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RESUMEN

Los ureidos, alantoina y alantoato, son los principales compuestos sintetizados a partir del nitrégeno fijado en
los nédulos de las leguminosas que se exportan a las partes aéreas en leguminosas tropicales como la judia.
Los ureidos se producen por la oxidacién de las purinas sintetizadas de novo en los nédulos radicales y
también como parte de un proceso de recuperacion de los compuestos nitrogenados en tejidos senescentes.
Los ureidos se acumulan en varios tejidos vegetales en respuesta al estrés hidrico, y se ha sugerido que la
acumulacién de estos compuestos nitrogenados es la responsable de la inhibicion de la fijacién de nitrégeno
que tiene lugar en condiciones ambientales adversas. A pesar de la importancia crucial de los ureidos como
compuestos de reserva y transporte de nitrégeno, hasta el momento no se llevado a cabo la caracterizacion
de las rutas de sintesis y degradacion de ureidos en plantas. En particular, parece que existen dos posibles
rutas de degradacion de alantoato, y que el que determinadas leguminosas usen una u otra ruta puede afectar
a la sensibilidad o tolerancia de esas plantas a la sequia. Por tanto la determinacién de la ruta que opera en
leguminosas de gran interés agronémico como la judia y el garbanzo, puede a la larga tener utilidad
biotecnoldgica con la obtencién de plantas que sean capaces de mantener la fijacion de nitrégeno en
condiciones ambientales adversas, como la sequia. Ademas de en la caracterizaciéon, con fines
biotecnolégicos del metabolismo de ureidos en leguminosas, se esta trabajando obtencién de algas
superproductoras de y-tocoferol (vitamina E) mediante ingenieria metabdlica, asi como en el analisis del
contenido en antioxidantes del aceite de oliva.

Palabras clave: tolerancia el estrés abidtico, caracterizacion molecular, patrones de expresion, bioproduccion de
vitaminas, polifenoles.
Introduccion transporte depende no solo del tipo de leguminosa sino
también del estado de desarrollo de la planta.

El Grupo CVI-115 desarrolla su actividad investigadora en

dos temas diferentes, ambos con potencial aplicacién
biotecnoldgica. Por una parte, se pretende encontrar los
factores moleculares que determinan la diferenciacion
metabdlica de las leguminosas en ureidicas y amidicas.
Por otra, se ha iniciado recientemente una linea
relacionada con la utilizaciébn de tocoferoles como
antioxidantes naturales en la que se persigue la obtencion
de algas y plantas superproductoras de vitamina E.

Andlisis de la sintesis y movilizacion de ureidos y
amidas en leguminosas

Gran parte de la fijacion biolégica del nitrogeno
atmosférico se produce en los nddulos de las raices de las
leguminosas que se forman en la simbiosis con bacterias
de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium. Una vez
incorporado a esqueletos carbonados, el nitrogeno fijado
en estos noédulos se puede transportar hasta las partes
aéreas de la planta en forma de amidas (glutamina vy
asparragina) o ureidos (alantoina y alantoato), lo que
permite distinguir entre plantas amidicas (guisante,
garbanzo, etc) y ureidicas (soja, judia, etc). La forma de
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Ademas, las plantas ureidicas solo transportan ureidos
cuando los compuestos nitrogenados proceden
exclusivamente de la fijacion biolégica de N, que se lleva a
cabo en los nédulos, de manera que se comportan como
amidicas cuando se fertilizan con nitrato, y entonces la
forma de transporte del nitrégeno organico es en forma de
aminodcidos (glutamina y asparragina).

En general se ha prestado mucha atenciéon a procesos
como la fijaciéon o la asimilacion del nitrégeno, procesos
esenciales para el desarrollo vegetal. Finalmente, el
nitrégeno contenido en los ureidos o en los aminoacidos
debe ser liberado para su reutilizacion en la sintesis de
todos los compuestos con nitrégeno esenciales para la
planta (acidos nucleicos, otros aminoacidos, etc).

A pesar de su importancia, no se han estudiado todavia en
profundidad a las rutas de degradacion de los compuestos
nitrogenados en plantas, y menos en leguminosas. En
nuestro grupo analizamos las rutas de degradacion de
ureidos en judia, que es una planta ureidica, y en
garbanzo, planta amidica, ambas leguminosas de gran
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Figura 1. Sintesis y transporte de ureidos y aminoacidos en plantas
ureidicas y amidicas. La mayoria del nitrégeno fijado en plantas
ureidicas se exporta en forma de ureidos (alantoina y alantoato),
mientras que en plantas amidicas lo hace en forma de amidas
(asparragina y glutamina).
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En nuestro grupo hemos clonado genes que codifican
tanto enzimas de la sintesis de amidas (asparragina
sintetasa) como de ureidos (urato oxidasa), y estamos
analizando la expresion de estos genes tanto en plantas
amidicas como ureidicas, en distintas condiciones
fisiologicas y de desarrollo.

Recientemente hemos abordado la caracterizacion de las
enzimas responsables de la degradacion de ureidos con
objeto de estudiar la implicacién de las mismas y de los
ureidos en los procesos de desarrollo, tanto en plantas de
judia como de garbanzo. En primer lugar se ha estudiado
la enzima que cataliza la degradacion de alantoina
(alantoinasa) de judia (Phaseolus vulgaris). La actividad,
detectada en diversos tejidos, se purific a partir de frutos
en desarrollo, donde presentaba los niveles mas elevados.

A través de cromatografia de intercambio idnico se
obtuvieron dos picos con actividad alantoinasa, que
representa dos posibles isoformas con una diferencia en la
movilidad electroforética de unos 5 kDa. También se ha
clonado el ADNc que codifica la alantoinasa de judia v,
sorprendentemente, el analisis de Southern-blot de ADN
gendémico reveld que el gen clonado se encuentra como
copia unica en judia. En la actualidad se esta llevando a
cabo la caracterizacion de la misma enzima en garbanzo,
y se van a comparar los resultados en esta planta amidica
con los obtenidos en judia.

Analisis molecular con fines biotecnolégicos de la
tolerancia a la sequia en judia.

En condiciones de estrés hidrico se produce rapidamente
la inhibicion de la fijacion del N, y se cree que esta
inhibicién puede estar mediada por la acumulacién de
ureidos en las hojas (“ureide-feedback hypothesis”). No
obstante, como aun no se han podido determinar la
mayoria de las actividades enzimaticas del catabolismo de
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ureidos en plantas, esta hipotesis esta aun por confirmar.

Nuestro objetivo es caracterizar tanto a nivel molecular
como bioquimico las posibles vias de degradacién de
ureidos en leguminosas, y estudiar los niveles de
expresion y de actividad en condiciones normales y de
estrés hidrico en plantas de judia. Para ello se han
comenzado a clorar secuencias codificantes de cada uno
de los posibles genes implicados en el metabolismo de
ureidos, y en particular de los genes que codifican las
enzimas encargadas de la degradacion de alantoato, ya
que se han descrito varias enzimas alternativas, que
podrian degradar el alantoato hasta ureidoglicolato y este
hasta amonio.

En concreto, se ha sugerido que la ruta de degradacion de
ureidos se bifurca en dos ramas a partir del alantoato, una
que produciria urea, y una segunda que liberaria
directamente amonio, y parece que las plantas que usan
preferentemente cada una de estas ramas de la ruta
difieren en su sensibilidad a la sequia. En estos momentos
se ha purificado y caracterizado la ultima enzima de la
ruta, que degrada el ureidoglicolato a glioxilato en frutos
de garbanzo y de judia, y ha resultado ser enzimas de
rama que libera urea. Pero en contra, hemos clonado el
gen de una ureidoglicolato amidohidrolasa, que
corresponderia a la ruta que libera directamente amonio.

También hemos clonado el gen que codifica la alantoato
amidohidrolasa, enzima que también libera amonio. Por
tanto tenemos evidencias de que la ruta, al menos en judia
opera tanto por la ruta amidohidrolasa, productora de
amonio, como urea-liasa, que libera urea. También
tenemos datos que corroboran la acumulacion de ureidos
en todos los tejidos analizados, en condiciones de sequia.
La comparacioén en la expresion de los genes y la actividad
de todas estas enzimas en condiciones de riego normal o
de déficit hidrico nos permitiran aclarar si efectivamente
las rutas de degradacién de ureidos influyen en la
tolerancia a la sequia, y si la acumulacién de ureidos es o
no la responsable de la inhibicion de la fijacion de
nitrégeno en condiciones de déficit hidrico.

Obtencién de algas y plantas superproductoras de y-
tocoferol (vitamina E) mediante ingenieria metabdlica.

La capacidad antioxidante del o-tocoferol es unas 200
veces superior a la del butilhidroxitolueno (BHT),
antioxidante alimentario usado habitualmente. La
capacidad antioxidante de los isémeros 3, v,y 6es 1.5,3y
5 veces superior a la del isbmero a. Nuestro objetivo es
conseguir una fuente biolégica con alto contenido en
tocoferoles (fundamentalmente de 7y-tocoferol) de forma
que su extraccién resulte econdmicamente rentable.
Todas las plantas superiores tienen o-tocoferol en sus
hojas y otras partes verdes, mientras que el y-tocoferol
(también el B- y el &-tocoferol) estda presente en
concentraciones muy inferiores.

Desde un punto de vista metabdlico, tanto el y- como el o-
tocoferol se producen a partir del acido homogentisico y
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del fitil-pirofosfato. La p-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa
(EC 1.13.11.27) cataliza la sintesis del acido
homogentisico y la v-tocoferol metiltransferasa (EC
2.1.1.95) cataliza la metilacién del y-tocoferol a partir de la
S-adenosilmetionina para dar a-tocoferol. El o-tocoferol se
produce sintéticamente a escala industrial mientras que el
v-tocoferol sélo se obtiene en pequefias cantidades a partir
de los aceites naturales mediante procedimientos de
extraccion y separacién, por lo que su precio resulta
prohibitivo para la industria.

En consecuencia, lo que se plantea es aumentar la
concentracion de tocoferoles en plantas y en algas
sobreexpresando el gen de Ila p-hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa e incrementar la concentracion de y-tocoferol
anulando la expresiéon del gen de la y-tocoferol
metiltransferasa. Ambos genes se han clonado en nuestro
grupo recientemente, lo que abre la posibilidad de obtener
plantas modificadas genéticamente, que presenten un

contenido elevado en vitamina E.
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Figura 2. Sintesis de tocoferol en plantas. Se muestran las reacciones
de la ruta metabdlica de produccién de tocoferol.

Caracterizacion de aceites de oliva virgen y deteccion
de mezclas fraudulentas

La capacidad antioxidante asociada a la fraccidon
insaponificable del aceite tiene una enorme trascendencia
en diversos aspectos que repercuten directamente en el
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valor nutritvo y comercial del aceite. Ademas, las
concentraciones absolutas y la abundancia relativa de los
diferentes tocoferoles y polifenoles pueden usarse como
indicadores de la autenticidad y de la calidad de un aceite
asi como de su estabilidad frente a la oxidacion.

Por tanto, los analisis de tocoferoles se estan aplicando a
los aceites de oliva virgenes extraidos de las principales
variedades de aceitunas de la provincia de Cérdoba, a
saber: arbequina, hojiblanca, picual y picuda. El objetivo
de este trabajo es completar la caracterizacion de dichos
aceites y usar el contenido en antioxidantes (polifenoles y
tocoferoles) como parametro de autenticacion en la lucha
contra el fraude.
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