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RESUMEN

Las enzimas dependientes del citocromo P450 (CYP450) son importantes en la bio-
sintesis de diversas sustancias y en la desintoxicacion de xenobidticos. En las plantas,
estas enzimas participan en la biosintesis de productos secundarios (e.g. flavonoides,
alkaloides) y de hormonas, asi como en la desintoxicacion de herbicidas. Por otra parte,
el empleo de técnicas moleculares ha permitido la insercion de genes del CYP450 de
mamiferos en un mayor nimero de especies de plantas para favorecer la tolerancia
a herbicidas. La presente aportacion es una revision bibliografica sobre el potencial
biotecnolodgico del complejo enzimatico del CYP450.
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ABSTRACT

Cytochrome P450 dependent enzymes (CYP450) are important in the biosynthesis of
many substances and in the detoxification of xenobiotics. In plants, they are involved
in the biosynthesis of secondary products (e.g. flavonoids, alkaloids) and hormones,
but also in the detoxification of herbicides. On the other hand, the use of molecular
techniques, has allowed the insertion of genes of the CYP450 of mammals in a greater
number of plants, favoring the tolerance to herbicides. The present contribution is an
overview of the biotechnological potentiality of the enzymatic complex CYP450.

INTRODUCCION

El sistema de monooxigenasas conocido como
citocromo P450 (CYP450) es un grupo de proteinas
que presentan un grupo hemo, se caracterizan por
utilizar el NADPH 6 NADP" para reducir el oxigeno
molecular, hasta H,O y la incorporacion de un atomo

de O, al sustrato. E1 CYP450 posee una masa mole-
cular entre 45 y 62 kD y tiene a la hemo-ferriproteo-
porfirina IX como grupo prostético. Estas proteinas
se caracterizan por tener un espectro de absorbencia
maxima a los 450 nm, debido a la reduccion de los
enlaces de la hemoproteina (Fe*?) y la uniéon con
una molécula de monodxido de carbono (Omura y
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Sato 1964). En afios recientes, el uso de técnicas de
biologia molecular ha permitido identificar alrededor
de 270 genes pertenecientes a 45 distintas familias
del CYP450 en el genoma de Arabidopsis thaliana,
(planta modelo de laboratorio) (http://drnelson.
utmem.edu/CytochromeP450.html) y demostrado a
partir de estudios filogenéticos realizados entre los
diferentes reinos que el CYP450 de las plantas se
deriva de un gen ancestral comun entre los distintos
organismos (Nelson 1999).

Presencia del CYP450 en plantas

El uso de técnicas de biologia molecular e inmuno-
histoquimicas ha permitido localizar especificamente
al CYP450 en las células (Chaban et al. 2003, Hum-
phreys y Chapple 2004). Sin embargo, la localizacién
subcelular del complejo CYP450 en las plantas no
es tan especifica como en los mamiferos. General-
mente puede variar en su localizacion, por ejemplo
es posible encontrarlo en el reticulo endoplasmico,
membrana plasmatica, vacuola, mitocondria y apa-
rato de golgi (Madyastha et al. 1977, Kjellbomet al.
1985, Donaldson y Luster 1991). En este contexto, es
importante mencionar que la identificacion y el aisla-
miento de los genes del CYP450 en plantas presenta
ciertas limitaciones debido a la dificultad de aislar el
ARN mensajero y las proteinas, ya que se encuentran
en bajas concentraciones en los tejidos (Bilodeau et
al. 1999). En las plantas, las familias de genes del
CYP450 se inician con el CYP71 y terminan con el
CYP99, en donde la mayoria de estos genes aislados
han sido obtenidos en diferentes estados de desarrollo
de las plantas sometidas a diferentes tipos de estrés
biotico o abidtico (Chapple 1998).

Nomenclatura del P450

Cuando se trata del citocromo CYP450, es reco-
mendable emplear el término “CYP450” en lugar de
“CYP-450”. Para designar el nombre de los genes
del CYP450 de manera sistematica, se incluye las
letras CYP por citocromo P450. En este sentido, la
relacion entre los CYP450 se determina con base en
la similitud con la secuencia de aminoacidos. De tal
forma, que los nombres de las familias del CYP450,
son asignadas cronolégicamente siguiendo la deter-
minacion de la secuencia primaria de la proteina.
Si la nueva secuencia de aminodcidos del nuevo
CYP450 presenta 40 % de identidad con proteinas
de CYP450 conocidas, son incluidas en la misma
familia y aquellas con més de 55 % de identidad, son
incluidas en la misma subfamilia. No obstante, si la
nueva secuencia presenta una identidad menor del
40% con las secuencias de las proteinas del CYP450

se genera una nueva familia (Chapple 1998). Por
otra parte, a los genes individuales se les asigna un
numero arbitrario por ejemplo, CYP2E1 y CYP4A1l
pertenecen a diferentes familias, la 2 y 4. En el caso
de los CYP4A1 y CYP4A2, ambos pertenecen a la
familia 4, subfamilia A siendo dos enzimas diferentes,
la4A1y 4A2 (Nelson et al. 1996).

Funcion de las familias del CYP450 en las plantas

En plantas, la familia del CYP450 esta involu-
crada en el metabolismo oxidante de compuestos
endogenos tales como fenilpropanoides y glucosidos
cianogénicos, los cuales tienen una funcion en los
procesos moleculares de interaccion planta-patoge-
no y en la defensa a nivel bioquimico en contra de
predadores de las plantas, respectivamente (Durst
1991). Ademaés participan en la desintoxicacion de
herbicidas mediante reacciones que incluyen proce-
sos de hidroxilacion, desalquilacion, desaminacion,
formacion de sulfoxidos y deshalogenacion (Bolwell
et al. 1994). Adicionalmente, en estudios recientes,
diversos autores han reportado que la familia del
CYP450 participa activamente en la biosintesis de
fitorreguladores de crecimiento como giberelinas,
acido abscisico y brasinoesteroides (Krochko et al.
1998, Fujioka y Yolota 2003, Saito et al. 2004). Esto
indica la relevante importancia que tiene el complejo
enzimatico del CYP450 en el proceso evolutivo de la
tolerancia de las plantas vasculares a factores bidticos
y abioticos.

Entre los ejemplos de la funcion de las enzimas
del CYP450 en las plantas se puede mencionar la
participacion de la familia del CYP73 en la forma-
cion de mondmeros de lignina, proteccion a U.V.,
pigmentos contra ataques de insectos y compuestos
de defensa (Schoch et al. 2003). En este sentido,
estudios sobre los genes de la familia CYP73AS5,
CYP73A9vl y CYP82A1v] presentes en plantas
de Arabidopsis sp. y Pisum sativum (chicharo),
han demostrado su participacioén en la biosintesis
de los fenilpropanoides, estimulando la sintesis de
novo de fitoalexinas y lignina, lo que incrementa
la resistencia y tolerancia a patéogenos (Urban et
al. 1997, Whitbred y Schuler 2000), favoreciendo
la disminucion de las dosis requeridas de fungici-
das o bactericidas en la produccion de plantas de
importancia alimentaria y estimulando practicas
agricolas mas sostenibles. Por su parte, trabajos
realizados por Schopfer y Ebel (1998), en plantas
de Glycine max (soya) demostraron la participacion
de diversos genes que codifican para enzimas del
CYP450, las cuales participan en la sintesis de la
enzima cinamato-4-hidrolasa (CH4) que regula la
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conversion de acido trans-cindmico a acido p-cu-
marico (compuesto con actividad alelopatica) y que
es precursor de la gliceolina (compuesto fendlico
de defensa contra patdgenos).

En estudios realizados a nivel molecular en Ara-
bidopsis, Cluose y Sasse (1998) y Takahashi et al.
(2005) observaron que genes de enzimas de la fami-
lia CYP90AT1, CYP85A1, CYP734A1 y CYP72Cl1
tienen una funcion en la biosintesis de brasinoeste-
roides (BR) y en la regulacién de los niveles endo-
genos de los BR en las plantas. Esto es importante
ya que los BRs son compuestos polihidroxilados
derivados del esterol y se encuentran ampliamente
involucrados en la regulacion de numerosos genes
que controlan los procesos de crecimiento y desa-
rrollo, asi como también tienen una funcion en la
respuesta a estrés bidtico y abidtico, incluyendo
estrés por salinidad, temperaturas extremas y ataque
de patogenos (Cluose y Sasse 1998), por lo que el
conocimiento de los genes del CYP450 que regulan
la biosintesis de este compuesto puede aportar in-
formacion relevante para el mejoramiento genético
de plantas. Por otra parte, en afios recientes se ha
identificado la participacion del gen D11, el cual
codifica un nuevo citocromo P450 (CYP724B1),
que presenta una gran semejanza con las enzimas
P450 que contribuyen en la biosintesis de BR, sin
embargo su funcion en la biosintesis ain no esta
totalmente establecida (Tanabe et al. 2005). Por
lo anterior, son necesarios estudios ulteriores para
conocer de una forma completa, el modo de accion
y el namero de genes del CYP450 que participan
en la biosintesis de los BR en las plantas.

En el caso de la biosintesis de las giberelinas
(GA), Davidson et al. (2003) encontraron que la
familia del CYP450 que acttia en la biosintesis de
este compuesto son las pertenecientes al CYP8SA
que catalizan la transformacion del kaureno a GA,
via ent-70-hydroxy-acido kaurénico y GA,,-alde-
hido, de acuerdo con lo observado en Arabidopsis
y Hordeum vulgare (cebada). Resultados similares
han sido reportado por Winkler y Helentjaris (1995)
y Helliwell ef al. (2000) en plantas de Cucurbita
maxima (calabaza) y Zea mays (maiz). En el caso
de los sesquiterpenoides que desempenan funciones
de defensa principalmente contra hongos y bacterias,
se ha reportado que la familia CYP706 es la que
regula pasos importantes en la biosintesis de estos
compuestos. Por ejemplo, se ha observado que en
el algodon (Gossypium spp), el gen CYP706B1 es
un factor clave para la sobreproduccién del gosipol
(sesquiterpenoide) al estar en contacto con bacterias
patogenas (Luo ef al. 2001).

Por otra parte, Irmler et al. (2000) encontraron
que para que se realice la biosintesis de alcaloides
inddlicos en Catharanthus roseus (vicaria) es ne-
cesaria la presencia del gen del CYP72A1, ya que
es un factor clave en la conversioén del segolina a
secologanina (metabolito de gran interés médico).
Adicionalmente, en trabajos realizados por Mujery
Smigocki (2001) en C. roseus, se ha identificado un
gen de la subfamilia CYP72A2 que participa en la
regulacion de la biosintesis de citoquininas (fitohor-
monas que estimulan la division celular) durante la
interaccidon con Nicotiana plumbaginifolia (insecto
patogeno), en donde la citoquininas actiian inhibien-
do el crecimiento de las larvas del insecto mediante
la produccion de metabolitos secundarios.

Una mayor induccidn de genes del CYP450 tam-
bién se ha observado durante el proceso de madura-
cion de frutos, por ejemplo en aguacate se identificd
la induccion del CYP71A1 durante los procesos de
maduracion a partir del andlisis de cDNA (Bozak
et al. 1990). Sin embargo, en Musa acuminata cv.
Williams (platano malayo) se identificé una nueva
familia de CYP450 (MAP450-1) relacionada filoge-
néticamente con CYP71A1, en donde la presencia
en los frutos es debida a la accion del etileno o de
la sacarosa, descartando su participacion directa en
la maduracion del fruto (Pua y Lee 2003). Estas dos
proteinas presentan una semejanza del 27 al 45 % en
la secuencia de sus aminoacidos, lo que ha permitido
clasificar a MAP450-1 como CYP71NI.

En cuanto a la funcion del CYP450 como agente
de senalizacion, se ha reportado que en la subfamilia
CYP74A participa en procesos de hidroxiperoxi-
dacién de acidos grasos, generando oxilipinas, las
cuales tienen una funcion de sefializacion en la pro-
duccion de compuestos de defensa contra insectos
(Noordermeer et al. 2001, Weber 2002). Ademas,
la subfamilia CYP74B participa en la generacion de
compuestos volatiles como la traumatina y aldehidos
volatiles que actian en el control bioldgico de los
insectos mediante la inhibicion de la fecundidad y
como moléculas de sefializacion celular en heridas
de plantas estimulando la sintesis de lignina (Bate
et al. 1998).

Es importante mencionar que estas subfamilias se
localizan principalmente en tejidos fotosintéticos, te-
niendo como sustrato principal al 13-hidroxiperoéxido,
localizado principalmente en los plastidos (Froehlich
et al. 2001). Existen otras subfamilas como CYP74C
y CYP74D, que se localizan en el sistema radical y
tejidos no fotosintéticos, cuya funcién no es muy
clara en los procesos de defensa contra patdégenos
(Morant et al. 2003).
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Herbicidas y su efecto en el CYP450 de plantas

La tolerancia natural de ciertas plantas a her-
bicidas es algo sumamente importante. Esta tole-
rancia estd basada principalmente en la habilidad
diferencial de la especie vegetal para desintoxicar
el herbicida, mediante la participacion de las enzi-
mas del CYP450 (Forthoffer 2001). La forma en
que las enzimas del CYP450 inhiben la accion de
los herbicidas es insertando un atomo de oxigeno
en moléculas hidrofébicas (en este caso herbicidas)
transformandolos en moléculas hidrosolubles y por
lo tanto de mas facil degradacion (Werck-Reichhart
2000). Lo anterior ha sido observado en plantas
de Helianthus tuberosus (girasol) y Glycine max
(soya) en donde se identifico la presencia de tres
genes CYP76B1, CYP73A1 y CYP71A10, que
participan en el metabolismo de herbicidas del tipo
de las sulfonilureas de forma eficiente (Siminszky
1999, Didierjean 2002). También, se ha observado
la capacidad de CYP71B1, CYP73A1,CYP76Bly
CYP81BI1 de metabolizar, el clortoluron, en plantas
de tabaco (Yamada et al. 2000).

En estudios recientes también se ha determinado
la posible participacion del CYP450 presente en el
pasto, Chrysopogon zizanioides Nash, en la degrada-
cion de atrazina mediante procesos de desalquilacion
(Marcacci et al. 2005).

En el caso de la tolerancia de Zea mays al rim-
sulfurén, se ha observado que el CYP450 tiene una
funcion clave en la rapida transformacion del herbicida
(Koeppe et al. 2000). Sin embargo, también se ha
reportado que la actividad de enzimas del CYP450 de
las plantas puede ser afectada por la dosis empleada
de herbicidas; en este sentido, Lamb et al. (1998)
mencionan la inhibicion de las enzimas de la familia
del CYP71BI1 presente en la maleza Thilaspi arvensae
cuando se expuso a 12 uM de glifosfato. No obstante,
la efectividad de las enzimas del CYP450 en la trans-
formacion de los herbicidas puede variar de acuerdo al
tipo de planta, concentracion y composicion quimica
del herbicida empleado, lo cual debe ser considerado
en los trabajos de investigacion.

Papel del CYP450 de mamiferos en la tolerancia
a herbicidas

Con el objetivo de incrementar la tolerancia a
herbicidas en plantas de interés agronémico, se ha
realizado la insercion de fragmentos de genes del
CYP450 de mamiferos mediante el uso de técnicas
de ingenieria genética. Por ejemplo, en plantas de
tabaco transformadas con el gen CYP4501A1 de
rata, se observd una mayor produccion de metabo-
litos no fitotoxicos, lo cual incremento su tolerancia

al clortolurén en comparacion con las plantas no
transformadas (Shiota ef al. 1994).

En el caso de herbicidas como la fenilurea, se
ha observado que la insercion del gen CYP4501A1
de rata en papa, genera una mayor biotransforma-
cion del herbicida a través de la N-dimetilacion
y P-metil hidroxilacién, lo cual se refleja en un
incremento de la tolerancia de la planta (Inui et al.
1998). Resultados similares han sido reportados en
plantas transgénicas de Oryza sativa (arroz) que
expresan al CYP2C9 y CYP2C19 de humanos al ser
expuestas a distintos herbicidas (Inui ef al. 2001).
En el caso del gen CYP1A1 presente en mamiferos,
se ha observado que su insercion en Oryza sativa
cv. Nipponbare confiere mayor tolerancia a gran
variedad de herbicidas (por ej. etil-quizalofop,
norflurazon, mefenacet, atrazina y clortolurom)
observandose que la presencia del CYP1ALI en la
planta estimula mayor absorcion y transformacion
de los xenobiodticos, resultando en un incremento de
metabolitos que se eliminan a través de exudados
radicales (Kawahigashi et al. 2003).

Por otra parte, se han observado resultados simi-
lares al insertar genes de los citocromos humanos
CYP1AL, CYP2B6 y CYP2C19 en O. sativa cv. Ni-
pponbare usando el plasmido pIKBACH generando
incrementos en la tolerancia a una amplia gama de
herbicidas con distintos efectos fisiologicos en las
plantas, lo que permite proponer la generacion de plan-
tas modificadas con el plasmido pIKBACH, para ser
empleadas en procesos de fitorremediacion (Kawahi-
gashi et al. 2005). Sin embargo, es importante tener en
consideracion que la expresion de los genes CYP1A1,
CYP2B6 y CYP2C19 no incrementa la tolerancia en
O. sativa expuesta a etofumesato y benfuresato, que
son herbicidas ampliamente utilizados en la produc-
cion de esta planta (Kawahigashi et al. 2002). En este
contexto, estudios posteriores deben ser encaminados
en la busqueda de genes del CYP450 que estimulen
una tolerancia o resistencia a una amplia gama de
herbicidas en plantas de interés agrondémico.

CONCLUSIONES

El complejo enzimatico del citocromo P450 invo-
lucra una amplia familia de genes con una diversidad
de funciones clave en las plantas ya que participan en
diversos procesos metabolicos de importancia para el
optimo desarrollo fisiologico (por ej. biosintesis de
giberelinas, fenilpropanoides, brasinoesteroides, etc.),
asi como en la biosintesis de novo de metabolitos de
importancia en los procesos de defensa y sefializacion
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contra organismos patdgenos como son las fitoalexinas
y en procesos de biotransformacion de herbicidas.

El1 CYP450 de plantas representa una superfamilia
que mantiene una rapida evolucion molecular debido
a exigencias bioquimicas derivadas de la coevolucion
con organismos patdégenos y herbivoros, asi como
con factores ambientales.

La insercion de genes del CYP450 de mamiferos
en plantas de interés agronémico mediante técnicas de
transformacion genética tiene un papel relevante en la
degradacion de herbicidas ya que genera la posibilidad
de usar los genes del CYP450 en la produccion de
plantas transgénicas con fines de fitorremediacién o
bien para incrementar la tolerancia a herbicidas.
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