo biloba
Taxonomia: Ginkgo biloba

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Ginkgophyta; Ginkgoales; Ginkgoaceae; Ginkgo.

Referencia:

Brenner,E.D., Twigg,R.-W., Runko,S.J., Katari,M.S., Dedhia,N.N.,
0"Shaughnessy,A.L., Balija,V., Martienssen,R.A., McCombie,R.W., Benfey,P.,
Coruzzi,G. and Stevenson,D. Expressed tag sequences from Ginkgo

megasporophyll. No publicado.

Secuencia de la proteina:
“LPTVNMTVDQLTSLFRSKGLSQADMVTLSGGHTVGFAHCNEFMYRIYNFNKTYDIDPTMNPKYAMRLRASCPRD
GFDPTVVAFNDVSTPTAFDNAYYQNAQRGLALLATDQLLFADIRTRGYVNSFAKSKQTFFNSFVASMIRLGNVGV
KTGNQGEIRRDCGVFN”
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Ne® acceso: GbPrx06 PeroxiBase (DR064878 NCBI)

URL:
http://peroxibase.isb-sib.ch/listing.php?action=view&id=13122

Definicidén: 1 secuencia de EST y secuencia ip87d06.gl.b de la base de datos
Vicogenta. Falta el extremo 3”.

Fuente: Ginkgo biloba
Taxonomia: Ginkgo biloba

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Ginkgophyta; Ginkgoales; Ginkgoaceae; Ginkgo.

Referencia:

Brenner,E.D., Twigg,R-W., Runko,S.J., Katari,M.S., Dedhia,N.N.,
0"Shaughnessy,A.L., Balija,V., Martienssen,R.A., McCombie,R.W., Benfey,P.,
Coruzzi,G. and Stevenson,D. Expressed tag sequences from Ginkgo

megasporophyll. No publicado.
Secuencia de la proteina:

“MAINVRILFLLMLMCALATTRACLRGFLKPDHYQWTCPEAEATIVFAGVEKAVAQEARMAASLLRLHFHDCFVNG
CDASVLLDDTVFFTGEKTATPNANSLRGFEVIDSIKEELEFLCPGTVSCADILATAARDSV”
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Ne® acceso: GbPrx07 PeroxiBase (DR074673 NCBI)

URL:
http://peroxibase.isb-sib.ch/listing.php?action=view&id=13123

Definicidén: 1 secuencia de EST (secuencia ik98fl2.gl1 de la base de datos
Vicogenta). Falta gran parte del extremo 57.

Fuente: Ginkgo biloba
Taxonomia: Ginkgo biloba

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Ginkgophyta; Ginkgoales; Ginkgoaceae; Ginkgo.

Referencia:

Brenner,E.D., Twigg,R-W., Runko,S.J., Katari,M.S., Dedhia,N.N.,
0"Shaughnessy,A.L., Balija,V., Martienssen,R.A., McCombie,R.W., Benfey,P.,
Coruzzi,G. and Stevenson,D. Expressed tag sequences from Ginkgo

megasporophyll. No publicado.
Secuencia de la proteina:

“KCPRSGGDNKTTPLDLVSPTTFDTHYYLNLESGRGLLNSDQILYSTKGSETKALVKYYATHTEAFFHQFATISMI
NMGNITPLTGSRGEIRKNCRKMN™
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Ne® acceso: GbPrx08 PeroxiBase (CB094345 NCBI)

URL:
http://peroxibase.isb-sib.ch/listing.php?action=view&id=13124

Definicidén: 1 secuencia de EST (secuencia hx18h02.bl.b de la base de datos
Vicogenta). Falta gran parte del extremo 57.

Fuente: Ginkgo biloba
Taxonomia: Ginkgo biloba

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Ginkgophyta; Ginkgoales; Ginkgoaceae; Ginkgo.

Referencia:

Brenner,E.D., Twigg,R-W., Runko,S.J., Katari,M.S., Dedhia,N.N.,
0"Shaughnessy,A.L., Balija,V., Martienssen,R.A., McCombie,R.W., Benfey,P.,
Coruzzi,G. and Stevenson,D. Expressed tag sequences from Ginkgo

megasporophyll. No publicado.

Secuencia de la proteina:
“KGLLHSDQELFNGGSTVSQVNSSASNSKSFFTDFACAMVKMGNIKPLTGTNGQIRSNCRKP”
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Anexo 3. Resultado de la busqueda de péptidos tripticos en el

Mascot y su coincidencia en el NCBI BLAST.

3.1. Resultado de la busqueda del péptido de m/z = 1019,52 de Ginkgo biloba
en el Mascot y su coincidencia en el NCBI BLAST.

Coincidencia con: gi|4760704: peroxidasa 3 [Scutellaria baicalensis]
Masa nominal(Mr): 34338; pl calculado: 8,87

1 MASFVSEFST RLMLVLLLIG VSNAQLSANF YNTTCPNLLT IIRNAVNSAV
51 SSDTRMGASL LRLHFHDCFV NGCDASVLLD DRTGFTGEKT AGPNANSLRG
101 FDVIDNIKTL VEGSCPNIVS CSDILSVAAR DGVVAVGGPS WAVALGRRDS
151 TTASLNAANT QIPGPGLNLN ALITSFSNKG FTAREMVALS GSHTIGQARC
201 TTFRGRIYND TNINGAFATG LRANCPRSGG DNNLAPLDNV SPARFNNDYY
251 RNLIGLRGLL HSDQELFNNG TADAQVRAYS TNSAAFFNDF ANAMVKMSNL
301 SPLTGTNGQI RRNCRRTN

Masa esperada: 1019,9594
Masa calculada: 1019,5287
Secuencia: RGFDVIDNIKT

Busqueda en el NCBI BLAST de gi 4760704

N© acceso: BAA77389

Definicién: peroxidase 3 [Scutellaria baicalensis].

Fuente: Scutellaria baicalensis

Taxonomia:

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophyta; eudicotyledons;core eudicotyledons; asterids; lamiids; Lamiales;

Lamiaceae; Scutellarioideae; Scutellaria.
Referencia: Morimoto S, Tateishi N, Inuyama M, Taura F, Tanaka H, Shoyama Y (1999)

Identification and molecular characterization of novel peroxidase with structural
protein-like properties. J Biol Chem 274:26192-26198.
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Anexo 3.2. Resultado de la busqueda del péptido de m/z = 1541,76 de Ginkgo
biloba en el Mascot y su coincidencia en el NCBI BLAST.

Coincidencia con gi]|77548362: peroxidasa [Oryza sativa (grupo-cultivar japonica)]

Masa nominal (Mr): 34696;

1
51
101
151
201
251
301

MAQPTSSARC
QSAIANEKRI
SVRGFEVIDA
RRDSRTASLS
QARCTNFRAH
FENNYYKNLV
IKMGDITPLT

SLVVMVVVVL
GASIVRLFFH
IKSAVETICP
GANNNIPPPT
TYNETNIDSG
VKKGLLHSDQ
GSNGEIRKNC

pl calculado: 6,87

AVAGGSSAQL SPSFYSYSCP
DCFVQGCDAS LLLDDTASFT
GVVSCADILA TAARDSVAIL
SGLANLTSLF AAQGLSQKDM
FAMSRQSGCP RSSGSGDNNL
ELFNGGATDA LVQSYISSQS
RRIN

GVFDAVKCGM
GEKMANPNNG
GGPSWDVKVG
VALSGSHTIG
APLDLQTPTV
TFFADFVTGM

Masa esperada: 1543,34
Masa calculada: 1541,76
Secuencia: DMVALSGSHTIGQAR

BUsqueda en el NCBI BLAST de gi|77548362

ABA91159

peroxidase [Oryza sativa (grupo-cultivar japonica)]

N° acceso:
Definicion:
Fuente: Oryza sativa (grupo-cultivar japonica)]

Taxonomia:

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophyta; Liliopsida; Poales; Poaceae; BEP clade; Ehrhartoideae; Oryzeae;

Oryza.
Referencia: The Rice Chromosomes 11 and 12 Sequencing Consortia. The sequence of

rice chromosomes 11 and 12, rich in disease resistance genes and recent gene
duplications. BMC Biol. 3 (1), 20 (2005).
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3.3.

revoluta en el Mascot y su coincidencia en el NCBI BLAST.

Resultado de 1la busqueda del péptido de m/z = 1069,52 de Cycas

Coincidencia con gi|55700907: 1l

(Japonica cultivar-group)]

precursor de peroxidasa de clase [Oryza sativa

Masa nominal (Mr): 38970; pl calculado: 6,65

1
51
101
151
201
251
301
351

MAAAAAVVAV
PQAEAIVFSF
PDGEQQAIPN
KLAGGPSYKV
AADL IALSGA
ANTTVNDIRT
DQSAFFHQFV
AAVETVVEAA

Masa esperada:
Masa calculada: 1069,52

Secuencia:

SVYLLVCSAP
LRDAIGKDVG
ESLRPAAFKA
PLGRRDGLTS
HTVGIAHCTS
PNAFDNKYYV
FSVVKMGQIQ
ESIVL

1069,73

YYVDLQNR

BUsqueda en el NCBI BLAST

N© acceso: CAH69262

Definicion: class 111 peroxidase 20 precursor [Oryza sativa (jJaponica cultivar-
group) ]

Fuente: Oryza sativa (Japonica cultivar-group)

Taxonomia:

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophyta; Liliopsida; Poales; Poaceae; BEP clade; Ehrhartoideae;

Oryza.

Referencia: The class 111 peroxidase multigenic family in rice and its evolution

AAATAAAVAK
LAAAL IRLHF
VNDIRALLDR
ATPSQVLGAL
FTGRLYPKQD
DLQNRQGLFT
VLTGSQGQIR

KPSYPPVAKG
HDCFVQGCDA
ACGRVVSCSD
PPPTSHVPEL
GTMDKWFAGQ
SDQDLFVNAT
ANCSVRNPGA

de gi|55700907

land plants. Phytochemistry 65 (13),

216

1879-1893.

LSFDHYKKSC
SILLTKTPGG
IVTLAARDSV
IAALAKLNLD
LKLTCPKNDT
TRPLVAEFAV
ASADEELPWS
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3.4. Resultado de la busqueda del péptido de m/z = 1005,51 de Cycas
revoluta en el Mascot y su coincidencia en el NCBI BLAST.

Coincidencia con gi]8546851: peroxidasa [Ipomoea batatas]

Masa nominal (Mr): 35390; pl calculado: 5,30

1 MASFSPLLAM ALAIFIFSSH SNAQLSSTFY STTCPNVSAI VRTVVQQALQ
51 NDARIGGSLI RLHFHDCFVD GCDGSLLLDN NGTTIVSEKD ALPNTNSTRG
101 FDVVDNIKTA VENACPGVVS CVDILALASE SSVSLAGGPS WNVLLGRRDR
151 RTANQGGANT SLPSPFENLT NLTQKFTNVG LNVNDLVALS GAHTFGRAQC
201 RTFSPRLFNF SNTGNPDPTL NTTYLATLQQ ICPQGGSGFT VTNLDPTTPD
251 TFDNNYFSNL QTNRGLLQSD QELFSTSGAP TIAIVNNFSA NQTAFFESFV
301 QSMINMGNIS PLTGSNGEIR SNCRRPN

Masa esperada: 1005,71
Masa calculada: 1005,51
Secuencia: GFDVVDNIK

BUsqueda en el NCBI BLAST de gi|8546851

N© acceso: CAB94692

Definicion: peroxidase [lIpomoea batatas]

Fuente: Ipomoea batatas

Taxonomia:

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophyta; Eudicotyledons; Core Eudicotyledons; Asterids; Lamiids; Solanales;

Convolvulaceae; Ipomoeeae; lpomoea.

Referencia: Cloning and characterization of c¢DNA coding Tfor Ipomoea batatas
peroxidase. No publicado.
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3.5. Resultado de la busqueda del péptido de m/z = 1617,85 y m/z = 1061,58
de Cycas revoluta en el Mascot y su coincidencia en el NCBI BLAST.

Coincidencia con gi|55057256: peroxidasa [Picea abies]
Masa nominal (Mr): 39150; pl calculado: 8,42

1 MEKLMILCLF CTLWIACASR ENVLTLNSDP PLVNGLSWTF YKSSCPKLES
51 IVKQRIDFYL KQDITQAAGL LRLHFHDCFV QGCDGSVLLA GSTSGPSEQG
101 APPNLSLRAK AFEIINDIKS RVDKACKVVV SCADVTALAA KESVRAAGGP
151 QYRIPLGRRD SLKFATQNVT LANLPAPSSK VTTLIKAFAT KNLNVTDLVA
201 LSGGHTIGIG HCTSFTDRLY PKQDTTLNKS FAQRLYTACP PKTSSNTTVL
251 DIRTPNVFDN KYYVDLMNRQ GLFTSDQDLY SDSRTKAIVN DFALDQDLFF
301 EKFAVAMVKM GQLNVLTGSK GEIRSNCSVS NLASTSTVEV AAEDVIESYA
351 SFM

Masa esperada: 1617,99
Masa calculada: 1617,85
Secuencia: MGQLNVLTGSKGEIR

Masa esperada: 1060,76
Masa calculada: 1061,58
Secuencia: AFETINDIK

BUsqueda en el NCBI BLAST de gi|55057256

Ne acceso: CAD92856

Definicion: peroxidase [Picea abies]

Fuente: Picea abies

Taxonomia:

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;

Coniferopsida; Coniferales; Pinaceae; Picea.

Referencia: Cloning, characterization and localization of three novel class 111

peroxidases in lignifying xylem of Norway spruce (Picea abies). Plant Mol. Biol.
61(4-5), 719-732 (2006)
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3.6. Resultado de los péptidos de m/z = 1005,51, m/z =
2467,33 y m/z = 1507,81 de Cycas revoluta en el Mascot y su coincidencia en

el NCBI BLAST.

la blsqueda de

Coincidencia con gi|32351452: peroxidasa de clase 111

Masa nominal (Mr): 35912; pl calculado: 9,33

1
51
101
151
201
251
301

MFMLGNTKMG
TVKSTVTSAI
ANPNRNSSRG
WAVKLGRRDA
GAHTIGQARC
IQTPTSFDNN
DFVAAMIKMG

SASSFSKFCL
NKEARMGASL
FDVVDN IKSA
RSASQSAANN
TSFRARIYNE
YFKNL I1SQRG
DISPLTGSRG

TLLLLVDVLG
LRLFFHDCFV
VENVCPGWVS
GIPPPTSNLN
SNIDASFAQT
LLHSDQQLFN
EIRKNCRRVN

STNAQLSTNF
NGCDGSVLLD
CADILAIAAR
RLTSRFNALG
RQRNCPRTTG
GGSTDSIVRG

YSKSCPNLLS
DTSSFTGEKN
DSVEILGGPK
LSTRDLVALS
SGDNNLAPLD
YGNSPSSFNS

[Gossypium hirsutum]

Masa esperada: 1005,59
1005,51

GFDVVDNIK

Masa calculada:
Secuencia:

Masa esperada: 2468,59

2467,33
FNALGLSTRDLVALSGAHT IGQAR

Masa calculada:

Secuencia:

BUsqueda en el NCBI BLAST de gi|32351452
N® acceso: AAP76387
Definicion: class 111 peroxidase [Gossypium hirsutum].
Fuente: Gossypium hirsutum

Taxonomia:

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophyta; Eudicotyledons; Core Eudicotyledons; Rosids; Eurosids 11; Malvales;

Malvaceae; Malvoideae; Gossypium.

Referencia: Class 111 peroxidises during HR of Cotton to Xanthomonas campestris pv.
malvacearum. Sin publicar.
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3.7. Resultado de la busqueda del péptido de m/z = 2342,17 de Cycas
revoluta en el Mascot y su coincidencia en el NCBI BLAST.

Coincidencia con gi]1232069: peroxidasa catidonica [Stylosanthes humilis]

Masa nominal (Mr): 34273; pl calculado: 7,05

1 MECGFYLVLA LVSLGVVNSV VHGQGTRVGF YSSTCPGVES 1VRSTVQSHL
51 NSDLTLAAGL LRMHFHDCFV HGCDASLLID GTNTEKTAPP NIGLRGFEVI
101 DHAKTQLEAA CPNVVSCADI LALAARDSVV LSGGASWQVP TGRRDGLVSS
151 AFDVKLPGPG DSVDVQKHKF SALGLNTKDL VTLVGGHTIG TTSCQLLSSR
201 LNNFNGTNGP DPTIDPSFLP QLKALCPQDG GASTKRVPLD NGSQTKFDTS
251 YFNNVRRGRG ILQSDQALWT DPSTKPFVQS YSLGSTFNVD FGNSMVKMGN
301 IGVKTGSDGE IRKKCSAFN

Masa esperada: 2342,34
Masa calculada: 2342,17
Secuencia: TOQLEAACPNVVSCADILALAAR

BUsqueda en el NCBI BLAST de gi|1232069

N© acceso: AAB67737

Definicidn: cationic peroxidase [Stylosanthes humilis]

Fuente: Stylosanthes humilis

Taxonomia:

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophyta; Eudicotyledons; Core Eudicotyledons; Rosids; Eurosids 1; Fabales;

Fabaceae; Papilionoideae; Aeschynomeneae; Stylosanthes.

Referencia: Nucleotide sequence of a pathogen-inducible cationic peroxidase gene
from Stylosanthes humilis. Plant Physiol. 111, 348 (1996)
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3.8.

revoluta en el Mascot y su coincidencia en el NCBI BLAST.

Coincidencia con gi|577503:

peroxidasa

Masa nominal (Mr): 34393; pl calculado: 8,65

1
51
101
151
201
251

MALIVPISKV
VSKEARLGAS
GFDVIDTIKS
STTASLNSAN
CTTFRTRIYN
Y INLKNKKGL

CFIIFMCLNI
LLRLHFHDCF
QVESLCPGWV
SDLPGPSFNL
ESNIDPSYAK
LHADQQLFNG

GLGSGQLSSN
VQGCDASVLL
SCADILALAA
SGLISAFSKK
SLQGNCPSVG
GGSTDSQVTA

FYATKCPNAL
DDTSTFTGEK
RDSVVALGGP
GFTAKELVTL
GDSNLSPFDV
YSNNAATENT

Resultado de 1la busqueda del péptido de m/z

STIKSAVNSA
TAFPNVNSAR
SWNVQLGRRD
SGAHTIGQAR
TTPNKFDNAY
DFGNAMIKMG

301 NLSPLTGTSG QIRTNCRKTN

Masa esperada: 1550,97
Masa calculada: 1551,84

Secuencia: ELVTLSGAHTIGQAR

BUsqueda en el NCBI BLAST de gi|577503

AAB02554
cationic peroxidase

N® acceso:
Definicion:
Fuente: Stylosanthes humilis

1550,97 de Cycas

Taxonomia:
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophyta; Eudicotyledons; Core Eudicotyledons; Rosids; Eurosids 1; Fabales;

Fabaceae; Papilionoideae; Aeschynomeneae; Stylosanthes.

Referencia: Nucleotide sequence of a cationic peroxidise

gene from the tropical

forage legume Stylosanthes humilis. Plant Physiol. 108 (3), 1303-1304 (1995)
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3.9. Resultado de la busqueda del péptido de m/z = 2285,15 de Cycas
revoluta en el Mascot y su coincidencia en el NCBI BLAST.

Coincidencia con gi]1781334: peroxidasa [Spinacia oleracea]

Masa nominal (Mr): 33617; pl calculado: 7,12

1 LANSAKSQLS IAYYASSCPQ AEGIVRSTVQ SHFNSDPTIA PGLLRLHFHD
51 CFVQGCDASI LISGTSSERT AFTNVGLKGF DVIDDAKAQV ESVCPGVVSC
101 ADILALAARD SVDLTGGPNW GVPLGRLDGK RSSASDAVNL PSPLESIAVH
151 RQKFADKGLN DHDLVTLVGA HTIGQTDCRF FQYRLYNFTP TGNADPSINQ
201 PNIAQLQTLC PKNGNGLTKV ALDRDSRTKF DVNFFKNIRD GNAVLESDQR
251 LWGDDATQAI VOQNYAGNLRG LFGVRFNFDF PKAMVKMSGI GVKSGSDGEV
301 RKMCSKFN

Masa esperada: 2285,27
Masa calculada: 2285,15
Secuencia: AQVESVCPGVVSCADILALAAR

BUsqueda en el NCBI BLAST de gi]|1781334

Ne acceso: CAA71494

Definicidon: peroxidase [Spinacia oleracea]

Fuente: Spinacia oleracea

Taxonomia:

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta;
Magnoliophyta; Eudicotyledons; Core Eudicotyledons; Caryophyllales; Amaranthaceae;

Spinacia.

Referencia: Diversity and conservation of plant peroxidises. Plant Peroxidase

Newsletter 1, 4-7 (1993)
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