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Abstract 

Grapevine (Vitis vinifera L.) is one of the most economically important crops 

worldwide. However, it is susceptible to several diseases caused by a wide range of 

organisms. Among them white root rot caused by Armillaria mellea (Vahl:Fr.) P. 

Kumm. and trunk diseases are particularly serious because there is no effective control 

method against. 

A innovative approach is to generate a transgenic grapevine with modificated content 

and/or composition of its lignins to increase tolerance. Therefore, the aim of this 

dissertation is to assess the potential of this strategy through the characterization of a 

grapevine peroxidase gene (VviPrx73) and its expression in transgenic tobacco 

(Nicotiana tabacum L.) plants to analyze their phenotypical changes.  

Our results suggest an involvement of VviPrx73 in cell wall lignification, nevertheless 

its expression in transgenic tobacco plants has not been found to be related to a 

phenotype of interest in terms of defense against pathogens. Apart from the significant 

increase in apoplastic peroxidase activity against coniferyl and sinapyl alcohols 

observed in all transgenic lines, one of the transgenic lines has shown phenotypic 

differences compared to controls and these differences do not correlate with the 

presence of VviPrx73. 

 

Resumen 

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos más importantes a nivel mundial desde 

un punto de vista económico. Sin embargo, es susceptible a numerosas enfermedades 

provocadas por un amplio rango de organismos. Entre ellas la podredumbre blanca 

radicular provocada por Armillaria mellea (Vahl:Fr.) P. Kumm. y las enfermedades del 

tronco son particularmente severas debido a que no existen métodos efectivos de control 

frente a ellas. 

Una nueva estrategia sería la de generar vides transgénicas con un diferente contenido 

y/o composición de sus ligninas para aumentar su tolerancia. Por ello, el objetivo de 

este trabajo es el de evaluar el potencial de esta estrategia mediante la caracterización de 

un gen de peroxidasa de vid (VviPrx73) y su expresión en plantas de tabaco (Nicotiana 

tabacum L.) transgénicas para analizar sus cambios fenotípicos. 
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Nuestros resultados sugieren la implicación de VviPrx73 en la lignificación de la pared 

celular, sin embargo su expresión en plantas de tabaco transgénicas no se ha visto que 

esté relacionada con un fenotipo de interés en términos de resistencia a patógenos. 

Aparte del aumento significativo en la actividad peroxidasa frente al alcohol coniferílico 

y al sinapílico observado en el apoplasto de todas las líneas transgénicas, solo se han 

visto diferencias fenotípicas entre una de las líneas transgénicas y el control, y estas 

diferencias no parecen estar relacionadas con la presencia de VviPrx73. 

 

Resumo 

A vide (Vitis vinifera L.) é un dos cultivos máis importantes a nivel mundial dende un 

punto de vista económico. Sen embargo, é susceptible a numerosas enfermidades 

provocadas por un amplio rango de organismos. Entre elas a podremia branca radicular 

provocada por Armillaria mellea (Vahl:Fr.) P. Kumm. e as enfermidades do tronco son 

particularmente severas debido a que non existen métodos efectivos de control fronte a 

elas. 

Unha nova estratexia sería a de xerar vides transxénicas con un diferente contido e/ou 

composición das súas ligninas para aumentar a súa tolerancia. Por iso, o obxectivo deste 

traballo é o de avaliar o potencial desta estratexia mediante a caracterización dun xene 

de peroxidasa de vide (VviPrx73) e a súa expresión en plantas de tabaco (Nicotiana 

tabacum L.) transxénicas para analizar os seus cambios fenotípicos. 

Os nosos resultados suxiren a implicación de VviPrx73 na lignificación da parede 

celular, sen embargo a súa expresión en plantas de tabaco transxénicas non se viu que 

estivese relacionada cun fenotipo de interese en termos de resistencia a patóxenos. 

Aparte do aumento significativo na actividade peroxidasa fronte ó alcohol coniferílico e 

ó sinapílico observado no apoplasto de tódalas liñas transxénicas, só se viron diferenzas 

fenotípicas entre unha das liñas transxénicas e o control, e estas diferenzas non parecen 

estar relacionadas coa presenza de VviPrx73. 
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Resumen 

Grapevine (Vitis vinifera L.) is one of the most economically important crops 

worldwide. However, it is susceptible to several diseases caused by a wide range of 

organisms. More specifically several fungal diseases are responsible for significant crop 

losses. In temperate and humid climate regions, such as Galicia, fungal diseases are 

particularly aggressive. Among them white root rot caused by Armillaria mellea 

(Vahl:Fr.) P. Kumm. and trunk diseases are particularly serious in the region because 

there is no effective control method against. 

In general, the protection of vineyards against pathogens is mainly based on repeated 

applications of agrochemicals. This practice leads to substantial costs increase and is 

less and less tolerated by the public because of its negative impact on the environment 

and poses a risk to human health. These problems, together with the difficulty of finding 

effective agrochemicals against Armillaria mellea and causal agents of trunk diseases in 

general, highlights the importance of designing new strategies to protect grapevine 

against them. 

A innovative approach is to generate a transgenic grapevine with modificated content 

and/or composition of its lignins to increase tolerance. Lignins are hydrophobic 

heteropolymers composed of H (p-hydroxyphenyl), G (guaiacyl) and S (syringyl) units, 

derived from the oxidative coupling of three monolignols, p-coumaryl, coniferyl and 

sinapyl alcohols, respectively. The reaction is mediated by both laccases and class III 

plant peroxidases. We propose that such a modification could generate a barrier that 

hinders pathogen attack and colonization of host tissues. 

Therefore, the aim of this dissertation is to assess the potential of this strategy through 

the expression of a grapevine peroxidase gene in tobacco (Nicotiana tabacum L) and the 

analysis of the phenotypical changes.  

The first step comprised the design of an expression cassette to drive the constitutively 

high expression of transgenes in plants. To this end, the grapevine actin 7 gene 

promoter and terminator were isolated and their ability to induce the constitutive 

expression of the uidA reporter gene in tobacco plants was evaluated. The results 

showed that these grapevine regulatory sequences drive the constitutive expression of 

uidA at higher levels than the standard 35S cauliflower mosaic virus promoter and the 
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cauliflower mosaic virus terminator. Moreover, uidA expression driven by grapevine 

regulatory sequences was stable among transgenic lines. 

Once the appropriate regulatory sequences were selected, they were used to express the 

grapevine gene annotated as peroxidase 73 (VviPrx73) in Nicotiana tabacum and 

Nicotiana benthamiana Domin plants. This gene was selected because it encodes a 

prototypical class III peroxidase involved in lignification. 

VviPrx73 produced by agroinfiltrated N. benthamiana plants was purified and its ability 

to oxidize coniferyl and sinapyl alcohols was determined. The enzymatic activity assays 

performed proved that VviPrx73 is expressed in its functional form and it is capable of 

oxidizing both substrates, nevertheless for sinapyl alcohol VviPrx73 is a poor catalyst. 

We expressed the fusion protein GFP-VviPrx73 to investigate the apoplastic 

localization of the enzyme. Imaging of GFP fluorescence of tobacco plants transformed 

with GFP-VviPrx73 showed accumulation of green fluorescence in the apoplast. The 

apoplastic localization of VviPrx73 was further confirmed by its identification, through 

peptide mass fingerprinting of apoplastic fractions.  

Altogether, these data support the role of VviPrx73 in lignification, so the next step was 

the phenotypic analysis of tobacco plants expressing VviPrx73 coding region. 

These transgenic plants showed higher sinapyl- and coniferyl- peroxidase activities than 

controls. Even though VviPrx73 preferentially oxidizes coniferyl alcohol, coniferyl-

peroxidase/sinapyl-peroxidase activities ratio was the same on both controls and 

transgenic lines. This is probably associated to the change of expression pattern of 

peroxidase isoforms in the apoplast of transgenic tobacco plants as revealed by 

isoelectrofocusing. 

Quantitative analysis of lignins did not reveal significant differences between 

transformed plants and controls, only a slightly higher lignins content in transgenic 

plants. Wiesner and Mäule histochemical stainings also did not reveal any changes. 

Qualitative analysis of lignins by means of thioacidolysis and alkaline nitrobenzene 

oxidation only showed significant differences between one of the three transgenic lines 

analyzed, whose G/S unit ratio was higher than the controls. Interestingly, this 

transgenic line exhibited significantly lower modulus E value than controls, which 

means less stiffness compared with wild type, as well as faster growth and faster 

development.  

FTIR spectra of tobacco cell walls revealed a slightly higher carbohydrate content in 

transformed plants than controls. 



ix 

All these results suggest an involvement of VviPrx73 in cell wall lignification, 

nevertheless its expression in transgenic tobacco plants has not been found to be related 

to a phenotype of interest in terms of defense against pathogens. Apart from the 

significant increase in apoplastic peroxidase activity against coniferyl and sinapyl 

alcohols observed in all transgenic lines, one of the transgenic lines has shown 

phenotypic differences compared to controls and these differences do not correlate with 

the presence of VviPrx73. 
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I 1. La vid 

 

I 1.1. Clasificación taxonómica y características generales 

La botánica sistemática sitúa al género Vitis dentro de la familia Vitaceae, perteneciente 

a la subclase Rosidae (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy). 

 

 

Figura I 1.- Árbol de maximum likelihood resultado del análisis mediante GARLI (genetic 

algorithm for rapid likelihood inference) de los datos de 2 genes nucleares y 10 genes 

plastidiales para 117 miembros de la subclase Rosidae y outgroups y de repeticiones inversas 

plastidiales para 59 taxones. Los números situados sobre las ramas son los valores de bootstrap. 

Imagen tomada de Wang et al. (2009). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy
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Si bien la posición que ocupa dentro de esta subclase siempre ha sido objeto de gran 

controversia, estudios recientes sitúan a la familia Vitaceae como un grupo hermano de 

los dos grandes clados que engloban a la mayoría de las Rosidaes: las eurosidas I 

(Fabidae) y las eurosidas II (Malvidae) (Wang et al., 2009) (Figura I 1). 

El género Vitis se divide en dos subgéneros: Muscadinia Planch. (2n=40) y Vitis Planch. 

(2n=38). A su vez, este último subgénero se divide en 2 clados, el Norteamericano y el 

Euroasiático (Miller et al., 2013). 

Dentro de las vides Euroasiáticas se engloba la especie Vitis vinifera L., que a su vez se 

divide en dos subespecies: Vitis vinifera ssp. sylvestris (vid silvestre) y Vitis vinifera ssp. 

sativa (vid cultivada). Según algunos autores, esta última provendría de la 

domesticación de la subespecie sylvestris (Arroyo-García et al., 2006). De aquí en 

adelante nos referiremos a Vitis vinifera ssp. sativa únicamente como Vitis vinifera o 

como vid. 

 

Figura I 2.- Imagen del libro Köhler’s Medizinal-Pflanzen in naturgetreuen Abbildungen mit 

kurz erläuterndem Texte correspondiente a Vitis vinifera L. 

 

La vid es una planta leñosa y trepadora, que puede alcanzar hasta 35 metros de longitud. 

El tronco es retorcido y tortuoso, con la corteza gruesa y áspera, que se desprende en 
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tiras en la madurez. Las ramas jóvenes (sarmientos) son flexuosas y están engrosadas en 

los nudos. Las hojas son pecioladas, de 5-15 cm, orbiculares, cordadas, generalmente 

palmeadas, con 5-7 lóbulos e irregularmente dentadas, con el haz glabrescente y el 

envés a menudo tomentoso. Los zarcillos son ramificados y opositifolios. Las flores son 

pequeñas, actinomorfas, hermafroditas, pentámeras, dispuestas en panículas colgantes y 

opuestas a las hojas (Santos et al., 2005) (Figura I 2).  

El cáliz tiene 5 sépalos poco desarrollados. La corola es de color verdoso, con 5 pétalos 

de unos 5 mm soldados en la punta. El androceo está formado por 5 estambres, que 

alternan con los sépalos y se insertan bajo el margen del disco nectarífero 

pentalobulado. El ovario es súpero, bilocular y está rodeado en la base por el disco 

glandular; el estilo es muy corto y el estigma discoidal. El fruto es una baya, de 6-22 

mm, globosa o elipsoidal, negra, rojiza, amarillenta o verdosa, con 2-4 semillas (Santos 

et al., 2005).  

 

I 1.2. Importancia de la vid como cultivo 

La vid es, a nivel mundial, el cultivo frutal más ampliamente extendido y el más 

importante desde un punto de vista económico (Vivier y Pretorius, 2002). Su 

importancia radica en los múltiples usos que se hacen de su fruto, siendo empleado para 

la elaboración de vino, fabricación de mosto o para el consumo directo (uva de mesa) 

(Terral et al., 2010). Además, de la vid se pueden obtener productos de interés como el 

resveratrol, al que se atribuyen propiedades medicinales (Aggarwal et al., 2004).  

Según los datos del EUROSTAT (http://ec.europa.eu/eurostat), España es el tercer 

mayor productor de uva de la Unión Europea, por detrás de Italia y Francia. Sin 

embargo, es el país de la Unión Europea que más superficie dedica a viñedo. 

La superficie total de viñedo en España es de 968.769 ha, de las cuales 955.717 ha se 

dedican a uva de transformación y 13.052 ha se dedican a uva de mesa (datos tomados 

de la Encuesta sobre Superficies y Rendimientos de Cultivos (ESYRCE) 2016, del 

Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentación y Medio Ambiente, Gobierno de 

España). Las estimaciones de producciones vitivinícolas de la cosecha 2016 en España 

sitúan la producción de vino y mosto en 43,6629 millones de hl (dato tomado de los 

Avances de Superficies y Producciones de Cultivos de enero 2017, del Ministerio de 

Agricultura y Pesca, Alimentación y Medio Ambiente, Gobierno de España). Estos 

datos dan cuenta de la gran importancia que tiene el cultivo de la vid en nuestro país. 

http://ec.europa.eu/eurostat
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I 1.3. La vid en Galicia 

En Galicia, el cultivo de la vid ha estado siempre asociado a la producción de vino. 

Aunque ya existían cepas en Galicia, fueron los romanos los que establecieron las 

primeras plantaciones ordenadas, pudiendo considerárseles los padres de nuestra 

viticultura. A partir del siglo X el cultivo del viñedo se consolidó, impulsado sobre todo 

desde los monasterios (Carballido, 2017). 

La viticultura gallega tuvo su primera gran crisis hacia finales del siglo XIX, debido a la 

aparición del oídio y de la filoxera. Esto, en conjunción con la fuerte emigración que 

sufrió Galicia en esa época, fue devastador para el sector vitivinícola (Carballido, 

2017). 

La reconstrucción de la viticultura gallega, tras la devastación ocasionada por el oídio y 

la filoxera, se basó en el empleo de híbridos productores directos (cruces entre la vid 

Euroasiática y las especies Norteamericanas) y de cepas Euroasiáticas injertadas sobre 

vides Norteamericanas. Sin embargo, estas estrategias, basadas más en una alta 

producción que en la calidad del producto, no constituyeron una buena elección, 

dificultando la recuperación de nuestra viticultura. Por una parte, los fermentados 

obtenidos a partir de los híbridos productores directos poseen una calidad muy inferior a 

la de los vinos producidos por la vid Euroasiática, y por otra, las cepas Euroasiáticas 

seleccionadas para ser injertadas sobre vides Norteamericanas fueron las variedades de 

origen mediterráneo Palomino Fino-Jerez en blancas y Garnacha Tintorera-Alacant 

Bouschet en tintas, no adaptadas a nuestras particularidades ecoclimáticas, y por tanto, 

también incapaces de proporcionar altas calidades. Todo ello en un momento en que los 

mercados empezaban a demandar calidad en lugar de cantidad (Hernáez Mañas, 2017). 

A principios de la década de los 80, se reconoce la incapacidad de esta viticultura para 

atender las exigencias de calidad y personalidad de los vinos demandados por los 

consumidores, y se inicia un proceso de cambio de la viticultura gallega hacia el 

empleo, de nuevo, de las variedades autóctonas. Un hecho importante fue la creación, 

en 1986, del Plan de Calidade dos Viños de Galicia por parte de la Consellería de 

Agricultura, Gandeiría e Montes. Este Plan establecía la conveniencia de un incremento 

paulatino, pero firme, de las variedades ancestrales en nuestros viñedos, ya que solo 

estas variedades serían capaces de producir vinos de alta calidad y tipicidad. Con este 

Plan se intentó reconducir la viticultura gallega desde el enfoque productivista hacia 

otro basado en la calidad diferenciada del producto. En el marco de este Plan nacieron 
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instituciones como la Estación de Viticultura y Enología de Galicia, que inició sus 

actividades en el año 1987 y cuyo eje fundamental era el plan de selección clonal y 

sanitaria de la vid en Galicia, que pretendía disponer de material vegetal autóctono de 

calidad y sanidad contrastadas (Hernáez Mañas, 2017). 

Actualmente, la vitivinicultura gallega apuesta por la calidad y recuperación de las 

variedades tradicionales de cada zona, que aportan a los vinos una personalidad propia y 

distintiva de cada región. De este modo, se pone en valor, además de la calidad de los 

vinos, su singularidad, personalidad e identidad diferencial (Carballido, 2017). A día de 

hoy, Galicia cuenta con una gran diversidad de variedades de vid, tanto es así que 

alberga el 60 % de los tipos de uva que existen en España, sin embargo, no todas las 

variedades cultivadas en Galicia son variedades autóctonas. Algunas de las variedades 

autóctonas son Albariño, Godello, Lado, Loureira, Blanca de Monterrei, Dona Blanca, 

Torrontés y Treixadura, entre las blancas; Brancellao, Caíño Tinto, Espadeiro y Sousón, 

entre las tintas (Martínez Chantada et al., 1999; Fisac Muíños, 2015). 

Prueba de la importancia del sector vitivinícola en Galicia son las 25.950 ha dedicadas a 

viñedo, cuya totalidad es dedicada a uva de transformación (datos tomados de la 

Encuesta sobre Superficies y Rendimientos de Cultivos (ESYRCE) 2016, del Ministerio 

de Agricultura y Pesca, Alimentación y Medio Ambiente, Gobierno de España). 

También las 5 Denominaciones de Origen (D.O.) con que cuenta: Monterrei, Valdeorras, 

Ribeiro, Rías Baixas y Ribeira Sacra. Además de sus 3 Indicaciones Geográficas 

Protegidas (I.G.P.): Viño da Terra de Betanzos, Viño da Terra do Barbanza e Iria y Viño 

da Terra do Val do Miño-Ourense. Otra de las pruebas es la buena acogida que tienen 

nuestros vinos entre los expertos. Enólogos especializados resaltan la potencialidad de 

Galicia para producción de grandes vinos, por las características únicas de esta región 

en cuanto a clima, terrenos y variedades autóctonas (Fisac Muíños, 2015). 

 

I 1.3.1 La variedad Albariño 

En la actualidad, la variedad Albariño es sin lugar a duda la de mayor importancia 

dentro del sector vitivinícola gallego, y el vino elaborado con ella uno de los productos 

agroalimentarios de mayor valor económico para Galicia (Martínez-Rodríguez et al., 

2009). Es variedad preferente en las Denominaciones de Origen Rías Baixas y Ribeira 

Sacra, y variedad complementaria en la Denominación de Origen Ribeiro (Martínez 

Rodríguez et al., 2006). 
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Figura I 3.- Variedad Albariño. A: hoja. B: racimo. C: inflorescencias. Imágenes tomadas de la 

web de la Misión Biológica de Galicia, CSIC (Consejo Superior de Investigaciones Científicas). 

 

El Albariño (Figura I 3) es una variedad de racimo pequeño, a veces con un ala tan 

grande que el racimo parece doble. La compacidad es media-compacta y el pedúnculo 

corto. Sus bayas son pequeñas, de forma esférica, piel color verde-amarilla y pulpa 

incolora (Figura I 3B). La hoja adulta es pentagonal entera o ligeramente trilobulada, 

con senos poco marcados. El seno peciolar es abierto, en V (Figura I 3A), y el envés 

tiene una pilosidad fuerte. La calidad enológica global de esta variedad se clasifica 

como excelente, dando lugar a vinos con graduación alcohólica elevada y notable 

acidez. Poseen un gran potencial aromático afrutado con matices a veces florales (datos 

obtenidos de la web del Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentación y Medio 

Ambiente del Gobierno de España y de la web de la Consellería do Medio Rural de la 

Xunta de Galicia). 

 

I 1.4. Problemática de la protección de la vid frente a enfermedades 

 

I 1.4.1 Enfermedades que afectan a las vides gallegas 

Las vides gallegas son objeto del ataque de numerosos patógenos, pertenecientes a 

grupos muy diversos y que atacan a estas plantas en sus diferentes estados fenológicos. 

Entre las enfermedades y plagas más frecuentes están la cochinilla algodonosa, el 

pedroulo, los noctuidos, la excoriosis, las acariosis, el oídio, los trips, la araña roja, el 

mildiu, los cicadélidos, la polilla del racimo, el complejo yesca, el cicadélido de la 

flavescencia dorada y la podredumbre gris (García Novais, 1999). 

A esto hay que sumar que la climatología gallega, con unas temperaturas suaves, lluvias 

dispersas, alta humedad y frecuente niebla, es muy favorable para el desarrollo de 

enfermedades fúngicas y también del mildiu, haciéndolas especialmente agresivas y 
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ocasionando enormes pérdidas (García Novais, 1999). 

Existen numerosos estudios sobre la podredumbre gris, el oídio y el mildiu, así como 

sobre sus agentes causales y la relación que se establece entre ellos y la vid, sin 

embargo, la información disponible acerca de las afecciones de la madera en la vid es 

mucho más escasa, sobre todo en cuanto a lo que a mecanismos de defensa se refiere. 

Este tipo de patologías están provocadas, principalmente, por el conjunto de hongos 

denominados hongos de la madera y por Armillaria mellea (Vahl:Fr.) P. Kumm., que 

también ataca a los tejidos leñosos. 

 

 

Figura I 4.- Enfermedades de la vid. A: sección de tallo afectado por enfermedades de la 

madera, se puede observar el oscurecimiento de los anillos y obturación de algunos vasos por la 

exudación de una sustancia gomosa de color negro. B: síntomas foliares de las patologías de la 

madera. C: micelio blanquecino de A. mellea bajo la corteza de una planta de vid infectada. D: 

alteración de la madera debida a yesca y eutipiosis. Las imágenes A, B y D fueron tomadas de la 

web de la Estación Fitopatolóxica do Areeiro. La imagen C fue tomada de la web de la Wine 

Industry Network (WIN). 

 

Armillaria mellea (Vahl:Fr.) P. Kumm. es el agente causal de la podredumbre blanca de 

la raíz. Se trata de un basidiomicete saproparasítico que infecta el sistema radicular y 

cuello de la planta. Este hongo forma masas miceliares blancas entre la corteza y la 

madera (Figura I 4C), que presentan contornos a menudo en forma de venas o de 

https://www.wineindustrynetwork.com/suppliers/eurofins-bdi-laboratories.html
https://www.wineindustrynetwork.com/suppliers/eurofins-bdi-laboratories.html
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abanicos. Además de los abanicos miceliares, otro signo muy característico de la 

enfermedad es la formación de rizomorfos, una especie de hifas especializadas en forma 

de cordones, con un diámetro de 1-3 mm, y que constan de una capa externa compacta 

negra y un núcleo central de micelio blanco o incoloro. Con frecuencia estas hifas 

forman una red ramificada sobre las raíces, debajo de la corteza o en la madera 

descompuesta, pero también pueden extenderse a través del suelo. De hecho, el 

principal método de propagación del hongo de una planta a otra es mediante rizomorfos, 

que crecen desde las raíces de los árboles infectados o desde las raíces de tocones 

descompuestos, a través del suelo, hasta las raíces de los árboles sanos adyacentes. Otro 

método de propagación de Armillaria es por contacto directo de las raíces de plantas 

sanas con raíces infectadas, en este caso el micelio invade directamente a las raíces 

sanas que están cerca de las raíces enfermas, sin que forme rizomorfos (Agrios, 1995). 

Para poder penetrar y colonizar los tejidos de las plantas huésped, este hongo utiliza una 

combinación de aplicación de fuerza mecánica y liberación de enzimas degradadoras de 

biopolímeros (Baumgartner et al., 2011). 

En la vid, la infección por Armillaria causa la reducción en el vigor de la planta, baja 

calidad del fruto y en los últimos estadios de la enfermedad la muerte de la planta 

(Pearson y Goheen, 1988; Aguín-Casal et al., 2004). 

Su control entraña una gran dificultad debido a su gran capacidad destructiva e 

infecciosa, así como a ciertas particularidades de este hongo, como son la presencia de 

rizomorfos que se extienden a través del suelo, a veces a profundidades considerables, y 

que el micelio se encuentre protegido debajo de la corteza de los tejidos vegetales 

colonizados (Aguín et al., 2002). Además, A. mellea es capaz de sobrevivir en el suelo 

por periodos largos, en restos de raíces y madera, en ausencia de un huésped vivo 

(Pertot et al., 2008). 

Otro factor que convierte a este hongo en un grave peligro para las vides es el hecho de 

que no se dispone de métodos químicos ni biológicos eficaces para su control (Aguín et 

al., 2002). Incluso hay experimentos que indican que ciertos fungicidas, como por 

ejemplo los fungicidas fenólicos, no solo no son eficaces frente a Armillaria, sino que 

incluso pueden llevar a un aumento en la colonización de las raíces por el patógeno. 

Esto es debido a que el micelio de Armillaria sobrevive a la aplicación inicial del 

fungicida protegido en la madera y luego su crecimiento se ve estimulado. 

Adicionalmente, muchos microorganismos del suelo antagonistas de Armillaria pueden 

ser destruidos por los fungicidas fenólicos, dando una ventaja a Armillaria (West y Fox, 
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2002). 

La protección de las vides frente a este hongo se centra principalmente en llevar a cabo 

medidas preventivas, como evitar el encharcamiento del terreno, realizar un aporte 

moderado de materia orgánica y eliminar todos aquellos restos vegetales que puedan 

servir de reservorio para el hongo (Aguín et al., 2002), si bien estas estrategias no 

garantizan totalmente la no infección de las vides por parte de A. mellea. Solo ciertas 

prácticas como rotaciones largas (rotación de 5-10 años), que permiten un tiempo 

suficiente para la degradación completa de todos los restos de raíces infectadas, pueden 

llevar a una reducción significativa en el inóculo de Armillaria, reduciendo el riesgo de 

infección de nuevas viñas (Galet, 1977). Sin embargo, dado que en Europa la viticultura 

está restringida a ciertas áreas adecuadas, es prácticamente imposible reubicar un viñedo 

en una nueva área, y demasiado costoso tener 5-10 años de rotación, haciendo de esta 

medida algo inviable en la práctica. 

Otro de los factores que señalan la necesidad de encontrar nuevas estrategias de control 

frente a este hongo es el hecho de que, a día de hoy, no se han encontrado portainjertos 

totalmente resistentes a A. mellea, si bien no todos responden del mismo modo a este 

patógeno, mostrando diferentes grados de susceptibilidad (Baumgartner y Rizzo, 

2006; Prodorutti et al., 2009). 

Otro gran problema para la viticultura gallega lo plantean las denominadas 

enfermedades de la madera, también conocidas como enfermedades del tronco. Se trata 

de un conjunto de patologías fúngicas que afectan a las partes leñosas de la planta 

(raíces, tronco y ramas), produciendo en la vid un decaimiento general, con la 

consiguiente pérdida de producción de uva y una notable disminución de la calidad del 

fruto, y que a medio-largo plazo suelen producir la muerte de ramas y brazos o incluso 

la muerte de la planta. La sintomatología que presentan las plantas afectadas es variada, 

dado que, como ya se comentó, bajo la denominación de enfermedades de la madera se 

engloban las patologías provocadas por un buen número de patógenos fúngicos 

diferentes. Aun así, podemos citar algunos síntomas característicos, como son la 

presencia de lesiones necróticas y pudriciones en la madera de tronco y ramas (Figura I 

4D), la obturación del xilema (Figura I 4A), síntomas foliares (como clorosis, necrosis, 

deformaciones y atrofia) (Figura I 4B) y lesiones y necrosis en el aparato radicular que 

pueden extenderse hasta la zona del portainjerto (Bertsch et al., 2013; Andolfi et al., 

2011; Armengol et al., 2001). 

Bajo la denominación enfermedades de la madera se agrupan la enfermedad de Petri 
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(los agentes causales son Phaeoacremonium aleophilum W. Gams, Crous, M.J. Wingf. y 

Mugnai y Phaeomoniella chlamydospora (W. Gams, Crous, M.J. Wingf. y Mugnai) 

Crous y W. Gams), la yesca (los principales hongos asociados son, como en el caso de 

la enfermedad de Petri, P. aleophilum y P. chlamydospora, aunque en fases avanzadas 

de la enfermedad se pueden aislar de plantas afectadas los hongos descomponedores de 

la madera Stereum hirsutum (Willd.) Pers. y Fomitiporia mediterranea M. Fisch., que 

causan graves pudriciones), eutipiosis (producida por el ascomiceto Eutypa lata (Pers.) 

Tul. y C. Tul. ), pie negro (se asocia a distintas especies del género Cylindrocarpon, en 

España principalmente a Cylindrocarpon macrodidymum Schroers, Halleen y Crous y 

Cylindrocarpon liriodendri J.D. MacDon. y E.E. Butler), excoriosis (producida por 

Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc.) y enfermedades asociadas a miembros de la familia 

Botryosphaeriaceae (los principales hongos responsables son Diplodia seriata De Not., 

Diplodia mutila (Fr.) Mont. y Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon y Maubl.) 

(Cobos Román, 2008; Úrbez-Torres et al., 2013; Agustí-Brisach y Armengol, 2013; 

Fourie y Halleen, 2004; Bertsch et al., 2013).  

Existen varios factores que las convierten en un grave problema para la viticultura a 

nivel mundial, y sobre todo para la viticultura de aquellas zonas con una climatología 

muy favorable para el desarrollo de estos hongos, como es el caso de Galicia.  

El primero de ellos es la ausencia de métodos de control efectivos. Actualmente no 

existe en el mercado ningún producto efectivo para combatir estas patologías. 

Tradicionalmente eran tratadas con arsenito sódico (Fussler et al., 2008; Larignon et 

al., 2008), pero en los últimos años ha sido prohibido dada su alta toxicidad para el ser 

humano e impacto negativo sobre el medio ambiente (Bisson et al., 2006; Spinosi y 

Févotte, 2009). 

Un segundo factor es que, en la mayoría de las ocasiones, las plantas huésped no 

muestran síntomas visibles hasta haber transcurrido un largo periodo de tiempo desde el 

momento de la infección, que generalmente se produce a través de heridas, 

mayoritariamente las generadas durante la poda. Así, cuando se observan los primeros 

síntomas, el hongo ya está bien establecido dentro de la planta huésped (Mugnai et al., 

1999; Van Niekerk et al., 2006; Lardner et al., 2006). 

Otro de los problemas radica en que no existen vides, ni dentro del grupo de las 

cultivadas ni dentro del grupo de las silvestres, que sean resistentes a estos patógenos 

(Surico et al., 2006; Wagschal et al., 2008; Larignon et al., 2009).  

De este modo, su control se centra principalmente en medidas preventivas, en su 
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mayoría enfocadas al momento de la poda y prevención de heridas (Herche, 2009). 

 

I 1.4.2 Necesidad de nuevas estrategias de defensa de las vides en la actualidad 

Desde los comienzos de la agricultura, hace aproximadamente 10.000 años, los 

agricultores han tenido que hacer frente a pestes, patógenos y malas hierbas para 

minimizar las pérdidas en sus cosechas. Estos organismos pueden ser controlados 

mediante métodos físicos (como por ejemplo la eliminación mecánica), biológicos 

(rotación de cultivos, predadores, etc.) o por la aplicación de químicos fitosanitarios 

(Oerke, 2006). 

Tradicionalmente, el empleo de químicos fitosanitarios ha sido la estrategia más 

empleada para la defensa de los cultivos frente a enfermedades y plagas. Desde que en 

1882 Millardet descubrió el gran potencial de una mezcla de sulfato de cobre y cal 

hidratada para el control del mildiu de la vid, a la que se denominó caldo bordelés 

(Agrios, 1995), se han desarrollado una amplia variedad de nuevos productos, cada vez 

más efectivos y específicos. Sin embargo, teniendo en cuenta la situación actual y las 

tendencias futuras, no parece que la defensa de la vid deba basarse en el empleo de estos 

productos. Uno de nuestros argumentos es que, a pesar de tratarse de compuestos en 

general muy efectivos y de que su empleo de acuerdo a las legislaciones e indicaciones 

de la casa comercial no supone un peligro para la salud del consumidor (Česniket al., 

2008; Cabras y Angioni, 2000; Cabras et al., 2000), se ha detectado la presencia de 

estas sustancias en ciertos vinos a niveles que superaban los límites permitidos, muy 

probablemente por no respetar las prácticas correctas (Calhelha et al., 2006), lo que sí 

puede ser perjudicial para la salud de los consumidores. Además, el uso de los 

productos fitosanitarios en grandes cantidades y/o omitiendo las prácticas correctas para 

su empleo, puede alterar el proceso de fabricación de los vinos y así sus características 

organolépticas (Cabras et al., 1999), y lo que es peor, puede derivar en problemas de 

contaminación ambiental, con el consiguiente riesgo para la salud del hombre (Parrón 

et al., 2014) y el ecosistema en general (Elias y Bernot, 2014; Relyea, 2009). Este uso 

excesivo e incorrecto de los químicos fitosanitarios, posiblemente sea en parte 

consecuencia del gran desafío que supone la protección de los viñedos contra 

enfermedades y pestes, debido a los múltiples organismos que pueden atacar a esta 

especie a lo largo de las diferentes fases de su ciclo.  

Otro de los argumentos para apoyar la búsqueda de nuevas alternativas de protección de 

las vides, es la existencia de patógenos frente a los que no se dispone de fitosanitarios 

http://pubs.acs.org/author/Cabras%2C+Paolo
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eficaces, este es el caso, como ya se comentó, de los complejos de hongos que provocan 

las denominadas enfermedades de la madera de la vid. Además se plantean ciertos retos 

para el futuro. Uno de ellos es el endurecimiento de las legislaciones en lo que al uso de 

productos fitosanitarios se refiere (Jess et al., 2014; Lamichhane et al., 2016). 

También, desde la Xunta de Galicia se promueve la protección de los viñedos mediante 

el empleo de la Gestión Integrada de Plagas, a la que definen como “una estrategia de 

control fitosanitario que consiste en la aplicación racional de una combinación de 

medidas biológicas, biotecnológicas, culturales, de mejora vegetal y químicas, de modo 

que el empleo de fitosanitarios se limite al mínimo necesario” 

(http://mediorural.xunta.gal/es/institucional/publicaciones/presentacion/). 

Otro de los retos que se plantean es la aparición de resistencias (Chapeland et al., 

1999; Hahn, 2014). En este punto, Botrytis cinerea Pers. constituye un caso 

especialmente difícil, dado su rápido desarrollo de resistencias. 

También cabe mencionar todos los cambios que se están experimentando y se 

experimentarán en el futuro fruto del cambio climático. La vid es una especie 

especialmente sensible a las alteraciones en los parámetros meteorológicos, existiendo 

una fuerte relación entre su fenología y las temperaturas (Duchêne, 2016). En Galicia 

ya se ha constatado la variación de las fenofases de la vid resultado del cambio 

climático, observándose un adelanto de estas desde los años 70 y adelantándose también 

la época de la vendimia (García y Díaz-Fierros, 2009). Estas variaciones en el clima 

no solo afectan a las plantas huésped, sino también a los patógenos y a otros organismos 

que pueden influir en la relación entre huésped y patógeno, haciendo que estas 

interacciones puedan variar (Elad y Pertot, 2014; Chakraborty et al., 2000). Un 

ejemplo es la ampliación del área de distribución de ciertos vectores hacia zonas más al 

norte, debido al aumento de las temperaturas (Boudon-Padieu y Maixner, 2007). 

En este contexto, surge la necesidad de incrementar el conocimiento en cuanto a los 

genes y rutas implicados en las reacciones de defensa de las plantas, para poder 

desarrollar nuevas estrategias para la protección de las vides. Entre estas estrategias 

podrían encontrarse el empleo de agentes biológicos de control (Tronsmo y Ystaas, 

1980; Sharma et al., 2009; Elad et al., 1993; Elad, 1996; Köhl et al., 1998) y la 

obtención de nuevos cultivares resistentes, mediante programas de mejora tradicional o 

transformación genética (Broekaert et al., 1999; Ceasar y Ignacimuthu, 2012; Wally 

y Punja, 2010b).  

 

http://mediorural.xunta.gal/es/institucional/publicaciones/presentacion/
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I 2. Transformación genética dirigida a la defensa 

de la vid frente a patógenos 

 

I 2.1. Utilidad de la transformación genética en la defensa de la vid 

La transformación genética es una herramienta de suma utilidad para la defensa de los 

cultivos frente a patógenos, dado que permite tanto la caracterización de nuevos genes y 

rutas implicados en los mecanismos de resistencia de las plantas, como la obtención de 

líneas transgénicas resistentes. 

A día de hoy, la disponibilidad de secuencias completas del genoma de la vid (Jaillon et 

al., 2007; Velasco et al., 2007; Di Genova et al., 2014), la anotación de los genes 

(Grimplet et al., 2012) y los múltiples datos de transcriptómica, proteómica y 

metabolómica (Díaz-Riquelme et al., 2016; Agudelo-Romero et al., 2015; Milli et al., 

2012) posibilitan la identificación de nuevos genes de potencial interés en el control de 

enfermedades, y aportan información acerca de las interrelaciones entre los distintos 

genes. Para la verificación de estos datos y conocimiento más profundo de la función de 

los genes y su implicación en las distintas rutas, la transformación genética constituye 

una herramienta de suma utilidad, al permitir la obtención de plantas genéticamente 

modificadas en las que se puede anular o incrementar la expresión de uno o más genes, 

o incluso introducir secuencias de otras especies. En este sentido, es muy recurrente, 

como primera aproximación, la generación de líneas transgénicas de especies herbáceas 

modelo, como pueden ser Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. o Nicotiana tabacum L. 

(tabaco). Esto es debido a que, a pesar del enorme avance llevado a cabo durante las 

últimas décadas en la biotecnología de la vid, continúa siendo dificultoso y lento 

generar plantas completas de vid que expresen de forma estable el gen introducido 

(Vidal et al., 2010). En contraposición, la generación de plantas transgénicas en el caso 

de las especies herbáceas modelo es sencilla y rápida (Sparkes et al., 2006; Bent, 

2006), a lo que contribuyen su fácil manejo y ciclo vegetativo corto. 

Otra de las posibilidades que proporciona la transformación genética es la generación de 

líneas transgénicas de vid con características mejoradas. Este cometido también se 

puede llevar a cabo mediante mejora tradicional, sin embargo, la transformación 

genética ofrece una serie de ventajas que cobran especial interés en el caso de la vid. 

Entre ellas, la más importante es que la transformación genética permite la introducción 
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de uno o más genes en la planta receptora preservando en esta y en su descendencia el 

resto de su genoma original (Mirkov, 2003). De este modo, es posible obtener vides 

resistentes a patógenos sin variar las características organolépticas del fruto de la 

variedad original. Esto cobra especial importancia en el caso de las variedades 

destinadas a la obtención de vino, dado que el genotipo varietal y clonal de las vides con 

que se produce un vino es uno de los factores determinantes de las características 

distintivas de este (Styger et al., 2011). Respecto a esto, cabe recordar todo lo 

mencionado en el apartado I 1.3. de esta Introducción, en el que se incidía en la 

importancia que tiene en nuestra viticultura el empleo de variedades autóctonas, por la 

alta calidad de sus vinos y características diferenciales de cada una de ellas. 

La transformación genética presenta otras dos importantes ventajas frente a la mejora 

tradicional, ya que se trata de un proceso mucho más rápido y que permite la 

introducción de genes de cualquier procedencia, no siendo necesario que se encuentren 

en plantas que puedan ser hibridadas entre sí (Mirkov, 2003). 

La obtención de líneas transgénicas que posean unas características de interés, distintas 

a las del tipo silvestre, y que se mantengan de forma estable, es un proceso que requiere 

un buen diseño experimental. En ello van a ser cruciales tres aspectos: cuál va a ser el 

gen (o genes) diana, qué tipo de modificación en su expresión se busca y por último 

cómo conseguir, de forma estable, ese patrón e intensidad de expresión deseados. Estas 

consideraciones se deben analizar cuidadosamente antes de llevar a cabo la 

transformación genética, ya que tomar la decisión correcta en cada una de ellas es 

crítico para el éxito en la obtención de líneas transgénicas que manifiesten las 

características deseadas. 

 

I 2.2. Estrategias para la obtención de líneas resistentes 

Para la obtención de líneas resistentes, mediante el empleo de la transformación 

genética, pueden seguirse tres estrategias. Una consiste en el silenciamiento de uno o 

más genes de la planta, la segunda en la alteración del patrón y/o la intensidad de la 

expresión de genes ya existentes en el genotipo silvestre, y la tercera en la introducción 

de nuevos genes, que el genotipo silvestre no posee. Se recurre a una u otra 

dependiendo de cada caso en particular.  

Dependiendo de la estrategia que se siga, variará el tipo de construcción de ADN a 

introducir en las plantas receptoras. 
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En el caso del silenciamiento génico, una de las tácticas más utilizadas consiste en el 

empleo de construcciones en horquilla. Estas comprenden dos secuencias 

autocomplementarias separadas por una corta secuencia, que en ocasiones puede ser un 

intrón (Figura I 5) (Smith et al., 2000). Otra de las metodologías más extendidas 

consiste en el empleo de microARNs artificiales (Schwab et al., 2006). A través de 

estas tácticas se han conseguido plantas con una mayor resistencia frente a diferentes 

tipos de organismos, tales como hongos (Nowara et al., 2010) y virus (Pandolfini et 

al., 2003; Zrachya et al., 2007). 

 

 

Figura I 5.- Construcción en horquilla, constituida por dos secuencias autocomplementarias 

separadas por un intrón. Imagen tomada de Smith et al. (2000). 

 

La segunda estrategia consiste en la introducción de genes de la propia planta para 

conseguir que su patrón de expresión y/o la intensidad con que se expresan sea diferente 

que en el tipo silvestre (Cao et al., 1998). Por último, la tercera estrategia se basa en la 

introducción de genes que el tipo silvestre no posee (Brogue et al., 1991), y cuyo origen 

puede ser vegetal o no.  

 

I 2.3. Optimización de las construcciones empleadas en transformación 

genética 

Independientemente de la estrategia empleada para la obtención de las líneas resistentes, 

la expresión de la secuencia introducida estará controlada por un promotor y un 

terminador. Estos elementos son muy importantes, dado que determinarán el patrón e 

intensidad de su expresión en el vegetal transgénico. De tal modo que, el mero uso de 

un promotor y/o un terminador inadecuados para ese caso en particular, puede llevar al 

fracaso del programa de mejora (Gurr y Rushton, 2005a). 

En los últimos años se han caracterizado una amplia variedad de promotores de 

diferentes orígenes (Figura I 6), y se ha comprobado su idoneidad para promover la 

expresión de transgenes en plantas transformadas genéticamente (Yoshida y Shinmyo, 

2000; Lessard et al., 2002). 
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Figura I 6.- Diagrama de una planta en el que se indican varios promotores caracterizados. 

Estos conducen a diferentes patrones de expresión en la planta, que pueden ir desde la expresión 

específica en un solo órgano, tejido o incluso orgánulo, a la expresión del gen en prácticamente 

toda la planta, independientemente del estado de desarrollo y condiciones externas, como ocurre 

cuando un gen se encuentra bajo el control de un promotor constitutivo. Por otra parte, los genes 

que se encuentran bajo el control de promotores inducibles solo se expresan ante la presencia 

del estímulo inductor. Imagen modificada de Potenza et al. (2004). 

 

Estos promotores se dividen en 4 tipos. 

Promotores constitutivos. Dirigen la expresión en virtualmente todos los tejidos y de 

forma prácticamente independiente de factores ambientales o del desarrollo. Unos de los 

más utilizados en transformación genética de plantas son el promotor CaMV35S 

(promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor) (Odell et al., 1985; Kay et al., 

1987) y el promotor del gen de la actina 1 de arroz (Oryza sativa L.) (McElroy et al., 

1990). 

Promotores específicos de tejido o específicos de estadio del desarrollo. Dirigen la 
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expresión del gen en un tejido o tejidos específico/s, o en determinadas fases del 

desarrollo. 

Promotores inducibles. El patrón de expresión del gen controlado por ellos no va a 

depender de factores endógenos, sino de condiciones ambientales y estímulos externos, 

que pueden ser controlados de forma artificial. Podemos encontrarnos desde promotores 

modulados por factores abióticos, tales como luz, niveles de oxígeno, calor, frío... hasta 

promotores modulados por compuestos químicos, tales como antibióticos, cobre, 

alcoholes... (Padidam, 2003). 

Promotores sintéticos. Promotores creados por ingeniería genética, uniendo a los 

elementos mínimos necesarios para el inicio de la transcripción (core promoter o núcleo 

del promotor), los elementos reguladores deseados en posición cis (Venter, 2007) 

(Figura I 7). 

 

 

Figura I 7.- Representación simplificada de un promotor sintético de plantas. Los promotores 

sintéticos están constituidos por el core promoter, que contiene la caja TATA (flecha verde) de 

un promotor constitutivo, como puede ser el CaMV35S, y que es esencial para el inicio de la 

transcripción. Aguas arriba se sitúan motivos en cis para el control de la expresión (elipses 

azules). A estos motivos reguladores podrán unirse factores de transcripción (arcos rojos), que 

se expresan en respuesta a estímulos específicos, y así modular la expresión del transgén. 

Imagen tomada de Venter (2007). 

 

Tradicionalmente, todos los esfuerzos en cuanto al control de la expresión de la 

secuencia introducida se centraban en la elección del promotor más adecuando, 

obviando la importancia que tiene el terminador en este cometido. Sin embargo, los 

tránscritos terminados de forma aberrante actúan como eficientes inductores de procesos 

de silenciamiento génico (Nicholson y Srivastava, 2009), de aquí la importancia de 
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seleccionar también un terminador adecuado. Otra muestra de la influencia del 

terminador es que, aun empleando un mismo promotor, su combinación con un 

terminador u otro puede conducir a diferentes niveles de expresión (Nagaya et al., 

2010; Luo y Chen, 2007). 

Otro punto a tener en cuenta, y no menos importante, a la hora de decidir qué secuencias 

reguladoras acompañarán al transgén, es el papel regulador que en muchos casos 

desempeñan las regiones 5´UTR (untranslated region) y 3´UTR de los genes, pudiendo 

ser importante sumarlas al promotor y al terminador, respectivamente. Además, estas 

regiones pueden ejercer su papel regulador a varios niveles: transcripcional, post-

transcripcional y/o a nivel de la traducción. 

Un ejemplo de la importancia de las 3´UTR lo muestran los trabajos de Simon y 

Sengupta-Gopalan (2010) y de Ortega et al. (2006), que demuestran que la caída, 

debida a la presencia de una fuente de nitrógeno, observada en los niveles de los 

tránscritos de genes que codifican para glutamina sintetasa citoplasmáticas, está 

mediada por la 3´UTR de dichos genes. Por otra parte, Yang et al. (2009) expresaron en 

arroz el gen para el alérgeno mDer f 2 del ácaro del polvo, bajo el control del promotor 

del gen de la ubiquitina de maíz (Zea mays ssp. mays L.). En una de las construcciones 

emplearon como terminador el del gen de la nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium 

tumefaciens (Smith y Townsend 1907) Conn 1942, y en la otra el del gen GluB-1 

(incluyendo la 3´UTR), que codifica para la proteína de arroz glutelina B-1, una 

proteína de almacenamiento. Observaron que la acumulación del alérgeno en las 

semillas y hojas de arroz transgénicas era mayor empleando el terminador de GluB-1 

que el terminador nos, esto se hacía especialmente notable en el caso de las semillas. 

Además vieron que el nivel de expresión de mDer f 2 en las hojas era el mismo tanto 

empleando el terminador nos como el de GluB-1. En semillas, los niveles de expresión 

de mDer f 2 eran mayores en los casos en que iba acompañado del terminador de GluB-

1, pero esta diferencia era menor que la observada si lo que comparaban eran los niveles 

de proteína mDer f 2. Por otra parte, vieron que en las semillas de las plantas 

transgénicas en que la expresión del gen del alérgeno era controlada por el terminador 

de la glutelina, los ARNm de mDer f 2 mostraban tan solo dos posibles lugares de 

poliadenilación y estos coincidían con los de los ARNm de la proteína nativa GluB-1. 

Sin embargo, en las hojas de estas plantas los tránscritos mostraban múltiples lugares de 

poliadenilación. En las plantas en que la expresión de mDer f 2 estaba controlada por el 

terminador nos, sus tránscritos también mostraron una gran variabilidad en los sitios de 
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poliadenilación, tanto en las semillas como en las hojas. En conjunto, estos datos 

apoyan la influencia del terminador que acompaña a mDer f 2 sobre la acumulación de 

la proteína para la que codifica. Además, los autores ponen de relieve el papel regulador 

de la 3´UTR de GluB-1, e indican que factores específicos de tejido podrían estar 

regulando la acumulación del alérgeno a través de su interacción con motivos de esta 

3´UTR. 

De acuerdo con todo lo anteriormente enunciado, queda demostrada la importancia de 

elegir cuidadosamente las secuencias reguladoras que controlarán la expresión del 

transgén. Una consideración a tener en cuenta al tomar esta decisión, es el organismo de 

procedencia de esas secuencias reguladoras. Aunque el uso de los promotores y 

terminadores de origen viral y bacteriano está muy extendido en biotecnología vegetal, 

en los últimos años cobran cada vez más importancia las secuencias de origen vegetal.  

Uno de los mayores problemas en los experimentos de transformación genética es el 

silenciamiento de la secuencia introducida. En ocasiones, este se produce porque el 

transgén se ha insertado en una región de heterocromatina (Bhat y Srinivasan, 2002), 

pero existen otras causas que pueden desencadenar el silenciamiento génico.  

Una de ellas radica en el uso de secuencias reguladoras de origen viral/bacteriano para 

controlar la expresión del transgén. Promotores virales, como el CaMV35S, son 

promotores que conducen a la producción de un número muy grande de tránscritos, lo 

que puede desencadenar el silenciamiento como mecanismo de protección de la célula 

(Lindbo et al., 1993; Vaucheret et al., 1998; Schubert et al., 2004). También, una alta 

tasa de transcripción aumenta la probabilidad de que se generen ARNm aberrantes, 

debido a una terminación incorrecta (Luo y Chen, 2007). 

Otros autores, sin embargo, indican que son características cualitativas, y no 

cuantitativas, las que desencadenan estos fenómenos de silenciamiento, argumentando 

que en las plantas existen genes que se expresan a niveles muy altos y estos no son 

silenciados, como sí ocurre con los transgenes. De hecho, existen datos en la literatura 

que subrayan la habilidad de las células para reconocer características cualitativas de las 

secuencias introducidas, que les permiten reconocerlas como foráneas e inactivarlas 

(Rajeevkumar et al., 2015). Las investigaciones de Dadami et al. (2013) también 

apoyan esta hipótesis, indicando que la resistencia al silenciamiento de genes endógenos 

que se expresan a niveles muy altos parece estar basada en rasgos de sus promotores, 

5´UTR, terminadores, 3´UTR y en la presencia de intrones. 

Independientemente de si son características cuantitativas o cualitativas, o una 
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combinación de ambas, las desencadenantes de los fenómenos de silenciamiento génico, 

todas estas hipótesis apuntan a que el uso de secuencias reguladoras de origen vegetal 

favorece el no silenciamiento del transgén.  

Dejando a un lado las posibles ventajas y desventajas que puede conllevar el uso de los 

distintos tipos de secuencias reguladoras en cuanto al patrón, estabilidad e intensidad de 

la expresión del gen introducido, otro punto en el que estas secuencias pueden influir 

sobre el éxito del programa de mejora, es en lo que respecta a la aceptación de los 

vegetales transgénicos por parte de la población. La introducción de secuencias de 

origen viral y/o bacteriano en los vegetales transgénicos es uno de los mayores motivos 

de rechazo hacia estas plantas, de este modo, el empleo exclusivamente de secuencias 

de origen vegetal en la transformación genética podría conseguir una mayor aceptación 

de estos vegetales (Rommens, 2004). 

 

I 2.3.1 Intragénesis y cisgénesis 

Los organismos genéticamente modificados constituyen una buena alternativa a 

aquellos obtenidos a través de programas de mejora tradicional, sin embargo, entre el 

público en general, existe un gran escepticismo hacia estos. Diferentes estudios 

muestran que las causas de esto podrían asociarse, en gran medida, a la introducción de 

elementos genéticos de diverso origen en organismos que de antemano no poseían estas 

secuencias y que no podrían adquirirlas mediante cruces naturales, lo que, en muchas 

ocasiones, va ligado al miedo por potenciales riesgos para la salud y por la liberación de 

nuevas combinaciones génicas al medio (Holme et al., 2013; Telem et al., 2013). 

Para hacer frente a estos obstáculos nacen dos nuevos conceptos, alternativos a la 

transgénesis, la intragénesis y la cisgénesis. Ambos están basados en la idea de emplear 

material genético de la misma especie, o de especies cercanas capaces de hibridación 

sexual, en contraste con la transgénesis, donde las secuencias de ADN introducidas 

pueden tener cualquier origen. 

Existen diferentes definiciones para los conceptos de cisgénesis e intragénesis, si bien, a 

grandes rasgos, se puede decir que la intragénesis implica la introducción de secuencias 

codificantes del pool genético sexualmente compatible de la planta receptora, sin 

necesidad de contener los intrones. Estas secuencias irían acompañadas de promotores, 

terminadores y espaciadores del pool genético sexualmente compatible de la planta 

receptora, sin ser necesario que sean los propios del gen al que acompañan (Conner et 

al., 2007; Conner et al., 2010; Joshi et al., 2011). Como diferencias, la cisgénesis 
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implica que la secuencia del gen debe incluir los intrones y debe ir acompañada de su 

propio promotor y terminador (Schouten et al., 2006).  

En ambos casos se busca la no presencia de genes marcadores y secuencias del vector. 

Incluso algunos autores instan al uso de vectores construidos a partir de secuencias de la 

propia especie, o de otra especie perteneciente al mismo grupo de compatibilidad sexual 

(Conner et al., 2007). 

Han sido muchas las técnicas desarrolladas para poder obtener plantas cis/intragénicas, 

sin presencia de genes marcadores y secuencias del vector. Algunas de ellas implican la 

transformación sin uso de gen de selección (De Vetten et al., 2003; Weeks et al., 2008), 

o delección del gen de selección mediante recombinación específica de sitio (Schaart et 

al., 2004; Vanblaere et al., 2011). Otra alternativa consiste en llevar a cabo una co-

transformación, para lograr la integración del gen de selección y del gen de interés en 

posiciones no ligadas en el genoma de la planta, permitiendo la segregación de los dos 

genes de forma independiente y, por tanto, la obtención de descendientes que solo 

porten el gen de interés (Holme et al., 2012; Gadaleta et al., 2008). 

A pesar de sus múltiples ventajas, la cisgénesis e intragénesis cuentan con una serie de 

limitaciones frente a la transgénesis, asociadas a la necesidad de aislar y caracterizar 

secuencias del pool genético sexualmente compatible de la especie receptora. He aquí la 

importancia de la caracterización de nuevas secuencias de promotores y terminadores de 

especies vegetales, sobre todo de aquellas de alto valor agronómico. 

 

I 2.4. Posibles dianas para la obtención de líneas resistentes a 

patógenos 

Las plantas poseen diferentes niveles de defensa, desde las barreras estructurales y 

compuestos antimicrobianos preformados, a complejas respuestas que se desencadenan 

al entrar en contacto con el patógeno (Veronese et al., 2003). 

Decidir cuál o cuáles serán los genes diana del programa de mejora no es una tarea 

sencilla, ya que habrá que tener en cuenta múltiples factores en lo que concierne a la 

interacción que se establece entre la planta y el patógeno, así como a la propia biología 

de cada uno de los organismos. Además habrá que tener en cuenta otras cuestiones, 

como por ejemplo si se desea una resistencia muy selectiva o de amplio espectro. 

En la creación de líneas resistentes a patógenos las estrategias más generalizadas, en lo 

que concierne a la elección del gen o genes diana, son las que siguen. 
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Utilizar un gen diana implicado en la percepción del patógeno por parte de la planta. En 

este apartado se encuentran los genes de resistencia o genes R. El producto de estos 

genes interacciona, directa o indirectamente, con el producto de los genes de avirulencia 

(Avr) del patógeno y esto desencadena una amplia gama de mecanismos defensivos 

(Hammond-Kosack y Parker, 2003). Gran parte de los genes R codifican proteínas de 

tipo NB-LRR (nucleotide binding leucine-rich repeat) (Jones, 2001). Las proteínas R 

son generalmente muy específicas, confiriendo resistencia frente a un patógeno 

determinado (Thomma et al., 2011). Estos genes son muy efectivos a la hora de 

conferir resistencia frente a patógenos, sin embargo, cuentan con tres limitaciones 

importantes: su alta especificidad, el hecho de que en numerosas ocasiones no son 

capaces de desencadenar respuestas defensivas en especies vegetales diferentes a la de 

origen y que generalmente la resistencia que confieren fácilmente se pierde en el tiempo 

(Gurr y Rushton, 2005b). 

Las plantas cuentan con otro sistema de detección de los patógenos menos específico. 

Los componentes de este sistema son capaces de reconocer moléculas altamente 

conservadas dentro de un grupo de microorganismos, y que poseen una función esencial 

en su supervivencia o fitness, a estas moléculas se las conoce como PAMPs (pathogen-

associated molecular patterns) (Chisholm et al., 2006). Un ejemplo dentro de este 

sistema es el del receptor FLS2 de Arabidopsis thaliana, capaz de reconocer la flagelina 

y, por tanto, activador de respuestas defensivas frente a enfermedades de origen 

bacteriano (Zipfel et al., 2004). 

Usar un gen diana que codifique para un componente del patógeno reconocible por la 

planta. El reconocimiento de estas moléculas conduce a la activación de las respuestas 

defensivas en la planta. La dificultad de esta aproximación radica en el control de la 

expresión del transgén, dado que la mejor opción es usar un promotor inducible por 

patógeno, para limitar esas respuestas defensivas a los lugares y momentos de infección. 

Un ejemplo exitoso fue el de la generación de líneas transgénicas de tabaco que poseían 

una fusión entre el promotor inducible por patógeno del gen de tabaco hsr203J y el gen 

de Phytophthora cryptogea Pethybr. y Laff. que codifica el elicitor cryptogein. Bajo 

condiciones de no-inducción, el transgén no se expresaba y no se detectaba presencia de 

cryptogein en las plantas transgénicas. Sin embargo, la infección de estas plantas con el 

hongo Phytophthora parasitica Dastur var. nicotianae (Breda de Haan) Tucker 

estimulaba la producción de cryptogein, que coincidía con una rápida inducción de 

genes implicados en defensa en el punto de infección y áreas circundantes. También se 
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observaba en esas áreas una necrosis localizada que restringía el avance del patógeno. 

Estas líneas transgénicas mostraban, además, una mayor resistencia a otros patógenos 

fúngicos no relacionados con las especies del género Phytophthora, tales como 

Thielaviopsis basicola (Berk. y Broome) Ferraris, Erysiphe cichoracearum DC. y 

Botrytis cinerea (Keller et al., 1999). 

Genes diana que codifican para proteínas capaces de inhibir factores de patogenicidad. 

Muchos patógenos, sobre todo los necrótrofos, producen grandes cantidades de factores 

de patogenicidad, como pueden ser toxinas y enzimas que degradan las paredes 

celulares, que contribuyen en gran medida al éxito en el establecimiento de la infección 

(Wally y Punja, 2010a). Un ejemplo dentro de este apartado es la obtención de líneas 

transgénicas que producen proteínas inhibidoras de poligalacturonasas. Algunos 

patógenos producen endo-poligalacturonasas, que son secretadas en etapas muy 

tempranas del proceso de infección y que participan en la degradación de las pectinas. 

Para contraatacar la actividad de estas enzimas, las plantas poseen proteínas inhibidoras 

de poligalacturonasas, que inhiben su actividad despolimerizadora (Kalunke et al., 

2015). La expresión del gen de la proteína inhibidora de poligalacturonasas PvPGIP2 de 

Phaseolus vulgaris L. en plantas transgénicas de tabaco y Arabidopsis, lleva a la 

restricción de la colonización por Botrytis cinerea debido a su efecto inhibitorio sobre la 

endo-poligalacturonasa BcPG1 del hongo (Manfredini et al., 2005). 

Uso de la tecnología del ARNi (ARN interferente) para silenciar la expresión de genes 

del patógeno en las plantas. Esta estrategia se ha empleado sobre todo para la obtención 

de líneas resistentes a virus (Ibrahim y Aragão, 2015). Un ejemplo es el desarrollo de 

líneas transgénicas de Phaseolus vulgaris en que se introdujo una construcción en 

horquilla con intrón para inducir el silenciamiento del gen AC1 (codifica para una 

proteína esencial para la replicación del genoma viral) del virus del mosaico dorado de 

la judía (Bonfim et al., 2007). 

Manipulación de la expresión de genes implicados en rutas de señalización. Este es el 

caso de genes de factores de transcripción o de proteínas kinasas. El mayor 

inconveniente de esta aproximación es el alto coste que supone para la planta la puesta 

en marcha de todas estas respuestas, y la posibilidad de efectos colaterales sobre otras 

características de la planta. Esto puede subsanarse empleando promotores inducibles por 

patógeno (Gurr y Rushton, 2005b; Wally y Punja, 2010a). Dentro de los factores de 

transcripción implicados en respuestas defensivas un ejemplo son los WRKY (Pandey y 

Somssich, 2009), entre las proteínas kinasas cabe resaltar el papel de las MAPK 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0885576505001815
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(mitogen-activated protein kinase) (Rasmussen et al., 2012). 

Genes diana implicados en biosíntesis o percepción de hormonas. Las hormonas 

vegetales etileno, ácido jasmónico y ácido salicílico juegan un papel determinante en la 

regulación de las respuestas defensivas de las plantas. Además, se ha encontrado 

recientemente que otras hormonas como auxinas, ácido abscísico, citoquininas, 

giberelinas y brasinosteroides, que habían sido ampliamente descritas como reguladoras 

del crecimiento y desarrollo de la planta, también participan en la regulación de las 

respuestas defensivas (Denancé et al., 2013). La modificación del balance/percepción 

de estas hormonas se ha visto que, en muchos casos, incrementa la resistencia frente a 

patógenos, sin embargo, son muy comunes efectos colaterales como pérdida de fitness y 

defectos en el crecimiento y desarrollo (Denancé et al., 2013).  

Generar una respuesta hipersensible (RH) artificial, provocando una muerte celular 

local por la producción de un producto tóxico. Esta estrategia es complicada por la 

dificultad de que la RH artificial esté totalmente confinada a los lugares y momentos de 

la infección. Un ejemplo es el descrito en el trabajo de Strittmatter et al. (1995), cuya 

estrategia se basaba en la generación de lesiones necróticas en los lugares de infección, 

del mismo modo que ocurre de forma natural en la muerte celular hipersensible, 

empleando un promotor inducible por patógeno para controlar la expresión del gen de la 

ribonucleasa bacteriana barnasa. 

 

Tabla I 1. Familias conocidas de proteínas PR (pathogenesis-related). 

 

Tomado de Van Loon et al. (2006). 
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Genes diana que codifican para péptidos con actividad antimicrobiana, proteínas PR 

(pathogenesis-related) y proteínas implicadas en la producción de metabolitos con 

actividad antimicrobiana. Las proteínas PR desempeñan funciones muy diversas (Tabla 

I 1), por ejemplo las quitinasas (PR-3, 4, 8 y 11) participan en la degradación de las 

paredes celulares fúngicas (Punja y Zhang, 1993), y las defensinas (PR-12) y las 

thioninas (PR-13) poseen actividad antimicrobiana (Thomma et al., 2002; Bohlmann y 

Broekaert, 1994). También dentro de las proteínas PR (PR-9) se encuentran 

peroxidasas que participan en el refuerzo de la pared celular vegetal (Van Loon et al., 

2006). Otros posibles genes diana son aquellos que codifican para péptidos con 

actividad antimicrobiana. Este es el caso de Snakin-1 (SN1), un péptido aislado de 

tubérculos de patata (Solanum tuberosum L.) que es activo a concentraciones menores 

de 10 µM frente a patógenos fúngicos y bacterianos de patata y otras especies vegetales 

(Segura et al., 1999). Por último, otra opción es la del empleo de un gen que participe 

en la producción de metabolitos con actividad antimicrobiana. Un ejemplo de esta 

estrategia se recoge en el trabajo de Schmidlin et al. (2008), en que mediante la co-

expresión en Nicotiana benthamiana Domin del gen de una resveratrol O-

metiltransferasa de vid y del de una estilbeno sintasa, también de vid, los autores 

lograron que esas plantas acumulasen en sus tejidos pteroestilbeno, un potente 

fungitóxico. 

 

Genes diana implicados en la síntesis de barreras físicas. Las paredes celulares son, 

generalmente, el primer obstáculo que se encuentran los patógenos, desempeñando un 

importante papel como barrera física. Estas estructuras están formadas, a grandes 

rasgos, por un entramado de microfibrillas de celulosas, hemicelulosas y pectinas, a las 

que pueden unirse, en el caso de células que ya han cesado su crecimiento, las ligninas 

(Figura I 8). Las paredes celulares son heterogéneas y dinámicas en cuanto a su 

composición y estructura, y sus características influyen en su función como barrera 

defensiva (Malinovsky et al., 2014). Uno de los polímeros que juega un papel 

importante son las ligninas, confiriendo resistencia frente a la degradación y 

penetración, además de limitar la difusión de toxinas y enzimas desde el patógeno a las 

células huésped y el tránsito de agua y nutrientes desde las células del huésped al 

patógeno (Nicholson y Hammerschmidt, 1992; Vance et al., 1980; Smith et al., 

2007).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Punja%20ZK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19279806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19279806
http://www.tandfonline.com/author/Bohlmann%2C+Holger
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmidlin%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18799660
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Figura I 8.- En la parte superior de la imagen se observa una representación de la estructura de 

la pared celular primaria. En ella, las microfibrillas de celulosas son relativamente cortas y 

delgadas, comparado con las de las paredes celulares secundarias. La principal hemicelulosa en 

las paredes celulares primarias es el xiloglucano, y estas paredes son ricas en pectinas. En la 

parte inferior de la imagen se muestra una representación de la pared celular secundaria. Estas 

paredes son depositadas entre la pared celular primaria y la membrana plasmática. Las paredes 

celulares secundarias contienen principalmente microfibrillas de celulosas largas y gruesas, la 

hemicelulosa xilano y ligninas. Imagen tomada de Nakano et al. (2015). 

 

I 3. Alteración de las ligninas de la vid como 

posible estrategia defensiva frente a afecciones de 

la madera 

 

I 3.1. Las ligninas 

Las ligninas son heteropolímeros tridimensionales que resultan del acoplamiento 

oxidativo de tres alcoholes p-hidroxicinamílicos (monolignoles): el alcohol p-

cumarílico, el alcohol coniferílico y el alcohol sinapílico, en una reacción mediada por 
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lacasas y peroxidasas de clase III (Ros Barceló, 1997; Boudet et al., 1995). Esta 

reacción produce un polímero hidrofóbico ópticamente inactivo (Ralph et al., 2004b) 

compuesto por unidades H (p-hidroxifenilo), unidades G (guaiacilo) y unidades S 

(siringilo), provenientes de los alcoholes p-cumarílico, coniferílico y sinapílico, 

respectivamente. 

Las ligninas tienen una composición poco definida, que varía enormemente entre 

especies de plantas, grupos filogenéticos, tipos celulares, estadio del desarrollo e incluso 

bajo diferencias en las condiciones ambientales y exposición a ciertos estreses. 

Tanto en las ligninas de las gimnospermas como en las de las angiospermas están 

presentes las unidades H, G y S (Novo-Uzal et al., 2013). A grandes rasgos, podría 

decirse que mientras que las ligninas de las gimnospermas están compuestas 

principalmente por unidades G, con una menor proporción de unidades H, las ligninas 

de las angiospermas están en general compuestas de niveles similares de unidades G y S 

(Higuchi, 1990). Sin embargo, esto es solo una generalidad y dentro de cada grupo 

taxonómico existe una gran variabilidad en la composición de las ligninas. Así por 

ejemplo, podemos encontrarnos con gimnospermas en que predominan las unidades S y 

angiospermas cuyas ligninas son principalmente de tipo G (Lewis y Yamamoto, 1990). 

Las ligninas se depositan principalmente en las paredes celulares secundarias de 

determinadas células, tales como fibras, vasos del xilema, traqueidas y esclereidas (Ros 

Barceló et al., 2004). A mayores de su principal función, la de conferir rigidez y sostén, 

este polímero juega un papel muy importante como barrera estructural, en la defensa de 

la planta frente a patógenos, tanto dentro de los mecanismos de defensa constitutivos 

como de los inducidos. 

 

I 3.2. Papel de las ligninas en la defensa constitutiva e inducida de las 

plantas 

Las ligninas constitutivas representan una barrera que ofrece gran resistencia a la 

degradación y penetración por parte de los patógenos. Contribuyen al impermeabilizado 

de las paredes, haciéndolas menos accesibles a enzimas degradadoras de la pared, 

además, las ligninas pueden prevenir la difusión de toxinas y enzimas desde el patógeno 

a las células vegetales y la transferencia de agua y nutrientes desde las células huésped 

al patógeno (Nicholson y Hammerschmidt, 1992; Vance et al., 1980; Smith et al., 

2007). Tanto es así, que en numerosas ocasiones se ha observado una correlación 
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positiva entre el contenido en ligninas de la planta y su resistencia a patógenos (Fossdal 

et al., 2012; Du et al., 2011). 

También existen evidencias del importante papel de las ligninas en los mecanismos de 

resistencia inducida de muchas especies vegetales. Por ejemplo, la deposición inducida 

de ligninas es importante en la formación de las papillae en los lugares donde los 

hongos patógenos intentan penetrar las células vegetales (Bhuiyan et al., 2009).  

En la línea Prelude-Sr5 de Triticum aestivum L., altamente resistente al hongo Puccinia 

graminis Pers. f. sp. tritici Erics. y E. Henn., se ha visto un nexo entre la inducción de 

lignificación y la muerte celular como un mecanismo para restringir el crecimiento del 

hongo (Moerschbacher et al., 1990; Menden et al., 2007). 

Por otra parte, en arroz OsRac1, una GTPasa pequeña Rac/Rop que juega un importante 

papel como activadora de respuestas defensivas, es capaz de controlar la síntesis de 

ligninas, apuntando a que la lignificación formaría parte de los mecanismos de 

resistencia inducida en esta especie (Kawasaki et al., 2006).  

También existen datos en algodón (Gossypium spp.) que corroboran la importancia de la 

lignificación inducida dentro de las respuestas defensivas de las plantas. Así, el cultivar 

resistente Gossypium barbadense L. cv. 7124 inoculado con Verticillium dahliae Kleb. 

muestra un incremento mayor y más rápido en la expresión de genes implicados en la 

síntesis de ligninas, comparado con el cultivar susceptible Gossypium hirsutum L. cv. 

YZ-1. El cultivar resistente también muestra un mayor aumento en los niveles de 

ligninas 14 días tras la inoculación (Xu et al., 2011). Resultados similares fueron 

obtenidos con líneas resistentes y susceptibles de tomate (Solanum lycopersicum L.) 

inoculadas con Verticillium dahliae (Gayoso et al., 2010).  

Dentro de los mecanismos de defensa de las plantas, no solo es importante el contenido 

en ligninas o la inducción de su síntesis, sino también la composición de las mismas. Un 

ejemplo de esto se refleja en el trabajo realizado por Lionetti et al. (2015) en Triticum 

spp. En él señalan la existencia de diferencias en la composición monomérica de las 

ligninas entre líneas resistentes y susceptibles. Por otra parte, Pomar et al. (2004) 

analizaron la composición de las ligninas de tallos de Capsicum annuum L. (var. 

annuum) cv. Padrón, tolerante a Verticillium dahliae, observando diferencias entre 

plantas sanas y plantas afectadas por este patógeno. 
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I 3.3. Síntesis de ligninas 

La ruta completa de biosíntesis de las ligninas, hasta el momento de su deposición en 

las paredes celulares, muestra aún a día de hoy algunos vacíos, debido a que no existe 

un tejido o especie vegetal donde se haya caracterizado en su totalidad. De modo que 

los datos con que se cuenta son el resultado del estudio concreto de ciertos pasos 

específicos, en diversas especies y tejidos vegetales (Boerjan et al., 2003, Ralph et al., 

2004a, Ralph et al., 2008, Vanholme et al., 2010, Zhao y Dixon, 2011). 

La biosíntesis de las ligninas se desarrolla a través de una larga secuencia de reacciones 

que implican tres rutas. 

La ruta del ácido siquímico. Produce L-fenilalanina y L-tirosina y se inicia con 

fosfoenol piruvato (PEP), un intermediario de la glucolisis, y eritrosa 4-fosfato, un 

intermediario de la ruta de las pentosas fosfato (Tzin y Galili, 2010). 

La ruta común fenilpropanoide (Figura I 9). Desde L-fenilalanina (y/o L-tirosina) hasta 

p-hidroxicinamoil-CoA. Las enzimas que participan en esta ruta son la fenilalanina 

amonio liasa (PAL), la cinamato-4-hidroxilasa (C4H), la hidroxicinamoil-CoA 

siquimato:quinato hidroxicinamoil transferasa (HCT), la p-cumaroilsiquimato 3´-

hidroxilasa (C3´H) y las O-metil-transferasas (OMT) dependientes de S-adenosil-L-

metionina, tales como la cafeoil-CoA-O-metiltransferasa (CCoAOMT) y la p-

hidroxicinamato CoA ligasa (4CL). Los productos finales de esta ruta, los ésteres CoA 

de los ácidos cinámicos, son los precursores de las ligninas, pero también de otros 

compuestos fenólicos como los flavonoides y los taninos, que se acumulan en grandes 

cantidades en las células vegetales. 

La ruta específica de la biosíntesis de las ligninas (Figura I 9). Conduce el p-

hidroxicinamoil-CoA hacia la síntesis de los alcoholes cinamílicos. Estas dos reacciones 

son catalizadas por las enzimas p-hidroxicinamoil-CoA reductasa (CCR) y p-

hidroxicinamil alcohol deshidrogenasa (CAD). Intercalada entre estos dos pasos 

reductores, hay una reacción catalizada por la ferulato 5-hidroxilasa (F5H), que está 

acoplada con una OMT específica, ácido cafeico O-metiltransferasa (COMT), y que 

permite la síntesis de unidades siringilo (Fraser y Chapple, 2011). 

Tras su biosíntesis en el citosol, los monolignoles deben transportarse a la pared celular 

para ser oxidados e incorporados al polímero de lignina. Este transporte se podría 

realizar de las siguientes maneras: mediante exocitosis a través de vesículas, difusión 

pasiva o transporte activo mediante transportadores ABC (ATP-binding cassette). 
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Siendo este último tipo de transporte el más aceptado actualmente para el paso de los 

monolignoles desde el citosol a la pared celular (Miao y Liu, 2010). Además, el 

descubrimiento de un transportador ABC específico para el transporte de alcohol p-

cumarílico podría ser indicativo de un posible papel de los transportadores ABC en 

determinar la variación en la composición de las ligninas en diferentes tipos celulares 

(Alejandro et al., 2012; Wang et al., 2013). 

 

 

Figura I 9.- Ruta de biosíntesis de las ligninas. Las enzimas que participan en esta ruta son la 

fenilalanina amonio liasa (PAL), la cinamato-4-hidroxilasa (C4H), la hidroxicinamoil-CoA 

siquimato:quinato hidroxicinamoil transferasa (HCT), la p-cumaroilsiquimato 3´-hidroxilasa 

(C3´H), la cafeoil-CoA-O-metiltransferasa (CCoAOMT), la p-hidroxicinamato CoA ligasa 

(4CL), la p-hidroxicinamoil-CoA reductasa (CCR), la p-hidroxicinamil alcohol deshidrogenasa 

(CAD), la ferulato 5-hidroxilasa (F5H), la ácido cafeico O-metiltransferasa (COMT), las 

peroxidasas (PER) y las lacasas (LAC). Imagen tomada de Li et al. (2008). 

 

El último paso de la biosíntesis de las ligninas consiste en la polimerización de los 

monolignoles, a nivel de la pared celular. Esta etapa se inicia con la oxidación de los 

alcoholes hidroxicinamílicos, que dará lugar a la formación de radicales fenoxilo, 

seguido de un acoplamiento radical entre los mismos, generando dímeros (dilignoles). A 

partir de aquí pueden darse dos tipos de polimerización. Por una parte la polimerización 

lineal, en que los dímeros oxidados se unen con otros monómeros de alcoholes 
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hidroxicinamílicos, produciéndose un polímero en crecimiento (Vanholme et al., 

2010).Y por otra, la polimerización en masa, en que se produce el acoplamiento 

oxidativo de dos oligómeros de lignina (Brunow et al., 1998). En ambientes 

metabólicos ricos en alcohol coniferílico predomina la polimerización en masa, 

mientras que la presencia, a mayores, de alcohol sinapílico favorece la polimerización 

lineal (Demont-Caulet et al., 2010). 

Como enzimas responsables de la oxidación de los alcoholes hidroxicinamílicos se 

apunta tanto a lacasas como a peroxidasas de clase III. Existen hipótesis que señalan 

que ambos tipos de enzimas participarían en este proceso pero en diferentes etapas, de 

modo que las lacasas participarían en las primeras etapas de la lignificación (Zhao et 

al., 2013), mientras que las peroxidasas serían las encargadas de la lignificación en los 

estadios intermedios y finales, cuando se genera H2O2 por parte de las células del 

parénquima, en respuesta a la entrada en apoptosis de las células en lignificación 

(Pesquet et al., 2013). Además, se sabe que los monolignoles oxidados pueden ceder su 

radical a otros monolignoles, a dilignoles o al polímero de lignina en crecimiento, 

convirtiendo a la polimerización de los monolignoles en un proceso muy complejo 

(Wang et al., 2013). 

 

I 3.4. Las peroxidasas de clase III como posibles dianas para 

emprender un programa de mejora de la vid 

 

I 3.4.1 Las peroxidasas 

Las peroxidasas (EC 1.11.1.X) pueden definirse como enzimas que catalizan la 

oxidación de varios sustratos, reduciendo peróxido de hidrógeno a agua, según la 

siguiente reacción 

H2O2+2RH  →  2H2O+2R* 

donde RH y R* representan un sustrato reductor y su radical oxidado resultante, 

respectivamente. 

Pueden ser hemo o no-hemo proteínas, y la mayoría de las hemo peroxidasas pertenecen 

a dos grandes superfamilias: la de las peroxidasas animales y la de las peroxidasas no 

animales (Mathé et al., 2010).  

A su vez, la superfamilia de las peroxidasas no animales se divide en tres clases 

diferentes (clase I, clase II y clase III), basándose en diferencias en su estructura 
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primaria (Welinder, 1992a). 

Dentro de la clase I encontramos la citocromo c peroxidasa mitocondrial de levaduras, 

la ascorbato peroxidasa cloroplástica y citosólica de plantas superiores y las peroxidasas 

bacterianas (Jespersen et al., 1997). No poseen naturaleza glicoproteica, están 

localizadas en cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas y citosol, y muestran una 

moderada especificidad de sustrato para el ácido ascórbico. Son inhibidas por reactivos 

que contienen el grupo tiol, como el p-cloromercurobenzoato. En general son muy 

termolábiles. Su principal función en la célula es la detoxificación del exceso de H2O2 

(Skulachev, 1998; Erman y Vitello, 2002; Shigeoka et al., 2002). 

La clase II agrupa a todas las peroxidasas fúngicas de secreción. Aquí se incluyen las 

lignina peroxidasas y las manganeso peroxidasas. Su principal función es la 

degradación de restos del suelo (Piontek et al., 2001; Martínez et al., 2005). 

La clase III contiene todas las peroxidasas vegetales de secreción. Se trata de proteínas 

de naturaleza glicoproteica, que son secretadas fuera de las células o transportadas a las 

vacuolas (Hiraga et al., 2001). Muestran una baja especificidad de sustrato, con 

moderada, pero notable, afinidad por el alcohol coniferílico. Presentan una considerable 

estabilidad térmica. 

 

Figura I 10.- Estructura tridimensional de la protoporfirina IX. 

 

Las peroxidasas de estas tres clases tienen en común un grupo hemo, formado por 

protoporfirina IX (Figura I 10) y Fe (III), y comparten una estructura tridimensional 

muy similar (Welinder, 1992b; Edwards et al., 1993; Smulevich et al., 2006). Aunque 

existe una baja homología en cuanto a la secuencia aminoacídica entre las tres clases, 

existen 5 aminoácidos, posicionados separadamente, que son importantes para la 

catálisis y estructura, así como para el plegamiento en hélices del polipéptido, y que 

están estrictamente conservados entre las peroxidasas de las tres clases (Schuller et al., 

1996; Gajhede et al., 1997). 
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I 3.4.2 Estructura de las peroxidasas de clase III 

Las peroxidasas de clase III (EC 1.11.1.7) son glicoproteínas que comprenden una 

cadena polipeptídica de aproximadamente 300 aminoácidos, Fe (III) protoporfirina IX 

(grupo hemo) y dos átomos estabilizadores de Ca
+2 

 (Veitch, 2004a) (Figura I 11A).  

 

 

Figura I 11.- A: representación tridimensional de la estructura cristalográfica por rayos-X de la 

isoenzima C de la peroxidasa de rábano picante (Armoracia rusticana P.Gaertn., B.Mey. y 

Scherb.) (HRP C). El grupo hemo (en rojo) está localizado entre los dominios distal y proximal, 

cada uno de los cuales contiene un átomo de calcio (esferas azules). Las regiones de hélices α 

están en color púrpura, y las de láminas β en amarillo. B: principales residuos aminoacídicos en 

la región de unión al grupo hemo de la HRP C. El grupo hemo (en rojo) está coordinado por la 

histidina proximal, His170, y el sexto sitio de coordinación está vacante. Imágenes tomadas de 

Veitch (2004b). 

 

El grupo hemo está localizado en una cavidad entre dos hélices  antiparalelas. El 

hierro está pentacoordinado con los cuatro átomos de nitrógeno pirrólicos del grupo 

hemo y con un átomo de nitrógeno de un residuo de histidina de la proteína, que se ha 

conservado durante la evolución. La sexta posición de coordinación se encuentra libre, 

determinando así el estado de alto espín para el hierro (Banci, 1997) (Figura I 11B). 

Hay residuos conservados que tienen un papel importante, como la histidina distal y la 

arginina adyacente. El grupo Fe (III) protoporfirina IX, junto con la histidina y la 

arginina distales son esenciales para la actividad catalítica de las peroxidasas de clase III 

(Passardi et al., 2004).  

En todas las peroxidasas de clase III conocidas hasta el momento se encuentran dos 

átomos estabilizadores de Ca
+2

, uno distal y otro proximal. Además, el Ca
+2

 también es 

considerado un activador de las peroxidasas vegetales de secreción (Converso y 
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Fernández, 1996), y las cadenas a las que están unidos los átomos de Ca
+2

 están 

altamente conservadas (Welinder et al., 2002). 

La presencia de cuatro puentes disulfuro ligados a cuatro pares de residuos invariables 

de cisteína es un rasgo conservado en todas las peroxidasas de clase III, además de la 

existencia de un puente salino en los residuos invariables de asparragina y arginina, 

importante para la unión entre los dominos N- y C- terminal durante el plegamiento de 

la proteína (Veitch, 2004a). 

En la estructura tridimensional de las peroxidasas de clase III predominan las hélices 

de hecho,estas peroxidasas poseen 13 hélices  (Figura I 12A) a diferencia de las 

peroxidasas vegetales de clase I que solo poseen 10 (Passardi et al., 2004).  

La mayoría de los ARNm de las peroxidasas vegetales codifican un péptido señal, de 

entre 19 a 31 residuos, de entrada al retículo endoplasmático, que dirige a la proteína 

hacia la ruta de secreción. Algunos ARNm también codifican un propéptido carboxi-

terminal que puede ser responsable del direccionamiento a vacuola (Welinder et al., 

2002; Costa et al., 2008) (Figura I 12B). 

 

 

Figura I 12.- Representación esquemática de la estructura de las peroxidasas de clase III. A: 

estructura secundaria. La posición de las hélices α aparece representada usando como referencia 

los residuos conservados de cisteína (C) y las histidinas distal (Hd) y proximal (Hp). Las hélices 

en gris oscuro son específicas de peroxidasas de clase III. Las otras hélices están conservadas 

entre las peroxidasas de las clases I, II y III. B: estructura primaria. Los dominios altamente 

conservados I, II y III corresponden con el dominio distal de unión a hemo, un dominio 

desconocido y el dominio proximal de unión a hemo, respectivamente. La región con rayas en 

diagonal corresponde a un posible dominio variable responsable de la especificidad catalítica. El 

péptido señal (SP) y el propéptido carboxi-terminal (CT) son muy variables en cuanto a su 

longitud y composición aminoacídica. Imagen tomada de Cosio y Dunand (2009). 

 

La glicosilación de estas enzimas varía entre el 0 % y el 25 %. Los principales azúcares 

de sus oligosacáridos son la N-acetilglucosamina, la fucosa, la xilosa y la manosa, 

además, resaltar que la mayoría de estos glicanos tienen un alto contenido en este último 

azúcar (Gray et al., 1996; Yang et al., 1996; McMannus y Ashford, 1997; Wilson, 
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2002). La glicosilación ocurre en la superficie de los giros que conectan sobre todo las 

hélices F´y F´´, de tal forma que el glicano se presenta hacia el exterior de la molécula 

(Veitch, 2004a).  

Son muchas las características de las peroxidasas que se ven influidas por la presencia 

de estos glicanos. De hecho, la glicosilación es uno de los principales factores que 

determinan la inusual estabilidad térmica de las peroxidasas vegetales de secreción 

(McEldoon y Dordick, 1996). Además, existen datos de que la eliminación de estos 

oligosacáridos normalmente también afecta a la cinética de las peroxidasas, a su 

resistencia a las proteasas (por ejemplo tripsina), a su estructura secundaria y a sus 

propiedades inmunológicas (Sánchez-Romero et al., 1994; Tams y Welinder, 1995; 

Duarte-Vázquez et al., 2003). 

 

I 3.4.3 Funciones de las peroxidasas de clase III 

Como consecuencia del gran número de genes, isoenzimas y sus dos posibles ciclos 

catalíticos (Figura I 13), las peroxidasas de clase III están implicadas en un amplio 

rango de procesos fisiológicos durante el ciclo vital de las plantas (Passardi et al., 

2005).  

 

Figura I 13.- Ciclos de reacción de las peroxidasas de clase III. El ciclo hidroxílico 

(representado con flechas grises) puede regular el nivel de H2O2 y generar especies reactivas de 

oxígeno (ROS) tales como 
·
OH y HOO

·
. El ciclo peroxidativo (representado en negro) puede 

oxidar varios sustratos (XH) y liberar su forma oxidada (X
·
). Imagen tomada de Passardi et al. 

(2005). 
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Entre estos procesos podemos mencionar el metabolismo de la pared celular (Barceló y 

Pomar, 2001; Passardi et al., 2004), cicatrización de heridas (Bernards et al., 1999; 

Allison y Schultz, 2004), defensa frente a patógenos (Almagro et al., 2009), tolerancia 

a metales (Chiang et al., 2006) y elongación celular (Passardi et al., 2004).  

 

I 3.4.4 Peroxidasas de clase III en la vid  

Las peroxidasas de clase III de la vid son glicoproteínas cuyo peso molecular se 

encuentra entre los 35-45 kDa, dependiendo de su grado de glicosilación 

(Sciancalepore et al., 1985; Liao et al., 1999; Jackson et al., 2001). 

Estudios de ESTs (expressed sequence tags) revelan que las peroxidasas de clase III 

están codificadas en las plantas por una gran familia multigénica (Hiraga et al., 2000), 

siendo un grupo de enzimas que muestra un alto grado de polimorfismo, que puede ser 

estudiado mediante isoelectroenfoque. Estudios en la peroxidasa C de rábano picante 

(Green y Oliver, 1991) sugieren que algunas de las isoenzimas, observadas en el 

isoelectroenfoque, podrían provenir de un mismo gen, debido a modificaciones post-

transcripcionales. En la mayoría de los casos, este polimorfismo varía dependiendo de la 

variedad e incluso del órgano de la planta. Es por ello que esta característica ha sido 

utilizada en el pasado como una herramienta en ampelografía (Bachmann y Blaich, 

1988).  

Las peroxidasas de vid son capaces de aceptar una amplia variedad de sustratos, como 

son la proteína de pared celular extensina (Jackson et al., 2001), reguladores del 

crecimiento como el ácido indolacético (Mato et al., 1988; Moncousin et al., 1988; 

García-Florenciano et al., 1991), fenoles (Zapata et al., 1992; Ros Barceló et al., 

1994), estilbenos (Hoos y Blaich, 1988; Morales et al., 1997), flavonoles (Morales et 

al., 1993a), alcoholes cinamílicos (Morales et al., 1993b) y antocianinas (Calderón et 

al., 1992). Esto las convierte en enzimas muy versátiles, implicadas en una amplia 

variedad de procesos fisiológicos de la vid, que son los siguientes: formación de enlaces 

cruzados entre extensinas, oxidación de resveratrol y síntesis de viniferinas, turnover de 

compuestos fenólicos de las vacuolas y biosíntesis de ligninas. 

En cuanto a esta última función, no existen datos en la literatura acerca de la k3 

(constante cinética de reducción del compuesto II, segunda forma enzimática intermedia 

de la peroxidasa, ver Figura I 13) de peroxidasas de vid para alcohol p-cumarílico y 

alcohol sinapílico, sin embargo, sí se ha encontrado una peroxidasa de vid fuertemente 

básica que es capaz de oxidar el alcohol coniferílico con valores de k3 de 8,7 µM
-1

s
-1
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(pH=5,0) (Morales y Ros Barceló, 1997). El valor de la constante k3 determina la 

reactividad de la enzima con el sustrato reductor, indicando la idoneidad de un sustrato 

para una determinada peroxidasa. 

Los principales productos de la dimerización del alcohol coniferílico por las peroxidasas 

son los neolignanos pinoresinol, dehidrodiconiferil alcohol y guaiacilglicerol-β-O-

coniferil alcohol éter, que han sido considerados como productos intermedios en el 

ensamblaje macromolecular de las ligninas (Nose et al., 1995). Los dímeros de 

alcoholes p-hidroxicinamílicos pueden ser oxidados por peroxidasas para producir 

polímeros de lignina, que confieren resistencia a las paredes celulares vegetales e 

impiden la degradación de los polisacáridos de estas, actuando como la barrera física 

más importante en la defensa frente a herbívoros, pestes y patógenos.  

 

I 3.4.5 Peroxidasas de clase III y resistencia a patógenos 

Aunque no específicamente en el caso de la vid, existen múltiples muestras en la 

literatura que constatan que la expresión, en plantas genéticamente modificadas, de 

genes que codifican para peroxidasas de clase III puede conducir a modificaciones 

cuantitativas o cualitativas de sus ligninas, produciéndose un incremento en la 

resistencia a patógenos de estas plantas. Así, la expresión del gen que codifica para la 

peroxidasa catiónica de arroz OsPrx114 en líneas transgénicas de Daucus carota L., 

lleva a que estas plantas sean más resistentes a patógenos foliares necrótrofos. Este 

incremento en resistencia es debido a una mayor acumulación de tránscritos de 

proteínas PR, rápida eliminación de H2O2 durante el estallido oxidativo e incremento en 

la formación de ligninas (Wally y Punja, 2010b). También se ha visto que en plantas 

transgénicas de Nicotiana tabacum que expresan el gen de la peroxidasa catiónica 

ShPx2 de Stylosanthes humilis Kunth, el contenido en ligninas es mayor que en los 

controles no transgénicos y, además, muestran una mayor resistencia a los patógenos 

necrótrofos Phytophthora parasitica var. nicotianae y Cercospora nicotianae Ellis y 

Everh. (Way et al., 2000; Way et al., 2011). Sin embargo, las plantas transgénicas de 

tabaco que expresan el gen de la peroxidasa catiónica spi2 de Picea abies (L.) Karst. 

poseen unos niveles de ligninas similares a los de las plantas control, pero sus ligninas 

muestran ciertas diferencias histoquímicas y de estructura. La frecuencia relativa de 

grupos finales coniferilaldehído en unidades G con enlaces β-O-4 es ligeramente mayor 

en las líneas transgénicas comparado con los controles. Además, las secciones 

transversales de los tallos de los tabacos transgénicos teñidas con floroglucinol 
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muestran una coloración roja más intensa que en el caso de las secciones de los tallos de 

las plantas control. Los tabacos transgénicos también muestran una mayor capacidad 

para suprimir el crecimiento de la bacteria patógena Erwinia carotovora (Jones, 1901) 

Bergey et al., 1923 (Elfstrand et al., 2002). 

 

Todos estos datos en conjunto apoyan nuestra propuesta, de la sobreexpresión del gen 

de una peroxidasa de clase III implicada en la síntesis de ligninas como posible 

estrategia para la obtención de vides transgénicas que muestren una mayor resistencia a 

los hongos que provocan afecciones de la madera y, también, la importancia que tendría 

para el sector vitivinícola gallego lograr este cometido. De este modo, se decidió llevar 

a cabo una evaluación de la potencialidad de esta estrategia, estudio que comprendió 

tres etapas: aislamiento de un promotor y un terminador de vid adecuados para la 

expresión constitutiva y a altos niveles de transgenes, identificación y clonación de un 

gen de vid que codifica para una peroxidasa de clase III implicada en lignificación y 

confirmación de la participación de esta enzima en la polimerización de los 

monolignoles y, por último, análisis de las modificaciones que provoca la expresión 

constitutiva de este gen en plantas transgénicas de N. tabacum. 

A lo largo de esta memoria se recogen los resultados obtenidos, y se discute la 

potencialidad de la estrategia para ser usada en la generación de vides transgénicas 

resistentes a patógenos fúngicos de la madera.  
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C1 1. Introducción 

En los últimos años se ha experimentado un gran avance en lo que a técnicas de cultivo 

in vitro y técnicas de introducción de secuencias de ADN se refiere, abriendo un amplio 

abanico de nuevas posibilidades en la modificación de las especies vegetales.  

Esto ha permitido la obtención de líneas transgénicas con nuevas características de 

interés, que van desde un aumento en el valor nutricional del cultivo (McGloughlin, 

2010), hasta una mayor resistencia a patógenos (Gurr y Rushton, 2005).  

Sin embargo, para poder sacar el mayor partido a estas nuevas herramientas, se requiere 

también el avance en el diseño de las construcciones de ADN que serán introducidas en 

la planta receptora. En este apartado cobra gran importancia la caracterización de 

nuevas secuencias reguladoras (promotores y terminadores), que permitan obtener los 

niveles y patrón de expresión del transgén deseados. 

Uno de los logros asociados a los avances en biotecnología es la posibilidad de 

introducir de forma estable varios genes en la misma planta, lo que permite modificar 

rasgos complejos determinados por múltiples genes o la introducción de rutas 

metabólicas completas. Para esto es necesario el empleo de diferentes secuencias 

reguladoras (promotor/terminador) en los distintos cassettes de expresión génica, a fin 

de evitar posibles fenómenos de silenciamiento del transgén, que pueden ser 

desencadenados por homología de las secuencias reguladoras (Matsushita, 2011; Xing 

et al., 2010; Bhullar et al., 2003). De este modo, la disponibilidad de una mayor 

variedad de secuencias promotoras y terminadoras caracterizadas podría facilitar la 

introducción de múltiples transgenes en las células vegetales. 

Los avances en biotecnología también abrieron las puertas a nuevas estrategias como la 

intragénesis y la cisgénesis (tratadas en detalle en el apartado I 2.3.1 de la Introducción), 

que cuentan con una mayor aceptación por parte de la población en comparación con la 

transgénesis. Estas estrategias están basadas en el uso exclusivo de secuencias del pool 

genético sexualmente compatible de la planta receptora, es decir, el mismo pool 

genético disponible para la mejora tradicional (Holme et al., 2013). Por tanto, el 

desarrollo de plantas intragénicas/cisgénicas requiere de la identificación de promotores 

y terminadores de cultivos importantes desde un punto de vista agronómico, o de 

especies íntimamente relacionadas capaces de hibridación sexual. 

Además de la posibilidad de contribuir al desarrollo de las estrategias de intragénesis y 

cisgénesis, la caracterización de nuevas secuencias de origen vegetal ofrece una buena 
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alternativa a las clásicas secuencias de origen viral y bacteriano. El empleo de estas 

últimas se ha vinculado en varias ocasiones a fenómenos de silenciamiento del transgén 

(Vaucheret et al., 1998; Elmayan y Vaucheret, 1996), que pueden conllevar desde 

unos bajos niveles de expresión del transgén, hasta la inestabilidad en sus niveles de 

expresión a través de las generaciones, problemas que se solventan con el empleo de 

secuencias vegetales (Hirai et al., 2011; Garabagi et al., 2012). 

La mayoría de los promotores y terminadores empleados en la producción de vides 

(Vitis vinifera L.) transgénicas son de origen viral o bacteriano, a pesar de que hoy en 

día se dispone de secuencias completas del genoma de esta especie (Jaillon et al., 2007; 

Velasco et al., 2007; Di Genova et al., 2014), de la anotación de los genes (Grimplet et 

al., 2012) y de múltiples datos de transcriptómica, proteómica y metabolómica (Díaz-

Riquelme et al., 2016; Agudelo-Romero et al., 2015; Milli et al., 2012), lo que haría 

posible, y de forma sencilla, la identificación y aislamiento de secuencias reguladoras 

nativas. 

Revisando la literatura se puede apreciar que no existen apenas trabajos en los que se 

caractericen secuencias reguladoras nativas de vid. Ciñéndose a secuencias reguladoras 

de genes con expresión constitutiva, el único trabajo que se puede mencionar es el de Li 

et al. (2012), en el que caracterizan los promotores de 7 genes de ubiquitina. En cuanto 

a la caracterización de terminadores de genes de vid con expresión constitutiva, no se ha 

encontrado constancia de que exista trabajo alguno. Esta baja disponibilidad de 

secuencias reguladoras nativas caracterizadas podría obstaculizar el avance de la 

biotecnología de la vid, a pesar de los grandes logros alcanzados en el cultivo in vitro y 

la transformación genética de esta especie. Surge de este modo la necesidad de 

caracterizar nuevos promotores y terminadores de vid, para poder adoptar las nuevas 

estrategias y tecnologías que van surgiendo con el tiempo, y así obtener líneas de vid 

genéticamente modificadas con unas características cada vez más mejoradas. 

De entre todos los tipos de promotores, los constitutivos cuentan con una especial 

importancia, debido a su empleo en numerosas estrategias. Por una parte, permiten la 

obtención de plantas transgénicas que producen a altos niveles y en prácticamente todos 

sus tejidos proteínas de interés, actuando como una especie de biofactorías (Giddings et 

al., 2000). Además, la alta expresión de un transgén en la totalidad de la planta es de 

gran utilidad para la caracterización funcional de nuevos genes, debido a que los efectos 

asociados son más pronunciados. Por último, los promotores constitutivos también son 

útiles en algunas estrategias de pérdida de función, como la de silenciamiento génico 
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mediante ARNi (ARN interferente) (Jelly et al., 2014; Hernández-García y Finer, 

2014). 

Una buena fuente para la búsqueda de estas secuencias son los genes housekeeping de 

alta expresión, que codifican proteínas muy abundantes necesarias para las funciones 

básicas en las células vegetales, como en el caso del trabajo de Li et al. (2012) en el que 

caracterizan promotores de genes de ubiquitina. Otros posibles candidatos son los genes 

que codifican para componentes del citoesqueleto, como pueden ser las tubulinas y las 

actinas. 

Estas últimas son unas de las proteínas más abundantes en las células eucariotas, 

constituyendo un componente estructural fundamental del citoesqueleto y dirigiendo la 

organización espacial de muchos procesos subcelulares. En las células vegetales, las 

actinas son cruciales para procesos tan importantes como el establecimiento y 

mantenimiento de la forma y polaridad celular, el movimiento de orgánulos, la división 

y expansión celular, el crecimiento apical y los flujos citoplasmáticos (Hussey et al., 

2006; Smith y Oppenheimer, 2005; Staiger, 2000). 

Por este motivo, desde hace años, los promotores de genes de actinas han sido 

ampliamente estudiados, para evaluar su posible uso en transformación genética como 

promotores constitutivos de alta expresión. Algunos de los ejemplos que recoge la 

literatura, y en los que se ha demostrado el gran potencial de estas secuencias, son los de 

los promotores de los genes de la actina 1 (McElroy et al., 1990b) y de la actina 2 (He 

et al., 2009) de arroz (Oryza sativa L.) y el del gen de la actina 2 de Arabidopsis 

thaliana (L.) Heynh. (Yang et al., 2003; Dhankher et al., 2002; An et al., 1996).  

En este trabajo se ha seleccionado el gen de la actina 7 de vid para aislar la secuencia de 

su promotor y su terminador, y evaluar su comportamiento para controlar la expresión 

del gen uidA de Escherichia coli (Migula, 1895) Castellani y Chalmers, 1919 en plantas 

de tabaco (Nicotiana tabacum L.) transgénicas. Todo ello, con la finalidad de encontrar 

unas secuencias reguladoras de vid capaces de conducir la expresión constitutiva de los 

transgenes a altos niveles y de forma estable. Esto contribuiría a incrementar el pool de 

secuencias reguladoras de origen vegetal disponibles para la generación de plantas 

transgénicas, y facilitaría estrategias como la intragénesis para la mejora de la vid. 
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C1 2. Objetivos 

Selección de un gen de actina de Vitis vinifera que se exprese de forma constitutiva y a 

altos niveles, características que convierten a su promotor y terminador en secuencias 

reguladoras con potencial interés para la expresión de transgenes. 

 

Aislamiento del promotor y del terminador del gen seleccionado. 

 

Valoración de la idoneidad de las secuencias aisladas para su empleo en la expresión de 

transgenes, atendiendo a su capacidad para dirigir la expresión constitutiva del gen 

reportero uidA, a altos niveles y de forma estable, en plantas de Nicotiana tabacum 

transgénicas. 
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C1 3. Materiales y métodos 

 

C1 3.1. Construcción del árbol de distancias de los genes de actinas de 

Arabidopsis thaliana y de vid 

El primer paso fue el alineamiento de las secuencias de los genes de actinas de A. 

thaliana y de vid, que se llevó a cabo mediante el método de ClustalW utilizando el 

programa informático MEGA7 (Kumar et al., 2016).  

Las secuencias de los genes de Arabidopsis thaliana empleadas en el alineamiento se 

tomaron del NCBI (National Center for Biotechnology Information) y son las 

identificadas como: gen de la actina 1 (GenBank: U39449.1), gen de la actina 2 

(GenBank: U41998.1), gen de la actina 3 (GenBank: U39480.1), gen de la actina 4 

(GenBank: U27980.1), gen de la actina 7 (GenBank: U27811.1), gen de la actina 8 

(GenBank: U42007.1), gen de la actina 11 (GenBank: U27981.1), gen de la actina 12 

(GenBank: U27982.1). 

Las secuencias de los genes de actinas de vid se tomaron de la base de datos del genoma 

de la vid del CRIBI Biotechnology Center (Universidad de Padua) (Vitulo et al., 2014) 

(http://genomes.cribi.unipd.it/grape/), y sus códigos son los siguientes: 

VIT_04s0044g00580, VIT_06s0004g04570, VIT_08s0007g06520, 

VIT_11s0016g00770, VIT_12s0178g00200, VIT_13s0019g01240. 

Una vez realizado el alineamiento, y empleando también el programa informático 

MEGA7, se construyó el árbol de distancias asociado mediante el método de Neighbor-

Joining (Saitou y Nei, 1987). 

 

C1 3.2. Construcción de una colección de plásmidos con el gen 

reportero uidA bajo el control de diferentes combinaciones de 

promotor/terminador  

Todos los plásmidos obtenidos en este apartado se construyeron a partir de las 

colecciones pJit y pGreenII (Hellens et al., 2000a; Hellens et al., 2000b) (Figura C1 

1), adquiridas al John Innes Centre (Norwich, Reino Unido). Estas colecciones 

comprenden una serie de plásmidos con sitios de multiclonaje, algunos dirigidos a la 

clonación de genes (por ejemplo los plásmidos pJit) y otros a la transformación de 

plantas mediante Agrobacterium tumefaciens (Smith y Townsend 1907) Conn 1942 

http://genomes.cribi.unipd.it/grape/
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(como por ejemplo los plásmidos pGreenII). Además, la colección pGreenII posee una 

variada gama de cassettes de expresión con diferentes combinaciones de promotores, 

terminadores, genes de selección y genes reporteros (http://www.pgreen.ac.uk/). 

 

 

Figura C1 1.- Esquema de los vectores que se utilizaron para la construcción de la colección de 

plásmidos. Imágenes tomadas de la web http://www.pgreen.ac.uk/.  

 

Los plásmidos empleados en este trabajo se obtuvieron mediante la inserción de 

diferentes cassettes de expresión (Figura C1 2), que consistían en el gen reportero uidA 

de Escherichia coli bajo el control de diferentes combinaciones de promotor y 

terminador, en el sitio de multiclonaje del pGreenII0179. 

Para ello, en un primer paso, se introdujo el gen uidA en el sitio de multiclonaje del 

plásmido pJit62, resultando el plásmido al que se denominó pJit62(uidA). En este vector 

el gen reportero está flanqueado por el promotor CaMV35S y el terminador CaMV, y el 

conjunto de estas tres secuencias constituye el cassette P35S/TCaMV. Mediante 

enzimas de restricción este cassette fue escindido del pJit62(uidA) e insertado en el 

pGreenII0179, obteniéndose el primer plásmido de nuestra colección. Los cassettes 

PVviACT7/TVviACT7, PVviACT7/TCaMV y P35S/TVviACT7 se obtuvieron 

reemplazando en el pJit62(uidA) las correspondientes secuencias reguladoras de origen 

http://www.pgreen.ac.uk/
http://www.pgreen.ac.uk/
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viral por las secuencias reguladoras de vid aisladas. Una vez construidos los cassettes, 

pudieron ser escindidos e incorporados en el pGreenII0179. 

 

 

Figura C1 2.- Representación esquemática de los cassettes de expresión introducidos en los 

plásmidos pGreenII0179. A la derecha de cada construcción se indica el nombre con el que es 

designada en el texto. Además, en el esquema se incluyen las enzimas de restricción empleadas 

en la construcción de los cassettes y en su escisión/inserción en los plásmidos. 
P35S: promotor CaMV35S (promotor 35 S del virus del mosaico de la coliflor)  uidA: gen de la β-

glucuronidasa de Escherichia coli  TCaMV: terminador CaMV (terminador del virus del mosaico de la 

coliflor)  PVviACT7: promotor del gen de la actina 7 de vid  TVviACT7: terminador del gen de la actina 7 

de vid 

 

C1 3.2.1 Construcción del plásmido pJit62(uidA) 

En primer lugar se aisló, mediante PCR y a partir de uno de los cassettes de la colección 

pGreenII (cassette 35S-GUS), la secuencia del gen reportero uidA de Escherichia coli. 

Los cebadores empleados se diseñaron manualmente, teniendo en cuenta la secuencia 

del gen recogida en el NCBI (GenBank: S69414.1). La secuencia de cada uno de estos 

cebadores, indicada a continuación, incluía además la diana de una enzima de 

restricción. Las bases marcadas en negrita en las secuencias de los cebadores 

corresponden a dianas de enzimas de restricción. 

 

5´-GAGAAAGCTTATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCA-3´   HindIII 

5´-GAGACTGCAGTCATTGTTTGCCTCCCTGCT-3´   PstI 

 

La PCR se realizó empleando la Pfu ADN Polimerasa (Thermo Fisher Scientific), 

siguiendo las condiciones recogidas en la Tabla C1 1. La forma comercial del cassette 

35S-GUS (liofilizada) se resuspendió en 10 µl de agua MilliQ y como molde para la 

PCR se empleó 1 µl de una dilución 1:100 (en agua MilliQ) de este cassette 

resuspendido. 

TCaMV

TCaMV

TVviACT7

TVviACT7

uidA

uidA

uidA

uidA

PVviACT7

PVviACT7 PVviACT7/TCaMV

PVviACT7/TVviACT7

P35S/TVviACT7

P35S/TCaMVP35S

P35S

HindIII

HindIII

HindIII

HindIII

PstI

PstI

PstI

PstIKpnI XhoI

SphI

XhoI

SphIKpnI

KpnI

KpnI

XhoI

XhoI
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El producto resultante de la PCR se purificó mediante el kit NucleoSpin
®

 Gel and PCR 

Clean-up (Macherey-Nagel) y se digirió con las enzimas de restricción HindIII y PstI 

FastDigest (Thermo Fisher Scientific). Todos los pasos realizados con kits a lo largo de 

este trabajo, así como las digestiones mediante enzimas de restricción, se realizaron 

siguiendo las especificaciones de la casa comercial, excepto que en el texto se indiquen 

otras condiciones. Además, las enzimas de restricción empleadas fueron siempre las 

FastDigest (Thermo Fisher Scientific). 

Con las mismas enzimas se digirió también el plásmido pJit62. Este plásmido, ahora 

linearizado, y la secuencia del gen uidA, con sus extremos digeridos, se purificaron con 

el kit NucleoSpin
®
 Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) y se unieron mediante una 

reacción de ligación empleando la T4 ADN Ligasa (Roche). La cantidad de vector se 

fijó en 100 ng y el ratio molar del vector y el inserto fue de 1:1. La reacción se llevó a 

cabo según el protocolo proporcionado por la casa comercial, empleando 2 U de 

enzima, durante toda la noche a 4 ºC. Todas las ligaciones mencionadas en el apartado 

C1 3.2. se realizaron de este modo. 

 

Tabla C1 1. Condiciones de las PCR destinadas a la clonación del gen uidA y del promotor 

y el terminador del gen de la actina 7 de vid (PVviACT7 y TVviACT7, respectivamente). 

 

cf: concentración final  Tm: temperatura de melting de los cebadores 

* Los cebadores empleados en cada clonación fueron los indicados en el texto 

** El ADN que se empleó como molde, para cada clonación, fue el indicado en el texto 

 

El producto de la ligación fue empleado para transformar células de E. coli, tal y como 

se detalla en el apartado A 1. de los Anexos. Las bacterias que incorporaron el plásmido 

fueron cultivadas en medio LB (Luria-Bertani) (10 g/l triptona, 5 g/l extracto de 

levadura y 10 g/l cloruro de sodio) con 100 mg/l de carbenicilina, durante toda la noche, 

a 37 ºC y en agitación, para, a partir de este cultivo, extraer dicho plásmido mediante el 

kit QIAprep
®
 Spin Miniprep Kit (QIAGEN). 

                                       

Tampón Pfu 10X con MgSO4 2,5 µl

Mezcla de desoxirribonucleótidos 0,2 mM (cf de cada uno)

Cebador forward* 0,4 µM cf Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

Cebador reverse* 0,4 µM cf Desnaturalización inicial 95 3 min 1

ADN molde ** Desnaturalización 95 30 s

Pfu ADN Polimerasa 1,875 U Annealing Tm-5 30 s 25

Agua MilliQ Hasta 25 µl Extensión 72 4 min

Volumen total 25 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR



C1 ̴ Capítulo 1 

69 

El plásmido obtenido, pJit62(uidA), que porta el gen uidA controlado por el promotor 

CaMV35S y el terminador CaMV, constituyó el punto de partida para la construcción 

de los vectores basados en el pGreenII0179. 

 

C1 3.2.2 Construcción de los plásmidos basados en el pGreenII0179 

pGreenII0179 con cassette P35S/TCaMV 

Para la construcción de este vector se digirieron los plásmidos pJit62(uidA) y 

pGreenII0179 con los enzimas KpnI y XhoI. El pGreenII0179 linearizado se purificó 

utilizando el kit NucleoSpin
®
 Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Mientras que 

los productos de la digestión del pJit62(uidA) se sometieron a electroforesis en gel de 

agarosa al 1 %, y se recortó la banda cuyo tamaño coincidía con el del cassette 

P35S/TCaMV, que finalmente se purificó utilizando el mismo kit. 

Los fragmentos purificados se ligaron y el producto de la ligación fue empleado para 

transformar E. coli (apartado A 1. de los Anexos). Las bacterias transformadas se 

cultivaron en medio LB con 50 mg/l de kanamicina, para a partir de ellas extraer el 

plásmido resultado de la ligación. El cultivo de las bacterias y extracción del plásmido 

se llevó a cabo del mismo modo que se ha detallado anteriormente en el apartado C1 

3.2.1. 

El plásmido obtenido comprende el pGreenII0179 con el cassette de expresión 

P35S/TCaMV insertado en el sitio de multiclonaje. 

pGreenII0179 con cassette PVviACT7/TVviACT7, PVviACT7/TCaMV y 

P35S/TVviACT7 

El ADN de vid, necesario para aislar las secuencias del promotor y del terminador del 

gen de la actina 7 (nombrados como PVviACT7 y TVviACT7, respectivamente) fue 

extraído a partir de hojas de plantas in vitro de Vitis vinifera L. var. Albariño. Estas 

plantas se cultivaron en medio CP10 (2,2 g/l medio Chée y Pool (Chée y Pool, 1987) 

(Duchefa Biochemie), 10 g/l sacarosa, 5,6 g/l Plant Agar (Duchefa Biochemie), 1 g/l 

carbón activo) (pH=5,95) en unas condiciones de 16 horas de luz a 24 ºC y 8 horas de 

oscuridad a 20 ºC. La extracción de su ADN genómico se realizó mediante el kit 

DNeasy
®

 Plant Mini Kit de QIAGEN. 

Este ADN sirvió como molde para aislar, mediante PCR, a PVviACT7 y TVviACT7. 

Para ello, se diseñaron cebadores teniendo en cuenta la secuencia del gen de la actina 7 

de vid (VIT_04s0044g00580) y secuencias circundantes, recogidas en la base de datos 
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del genoma de la vid del CRIBI Biotechnology Center. La secuencia de dichos 

cebadores se indica a continuación. 

 

PVviACT7 

5´-GAGAGGTACCTGGCTGAGCCGAGCGGAGTTAT-3´   KpnI 

5´-GAGAAAGCTTCCTTTTATTACCTGCATGAGAAATATGAAGTCAGGGG-3´   HindIII 

 

TVviACT7 

5´-GAGACTGCAGAATACAAGTGCTTTGATGGTGAG-3´   PstI 

5´-GAGAGCATGCCGGTTTACGGTTTTTACAATGCTTTAACA-3´   SphI 

 

Para la PCR se empleó la Pfu ADN Polimerasa (Thermo Fisher Scientific), y las 

condiciones seguidas fueron las indicadas en la Tabla C1 1. Como molde para la PCR 

se emplearon 200 ng del ADN genómico de las plantas in vitro de Albariño. 

Para generar los plásmidos con secuencias reguladoras de vid se partió del pJit62(uidA).  

En el caso del pGreenII0179 con cassette PVviACT7/TVviACT7, primero se retiraron 

del pJit62(uidA), mediante enzimas de restricción, el promotor CaMV35S y el 

terminador CaMV, que acompañaban al gen uidA. Para introducir en su lugar, mediante 

ligación, a PVviACT7 y TVviACT7. Las enzimas empleadas fueron KpnI y HindIII, en 

el caso del promotor, y PstI y SphI en el del terminador. 

En el caso del pGreenII0179 con el cassette PVviACT7/TCaMV simplemente se 

sustituyó el promotor CaMV35S del pJit62(uidA) por PVviACT7. Para obtener el 

pGreenII0179 con el cassette P35S/TVviACT7, se sustituyó el terminador CaMV del 

pJit62(uidA) por TVviACT7. 

Una vez realizadas estas modificaciones sobre el pJit62(uidA), obteniéndose los 

cassettes deseados (PVviACT7/TVviACT7, PVviACT7/TCaMV y P35S/TVviACT7), los 

pasos siguientes hasta la obtención de los plásmidos definitivos, consistentes en el 

pGreenII0179 con dichas construcciones, fueron los mismos que en el caso del 

pGreenII0179 con cassette P35S/TCaMV. 

 

C1 3.3. Transformación de Agrobacterium tumefaciens  

Una vez obtenidos los cuatro plásmidos de interés se transformó con ellos 

Agrobacterium tumefaciens (cepa EHA105).  
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Dado que todos los plásmidos empleados son derivados del pGreenII0179, se realizó 

una co-transformación de cada uno de ellos junto con el vector pSoup. El plásmido 

pSoup es imprescindible para la replicación de los plásmidos pGreenII en 

Agrobacterium. 

La transformación de Agrobacterium se realizó por electroporación de acuerdo al 

procedimiento descrito en el apartado A 2. de los Anexos. 

 

C1 3.4. Obtención de plantas de tabaco transgénicas 

 

C1 3.4.1 Transformación de tabaco mediante Agrobacterium tumefaciens 

La transformación estable de Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana se llevó a cabo 

mediante transformación de discos foliares, siguiendo el protocolo de Clemente (2006), 

con ligeras modificaciones. Los discos foliares empleados en la transformación genética 

se tomaron de plantas in vitro de Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana de 1 mes de 

edad, crecidas desde semillas. Primero se esterilizaron las semillas de tabaco, mediante 

su inmersión en una solución de lejía comercial al 5 % con unas gotas de Tween-20, y 

luego se sembraron en recipientes Magenta
TM

 (Sigma-Aldrich) con medio 0,5X MS 

(Murashige y Skoog) (Murashige y Skoog, 1962) con 10 g/l de sacarosa y 8 g/l de agar 

(pH=5,8). Las condiciones de cultivo fueron de 16 horas de luz a 24 ºC y 8 horas de 

oscuridad a 20 ºC. 

Dos días antes de la transformación, se inició un cultivo de Agrobacterium en 4 ml de 

medio YEP (yeast extract peptone) (10 g/l peptona, 5 g/l extracto de levadura, 5 g/l 

NaCl) (pH=7,0) con 50 mg/l de kanamicina, 25 mg/l rifampicina y 7,5 mg/l tetraciclina, 

que se mantuvo en agitación y a 28 ºC durante 24 horas. Pasado ese tiempo, se tomaron 

2 ml de este cultivo y se añadieron a 20 ml de medio YEP suplementado con los 

antibióticos mencionados. Las bacterias se cultivaron a 28 ºC y en agitación hasta el 

momento de la transformación. 

El día anterior a la transformación, se cortaron discos foliares de las plantas de tabaco 

cultivadas in vitro. Los discos se pusieron sobre medio de precultivo (1X macro y micro 

elementos MS, 1X vitaminas MS, 30 g/l sacarosa, 8 g/l agar, 0,1 mg/l NAA (ácido 

naftalenacético), 1 mg/l BAP (benzilaminopurina) (pH=5,7)) y se mantuvieron bajo 

unas condiciones de 16 horas de luz a 24 ºC y 8 horas de oscuridad a 20 ºC. 
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El día de la transformación, se centrifugó el cultivo de Agrobacterium a 3500g durante 

5 minutos, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado de bacterias en el 

volumen de medio de cocultivo líquido (0,1X macro y micro elementos MS, 1X 

vitaminas MS, 30 g/l sacarosa, 0,1 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 100 µM acetosiringona 

(3′,5′-Dimetoxi-4′-hidroxiacetofenona), 3,7 g/l MES (ácido 2-(N-Morfolino) 

etanosulfónico) (pH=5,4)) necesario para obtener una OD600 (densidad óptica a 600 nm) 

de 0,5-1. Tras transferir la suspensión bacteriana a una placa Petri, se sumergieron en 

ella los discos foliares, y se mantuvieron en contacto con la suspensión de bacterias 

durante 30 minutos. 

Pasado ese tiempo, los discos foliares se depositaron sobre papel de filtro Whatman
®
, 

que a su vez estaba colocado sobre medio de cocultivo sólido (0,1X macro y micro 

elementos MS, 1X vitaminas MS, 30 g/l sacarosa, 8 g/l agar, 0,1 mg/l NAA, 1 mg/l 

BAP, 100 µM acetosiringona, 3,7 g/l MES (pH=5,4)), y se mantuvieron durante 3 días 

bajo unas condiciones de 16 horas de luz a 24 ºC y 8 horas de oscuridad a 20 ºC. 

A continuación, fueron transferidos a medio de regeneración (1X macro y micro 

elementos MS, 1X vitaminas MS, 30 g/l sacarosa, 8 g/l agar, 0,1 mg/l NAA, 1 mg/l 

BAP, 25 mg/l higromicina, 200 mg/l cefotaxima (pH=5,7)), que era renovado cada 15 

días. En el momento en que se formaron pequeños tallos con hojas, se seccionaron los 

tallos con un bisturí para transferirlos a medio de enraizamiento (0,5X macro y micro 

elementos MS, 1X vitaminas MS, 10 g/l sacarosa, 8 g/l agar, 0,1 mg/l NAA, 25 mg/l 

higromicina, 200 mg/l cefotaxima (pH=5,7)), que era renovado cada 2 semanas hasta 

que los tallos desarrollaron raíces. Las condiciones de cultivo durante la fase de 

regeneración y la de enraizamiento fueron de 16 horas de luz a 24 ºC y 8 horas de 

oscuridad a 20 ºC. 

Una vez que se obtuvieron plantas completas, estas fueron transferidas a tierra y 

crecidas bajo unas condiciones de 16 horas de luz a 25 ºC y 8 horas de oscuridad a 18 

ºC. 

 

C1 3.4.2 Selección de las plantas transformadas y obtención de líneas transgénicas 

homocigotas 

Con el fin de conocer cuáles de las plantas regeneradas portaban el gen de interés se 

realizó un screening de estas mediante PCR, siguiendo el protocolo de Kasajima et al. 

(2004) con ciertas modificaciones. 
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Para ello se cortó una pequeña pieza de hoja de cada planta a analizar y se depositó en 

un tubo, en el que se añadieron 200 µl de una dilución 1:10 de tampón de extracción 

(200 mM Tris-HCl (pH=7,5), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético) y 0,5 % SDS (sodio dodecilsulfato)) en tampón TE (Tris-

EDTA) (10 mM Tris-HCl (pH=8,0) y 1 mM EDTA). El tejido se homogeneizó 

levemente con un pistilo de plástico y se incubó a temperatura ambiente durante 15 

minutos. Transcurrido ese tiempo, se centrifugó en una centrífuga de sobremesa a 

máxima velocidad durante 5 minutos y se tomaron 0,6 µl del sobrenadante, que se 

añadieron a la mezcla de reacción de PCR. El volumen total de cada reacción de PCR 

era de 25 µl. 

La PCR se llevó a cabo utilizando la DreamTaq
TM

 ADN Polimerasa (Thermo Fisher 

Scientific), bajo las condiciones detalladas en la Tabla C1 2, y los cebadores empleados 

fueron los utilizados en la clonación del gen uidA (apartado C1 3.2.1). 

 

Tabla C1 2. Condiciones para la realización de la PCR en la selección de las plantas 

transformadas. 

 

cf: concentración final 

 

Cada una de las plantas que resultaron positivas en el screening, portando el gen de 

interés (uidA), constituyó una planta parental (T0), y fueron el punto de inicio para la 

obtención (procedimiento detallado en el apartado A 3. de los Anexos) de líneas 

transgénicas de la T2 homocigotas independientes (aquellas que provienen de diferente 

planta T0).  

Las plantas empleadas para todos los análisis detallados en este Capítulo 1 pertenecen a 

estas líneas transgénicas homocigotas independientes de la T2. 

 

Tampón 10X DreamTaq 2,5 µl

Mezcla de desoxirribonucleótidos 0,2 mM (cf de cada uno)

Cebador forward 0,4 µM cf Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

Cebador reverse 0,4 µM cf Desnaturalización inicial 95 3 min 1

ADN molde 0,6 µl Desnaturalización 95 30 s

DreamTaq ADN Polimerasa 1,25 U Annealing 59 30 s 35

Agua MilliQ Hasta 25 µl Extensión 72 2 min 30 s

Volumen total 25 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR
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C1 3.5. Análisis de los niveles de expresión del gen uidA en plantas de 

tabaco transgénicas 

El análisis de los niveles de expresión del gen uidA, bajo el control de las diferentes 

combinaciones de secuencias reguladoras, se llevó a cabo en plantas de tres líneas de 

tabaco transgénicas para cada construcción (P35S/TCaMV, PVviACT7/TVviACT7, 

PVviACT7/TCaMV y P35S/TVviACT7). 

Estas plantas fueron crecidas en tierra desde semillas hasta alcanzar los 2 meses de 

edad, encontrándose todas en el mismo estado de desarrollo cuando fueron analizadas, 

plantas adultas en el momento del inicio de la floración. Las condiciones de cultivo 

fueron de 16 horas de luz a 25 ºC y 8 horas de oscuridad a 18 ºC. 

 

C1 3.5.1 Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

Las extracciones de ARN se realizaron con el kit Plant/Fungi Total RNA Purification 

Kit (Norgen Biotek), a partir del material vegetal de 6 plantas de tabaco de cada línea. 

Además se extrajo por separado el ARN de raíces, tallos y hojas.  

Las muestras de ARN se cuantificaron empleando un NanoDrop
TM

 1000 de Thermo 

Fisher Scientific, y su calidad se determinó con este mismo aparato y mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. 

Con el objetivo de eliminar de las muestras de ARN posibles restos de ADN genómico, 

se trataron con ADNasa I (libre de ARNasa) de Thermo Fisher Scientific, siguiendo las 

especificaciones de la casa comercial, y a continuación se realizó una extracción con 

fenol:cloroformo (Sambrook y Russell, 2006). 

Las muestras se cuantificaron nuevamente y se verificó su calidad. Además se 

comprobó que los posibles restos de ADN genómico habían sido eliminados. Esto se 

llevó a cabo mediante la realización de una PCR, en la que se usaron 2 µl de cada una 

de estas muestras como molde y como cebadores los empleados en la clonación del gen 

uidA (apartado C1 3.2.1). Los demás parámetros empleados en esta PCR coinciden con 

los que se detallan en la Tabla C1 2. En ninguno de los casos se produjo amplificación, 

confirmándose la total eliminación de posibles restos de ADN genómico. 

Por último se llevó a cabo la síntesis de ADNc, a partir de 400 ng de ARN y empleando 

el kit TruScript
TM

 
 
First Strand cDNA Synthesis kit for mRNA (Norgen Biotek). 
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C1 3.5.2 PCR cuantitativa en tiempo real 

Los ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real se llevaron a cabo en el equipo iCycler 

iQ (BIO RAD) de la Unidad de Biología Molecular de los Servizos de Apoio á 

Investigación de la Universidade da Coruña, usando FastStart SYBR Green Master de 

Roche. Para su realización se emplearon dos parejas de cebadores, cuyas secuencias se 

muestran a continuación, una de ellas permite la amplificación de una región del gen de 

interés (gen uidA), mientras que la otra permite la amplificación de una región de un gen 

de actina (GenBank: U60495.1), que se usó como gen de referencia. 

 

Gen de interés (uidA) 

5´-TAATGTTCTGCGACGCTCAC-3´ 

5´-GGCACAGCACATCAAAGAGA-3´  

 

Gen de referencia (GenBank: U60495.1) 

5´-CAGTGTCTGGATCGGAGGAT-3´ 

5´-CCTGCTGGAATGTGCTAAGG-3´ 

 

Las condiciones bajo las que se realizaron los ensayos de PCR fueron las recogidas en 

la Tabla C1 3. 

 

Tabla C1 3. Condiciones bajo las que se realizaron los ensayos de PCR cuantitativa en 

tiempo real. 

 

 

Posteriormente, para determinar la presencia de productos inespecíficos y/o dímeros de 

cebador que pudieran formarse durante la amplificación, se realizaron las curvas de 

fusión (curvas de melting) con los siguientes parámetros: un ciclo a 95 ºC durante 1 

minuto y uno a 60 ºC durante 1 minuto, seguido por un aumento de temperatura de 

hasta 95 ºC en incrementos de 0,5 ºC cada 10 segundos. 

 

FastStart SYBR Green Master 1X Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

Cebador forward 0,3 µM Desnaturalización inicial 95 10 min 1

Cebador reverse 0,3 µM Desnaturalización 95 30 s

ADNc 2 ng Annealing 55 30 s 40

Agua MilliQ Hasta 20 µl Extensión 72 1 min 

Volumen total 20 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR
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C1 3.5.3 Análisis de los datos obtenidos en los ensayos de PCR cuantitativa en 

tiempo real 

En los ensayos mediante PCR cuantitativa a tiempo real cada muestra de ADNc fue 

ensayada por duplicado. Los datos de Ct (threshold cycle), obtenidos empleando el 

iCycler iQ Software (BIO RAD), fueron procesados mediante el programa informático 

REST (Pfaffl et al., 2002), para obtener los valores de expresión relativa del gen uidA y 

los errores estándar. En la realización de estos cálculos se consideró como controles a 

las plantas de tabaco transgénicas que portaban la construcción P35S/TCaMV. El 

análisis estadístico de estos datos se llevó a cabo también con el programa informático 

REST. 

El cálculo de las varianzas se realizó empleando el programa informático SPSS. 

 

C1 3.6. Prueba histoquímica delaβ-glucuronidasa 

La prueba histoquímica de la β-glucuronidasa se llevó a cabo en plantas de tabaco 

transgénicas de diferentes edades, que fueron cultivadas en tierra, desde semillas, bajo 

unas condiciones de 16 horas de luz a 25 ºC y 8 horas de oscuridad a 18 ºC. 

Para la realización de esta prueba, los tejidos vegetales se infiltraron, mediante la 

aplicación de vacío, con la siguiente solución en agua MilliQ: 3,72 g/l EDTA sal 

disódica dihidrato, 8,8 g/l fosfato sódico monobásico, 0,21 g/l potasio 

hexacianoferrato(II) trihidrato, 1 ml/l Tritón X-100, a la que se ajustó el pH a 7,0 para 

posteriormente añadir 500 mg/l de X-Gluc (5-bromo 3-cloro 3-indolil β-D-ácido 

glucurónico). Una vez infiltrados, se incubaron durante toda la noche a 37 ºC. Al día 

siguiente, se eliminaron las clorofilas mediante sucesivos baños del material vegetal en 

etanol 70 % y en agitación. 

Posteriormente se procedió a la visualización y fotografiado de las muestras. Todas las 

observaciones y fotografías se realizaron con un microscopio estereoscópico SMZ 150 

dotado de una cámara digital Nikon DXM1200. 
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C1 4. Resultados y discusión 

 

C1 4.1. Selección de un gen de actina de Vitis vinifera que se exprese de 

forma constitutiva y a altos niveles 

El primer paso, para la selección de un gen de actina de vid con las características 

deseadas, consistió en la identificación de los genes de actinas en esta especie. Para ello 

se recurrió a los datos recogidos en el trabajo de Grimplet et al. (2012), en el que 

realizan una predicción de los genes de la vid y la consiguiente anotación funcional, y a 

la información proporcionada por la base de datos del genoma de la vid del CRIBI 

Biotechnology Center (http://genomes.cribi.unipd.it/grape/). Así, se pudieron 

identificar 6 posibles genes de actinas en la vid.  

El siguiente paso consistió en averiguar cuál de esos genes tiene un patrón de expresión 

que se ajuste a lo que se está buscando, y es que las actinas están codificadas por una 

familia multigénica cuyos miembros muestran patrones de expresión diferentes, tal y 

como se ha visto en múltiples especies vegetales entre las que podemos citar al arroz 

(McElroy et al., 1990a; Reece et al., 1990), soja (Glycine max (L.) Merr.) (McLean et 

al., 1990), algodón (Gossypium hirsutum L.) (Li et al., 2005), chopo (Populus 

trichocarpa Torr. y A. Gray ex. Hook.) (Zhang et al., 2010) y pícea común (Picea 

abies L. (Karst.) (Schwarzerová et al., 2010).  

Estudios filogenéticos apoyan la separación de las actinas de angiospermas en dos 

clases, la de las actinas vegetativas y la de las actinas reproductivas, y esta separación 

también refleja, a grandes rasgos, las diferencias en sus patrones de expresión (An et al., 

1999). Así, en Arabidopsis thaliana, que es la especie de la que se posee la información 

más completa, la familia génica de las actinas se compone de 10 miembros, 8 de los 

cuales codifican para proteínas funcionales, mientras que los 2 restantes parecen ser 

pseudogenes. Esos 8 genes, a su vez, pueden dividirse atendiendo a análisis 

filogenéticos y a sus patrones de expresión en dos clases, la de las actinas reproductivas, 

a la que pertenecen AtACT1, AtACT3, AtACT4, AtACT11, AtACT12, y la de las actinas 

vegetativas, dentro de la que se engloban AtACT2, AtACT7, AtACT8 (McDowell et al., 

1996b; Meagher et al., 1999). En la Tabla C1 4 se recogen sus diferentes patrones de 

expresión, indicando en qué tejidos se expresan y con qué intensidad. 

 

 

http://genomes.cribi.unipd.it/grape/
https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
https://en.wikipedia.org/wiki/Elmer_Drew_Merrill
https://en.wikipedia.org/wiki/John_Torrey
https://en.wikipedia.org/wiki/Asa_Gray
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Tabla C1 4. Resumen del patrón de expresión de los genes de actina de A. thaliana. 

 

Tabla modificada de Meagher et al. (1999). 
Ger seed: germinating seed  Hypo: hypocotyl  Cotyl: cotyledon  Leaf: young and/or mature leaves  Root 

cort epid: root cortical and epidermal tissue  Vas cyl: vascular cylinder  Meristem: floral or vegetative 

meristem  Fila: filament at base of anther  Pol and tube: mature pollen and pollen tube  Carp: developing 

carpel  Trans tis: transmittal tissue  Endo: endosperm  Ovule: young developing ovules  Emb: embryo  

Dev seed sil: developing seed and silique 

b: AtACT11 se expresa a niveles altos en hipocótilos etiolados  c: AtACT7 parece que se expresa en 

estadios tardíos del desarrollo del polen y de forma transitoria (resultados no concluyentes)  d: se detecta 

ARNm de AtACT2 y AtACT8 pero las fusiones de sus promotores con genes reporteros no se expresan en 

plantas transgénicas  e: fusiones de AtACT1 y AtACT3 con gen reportero se expresan en óvulos de plantas 

transgénicas  

 

Teniendo en cuenta esta información, se realizó un alineamiento de las secuencias de los 

genes de actinas de vid y de los 8 genes de actinas de A.thaliana, para a partir de él 

construir un árbol de distancias (Figura C1 3), con la finalidad de conocer cuáles de los 

genes de vid corresponden a actinas vegetativas y cuáles a actinas reproductivas. 

Atendiendo a la estructura predicha para cada uno de estos genes de vid (la estructura de 

los genes de actinas de plantas superiores está bastante conservada, tal y como se 

muestra en la Figura C1 4), recogidas en la base de datos del CRIBI Biotechnology 

Center, así como a la información aportada por el árbol de distancias (Figura C1 3), se 

decidió que el gen VIT_04s0044g00580 de vid podría ser realmente un gen de actinas y 

además cumplir las características deseadas de expresión constitutiva y a altos niveles.  

Por una parte, la estructura predicha para este gen concuerda con la estructura típica de 

los genes de actinas de las plantas superiores (Figuras C1 4 y C1 6A), lo que apoya que 

se trate realmente de un gen de actina. 

Por otra parte, observando el árbol de distancias (Figura C1 3), se puede apreciar que el 

gen de Arabidopsis al que más se asemeja VIT_04s0044g00580 es el de la actina 7 

(AtACT7), lo que concuerda con su anotación como gen de la actina 7 de vid. 

Root Dev 

Ger Seed Root cort Vas Meri Pol and Trans seed 

seed coat Hypo Cotyl Leaf tip epid  cyl  stem Sepal Petal Fila  tube Carp tis Endo Ovule Emb sil

AtACT7 +++ +++ +++ +++ + +++ + ++ +++ ++ ++ +++ +/−c

AtACT2 +++ +/− +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +/−d

AtACT8 +/− ++ +++ ++ ++ ++ ++ +/−d

AtACT11 b+ + +/− ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

AtACT1 + +/− ++ +++ + e++ e+

AtACT3 + +/− ++ ++ + e++ e+

AtACT4 +/− ++

AtACT12 +/− +/− ++

Reproductive Vegetative
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Figura C1 3.- Árbol de distancias, por el método de Neighbor-Joining, en el que se muestran las 

semejanzas entre los genes de las actinas de Arabidopsis thaliana y los genes de actinas de vid. 
El árbol está a escala, con las longitudes de las ramas en las mismas unidades a las de las distancias 

evolutivas empleadas para inferir el árbol filogenético. Las distancias evolutivas fueron computadas 

usando el método de Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004) y están en las unidades de 

número de sustituciones de bases por sitio. Todas las posiciones que contenían gaps y missing data 

fueron eliminadas. Todos estos análisis fueron realizados con MEGA7. 

 

Esto podría ser indicativo de que VIT_04s0044g00580 y AtACT7 cumplen el mismo 

papel en las plantas, el primero en vid y el segundo en Arabidopsis, y por tanto cabría 

esperar que sus patrones de expresión fuesen semejantes. Recordemos que AtACT7 

codifica para una actina vegetativa, que se expresa en buena parte de los tejidos de la 

planta y a altos niveles (Tabla C1 4) (Meagher et al., 1999), sobre todo en el caso de 

los tejidos jóvenes (Gilliland et al., 2003). Además se ha visto que su expresión 

aumenta ante la producción de heridas (McDowell et al., 1996a) y que su homólogo en 

Malva pusilla Sm. incrementa su nivel de expresión bajo infección fúngica (Jin et al., 

1999). 

 

 

Figura C1 4.- Representación esquemática de la estructura típica de los genes de actinas de 

plantas. Las regiones que se traducen se muestran en gris oscuro y las que se transcriben pero no 

se traducen en gris claro. Imagen modificada de Šlajcherováet al. (2012). 
L: leader exon  Li: leader intron  1-4: exón 1-exón 4  1i-3i: intrón 1-intrón 3 
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Si este fuera también el patrón de expresión de VIT_04s0044g00580 (al que se 

nombrará en el texto como gen de la actina 7 de vid) cumpliría los requerimientos, de 

gen de expresión alta y constitutiva, buscados. Además, un incremento en sus niveles de 

expresión ante el ataque de hongos y producción de heridas sería algo especialmente 

beneficioso para el uso de sus secuencias reguladoras en la obtención de líneas 

transgénicas con una mayor resistencia a patógenos. 

Para confirmar que el patrón y niveles de expresión del gen seleccionado eran realmente 

los deseados, se recurrió a los datos disponibles de expresión génica en la vid. Tras 

revisar los datos de expresión del atlas hecho con los microarrays de NimbleGen en 

Vitis vinifera var. Corvina (Fasoli et al., 2012), se encontró que el nivel de expresión 

medio del gen de la actina 7, teniendo en cuenta los valores obtenidos en todos los 

tejidos analizados, es superior al nivel de expresión medio del 99 % de los genes de la 

vid. El tejido donde muestra los menores niveles de expresión es en hojas senescentes, y 

aun así su nivel de expresión en este tejido es superior al del 94,18 % de los genes de la 

vid. Estos datos apoyan que realmente nos encontramos ante un gen de alta expresión.  

Observando la Figura C1 5, en la que se representa la diferencia entre el nivel de 

expresión del gen de la actina 7 de vid en cada tejido y estado del desarrollo y el nivel 

de expresión medio de este gen, se puede apreciar que además de expresarse en todos 

los tejidos y estados del desarrollo analizados, su nivel de expresión en cada uno de 

ellos es próximo al nivel de expresión medio del gen. Solo en hojas senescentes la 

diferencia entre ambos valores está fuera del rango comprendido entre -1 y 1. Otra 

prueba de la homogeneidad de los niveles de expresión del gen, en los diferentes tejidos 

y estados del desarrollo, es el hecho de que no existen diferencias significativas (t de 

Student P≥0,05) entre los valores de expresión en el tejido donde más se expresa (yema 

latente) y en el que menos (hojas senescentes). Así, se pudo confirmar que el gen de la 

actina 7 se expresa en todos los tejidos y estados del desarrollo analizados y que, 

además, sus niveles de expresión son homogéneos y altos, dado que no difieren en gran 

medida del nivel de expresión medio del gen, el cual constituye un valor de expresión 

alto, superior al nivel de expresión medio del 99 % de los genes de la vid.  
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Figura C1 5.- Diferencia entre el nivel de expresión (NE) del gen de la actina 7 de vid en 

diferentes tejidos y estados del desarrollo, y el nivel de expresión medio (NEM) de este gen. 

Los datos se obtuvieron del atlas de expresión hecho con los microarrays de NimbleGen en Vitis 

vinifera var. Corvina (Fasoli et al., 2012). 
BF: berry fruit set  BPF: berry post fruit set  BV: berry veraison  BMR: berry medium ripe  BR: berry ripe  

BPH1: berry post harvest withering 1 month  BPH2: berry post harvest withering 2 months  BPH3: berry 

post harvest withering 3 months  PPF: pulp post fruit set  PV: pulp veraison  PMR: pulp medium ripe  

PR: pulp ripe  PPH1: pulp post harvest withering 1 month  PPH2: pulp post harvest withering 2 months  

PPH3: pulp post harvest withering 3 months  SPF: skin post fruit set  SV: skin veraison  SMR: skin 

medium ripe  SR: skin ripe  SPH1: skin post harvest withering 1 month  SPH2: skin post harvest 

withering 2 months  SPH3: skin post harvest withering 3 months  SeF: seed fruit set  SePF: seed post fruit 

set  SeV: seed veraison  SeR: seed ripe  IY: inflorescence young  IWD: inflorescence well developed  FB: 

flowering begins (10% caps off)  F: flowering (50% caps off)  St: Stamen  C: Carpel  Pe: Petal  Po: Pollen  

LY: leave young  LM: leave mature  LS: leave senescent  SG: stem green  SW: stem woody  TY: tendril 

young  TWD: tendril well developed  TM: tendril mature  BS: bud swell  BB: Bud burst  BAB: bud after 

burst  LB: latent bud  WB: winter bud  RF: rachis fruit set  RPF: rachis post fruit set  RV: rachis veraison  

RMR: rachis medium ripe  RR: rachis ripe  Ro: root  S: seedling 
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C1 4.2. Aislamiento del promotor y del terminador del gen de la actina 

7 de vid 

Una vez seleccionado el gen de la actina 7, y verificado que cumple las características 

de expresión constitutiva y a altos niveles, se procedió a establecer cómo delimitar su 

promotor y su terminador.  

Como puede observarse en la Figura C1 6A, el gen de la actina 7 de vid muestra la 

estructura típica de los genes de actinas de las plantas superiores. Estos poseen un exón 

que no se traduce, conocido como leader exon, seguido por un intrón, el leader intron, 

que también forma parte de la 5´UTR y que se ubica 10-13 nucleótidos aguas arriba del 

codón de inicio ATG, además, poseen 3 intrones localizados en la región codificante 

(Pearson y Meagher, 1990; Shah et al., 1983).  

 

 

Figura C1 6.- A: representación esquemática y a escala del gen de la actina 7 de vid, según se 

muestra en la base de datos del genoma de la vid del CRIBI Biotechnology Center. B: 

representación de las construcciones empleadas para la obtención de las plantas de tabaco 

transgénicas. 
E1-E4:exón 1-exón 4  I1-I3: intrón 1-intrón 3  LE: leader exon del gen de la actina 7 de vid  LI: leader 

intron del gen de la actina 7 de vid  VviACT7 5´: secuencias aguas arriba del leader exon, que 

comprenden el núcleo del promotor (core promoter) y sus regiones proximal (proximal promoter) y distal 

(distal promoter)  PVviACT7: promotor del gen de la actina 7 de vid  TVviACT7: terminador del gen de la 

actina 7 de vid  uidA: gen uidA de Escherichia coli  P35S: promotor CaMV35S (promotor 35S del virus 

del mosaico de la coliflor)  TCaMV: terminador CaMV (terminador del virus del mosaico de la coliflor) 

 

Existen múltiples datos en la literatura que asignan al intrón de la 5´UTR un importante 

papel regulador de la expresión. En protoplastos de arroz transformados de forma 

PVviACT7
LI

LE TCaMVuidA

P35S TVviACT7

P35S TCaMVuidA

uidA

PVviACT7

LE
LI

TVviACT7uidA

B

VviACT7 5 

VviACT7 5 

A
100 pb

ATG TAA

LE

LI I1 I2 I3

E1 E2 E3 E4
5 3 
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transitoria con una construcción en la que el gen de la β-glucuronidasa se encontraba 

bajo el control del promotor del gen de la actina 1 de arroz, se vio que era totalmente 

necesario para la correcta expresión del transgén que dicho promotor incluyese el leader 

intron, de hecho si esto era así el gen de la β-glucuronidasa se expresaba a altos niveles 

(McElroy et al., 1990b). En Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch y Schimp también se 

observó que, para lograr unos niveles altos de expresión de los transgenes empleando 

los promotores de los genes de actinas PpAct1, PpAct5 y PpAct7, era necesario incluir 

sus respectivos intrones 5´ (Weise et al., 2006). Por otra parte, en A. thaliana la 

expresión del gen de la β-glucuronidasa bajo el control del promotor de AtACT2 varía 

dependiendo de si este porta su leader intron o no, así, la presencia del intrón no solo 

incrementa la expresión del transgén, sino que además es necesario para que este se 

exprese en la zona meristemática apical del tallo y ápices de las raíces (Jeong et al., 

2009). 

Teniendo en cuenta toda esta información a la hora de delimitar el promotor del gen de 

la actina 7 de vid (PVviACT7), se decidió incluir el leader intron, de modo que el 

promotor aislado consta de 1600 pb y se extiende hasta la posición inmediatamente 

anterior al codón de inicio (ATG). Por su parte, el terminador del gen de la actina 7 

acotado (TVviACT7) consta de 1481 pb, comenzando a 3 nucleótidos de la última base 

del codón de stop (TAA). 

 

C1 4.3. Evaluación del potencial del promotor y el terminador acotados 

para controlar la expresión de transgenes 

Con el objetivo de comprobar el potencial de las secuencias reguladoras aisladas 

(PVviACT7 y TVviACT7) para controlar la expresión de transgenes, se fusionaron al gen 

reportero uidA de Escherichia coli. Así, se obtuvieron las construcciones que se detallan 

en la Figura C1 6B, que comprenden diferentes combinaciones de promotor y 

terminador. Con estas construcciones se transformaron de forma estable plantas de 

tabaco, y se analizó, para cada construcción, la expresión del gen reportero en 3 líneas 

homocigotas independientes de la T2, usando para ello la técnica de PCR cuantitativa a 

tiempo real. Como controles se usaron las líneas transgénicas que portan la construcción 

con promotor CaMV35S y terminador CaMV. 
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Figura C1 7.- Nivel de expresión relativa del gen uidA bajo el control de diferentes 

combinaciones de promotor y terminador. Los datos se obtuvieron para hoja, tallo y raíz de las 

plantas de tabaco transgénicas que portaban las diferentes construcciones. Los análisis de 

expresión génica se realizaron mediante PCR cuantitativa a tiempo real y los datos se 

procesaron con el programa informático REST. Los círculos representan el nivel medio de 

expresión relativa y las barras el error estándar, calculados a partir de los datos obtenidos del 

análisis de expresión en tres líneas transgénicas para cada construcción. Los asteriscos indican 

diferencias significativas respecto al control (P<0,05). Las letras indican diferencias 

significativas (diferente letra) entre las diferentes construcciones (P<0,05). La línea de puntos 

representa el nivel de expresión del gen uidA en las plantas control (plantas con construcción 

P35S/TCaMV). 
PVviACT7: promotor del gen de la actina 7 de vid  TVviACT7: terminador del gen de la actina 7 de vid  

P35S: promotor CaMV35S  TCaMV: terminador CaMV 



C1 ̴ Capítulo 1 

85 

En todos los órganos analizados (hoja, tallo y raíz) la expresión del gen uidA controlada 

por al menos una secuencia reguladora de vid resultó ser superior, de forma 

significativa, a la expresión del gen uidA controlada por el promotor CaMV35S y el 

terminador CaMV (Figura C1 7). Esto concuerda con datos obtenidos de la bibliografía, 

que resaltan que a pesar del uso generalizado de las secuencias reguladoras de origen 

viral y bacteriano para controlar la expresión de los transgenes, estas no son siempre la 

mejor opción. La idoneidad de las secuencias reguladoras depende del sistema 

transgén/especie vegetal, hecho del que existen numerosos ejemplos en la literatura. 

Así, en lechugas (Lactuca sativa L.) transgénicas, la expresión del gen de la proteína 

modificadora del sabor miraculina, dirigida por los promotores CaMV35S o EL2-35S-

Ω, acompañados por el terminador del gen de la nopalina sintasa (nos) de 

Agrobacterium tumefaciens, es detectada en las plantas de las generaciones T1 y T2. Sin 

embargo, el nivel de expresión del gen de la miraculina en estas plantas es al menos 10 

veces menor que en las plantas de la T0 (Sun et al., 2006). Además, cuando el gen de la 

miraculina está bajo el control del promotor y del terminador de la ubiquitina de 

lechuga, su nivel de expresión y la cantidad de proteína (miraculina) en las lechugas 

transgénicas es mayor y más estable que cuando este gen está controlado por el 

promotor CaMV35S y el terminador nos (Hirai et al., 2011). En contraposición, el uso 

del promotor CaMV35S y del terminador nos para controlar la expresión del gen de la 

miraculina en tomates (Solanum lycopersicum L.) transgénicos, conduce a una 

expresión estable del transgén a través de las generaciones (Sun et al., 2007; Yano et 

al., 2010). 

Otro ejemplo que apoya el empleo de promotores de origen vegetal en transformación 

genética de lechuga viene reflejado en el trabajo de McCabe et al. (1999), quienes 

encontraron que el uso del promotor de 784 pb del gen de plastocianina de guisante 

(Pisum sativum L.) (petE) para dirigir la expresión del gen bar en lechugas transgénicas, 

hacía que la herencia del carácter resistencia a herbicidas fuese más estable, comparado 

con los casos en que el gen bar se encontraba bajo el control del promotor CaMV35S.  

También existen trabajos en otras especies, distintas a lechuga, en que el uso de 

secuencias reguladoras de origen vegetal se erigió como la mejor alternativa para 

controlar la expresión del transgén, frente al empleo de las clásicas secuencias de origen 

viral y bacteriano. Un ejemplo lo constituyen los ensayos de transformación genética 

transitoria realizados en Marchantia polymorpha L., en que el uso del promotor 

endógeno del gen del factor de elongación 1 (MpEF1) y del terminador endógeno del 
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gen FLOWERING LOCUS T1 (MpFT1) condujo a unos mayores niveles de expresión 

de los transgenes, en comparación con el promotor CaMV35S y el terminador nos, 

respectivamente (Nagaya et al., 2011). Además, en plantas de A. thaliana y Trifolium 

repens L. transgénicas, se observó que los niveles de expresión del gen de la β-

glucuronidasa eran mayores si este iba acompañado por el promotor del gen MtHP de 

Medicago truncatula Gaertn. en lugar de por el promotor CaMV35S (Xiao et al., 2005). 

Respecto a las tres construcciones con elementos de vid, en hojas (Figura C1 7) no 

existen diferencias significativas en los niveles de expresión del gen uidA 

independientemente del promotor y del terminador empleados. En raíz (Figura C1 7) el 

empleo del promotor CaMV35S y de TVviACT7 es la opción que conduce a unos 

mayores niveles de expresión del gen reportero. En tallo (Figura C1 7) esta última 

construcción, junto con la que consta de promotor y terminador de vid, son las que 

proporcionan unos mayores niveles de expresión del transgén.  

Con estos resultados queda patente la importancia de la elección del terminador, y no 

solo del promotor, y es que la combinación del promotor CaMV35S con TVviACT7 

lleva a unos niveles de expresión mayores, en todos los órganos analizados, que la 

combinación promotor CaMV35S y terminador CaMV. En el caso de PVviACT7, los 

niveles de expresión no se ven alterados por el uso de un terminador u otro en hoja y 

raíz, no así en tallo, donde son mayores si este va acompañado por TVviACT7. 

Tradicionalmente, en el diseño de construcciones de ADN para transformación genética 

no se daba demasiada importancia a la elección del terminador, sin embargo, se ha visto 

que estas secuencias son muy importantes en la modulación de los niveles de expresión 

de los transgenes. Los terminadores son necesarios para la terminación de los tránscritos 

de ARN y para su poliadenilación, además, juegan un papel clave en el procesamiento, 

localización, estabilidad y traducción del ARNm (Proudfoot, 2004; Gilmartin, 2005). 

Los tránscritos terminados de forma aberrante son unos inductores muy eficientes del 

silenciamiento génico (Nicholson y Srivastava, 2009). Ingelbrecht et al. (1989) 

analizaron la expresión del gen de la neomicina fosfotransferasa II (nptII) acompañado 

por diferentes terminadores de origen vegetal, y encontraron que los niveles de 

expresión variaban hasta unas 60 veces entre las diferentes construcciones. Nagaya et 

al. (2010) también encontraron que construcciones con el mismo promotor y diferentes 

terminadores llevaban a diferentes niveles de expresión del transgén. 

Atendiendo únicamente a los datos reflejados en la Figura C1 7, parece que la 

combinación que proporciona unos niveles medios de expresión más altos es la del 
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promotor CaMV35S junto con el terminador de vid. Sin embargo, algo muy importante 

a tener en cuenta en la producción de plantas transgénicas es buscar aquellas secuencias 

reguladoras que confieran una mayor consistencia en los niveles de expresión del 

transgén en las distintas líneas transgénicas. Un problema muy habitual en 

transformación genética consiste en la obtención de diferentes niveles de expresión del 

transgén entre plantas transformadas con la misma metodología y empleando la misma 

construcción, y uno de los factores que influye en esta variabilidad son las secuencias 

reguladoras que acompañan al gen introducido (Butaye et al., 2005; Park et al., 2010; 

De Bolle et al., 2003). El hecho de no conseguir unos niveles de expresión homogéneos 

puede llevar a situaciones indeseadas, como el tener que enfrentarse a tediosos 

screening para lograr encontrar líneas con el nivel de expresión del transgén adecuado o 

a una gran variabilidad en el fenotipo de los transformantes (Butaye et al., 2005; Birch, 

1997). 

Por este motivo, además de analizar el nivel de expresión del gen uidA determinado por 

las diferentes combinaciones de promotor y terminador, también se decidió evaluar la 

estabilidad de los niveles de expresión del transgén entre las líneas que portan la misma 

construcción. Para ello se obtuvieron los niveles de expresión relativa del gen uidA de 

forma independiente en cada línea, valores que recoge la Figura C1 8, y se calculó la 

varianza entre estos valores para cada construcción (Figura C1 8). Los resultados de 

este cálculo indican que la construcción que conduce a una mayor estabilidad en los 

niveles de expresión del transgén es la que contiene el promotor y el terminador de vid, 

dado que la mayor varianza observada, en los tres órganos analizados, para esta 

construcción es de 25,879, inferior a los mayores valores obtenidos en el caso de la 

construcción con el promotor de vid y el terminador CaMV (58,481), y en el de la 

construcción con el promotor CaMV35S y el terminador de vid (293,421). 

Teniendo esto en cuenta, la combinación PVviACT7 y TVviACT7 parece la mejor 

opción. En todos los órganos analizados conduce a unos niveles de expresión del gen 

uidA superiores a los obtenidos empleando la construcción que consta de promotor 

CaMV35S y terminador CaMV. Además, si se compara con las dos construcciones que 

combinan una secuencia de origen viral y otra de vid, tan solo la combinación promotor 

CaMV35S y terminador de vid provoca unos niveles de expresión del gen uidA 

superiores, y solo en el caso de raíz, hecho que se ve enormemente compensado por la 

mayor estabilidad en los niveles de expresión del transgén entre las distintas líneas 

(Figura C1 8) que confiere el uso del promotor y el terminador de vid. 
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Figura C1 8.- En el gráfico de la figura se representa el nivel de expresión relativa del gen uidA 

en cada una de las tres líneas que portan cada construcción, y en tres órganos diferentes (hoja, 

tallo y raíz). Los valores de expresión fueron obtenidos mediante PCR a tiempo real y 

procesados con el programa informático REST. En la tabla de la parte inferior de la figura se 

recogen las varianzas entre estos valores. 
H: hoja  Ta: tallo  R: raíz  P: PVviACT7/TCaMV  PT: PVviACT7/TVviACT7  T: P35S/TVviACT7 

 

Una vez evaluado el potencial de las diferentes combinaciones de secuencias 

reguladoras, y decidido que el empleo de PVviACT7 y TVviACT7 parece la mejor 

opción, se llevó a cabo el ensayo histoquímico de la β-glucuronidasa en plantas de 

tabaco transgénicas en que el gen uidA se encontraba controlado por estas secuencias 

reguladoras de vid. El motivo de la realización de esta prueba era ratificar que el 

transgén se estaba expresando de forma constitutiva, como un último paso de validación 

del uso de las secuencias de vid. 

Como puede apreciarse en la Figura C1 9, se observó una coloración azul intensa a lo 

largo de toda la planta y en los diferentes estados de desarrollo ensayados, lo que 

confirma que PVviACT7 y TVviACT7 conducen la expresión constitutiva del gen uidA 

en estas plantas de tabaco. Este dato constituyó el último paso para, junto con los demás 

resultados comentados a lo largo de este Capítulo 1, señalar a PVviACT7 y TVviACT7 

como una buena alternativa para la expresión constitutiva de transgenes a altos niveles y 

de forma estable. 

 

H P H PT H T Ta P Ta PT Ta T R P R PT R T

Varianza 58,481 8,706 8,521 3,127 25,879 24,438 13,088 0,077 293,421
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Figura C1 9.- Ensayo histoquímico de la β-glucuronidasa en plantas de tabaco transgénicas que 

portan la construcción compuesta por el gen uidA bajo el control del promotor y del terminador 

del gen de la actina 7 de vid. A: plántula de 1 semana. B y C: plántula de 15 días. D: hoja de 

planta de 1 mes. E: tallo y base de la raíz de planta de un mes. F: raíces de planta de 1 mes. 
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C1 5. Resumen 

En este capítulo se han aislado un promotor y un terminador del gen de la actina 7 de 

vid, y se ha evaluado su capacidad para controlar la expresión del gen uidA en plantas 

de tabaco transgénicas. Los análisis llevados a cabo mediante PCR cuantitativa a tiempo 

real revelaron que estas secuencias reguladoras de vid son capaces de dirigir la 

expresión del transgén en todos los órganos analizados y a altos niveles. Además, los 

resultados aportados por el ensayo histoquímico de la β-glucuronidasa confirmaron que 

el gen uidA, acompañado por el promotor y el terminador de vid, se expresaba de forma 

constitutiva en los tabacos transgénicos.  

Los datos obtenidos mediante PCR cuantitativa a tiempo real también permitieron 

conocer que, de todas las combinaciones de promotor y terminador testadas, el uso de 

ambas secuencias reguladoras de vid lleva a una mayor homogeneidad en los niveles de 

expresión del gen uidA entre las distintas líneas transgénicas. Probablemente, esto sea 

debido a que las demás construcciones testadas poseen al menos una de las secuencias 

reguladoras de origen viral que, según señalan múltiples trabajos en la literatura, son 

más proclives a desencadenar fenómenos de silenciamiento, en comparación con las 

secuencias reguladoras de origen vegetal (Hirai et al., 2011; Garabagi et al., 2012). 

En conjunto, estos resultados apuntan a que el promotor y el terminador de vid aislados 

podrían constituir una buena alternativa como secuencias reguladoras para la expresión 

constitutiva y a altos niveles de los transgenes, incrementando el pool de secuencias 

reguladoras disponibles para su uso en biotecnología vegetal (tanto en investigación 

básica como en programas de mejora).  

El siguiente paso deberá consistir en testar estas secuencias en otras especies vegetales, 

para asegurarse de que los resultados obtenidos en tabaco sean extrapolables a ellas. 

Esto cobra una especial importancia en el caso de la vid, al ofrecer la posibilidad de 

obtener vides intragénicas, mucho mejor aceptadas por la población que las 

transgénicas, que expresen de forma constitutiva un gen de interés.  
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C2 1. Introducción 

La vid (Vitis vinifera L.) es una de las especies cultivadas más importantes a nivel 

mundial, desde un punto de vista económico. Desgraciadamente es susceptible a 

numerosos patógenos, siendo los de naturaleza fúngica los más importantes, que 

provocan anualmente importantes pérdidas para los agricultores (Ferreira et al., 2004). 

Es por ello que el estudio de las rutas y genes implicados en las respuestas defensivas en 

esta especie ha cobrado un gran interés en los últimos años, teniendo como objetivo el 

poder poner en marcha programas de mejora y diseñar nuevas estrategias de protección 

frente a los patógenos. 

Los sistemas defensivos de las plantas pueden ser divididos en dos categorías, 

constitutivos e inducibles (Freeman y Beattie, 2008). Además, pueden ser divididos en 

mecanismos de defensa estructurales, químicos y bioquímicos. Dentro de las defensas 

estructurales, una de las más importantes son las paredes celulares, que suponen un 

obstáculo físico al que los patógenos tienen que hacer frente para poder infectar a las 

células vegetales. 

Las paredes celulares son conglomerados fibrosos ricos en polisacáridos, en los cuales 

interactúan diversos polímeros para formar estructuras que hacen las funciones de pilar, 

embebidas en una matriz polisacarídica (Bacic et al., 1988; Fry, 2004). Se dividen en 

dos tipos, paredes celulares primarias y paredes celulares secundarias. Las primeras son 

depositadas durante el crecimiento celular y son extensibles. Muchas células, en las 

partes blandas de las plantas, solo poseen pared celular primaria, este es el caso de las 

células en empalizada de las hojas y las células del parénquima presentes a lo largo de la 

planta. Por otra parte, las paredes celulares secundarias son depositadas una vez el 

crecimiento celular ha cesado, entre la pared celular primaria y la membrana plasmática, 

y confieren resistencia y rigidez a tipos celulares especializados, como son las fibras y 

células del xilema (Mohnen et al., 2008). Estas paredes son reforzadas mediante la 

deposición de ligninas (Hepler et al., 1970; Boerjan et al., 2003), heteropolímeros 

tridimensionales que resultan del acoplamiento oxidativo de tres monolignoles, los 

alcoholes p-cumarílico, coniferílico y sinapílico, en una reacción mediada por lacasas y 

peroxidasas de clase III (Ros Barceló, 1997). De este modo, las ligninas representan 

una importante barrera estructural, confiriendo resistencia a las paredes frente a la 

degradación y penetración de los patógenos (Nicholson y Hammerschmidt, 1992; 

Vance et al., 1980; Smith et al., 2007).  
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Hasta la fecha existen múltiples ejemplos en la bibliografía de peroxidasas implicadas 

en lignificación. En Zinnia elegans Jacq. la peroxidasa ZPO-C es capaz de oxidar tanto 

al alcohol sinapílico como al coniferílico, y participa en la lignificación de las paredes 

celulares secundarias de elementos traqueales en diferenciación (Sato et al., 2006). La 

peroxidasa ATP A2 de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. es capaz de oxidar los 

alcoholes p-cumarílico y coniferílico, además la fusión de su promotor a un gen 

reportero lleva a que este se exprese en los tejidos lignificados de las plantas 

transgénicas (Østergaard et al., 2000). La peroxidasa PtrPO21 de Populus trichocarpa 

Torr. y A. Gray ex. Hook. es específica del xilema y se localiza unida a las paredes 

celulares, a mayores, líneas transgénicas en que la expresión de PtrPO21 se ha reducido 

muestran una disminución de alrededor del 20 % en el contenido en ligninas (Lin et al., 

2016). Por último, la peroxidasa de tabaco (Nicotiana tabacum L.) TP60 también parece 

estar relacionada con la lignificación, así, cuando la expresión de su gen es reducida 

empleando construcciones antisentido en tabaco, las líneas transgénicas muestran una 

reducción en el contenido de ligninas de hasta un 40-50 % respecto a las silvestres, 

además, los transformantes muestran alteraciones en el desarrollo del aparato vascular 

(Blee et al., 2003). 

La caracterización funcional de una peroxidasa concreta es un trabajo complejo por 

múltiples motivos. Las peroxidasas de clase III pertenecen a una gran familia 

multigénica, que en arroz (Oryza sativa L.) consta de 138 miembros (Passardi et al., 

2004), en Arabidopsis thaliana de 73 (Welinder et al., 2002), en Populus trichocarpa 

de 93 (Ren et al., 2014), en Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch y Schimp de 43 y en 

Selaginella moellendorffii Hieron de 79 (Weng y Chapple, 2010). A esto hay que 

sumar el alto número de isoenzimas, que pueden generarse a partir del mismo gen 

mediante modificaciones post-transcriptionales y post-traduccionales (Welinder et al., 

2002), además de su baja especificidad de sustrato in vitro (Hiraga et al., 2001) y sus 

dos posibles ciclos catalíticos (peroxidativo e hidroxílico) (Passardi et al., 2005). Por 

ello, en numerosas ocasiones la caracterización funcional de una peroxidasa resulta del 

sumatorio de datos obtenidos mediante diferentes aproximaciones: análisis de 

secuencias con herramientas bioinformáticas (Herrero et al., 2013; Herrero et al., 

2014); análisis de datos de transcriptómica y proteómica (Delaunois et al., 2013; Leng 

et al., 2015); fusión con proteínas fluorescentes para conocer su localización subcelular 

(Costa et al., 2008; Cosio et al., 2017); purificación de la proteína y estudios 

enzimáticos (Martínez-Cortés et al., 2012; Gabaldón et al., 2005); estudio de 
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mutantes en los que su función está anulada (Fernández-Pérez et al., 2015; Herrero et 

al., 2013) o de plantas transgénicas en que se ha sobreexpresado el gen que codifica 

para dicha enzima (Raggi et al., 2015; Jin et al., 2011). 

El objetivo de este capítulo es la identificación y caracterización funcional de una 

peroxidasa de Vitis vinifera L. var. Albariño, implicada en la síntesis de ligninas. Con la 

finalidad de que en un futuro pueda constituir una diana a tener en cuenta en la 

obtención de líneas de vid transgénicas resistentes a patógenos. 

En el caso concreto de la vid, la caracterización de nuevas peroxidasas presenta la 

ventaja de que el genoma de esta especie está secuenciado (Jaillon et al., 2007; Velasco 

et al., 2007; Di Genova et al., 2014) y sus genes anotados (Grimplet et al., 2012). En 

contraposición, se trata de una especie de crecimiento lento y recalcitrante a la 

transformación (Vidal et al., 2010), por este motivo, en numerosas ocasiones, se recurre 

a la introducción del gen a caracterizar en especies de crecimiento rápido y fácil 

manejo, como son Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana Domin y Arabidopsis 

thaliana (Schmidlin et al., 2008; Mzid et al., 2007; Liu et al., 2011). 

En este capítulo se ha seleccionado el gen VIT_07s0129g00360 de vid (Vitis vinifera 

L.) (anotado como gen de la peroxidasa 73) por su posible implicación en procesos de 

lignificación, atendiendo a rasgos de la proteína para la que codifica. Además, se ha 

producido dicha proteína en plantas de Nicotiana benthamiana para posteriormente 

purificarla, y mediante ensayos enzimáticos determinar si es capaz de oxidar 

monolignoles. En un último paso, se han generado líneas de tabaco transgénicas que 

expresan la región codificante de este gen, a fin de completar la caracterización de su 

proteína. 
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C2 2. Objetivos 

Identificación de un gen de Vitis vinifera que codifique para una peroxidasa de clase III 

implicada en procesos de lignificación, y clonación de su región codificante. 

 

Expresión heteróloga de la región clonada, para posteriormente purificar la proteína y 

llevar a cabo ensayos de actividad enzimática, que permitan conocer si es capaz de 

oxidar a los sustratos de la lignificación. 

 

Generación de transformantes que produzcan la proteína de fusión GFP-peroxidasa, 

para así poder conocer la localización subcelular de la peroxidasa codificada por el gen 

seleccionado. 

 

Obtención de líneas de tabaco transgénicas que expresen de forma estable la región 

codificante del gen de vid, permitiendo completar el estudio de la función de la 

peroxidasa. 
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C2 3. Materiales y métodos 

 

C2 3.1. Análisis informáticos 

 

C2 3.1.1 Cálculo teórico del punto isoeléctrico y peso molecular 

Los cálculos teóricos del punto isoeléctrico y peso molecular de la peroxidasa de vid se 

realizaron mediante la herramienta online del portal de recursos bioinformáticos 

ExPASy del SIB (Swiss Institute of Bioinformatics). A esta herramienta se accede en el 

link http://web.expasy.org/compute_pi/. 

 

C2 3.1.2 Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de distintas peroxidasas 

Todas las secuencias empleadas en el alineamiento se tomaron del NCBI (National 

Center for Biotechnology Information), y fueron las siguientes: peroxidasa 73 de vid 

(VviPrx73) (NCBI Reference Sequence: XP_002284278.1), peroxidasa de tomate 

(Solanum lycopersicum L.) (GenBank: AAA65636.1), peroxidasa de espárrago 

(Asparagus officinalis L.) (GenBank: BAA94962.1), peroxidasa de álamo blanco 

(Populus alba L.) (GenBank: BAE16616.1), peroxidasa de pícea común (Picea abies L. 

(Karst.)) (GenBank: CAH10840.1), peroxidasa de Zinnia elegans (GenBank: 

CAI54302.1), peroxidasa de rábano picante (Armoracia rusticana G. Gaertn., B. Mey. y 

Scherb.) (UniProtKB/Swiss-Prot: P80679.1) y peroxidasa de Arabidopsis thaliana 

(GenBank: CAA68212.1). 

El alineamiento se realizó por el método de ClustalW, utilizando el programa 

informático MEGA7 (Kumar et al., 2016). 

La imagen del alineamiento se ha obtenido mediante el programa Jalview 

(http://www.jalview.org/). 

 

C2 3.1.3 Predicción de motivos en la secuencia aminoacídica de VviPrx73 

La predicción de motivos en la secuencia aminoacídica de VviPrx73 se realizó mediante 

la herramienta online PROSITE, del portal de recursos bioinformáticos ExPASy del 

SIB. A esta herramienta se accede en el link http://prosite.expasy.org/. También se 

empleó la herramienta NetNglyc (Gupta et al., 2004) de la plataforma online del CBS 

(Center for Biological Sequence Analysis) de la Universidad Técnica de Dinamarca 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). 

http://web.expasy.org/compute_pi/
http://www.jalview.org/
http://prosite.expasy.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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C2 3.1.4 Predicción de la localización subcelular de VviPrx73  

La predicción de la localización subcelular de VviPrx73, y de la presencia de secuencias 

que participen en la compartimentalización de esta proteína, se llevó a cabo mediante 

las herramientas TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) (Emanuelsson et 

al., 2000; Nielsen et al., 1997) y SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 

(Petersen et al., 2011), de la plataforma online del CBS, de la Universidad Técnica de 

Dinamarca. 

 

C2 3.2. Construcción de los plásmidos 

 

C2 3.2.1 Clonación de la región codificante del gen de la peroxidasa 73 de vid 

(VviPrx73) 

El primer paso en la clonación de la secuencia que codifica para VviPrx73 consistió en 

la extracción de ARN de plántulas in vitro de Vitis vinifera L. var. Albariño. Estas 

fueron cultivadas en medio CP10 (2,2 g/l medio Chée y Pool (Chée y Pool, 1987) 

(Duchefa Biochemie), 10 g/l sacarosa, 5,6 g/l Plant Agar (Duchefa Biochemie), 1 g/l 

carbón activo) (pH=5,95) y bajo unas condiciones de 16 horas de luz a 24 ºC y 8 horas 

de oscuridad a 20 ºC. 

La extracción del ARN de estas plántulas se llevó a cabo mediante el kit RNeasy
®

 Plant 

Mini Kit (QIAGEN), siguiendo el protocolo que propone la casa comercial con diversas 

modificaciones, tal y como se describe en el apartado A 4. de los Anexos. 

El ARN extraído se cuantificó con un Pico100 (Picodrop
TM

), los datos así obtenidos y el 

análisis por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % nos permitieron verificar su 

calidad. 

A partir de 400 ng de este ARN se sintetizó ADNc utilizando el kit Transcriptor First 

Strand cDNA Synthesis Kit (Roche), usando como cebadores hexámeros aleatorios y 

siguiendo las indicaciones de la casa comercial. A lo largo de este trabajo, todos los 

pasos realizados mediante el empleo de kits comerciales se realizaron siguiendo el 

protocolo que adjunta la casa comercial, a no ser que en el texto se indique lo 

contrario. 

La amplificación, mediante PCR, de la región codificante de VviPrx73, se llevó a cabo 

usando como molde 5 µl del ADNc obtenido y como enzima la Pfu ADN Polimerasa 

(Thermo Fisher Scientific). Los cebadores empleados (indicados a continuación) fueron 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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diseñados manualmente a partir de la secuencia de este gen (VIT_07s0129g00360) 

recogida en la base de datos del genoma de la vid del CRIBI Biotechnology Center 

(Universidad de Padua) (Vitulo et al., 2014) (http://genomes.cribi.unipd.it/grape/). 

Cada cebador incluye la secuencia diana de una enzima de restricción. Las bases 

marcadas en negrita en las secuencias de los cebadores corresponden a dianas de 

enzimas de restricción. 

 

5´-GAGAGTCGACATGGGTCGATTCCCTCTTCTCG-3´   SalI 

5´-GAGACCCGGGCTAATTAAACACAGAACAATCACGGCGG-3´   SmaI 

 

Las condiciones bajo las que se realizó la PCR son las detalladas en la Tabla C2 1. 

Para controlar la expresión de la secuencia que codifica para VviPrx73 se optó por el 

promotor (PVviACT7) y el terminador (TVviACT7) del gen de la actina 7 de vid, 

mencionados en el Capítulo 1. Estas secuencias reguladoras se aislaron a partir de ADN 

genómico de plantas in vitro de Albariño, tal y como se comentó en el apartado C1 3.2.2 

del Capítulo 1, con la única diferencia de que los cebadores empleados en este caso 

(cuyas secuencias se indican a continuación) incluían las dianas para otras enzimas de 

restricción. 

 

PVviACT7 

5´-GAGAGGTACCTGGCTGAGCCGAGCGGAGTTAT-3´   KpnI 

5´-GAGAGTCGACCCTTTTATTACCTGCATGAGAAATATGAAGTCAGGGG-3´   SalI 

 

TVviACT7 

5´-GAGACCCGGGAATACAAGTGCTTTGATGGTGAG-3´   SmaI 

5´-GAGAGCATGCCGGTTTACGGTTTTTACAATGCTTTAACA-3´   SphI 

 

Tabla C2 1. Condiciones de la PCR destinada a la amplificación de la región codificante de 

VviPrx73. 

 

cf: concentración final 

                                       

Tampón Pfu 10X con MgSO4 2,5 µl

Mezcla de desoxirribonucleótidos 0,2 mM (cf de cada uno)

Cebador forward 0,4 µM cf Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

Cebador reverse 0,4 µM cf Desnaturalización inicial 95 3 min 1

ADNc molde 5 µl Desnaturalización 95 30 s

Pfu ADN Polimerasa 1,875 U Annealing 57 30 s 25

Agua MilliQ Hasta 25 µl Extensión 72 2 min 30 s

Volumen total 25 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR

http://genomes.cribi.unipd.it/grape/
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Una vez aisladas mediante PCR todas estas secuencias, se purificaron utilizando el kit 

NucleoSpin
® 

Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) y se digirieron con las dos 

enzimas de restricción cuyas dianas se habían incorporado en cada uno de sus extremos. 

Las enzimas empleadas fueron las FastDigest (Thermo Fisher Scientific) y las 

digestiones se realizaron de acuerdo a las indicaciones de la casa comercial. Todas las 

digestiones con enzimas de restricción realizadas a lo largo de este trabajo se llevaron 

a cabo con enzimas FastDigest (Thermo Fisher Scientific) y siguiendo el protocolo que 

indica el fabricante. 

Una vez realizadas las digestiones, los productos de interés se purificaron empleando el 

kit NucleoSpin
®
 Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). 

El plásmido empleado para la clonación de la región codificante de VviPrx73 fue el 

utilizado en el Capítulo 1 que comprende el pGreenII0179 con la construcción 

PVviACT7/TVviACT7 (Capítulo 1 apartado C1 3.2.). Este se digirió con los enzimas 

KpnI y SphI con el objetivo de retirar la construcción PVviACT7/TVviACT7 del 

plásmido pGreenII0179. Seguidamente, los productos de la digestión se separaron 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, se recortó la banda correspondiente al 

plásmido pGreenII0179 y se purificó utilizando el kit NucleoSpin
® 

Gel and PCR Clean-

up (Macherey-Nagel). 

Los 4 fragmentos de ADN obtenidos hasta el momento (PVviACT7, TVviACT7, 

secuencia que codifica para VviPrx73 y plásmido pGreenII0179 linearizado) se ligaron 

empleando la T4 ADN Ligasa (Roche), en una reacción donde la cantidad de vector se 

fijó en 200 ng y el ratio molar del vector y de los otros tres fragmentos de ADN fue de 

1:1:1:1. La reacción se llevó a cabo según el protocolo proporcionado por la casa 

comercial, empleando 2 U de enzima y durante toda la noche a 4 ºC. 

Al tratarse de la ligación de múltiples fragmentos a la par, el producto de la ligación 

buscado representaba un pequeño porcentaje dentro de la totalidad de los productos 

resultantes de la ligación, es por ello que se siguió la estrategia descrita por An et al. 

(2010), que consiste en la detección/aislamiento de ese producto deseado mediante 

PCR. Para llevar a cabo esta PCR se emplearon 5 µl de la reacción de ligación y la Pfu 

ADN Polimerasa (Thermo Fisher Scientific). Los cebadores utilizados fueron el cebador 

forward usado en la amplificación de PVviACT7 (5´-

GAGAGGTACCTGGCTGAGCCGAGCGGAGTTAT-3´) y el cebador reverse 

empleado en la amplificación de TVviACT7 (5´-
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GAGAGCATGCCGGTTTACGGTTTTTACAATGCTTTAACA-3´). Las condiciones 

bajo las que se realizó la PCR son las que se detallan en la Tabla C2 2. 

 

Tabla C2 2. Condiciones de la PCR destinada a la amplificación de la construcción 

PVviACT7-región codificante de VviPrx73-TVviACT7. 

 

cf: concentración final 

 

A continuación, los productos de la PCR se sometieron a electroforesis en gel de 

agarosa al 1 % y se recortó la banda cuyo tamaño correspondía al sumatorio de los 

tamaños de PVviACT7, TVviACT7 y de la región codificante de VviPrx73. La 

construcción rescatada se purificó utilizando el kit NucleoSpin
® 

Gel and PCR Clean-up 

(Macherey-Nagel) para ser digerida con los enzimas KpnI y SphI y nuevamente 

purificada mediante el uso del mismo kit. 

El cassette de expresión purificado, constituido por: PVviACT7, región codificante de 

VviPrx73 y TVviACT7, se unió mediante una reacción de ligación con el plásmido 

pGreenII0179 linearizado (obtenido en pasos anteriores de este apartado). La enzima 

empleada fue la T4 ADN Ligasa (Roche), en una reacción donde la cantidad de vector 

se fijó en 100 ng y el ratio molar del vector y el inserto fue de 1:1. La reacción se llevó 

a cabo según el protocolo proporcionado por la casa comercial, empleando 2 U de 

enzima y durante toda la noche a 4 ºC. 

El producto de la ligación fue empleado para transformar células de Escherichia coli 

(Migula, 1895) Castellani y Chalmers, 1919 tal y como se detalla en el apartado A 1. de 

los Anexos. Las bacterias transformadas se cultivaron en medio LB (Luria-Bertani) (10 

g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura y 10 g/l cloruro de sodio) con 50 mg/l de 

kanamicina, durante toda la noche a 37 ºC y en agitación, para a partir de este cultivo 

extraer el plásmido de interés mediante el kit QIAprep
®
 Spin Miniprep Kit (QIAGEN). 

De este modo se obtuvo un vector que comprende el plásmido pGreenII0179 con la 

construcción PVviACT7-región codificante de VviPrx73-TVviACT7 insertada en su sitio 

de multiclonaje. 

                                       

Tampón Pfu 10X con MgSO4 2,5 µl

Mezcla de desoxirribonucleótidos 0,2 mM (cf de cada uno)

Cebador forward 0,4 µM cf Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

Cebador reverse 0,4 µM cf Desnaturalización inicial 95 3 min 1

ADN molde 5 µl reacción de ligación Desnaturalización 95 30 s

Pfu ADN Polimerasa 1,875 U Annealing 55 30 s 25

Agua MilliQ Hasta 25 µl Extensión 72 8 min 30 s

Volumen total 25 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR
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C2 3.2.2 Clonación de la secuencia que codifica para la proteína de fusión GFP-

VviPrx73 

La proteína de fusión generada comprende la secuencia de VviPrx73 a la que se 

incorporó, entre el aminoácido 27 y el aminoácido 28, la secuencia de la proteína GFP 

(proteína fluorescente verde de Aequorea victoria (Murbach y Shearer, 1902)). Esta 

localización de la secuencia de GFP busca evitar su escisión en el transcurso de la 

proteína de fusión hasta su localización final, dado que los predictores indican para la 

secuencia de VviPrx73 la presencia de un péptido señal N-terminal que abarcaría sus 27 

primeros aminoácidos. Además, al ser una proteína aún sin caracterizar no se pudo 

descartar la posible presencia de un propéptido C-terminal, presente en ciertas 

peroxidasas de clase III.  

Para llevar a cabo la clonación, el primer paso consistió en aislar, mediante PCR, las 3 

secuencias de ADN que una vez fusionadas codificaron para la proteína de fusión. La 

unión de estas secuencias se llevó a cabo según el procedimiento que se detalla en el 

trabajo de Shevchuk et al. (2004) (Figura C2 1), lo que implicó que para su aislamiento 

se utilizasen cebadores que introdujeron en ellas extremos solapantes. 

Por una parte, se aisló la secuencia que codifica para la proteína GFP. La versión 

utilizada fue la mgfp4 (Haseloff et al., 1997), que se aisló mediante PCR utilizando 

como molde el cassette 35S-GFP de la colección de vectores pGreenII 

(http://www.pgreen.ac.uk/). Dicho cassette, inicialmente liofilizado, se resuspendió en 

10 µl de agua MilliQ. Como molde para la PCR se empleó 1 µl de una dilución 1:100 

(en agua MilliQ) del cassette resuspendido. Los cebadores empleados se diseñaron 

manualmente atendiendo a la secuencia recogida en el NCBI (GenBank: U87624.1) y 

fueron los que se indican a continuación. Las bases que aparecen en cursiva son las 

implicadas en generar los extremos solapantes. 

 

mgfp4 

5´-GTATGTGTCTTCCCCGACACCGCATCCGCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC-3´ 

5´-GATGTTGGCATAGTAGTTTTGTTTGAGTTGTTTGTATAGTTCATCCATGCCATGTGT-3´ 

 

Por otra parte, se aisló la secuencia que codifica para el péptido señal (PS) de VviPrx73 

a partir de 1µl de ADNc de plántulas in vitro de Albariño (el proceso de obtención del 

ADNc se detalló en el apartado C2 3.2.1). Los cebadores empleados se diseñaron 

manualmente teniendo en cuenta la secuencia recogida en la base de datos del genoma 

http://www.pgreen.ac.uk/
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de la vid del CRIBI Biotechnology Center (VIT_07s0129g00360), y fueron los que se 

indican a continuación. 

 

PS  

5´-GAGAAAGCTTATGGGTCGATTCCCTCTTCTCG-3´ 

5´-TCCAGTGAAAAGTTCTTCTCCTTTACTCATGGCGGATGCGGTGTCGG-3´ 

 

Por último se aisló la secuencia que codifica para VviPrx73 sin su péptido señal 

(VviPrx73
ΔPS

), también a partir de 1 µl de ADNc de plántulas in vitro de Albariño. Los 

cebadores utilizados, cuya secuencia se indica a continuación, fueron igualmente 

diseñados de forma manual atendiendo a la secuencia recogida en la base de datos del 

genoma de la vid del CRIBI Biotechnology Center. 

 

VviPrx73
ΔPS

 

5´-ATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAACAACTCAAACAAAACTACTATGCCAACATC 

TG-3´ 

5´-GAGAGAATTCCTAATTAAACACAGAACAATCACGGCGG-3´ 

 

En los 3 casos la polimerasa empleada fue la Pfu ADN Polimerasa (Thermo Fisher 

Scientific) y las condiciones bajo las que se realizaron las PCR fueron las detalladas en 

la Tabla C2 3. 

 

Tabla C2 3. Condiciones de las PCR destinadas a la amplificación de mgfp4, de PS y de 

VviPrx73
ΔPS

. 

 

cf: concentración final  Tm: temperatura de melting de los cebadores 

* Los cebadores empleados en cada caso fueron los indicados en el texto 

** El ADN que se empleó como molde, para cada reacción, fue el indicado en el texto 

 

El producto resultante de cada PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1 %, 

se cortó la banda correspondiente y se purificó con el kit NucleoSpin
® 

Gel and PCR 

Clean-up (Macherey-Nagel).  

                                       

Tampón Pfu 10X con MgSO4 2,5 µl

Mezcla de desoxirribonucleótidos 0,2 mM (cf de cada uno)

Cebador forward* 0,4 µM cf Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

Cebador reverse* 0,4 µM cf Desnaturalización inicial 95 3 min 1

ADN molde ** Desnaturalización 95 30 s

Pfu ADN Polimerasa 1,875 U Annealing Tm-5 30 s 25

Agua MilliQ Hasta 25 µl Extensión 72 2 min

Volumen total 25 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR
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Una vez aislados y purificados los tres fragmentos de ADN, se procedió a su fusión 

empleando, como ya se comentó, el procedimiento que se detalla en el trabajo de 

Shevchuk et al. (2004) (Figura C2 1), mediante la realización de dos PCR. 

 

 

Figura C2 1.- Representación esquemática de la fusión de las 3 secuencias de ADN siguiendo el 

método propuesto por Shevchuk et al. (2004). Imagen tomada de Shevchuk et al. (2004) y 

modificada. 
PS: secuencia que codifica para el péptido señal de VviPrx73  VviPrx73

ΔPS
: secuencia que codifica para 

VviPrx73 sin su péptido señal  mgfp4: secuencia que codifica para la proteína fluorescente mGFP4 

 

La primera de ellas (PCR 1), se realizó tal y como se refleja en la Tabla C2 4. 

 

Tabla C2 4. Condiciones de la PCR 1 dentro del proceso de fusión de secuencias de ADN. 

 

cf: concentración final  PS: secuencia que codifica para el péptido señal de VviPrx73  VviPrx73
ΔPS

: 

secuencia que codifica para VviPrx73 sin su péptido señal  mgfp4: secuencia que codifica para la proteína 

fluorescente mGFP4 

 

                                       

Tampón Pfu 10X con MgSO4 2,5 µl

Mezcla de desoxirribonucleótidos 0,2 mM (cf de cada uno)

PS 100 ng Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

VviPrx73
ΔPS

100 ng Desnaturalización inicial 95 5 min 1

mgfp4 20 ng Desnaturalización 95 30 s

Pfu ADN Polimerasa 1,875 U Annealing 50 30 s 10

Agua MilliQ Hasta 25 µl Extensión 72 4 min

Volumen total 25 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR
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Tras la primera PCR se realizó una segunda (PCR 2) tal y como se detalla en la Tabla 

C2 5. 

 

Tabla C2 5. Condiciones de la PCR 2 dentro del proceso de fusión de secuencias de ADN. 

 

cf: concentración final 

 

Los cebadores empleados en la PCR 2 se indican a continuación. 

 

Cebador A 

5´-GAGAAAGCTTATGGGTCGATTCCCTCTTCTCG-3´   HindIII 

Cebador B 

5´-GAGAGAATTCCTAATTAAACACAGAACAATCACGGCGG-3´   EcoRI 

 

El producto de la PCR 2, que correspondía a la secuencia que codifica para la proteína 

de fusión GFP-VviPrx73, se purificó con el kit NucleoSpin
® 

Gel and PCR Clean-up 

(Macherey-Nagel). Seguidamente se digirió con los enzimas EcoRI y HindIII, para 

volver a ser purificado con el mismo kit. 

Por otra parte, se digirió el plásmido pJit62 (Figura C1 1 del Capítulo 1) también con 

los enzimas EcoRI y HindIII, para posteriormente purificarse mediante el kit 

NucleoSpin
® 

Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel).  

A continuación el producto de la PCR 2 y el plásmido linearizado se unieron mediante 

una reacción de ligación empleando la T4 ADN Ligasa (Roche), en ella la cantidad de 

vector se fijó en 100 ng y el ratio molar del vector y el inserto fue de 1:1. Esta reacción 

se llevó a cabo según el protocolo proporcionado por la casa comercial, empleando 2 U 

de enzima y durante toda la noche a 4 ºC. 

El producto de la ligación fue empleado para transformar células de E. coli tal y como 

se detalla en el apartado A 1. de los Anexos. Las bacterias que incorporaron el plásmido 

fueron cultivadas en medio LB con 100 mg/l de carbenicilina durante toda la noche, a 

                                       

Tampón Pfu 10X con MgSO4 5 µl

Mezcla de desoxirribonucleótidos 0,2 mM (cf de cada uno)

Cebador A 0,2 µM cf Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

Cebador B 0,2 µM cf Desnaturalización inicial 95 5 min 1

ADN molde 2 µl reacción de PCR1 Desnaturalización 95 30 s

Pfu ADN Polimerasa 2,5 U Annealing 50 30 s 20

Agua MilliQ Hasta 50 µl Extensión 72 4 min

Volumen total 50 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR
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37 ºC y en agitación. A partir de este cultivo bacteriano se extrajo el plásmido de interés 

empleando el kit QIAprep
®
 Spin Miniprep Kit (QIAGEN).  

El plásmido obtenido, que comprende el pJit62 con la secuencia que codifica para GFP-

VviPrx73 insertada en su sitio de multiclonaje, fue digerido con los enzimas KpnI y 

XhoI. Los productos de la digestión se separaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1 %, para seguidamente recortar la banda correspondiente a la construcción 

promotor CaMV35S (promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor)-secuencia que 

codifica para la proteína de fusión-terminador CaMV (terminador del virus del mosaico 

de la coliflor) y purificar dicho fragmento utilizando el kit NucleoSpin
® 

Gel and PCR 

Clean-up (Macherey-Nagel). 

También se digirió con estos enzimas el plásmido pGreenII0179 (Figura C1 1 del 

Capítulo 1) y se purificó mediante kit. 

A continuación, la construcción con la secuencia que codifica para la proteína de fusión 

y el plásmido pGreenII0179 linearizado se unieron mediante ligación en presencia de la 

T4 ADN Ligasa (Roche). Las condiciones de la ligación fueron las mismas que se 

indicaron anteriormente en este apartado. 

El producto de la ligación se empleó para transformar células de E. coli (apartado A 1. 

de los Anexos). Las bacterias que incorporaron el plásmido de interés se cultivaron en 

medio LB con 50 mg/l de kanamicina, durante toda la noche y a 37 ºC en agitación. A 

partir del cultivo bacteriano y mediante el kit QIAprep
®

 Spin Miniprep Kit (QIAGEN), 

se extrajo el plásmido de interés, plásmido pGreenII0179 con la secuencia que codifica 

para la proteína de fusión bajo el control del promotor CaMV35S y el terminador 

CaMV.  

 

C2 3.3. Transformación de Agrobacterium tumefaciens 

Una vez obtenidos los dos plásmidos de interés (pGreenII0179 con la secuencia que 

codifica para VviPrx73 y pGreenII0179 con la secuencia que codifica para GFP-

VviPrx73) se transformó con ellos Agrobacterium tumefaciens (Smith y Townsend 

1907) Conn 1942 (la cepa empleada fue la AGL1).  

Dado que estos dos plásmidos son derivados del pGreenII0179, se realizó una co-

transformación de cada uno de ellos junto con el vector pSoup. El plásmido pSoup es 

imprescindible para la replicación de los plásmidos pGreenII en Agrobacterium. 
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También se transformaron Agrobacterium con el plásmido pGreenII0179 junto con el 

pSoup. Estas bacterias sirvieron para generar los controles en los experimentos de 

agroinfiltración. 

La transformación de Agrobacterium se realizó por electroporación de acuerdo al 

procedimiento descrito en el apartado A 2. de los Anexos. 

 

C2 3.4. Obtención de plantas de tabaco transgénicas 

 

C2 3.4.1 Transformación estable de tabaco mediante Agrobacterium tumefaciens 

La transformación estable de Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana se llevó a cabo 

mediante el método de los discos foliares, siguiendo el protocolo de Clemente (2006) 

con ligeras modificaciones, tal y como se detalla en el apartado C1 3.4.1 del Capítulo 1. 

Las Agrobacterium empleadas fueron aquellas que portan el plásmido con la secuencia 

que codifica para VviPrx73 y las que contienen el plásmido con la secuencia que 

codifica para GFP-VviPrx73. 

 

C2 3.4.2 Selección de las plantas transformadas y obtención de líneas transgénicas 

homocigotas 

Las plantas regeneradas tras los experimentos de transformación genética se testaron 

mediante PCR con el fin de verificar si portaban las secuencias de interés. Para ello se 

siguió el protocolo de Kasajima et al. (2004) con ciertas modificaciones, tal y como se 

detalla en el apartado C1 3.4.2 del Capítulo 1. 

En este caso la PCR se llevó a cabo bajo las condiciones detalladas en la Tabla C2 6, y 

los cebadores empleados fueron los utilizados en la amplificación de la región 

codificante de VviPrx73 (apartado C2 3.2.1). 

Las plantas que resultaron positivas, portando bien la secuencia que codifica para 

VviPrx73 o bien la secuencia que codifica para GFP-VviPrx73, constituyeron el punto 

de inicio (T0) para la obtención de líneas transgénicas homocigotas de la T2 

independientes (procedimiento detallado en el apartado A 3. de los Anexos) y de líneas 

transgénicas de la T1 (el proceso de obtención es como el detallado en el apartado A 3. 

de los Anexos hasta el momento en que se obtienen las plantas de la T1), 

respectivamente, que fueron las empleadas en los análisis detallados en este Capítulo 2. 
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Tabla C2 6. Condiciones de la PCR para la selección de las plantas transformadas. 

 

cf: concentración final  

* El tiempo de extensión fue diferente dependiendo de la secuencia que se intentaba amplificar en cada 

PCR. En los casos en que se buscaba amplificar la secuencia que codifica para VviPrx73 el tiempo 

seleccionado era de 1 min y 30 s, mientras que en los casos en que se deseaba amplificar la secuencia que 

codifica para GFP-VviPrx73 el tiempo de extensión fue de 2 min y 30 s 

 

C2 3.5. Agroinfiltración de plantas de Nicotiana benthamiana 

La agroinfiltración de hojas de plantas adultas de Nicotiana benthamiana Domin se 

llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito por Sainsbury et al. (2012), con ligeras 

modificaciones. 

Las plantas de Nicotiana benthamiana empleadas en la transformación fueron crecidas 

en tierra desde semillas, bajo unas condiciones de 16 horas de luz a 25 ºC y 8 horas de 

oscuridad a 18 ºC, hasta obtener individuos adultos de 1 mes. 

Las Agrobacterium transformadas con el plásmido que contiene la secuencia que 

codifica para VviPrx73 fueron crecidas en medio YT (yeast extract-tryptone) (5 g/l 

extracto de levadura, 8 g/l triptona, 2,5 g/l NaCl) (pH=7,0) con 25 mg/l rifampicina y 50 

mg/l kanamicina, en agitación y a 28 ºC, hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm 

(OD600)≥2. Posteriormente, el cultivo se centrifugó a 4000g durante 10 minutos, para 

descartar a continuación el sobrenadante, quedándonos con el precipitado de bacterias, 

las cuales se resuspendieron en el volumen de medio MMA (10 mM MES (ácido 2-(N-

Morfolino)etanosulfónico) (pH=5,6), 10 mM MgCl2, 100 µM acetosiringona (3′,5′-

Dimetoxi-4′-hidroxiacetofenona)) con 250 mg/50 ml de D-glucosa necesario para 

obtener una suspensión con una OD600 de aproximadamente 0,4. Esta suspensión 

bacteriana se incubó a temperatura ambiente durante 3 horas. Pasado ese tiempo, se 

empleó para infiltrar, mediante el uso de una jeringa, las hojas de las plantas de N. 

benthamiana. 

Una vez infiltradas, las plantas de N. benthamiana se mantuvieron durante 5 días en una 

cámara de cultivo bajo unas condiciones de 16 horas de luz a 25 ºC y 8 horas de 

oscuridad a 18 ºC. 

Tampón 10X DreamTaq 2,5 µl

Mezcla de desoxirribonucleótidos 0,2 mM (cf de cada uno)

Cebador forward 0,4 µM cf Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

Cebador reverse 0,4 µM cf Desnaturalización inicial 95 3 min 1

ADN molde 0,6 µl Desnaturalización 95 30 s

DreamTaq ADN Polimerasa 1,25 U Annealing 57 30 s 35

Agua MilliQ Hasta 25 µl Extensión 72 *

Volumen total 25 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR
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Todo este proceso se llevó a cabo de igual manera, y en paralelo, empleando las 

Agrobacterium que portaban el plásmido pGreenII0179 para infiltrar plantas de N. 

benthamiana, que fueron usadas como control.  

 

C2 3.6. Análisis de los niveles de expresión de la secuencia que codifica 

para VviPrx73 mediante PCR semicuantitativa 

El análisis mediante PCR semicuantitativa se realizó en plantas de tabaco de las líneas 

homocigotas de la T2 que portan la región codificante de VviPrx73. 

Estas plantas fueron crecidas en tierra a partir de semillas, bajo unas condiciones de 16 

horas de luz a 25 ºC y 8 horas de oscuridad a 18 ºC, hasta alcanzar 1 mes de edad. 

 

C2 3.6.1 Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

Las extracciones de ARN se realizaron con el kit Aurum
TM

 Total RNA Mini Kit (BIO 

RAD) a partir de tejido foliar de 6 plantas de cada línea. 

Las muestras de ARN se cuantificaron empleando un NanoDrop
TM

 1000 de Thermo 

Scientific. Además se verificó su calidad a través de los datos aportados por este aparato 

y también mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %.  

Para comprobar la ausencia de ADN genómico se realizó una PCR en la que se usaron 2 

µl de cada una de estas muestras de ARN como molde y como cebadores los empleados 

en la amplificación de la secuencia que codifica para VviPrx73 durante su clonación 

(apartado C2 3.2.1). Los demás parámetros empleados en esta PCR coinciden con los 

que se detallan en la Tabla C2 6. En ninguno de los casos se produjo amplificación, 

confirmándose la ausencia de ADN genómico. 

Finalmente, a partir de las muestras de ARN obtenidas se sintetizó ADNc empleando el 

kit iScript
TM

 Select cDNA Synthesis Kit (BIO RAD). En cada reacción se emplearon 

500 ng de ARN y la síntesis se realizó utilizando cebadores Oligo(dT)20. 

 

C2 3.6.2 PCR semicuantitativa 

Las condiciones de los ensayos de PCR semicuantitativa fueron las que se reflejan en la 

Tabla C2 7. 

Como cebadores específicos para la región codificante de VviPrx73 se utilizaron los 

mismos que en la amplificación de su secuencia durante su clonación (apartado C2 

3.2.1). 
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Como gen de referencia se eligió el de la proteína ribosomal L25 (GenBank: L18908.1), 

y los cebadores empleados fueron los siguientes. 

 

5´-CCCCTCACCACAGAGTCTGC-3´ 

5´-AAGGGTGTTGTTGTCCTCAATCTT-3´ 

 

Para las reacciones llevadas a cabo con cada pareja de cebadores se utilizó el mismo 

programa de PCR, que es el especificado en la Tabla C2 7, modificándose únicamente 

el número de ciclos, para poder concluir en cada caso la PCR dentro de su fase de 

amplificación exponencial. Así, en los casos en que se emplearon los cebadores 

específicos el número de ciclos fue de 25, mientras que en los casos en que se usaron 

los cebadores para el gen de referencia el número de ciclos fue de 30. 

 

Tabla C2 7. Condiciones de los ensayos de PCR semicuantitativa. 

 

cf: concentración final 

* En el caso de las reacciones con los cebadores específicos el número de ciclos fue de 25, y en las que se 

emplearon los cebadores para el gen de referencia de 30 

 

Los productos de las reacciones de PCR se sometieron a electroforesis en gel de 

agarosa. 

En el caso de las reacciones en que se habían empleado los cebadores específicos, la 

electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 1 % y el tampón empleado para la 

preparación del gel y desarrollo de la electroforesis fue el tampón TAE (Tris-acetato-

EDTA) (40 mM Tris, 20 mM ácido acético, 1 mM EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético)). La electroforesis se llevó a cabo durante 1 hora aplicando 

un voltaje de 100 V. 

En el caso de las reacciones en que se utilizaron los cebadores para el gen de referencia, 

la electroforesis fue realizada en un gel de agarosa al 3 % y el tampón empleado para la 

preparación del gel y desarrollo de la electroforesis fue el tampón litio-ácido bórico (10 

Tampón 10X DreamTaq 2,5 µl

Mezcla de desoxirribonucleótidos 0,2 mM (cf de cada uno)

Cebador forward 0,4 µM cf Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

Cebador reverse 0,4 µM cf Desnaturalización inicial 95 3 min 1

ADNc molde 0,5 µl Desnaturalización 95 30 s

DreamTaq ADN Polimerasa 1,25 U Annealing 57 30 s *

Agua MilliQ Hasta 25 µl Extensión 72 1 min

Volumen total 25 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR
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mM hidróxido de litio monohidrato, 29,11 mM ácido bórico) (pH=8,2). La 

electroforesis se desarrolló durante 35 minutos aplicando un voltaje de 120 V. 

Dado que durante la preparación de los geles se les había añadido GreenSafe Premium 

(nzytech), las bandas de ADN pudieron ser visualizadas mediante su exposición a luz 

ultravioleta.  

 

C2 3.7. Extracción de proteínas de hojas de Nicotiana benthamiana y 

purificación de VviPrx73 

 

C2 3.7.1 Extracción de proteínas de hojas de Nicotiana benthamiana 

La extracción de las proteínas totales de las hojas de las plantas de Nicotiana 

benthamiana agroinfiltradas se llevó a cabo 5 días tras la agroinfiltración. 

El material vegetal fue homogeneizado en un mortero usando como tampón de 

extracción Tris-HCl 50 mM (pH=7,5), EDTA 1 mM y KCl 1 M en una proporción 1:2 

(p/v). En el momento de la homogeneización se le añadieron a la mezcla 0,05 g de 

PVPP (poli(vinilpolipirrolidona)) por gramo de peso fresco. Todo el proceso se realizó 

sobre hielo. 

El homogeneizado se centrifugó durante 40 minutos a 15000g y a 4 ºC. Tras este tiempo 

se recogió el sobrenadante y se descartó el precipitado. Se repitió la centrifugación, 

descartando nuevamente el precipitado. El sobrenadante rescatado de la última 

centrifugación se sometió a diálisis durante 24 horas en tampón fosfato 100 mM 

(pH=7,5), 100 mM NaCl. 

 

C2 3.7.2 Purificación de VviPrx73 mediante cromatografía de intercambio 

catiónico 

Previa filtración por 0,45 µm, los extractos de proteínas de plantas control y de plantas 

productoras de VviPrx73 fueron diluidos con tampón fosfato 100 mM (pH=7,5), para 

lograr una concentración final de NaCl de 25 mM.  

A continuación, cada muestra fue cargada en una columna HiTrap SP HP de 5 ml (GE 

Healthcare) para cromatografía de intercambio catiónico. Las cromatografías se llevaron 

a cabo utilizando un sistema ÄKTAprime (GE Healthcare). Para la elución de las 

proteínas se estableció un gradiente lineal de concentraciones de NaCl, que iba de 25 

mM a 1 M, a través de la mezcla de diferentes volúmenes de tampón fosfato 100 mM 
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(pH=7,5) 25 mM NaCl y tampón fosfato 100 mM (pH=7,5) 1M NaCl. Las fracciones 

eluidas que se recogieron tras cada cromatografía se juntaron en dos viales (uno 

correspondiente a las fracciones rescatadas tras la cromatografía de la muestra control y 

otro correspondiente a las fracciones rescatadas tras la cromatografía de la muestra con 

VviPrx73) y se concentraron utilizando columnas Amicon Ultra-15 (con membrana 

PLTK Ultracel-PL y límite de peso molecular nominal de 30 kDa) (Merck Millipore) 

realizando sucesivas centrifugaciones a 1600g y 4 ºC, hasta conseguir que tuviesen un 

volumen en torno a los 1800 µl. Finalmente, se redujo el contenido en sales de las 

muestras dializándolas en 3 litros de tampón fosfato 100 mM (pH=7,5), 100 mM NaCl, 

durante 48 horas. 

 

C2 3.8. Extracción de proteínas del apoplasto de Nicotiana tabacum 

Las proteínas apoplásticas se extrajeron de tallos de plantas transgénicas (y control) de 

Nicotiana tabacum. Estas plantas fueron cultivadas en tierra desde semillas, bajo unas 

condiciones de 16 horas de luz a 25 ºC y 8 horas de oscuridad a 18 ºC, hasta alcanzar 

los 2 meses de edad. En el momento en que se tomaron las muestras para las 

extracciones todas las plantas se encontraban en el mismo estado de desarrollo, plantas 

adultas en el momento del inicio de la floración.  

Los tallos de las plantas de tabaco se cortaron en trozos de en torno a 0,5 cm de longitud 

y se lavaron con abundante agua destilada. Posteriormente se infiltraron con tampón 

Tris-acetato 50 mM (pH=5,0) con 1M KCl a 4 ºC mediante la aplicación de vacío y 

hasta el momento en que se observó que todos los trozos de tallo estaban 

completamente sumergidos en el fondo del recipiente. Las secciones infiltradas se 

escurrieron y se depositaron en una jeringa dentro de un tubo de centrífuga, para ser 

centrifugadas a 500g durante 5-10 minutos a 4 ºC. La fracción proteica obtenida se 

dializó durante aproximadamente 24 horas en tampón Tris-acetato 50 mM (pH=5,0). 

 

C2 3.9. Determinación de la cantidad total de proteínas 

La determinación de la cantidad total de proteínas se llevó a cabo utilizando el método 

de Bradford (1976). Para ello se usó reactivo de Bradford comercial (BIO RAD) y se 

siguieron las instrucciones del fabricante. Como proteína estándar para realizar la recta 

patrón se empleó la seroalbúmina bovina. 
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C2 3.10. Determinación de la actividad peroxidasa frente a diferentes 

sustratos y estudio del efecto de inhibidores sobre esta 

 

C2 3.10.1 Determinación de la actividad peroxidasa frente a diferentes sustratos 

La actividad peroxidasa de las distintas muestras se determinó a 25 ºC en un 

espectrofotómetro Heλios γ (Thermo Electron Corporation), usando un medio de 

reacción que contenía tampón Tris-acetato 50 mM (pH=5,0), H2O2 0,5 mM y el donador 

de electrones 4-MN (4-metoxi-α-naftol) 1 mM (ε595=21,6 mM
-1

 cm
-1

). 

También se midió la actividad peroxidasa, bajo las mismas condiciones indicadas 

anteriormente, pero utilizando en lugar del donador de electrones 4-MN los precursores 

de las ligninas 0,1 mM alcohol coniferílico (ε262=9,75 mM
-1

 cm
-1

) y 0,1 mM alcohol 

sinapílico (ε271=4,14 mM
-1

 cm
-1

) (Barceló y Pomar, 2001). 

 

C2 3.10.2 Estudio del efecto de los inhibidores ácido ferúlico y tropolona sobre las 

actividades sinapil- y coniferil- peroxidasa 

Para descartar que las reacciones de oxidación se estuviesen produciendo de forma 

espontánea o por acción de otras enzimas distintas a peroxidasas, se estudió el efecto de 

inhibidores sobre las actividades sinapil- y coniferil- peroxidasa, añadiéndolos al medio 

1 minuto antes de iniciar la reacción con la adición del sustrato (alcohol sinapílico o 

alcohol coniferílico, respectivamente). Los inhibidores utilizados fueron el ácido 

ferúlico (1mM) y la tropolona (1mM). 

 

C2 3.10.3 Análisis estadístico de las medidas de actividad peroxidasa en N. tabacum 

El análisis estadístico se realizó con el programa informático SPSS y consistió en un 

análisis de la varianza (ANOVA), seleccionando los tests de Dunnett y Tukey en los 

casos en que las varianzas eran homogéneas y donde las varianzas no eran homogéneas 

el test de Games-Howell.  

Para todos los análisis se tomó que las diferencias significativas vendrían indicadas por 

un valor de P<0,05. 
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C2 3.11. Obtención del patrón de proteínas apoplásticas mediante 

electroforesis disociante SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) 

 

C2 3.11.1 Desarrollo de la electroforesis disociante SDS-PAGE 

El patrón de proteínas apoplásticas de tallos de tabaco se obtuvo mediante electroforesis 

disociante SDS-PAGE de los extractos proteicos mencionados en el apartado C2 3.8. 

Esta se realizó según el protocolo descrito por Laemmli (1970) con ligeras 

modificaciones. 

Para ello, se preparó un gel separador compuesto por tampón Tris-HCl 1,5 M (pH=8,8), 

acrilamida/bisacrilamida (29:1) al 10 %, SDS (sodio dodecilsulfato) al 0,1 %, TEMED 

(N,N,N',N'-tetrametiletano-1,2-diamina) al 0,15 % y persulfato amónico al 0,05 %. Y un 

gel concentrador, resultado de la mezcla de tampón Tris-HCl 0,5 M (pH=6,8), 

acrilamida/bisacrilamida (29:1) al 4 %, SDS al 0,1 %, TEMED al 0,2 % y persulfato 

amónico al 0,08 %.  

Antes de ser cargadas en el gel, las proteínas se desnaturalizaron por calentamiento en 

un baño en ebullición durante 10 minutos, en presencia de tampón Tris-HCl 0,5 M 

(pH=6,8), glicerol 8 %, SDS 0,7 % y azul de bromofenol 0,01 %.  

Finalmente, la electroforesis se llevó a cabo en una cubeta MiniProtean 3 (BIO RAD) 

usando un tampón compuesto por glicina 192 mM, Tris 25 mM (pH=8,3), con SDS al 

0,1 %. El voltaje aplicado, con una fuente de alimentación BIO RAD Power-Pac 1000, 

fue de 200 V durante 45 minutos. 

 

C2 3.11.2 Tinción de los geles con plata  

Tras la electroforesis, las proteínas se tiñeron con el método del nitrato de plata (Oakley 

et al., 1980) usando el kit Plus One Silver Staining (GE Healthcare). Para ello, el gel se 

fijó durante 30 minutos en etanol al 40 % y ácido acético al 10 %. Posteriormente se 

incubó durante 30 minutos en una solución sensibilizadora que contenía glutaraldehído 

al 0,125 %, tiosulfato sódico al 0,2 %, acetato sódico al 6,8 % y etanol al 30 %. A 

continuación se realizaron 3 lavados de 5 minutos con agua destilada, y seguidamente se 

procedió a la tinción del gel con una solución de plata compuesta por nitrato de plata al 

0,25 % y formaldehído al 0,015 % durante 20 minutos. Se volvió a lavar el gel con agua 

destilada (2 veces) y las proteínas se revelaron en una solución que contenía carbonato 
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sódico al 2,5 % y formaldehído al 0,0074 %. Finalmente, la reacción se detuvo con una 

solución que contenía EDTA-Na2 al 1,46 %. Los geles se conservaron en agua destilada 

hasta que se fotografiaron. 

 

C2 3.11.3 Tinción de los geles con azul de Coomassie  

Tras la electroforesis, las proteínas se revelaron sumergiendo el gel en una solución de 

azul de Coomassie G-250 al 0,1 % en metanol al 50 % (en agua MilliQ) e incubándolo a 

temperatura ambiente y en agitación durante 1 hora. 

Transcurrido ese tiempo, se retiró el medio de tinción y se procedió al desteñido del gel 

en una solución de metanol al 40 % (en agua MilliQ), que se cambió periódicamente 

hasta el momento en que se observaron claramente las bandas de proteínas en azul sobre 

el fondo del gel sin coloración. Este paso, al igual que el de tinción, se realizó a 

temperatura ambiente y en agitación. Una vez concluido el proceso, el gel se conservó 

en agua MilliQ. 

 

C2 3.12. Obtención del patrón de isoenzimas de peroxidasa mediante 

isoelectroenfoque 

 

C2 3.12.1 Desarrollo del isoelectroenfoque 

El isoelectroenfoque se llevó a cabo en un sistema Multiphor II de Pharmacia-Biotech, 

manteniendo la temperatura constante a 4 ºC, mediante un circuito cerrado de 

refrigeración conectado a un estabilizador de temperatura Multitemp III de Amersham 

Pharmacia Biotech.  

El gel empleado, que se componía de acrilamida/bisacrilamida (29:1) al 6,5 %, 

anfolinas Pharmalyte (GE Healthcare) de rango pH=3-10 al 2 %, glicerol al 5 % y 

persulfato amónico al 0,06 %, se colocó sobre la placa de porcelana del Multiphor II, 

depositándose entre el vidrio y la placa unas gotas de agua destilada para obtener una 

temperatura homogénea en toda la superficie del gel. Seguidamente, se colocaron en 

cada extremo del gel unas bandas de isoelectroenfoque de Pharmacia empapadas en 

soluciones electrolíticas, NaOH 1 M para la banda del cátodo y H3PO4 1 M para la 

banda del ánodo. 
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Por último, para cargar las muestras se utilizaron papeles de aplicación de Pharmacia de 

5x2 mm, colocados sobre el gel a lo largo de la línea media entre la banda del cátodo y 

la del ánodo.  

Las condiciones del isoeletroenfoque para un gel de 8 cm de longitud fueron de 1500 V, 

16 mA y 10 W durante 50 minutos.  

 

C2 3.12.2 Revelado de las isoenzimas de peroxidasa  

El revelado de las isoenzimas de peroxidasa se logró mediante la incubación del gel en 

un medio de tinción con 4-MN 1 mM y H2O2 0,33 mM en tampón Tris-acetato 50 mM 

(pH=5,0), durante 10 minutos a 25 ºC y en agitación. Pasado este tiempo, el gel se 

transfirió a un recipiente con agua destilada para su conservación hasta el momento de 

tomar las fotografías. 

 

C2 3.13. Verificación de la presencia de VviPrx73 en el apoplasto de las 

líneas transgénicas mediante PMF (peptide mass fingerprinting)  

Tras separar las proteínas del extracto apoplástico de tallos de tabaco mediante 

electroforesis disociante SDS-PAGE (apartado C2 3.11.1) y teñir el gel con azul de 

Coomassie (apartado C2 3.11.3), se recortó la banda en la que se sospechaba que estaba 

VviPrx73 y se envió a la Unidade de Espectrometría de Masas e Proteómica de la 

Universidade de Santiago de Compostela para verificar la presencia de dicha proteína 

mediante PMF. 

El primer paso del análisis consistió en la digestión con tripsina de las proteínas 

contenidas en la banda, incluyendo los pasos de reducción y alquilación. 

La matriz empleada en la preparación de las muestras para ser analizadas mediante 

espectrometría de masas MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization 

time-of-flight) fue la 3-HCCA (ácido α-ciano-3-hidroxicinámico). La calibración del 

espectrómetro se llevó a cabo usando el Peptide Calibration Standard II (Bruker). 

La adquisición del espectro de masas de los péptidos se realizó empleando un 

espectrómetro de masas Ultraflex III Tof/Tof (Bruker) en modo reflector con ionización 

positiva y en un rango de masas (m/z) de 500-5000, controlado por el software 

FlexControl (Bruker). El instrumento estaba provisto de un láser Smartbeam1 y las 

condiciones bajo las que se realizaron los ensayos fueron las siguientes: fuente de iones 
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1 a 25 kV, fuente de iones 2 a 22 kV, voltaje de la lente a 9,5 kV, voltaje del reflector a 

26,30 kV, pulsed ion extraction time 10 ns, matrix suppression mass cutoff 450 Da. 

El procesamiento y anotación del espectro se realizó mediante el software FlexAnalysis 

(Bruker). 

Los espectros de masas obtenidos se compararon con la base de datos NCBIprot, 

usando la herramienta Mascot, restringiendo la búsqueda a Vitis vinifera. Los 

parámetros de búsqueda aplicados fueron los siguientes: se indicó el uso del enzima 

tripsina para la obtención de los fragmentos; como modificaciones variables se indicó 

oxidación (M) y como modificaciones fijas carbamidometil (C); datos introducidos 

monoisotópicos; tolerancia para los valores de masa de los péptidos de 100,0 ppm; se 

permitió 1 sitio de ruptura perdido y el umbral de significancia seleccionado fue de 

P<0,05. Además se consideró que la identificación de una proteína era aceptada con una 

puntuación de Mascot>100,0. 

 

C2 3.14. Estudio de la localización subcelular de la proteína de fusión 

GFP-VviPrx73 

 

C2 3.14.1 Preparación de las plántulas que producen la proteína de fusión para su 

visualización al microscopio confocal 

Las semillas de tabaco transgénicas (T1) que portan la secuencia que codifica para la 

proteína de fusión se esterilizaron mediante su inmersión en una solución de lejía 

comercial al 5 % con unas gotas de Tween-20. A continuación se sembraron en placas 

Petri con medio 0,5X MS (Murashige y Skoog) (Murashige y Skoog, 1962) con 20 g/l 

de sacarosa y 8 g/l de agar (pH=5,8), suplementado con 50 mg/l de higromicina, y se 

cultivaron en oscuridad, bajo unas condiciones de 16 horas a 24 ºC y 8 horas a 20 ºC, 

hasta pasados 5 días tras el momento de su germinación. Transcurrido ese tiempo las 

plántulas fueron transferidas a placas Petri con el mismo medio de cultivo pero con 

pH=8,1, en el que se cultivaron durante 2 días (también en oscuridad y bajo las mismas 

condiciones), tras los cuales se realizaron las visualizaciones y se tomaron las imágenes. 
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C2 3.14.2 Tratamiento con manitol para provocar la plasmólisis de las células de las 

plántulas de tabaco 

Las células de las plántulas de tabaco se plasmolizaron mediante la inmersión de estas 

en una solución de manitol saturada durante 3 horas. 

 

C2 3.14.3 Visualización de la localización subcelular de la proteína de fusión al 

microscopio confocal 

La visualización de los tejidos de las plántulas de tabaco se llevó a cabo en un 

microscopio láser confocal Leica AOBS-SP5X de LEICA Microsystems Heidelberg 

GmbH perteneciente a la Unidade de Microscopía Electrónica e Confocal e de 

Especialidades Biolóxicas de la Universidade de Santiago de Compostela.  

El láser de excitación empleado fue un láser blanco y la longitud de onda de excitación 

fue 489 nm. La banda de emisión seleccionada fue de 505 nm-600 nm, además, 

simultáneamente se recogió la imagen de luz transmitida en campo claro. El objetivo 

empleado fue el HCX PL APO CS 20.0x0.70 DRY UV y el software que se utilizó el 

Leica Confocal Software (LAS). 

La superposición de las imágenes de fluorescencia y de luz transmitida en campo claro 

se realizó con el programa informático Image J (https://imagej.nih.gov/ij/). 

También se visualizaron al microscopio confocal plántulas de tabaco transgénicas que 

poseían la región codificante de VviPrx73. Estas se crecieron a partir de semillas tal y 

como se comentó en el apartado C2 3.14.1 y fueron utilizadas como control, para 

descartar que la fluorescencia observada en los tejidos de las plántulas que producen la 

proteína de fusión fuese debida a autofluorescencia de las propias células. 

  



C2 ̴ Capítulo 2 

125 

C2 4. Resultados y discusión 

 

C2 4.1. Validación de la anotación de VIT_07s0129g00360 como gen 

que codifica para una peroxidasa de clase III 

El gen de vid seleccionado para la realización de este trabajo fue el identificado con el 

código VIT_07s0129g00360 en la base de datos del genoma de la vid del CRIBI 

Biotechnology Center, y anotado como gen de la peroxidasa 73 (Grimplet et al., 2012). 

Teniendo en cuenta los datos de expresión del atlas hecho con los microarrays de 

NimbleGen en Vitis vinifera var. Corvina (Fasoli et al., 2012), que recoge valores de 

expresión de los genes de la vid en los diferentes órganos y estados del desarrollo, 

VIT_07s0129g00360 muestra sus niveles máximos de expresión en plántulas y raíces, 

mientras que los niveles mínimos de expresión se observan en semillas durante el 

envero. 

Una vez revisados los datos disponibles sobre este gen, se procedió a analizar las 

características de la secuencia aminoacídica para la que codifica, a fin de verificar que 

realmente se trata del gen de una peroxidasa de clase III y de intentar obtener 

información acerca de la función de esta proteína. 

VIT_07s0129g00360 codifica para una proteína de 331 aminoácidos, lo que concuerda 

con el rango de tamaños normal de las peroxidasas de clase III. El punto isoeléctrico 

(pI) teórico de esta proteína es de 8,78, de modo que se trataría de una peroxidasa 

básica, ya que las peroxidasas vegetales de clase III se clasifican en ácidas (punto 

isoeléctrico inferior a 7,0) y básicas (punto isoeléctrico superior a 7,0). Este dato podría 

aportar información acerca de sus posibles sustratos, y es que tanto peroxidasas básicas 

como ácidas son capaces de oxidar los alcoholes p-cumarílico y coniferílico, sin 

embargo, en lo que respecta al alcohol sinapílico las peroxidasas ácidas son 

generalmente (aunque existen excepciones) consideradas poco eficientes, debido a las 

dificultades de acomodación de este sustrato en el centro catalítico de dichas enzimas 

(Ros Barceló et al., 2004; Barceló et al., 2007). 

A continuación, se alineó la secuencia aminoacídica para la que codifica 

VIT_07s0129g00360 (supuesta peroxidasa 73) con las secuencias de peroxidasas 

conocidas, tanto de tipo siringilo (S), que son aquellas que son capaces de oxidar los 

monómeros siringilo, como de tipo guaiacilo (G), peroxidasas capaces de oxidar 

monómeros guaiacilo pero incapaces de oxidar eficientemente los monómeros siringilo 
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(Figura C2 2). Mediante este alineamiento se pudo observar que la supuesta peroxidasa 

73 presenta regiones conservadas en estas peroxidasas, como son los motivos FHDCFV 

y VSC (Novo-Uzal et al., 2013) además de unos residuos de cisteína muy 

característicos de este tipo de enzimas. En cuanto a la presencia de ciertos motivos 

típicos de peroxidasas de tipo S (Barceló et al., 2007), la proteína de vid solo presenta 

algunos de ellos, que son la A de la posición 128, la Y de la posición 214 y la K de la 

posición 309.  

Además, el análisis de la secuencia aminoacídica de la supuesta peroxidasa 73, 

mediante herramientas bioinformáticas, permitió advertir la presencia de un posible 

péptido señal, típico de proteínas que serán secretadas a apoplasto, así como de 

secuencias características de peroxidasas de clase III (Figura C2 2). 

 

 

Figura C2 2.- Alineamiento, mediante el método de ClustalW, de la secuencia aminoacídica de 

la supuesta peroxidasa 73 de vid (XP_002284278) con la de 5 peroxidasas tipo siringilo (las 

peroxidasas de tomate (AAA65636), de espárrago (BAA94962), de álamo blanco (BAE16616), 

de pícea común (CAH10840) y de Zinnia elegans (CAI54302)) y la de 2 peroxidasas tipo 

guaiacilo (la peroxidasa de rábano picante (P80679) y la peroxidasa de Arabidopsis thaliana 

(CAA68212)). En amarillo se indican regiones altamente conservadas, en rojo cisteínas muy 

conservadas que intervienen en la formación de puentes disulfuro y en gris motivos típicos de 

peroxidasas de tipo S. En la secuencia de la proteína de vid se marca con un recuadro negro el 

péptido señal, con asteriscos sitios de unión a calcio, en letra rosa sitios de N-glicosilación, en 

letra verde el sitio activo y en letra turquesa el motivo proximal de unión a grupo hemo. 

 

Estos datos apoyan la anotación del gen VIT_07s0129g00360 como gen de una 

peroxidasa de clase III, la peroxidasa 73 (VviPrx73), de modo que en el texto se hará 

referencia a él como gen de la peroxidasa 73 de vid (VviPrx73). Además, de ellos se 
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intuye que pueda tratarse de una peroxidasa participante en lignificación, dada la 

presencia de motivos conservados en otras peroxidasas implicadas en este proceso, y 

dada la predicción de su localización en el apoplasto. Sin embargo, estos análisis no 

permiten determinar qué sustratos de la lignificación es capaz de oxidar esta proteína, ya 

que si bien estamos ante una peroxidasa básica, lo que haría suponer que es capaz de 

oxidar los grupos siringilo, además de los guaiacilo, en el alineamiento se ha visto que 

carece de algunos de los motivos típicos de peroxidasas de tipo S, como son el motivo 

ARD en torno a la posición 131 y la I en torno a la posición 106. 

 

C2 4.2. Clonación, expresión heteróloga y purificación de VviPrx73 

para la realización de ensayos de actividad enzimática 

 

C2 4.2.1 Clonación de la secuencia que codifica para VviPrx73 

El primer paso para clonar la región codificante de VviPrx73 fue el diseño de cebadores, 

teniendo en cuenta la secuencia depositada en la base de datos del genoma de la vid del 

CRIBI Biotechnology Center (VIT_07s0129g00360). Como molde para amplificar la 

región de interés se empleó ADNc sintetizado a partir de ARN de plántulas de Vitis 

vinifera L. var. Albariño.  

En la clonación se utilizó el plásmido pGreenII0179, en cuyo sitio de multiclonaje se 

introdujo la construcción compuesta por la secuencia que codifica para VviPrx73, bajo 

el control del promotor y el terminador del gen de la actina 7 de vid (PVviACT7 y 

TVviACT7, respectivamente), caracterizados en el Capítulo 1. La elección de estas 

secuencias fue debida a que, tal y como se detalló en el anterior capítulo, conducen a 

unos niveles de expresión de los transgenes superiores a los obtenidos empleando el 

promotor CaMV35S y el terminador CaMV. Además, de las combinaciones de 

secuencias reguladoras testadas en el Capítulo 1, es la que confiere una mayor 

estabilidad en los niveles de expresión del gen introducido entre las diferentes líneas 

transgénicas.  

Una vez clonada la región codificante de VviPrx73, el plásmido que la alberga fue 

introducido en Agrobacterium tumefaciens para llevar a cabo los experimentos de 

transformación genética de plantas. 
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C2 4.2.2 Expresión heteróloga y purificación de VviPrx73 

Con el objetivo de obtener una cantidad de VviPrx73 suficiente para llevar a cabo 

ensayos de actividad enzimática in vitro, se empleó Nicotiana benthamiana como 

sistema heterólogo para la producción de esta proteína.  
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Figura C2 3.- Registros durante la cromatografía de intercambio catiónico, realizada para la 

purificación de VviPrx73 a partir de extractos proteicos de hojas de Nicotiana benthamiana 

agroinfiltradas. La gráfica de la parte superior (nombrada como control) corresponde a la 

cromatografía realizada a partir del extracto de proteínas obtenido de las plantas transformadas 

con el vector vacío. La gráfica de la parte inferior (nombrada como VviPrx73) corresponde a la 

cromatografía realizada a partir del extracto proteico obtenido de plantas transformadas con el 

vector que contiene la región codificante de VviPrx73. En las gráficas, la línea continua 

corresponde a los registros de absorbancia a 280 nm, mientras que la línea punteada hace 

referencia al gradiente de concentraciones de NaCl que se estableció durante la cromatografía 

para la elución de las proteínas retenidas en la columna. La flecha negra señala el pico 

correspondiente a la elución de las proteínas que no se unieron a la columna, mientras que la 

flecha gris señala el pico correspondiente a la elución de las proteínas que habían quedado 

retenidas en la columna. 
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Para ello se transformaron, mediante agroinfiltración, plantas de N. benthamiana con el 

plásmido que porta la secuencia que codifica para VviPrx73 (apartado C2 4.2.1). 

Paralelamente, también se transformaron plantas de N. benthamiana con el plásmido 

pGreenII0179 vacío (sin la secuencia que codifica para VviPrx73), que constituyeron 

las plantas control. 

Pasados 5 días del momento de la agroinfiltración, se realizó una extracción de 

proteínas totales de las hojas de las plantas transformadas, para luego someter a estas 

muestras a cromatografía de intercambio catiónico (Figura C2 3).  

Tras la cromatografía de intercambio catiónico se recogieron y juntaron las fracciones 

de la 8 a la 30, que correspondían al momento de la elución de las proteínas que habían 

quedado retenidas en la columna. Tanto la muestra de las plantas control como la de las 

productoras de VviPrx73 se concentraron utilizando columnas con límite de peso 

molecular de 30 kDa, lo que sirvió para eliminar proteínas de pequeño tamaño. De este 

modo se consiguió, a partir de las N. benthamiana productoras de VviPrx73, una 

muestra muy enriquecida en esta peroxidasa de vid. En paralelo, a partir de las plantas 

transformadas con el vector vacío, se obtuvo una muestra casi idéntica a la anterior, con 

la única diferencia de que en esta VviPrx73 no estaba presente. 

 

C2 4.2.3 Ensayos de actividad enzimática frente a sustratos de la lignificación 

Las muestras obtenidas en el anterior apartado (C2 4.2.2) fueron empleadas para la 

realización de ensayos de actividad enzimática in vitro, que permitieron conocer la 

capacidad de VviPrx73 para oxidar el alcohol coniferílico y el alcohol sinapílico, 

sustratos de la lignificación.  

La muestra con VviPrx73 muy probablemente contuviera también otras proteínas, 

siendo realmente una muestra muy enriquecida en VviPrx73, pero no VviPrx73 

totalmente pura. Sin embargo, el empleo como control de una muestra obtenida en 

paralelo, pero a partir del extracto proteico de plantas transformadas con un vector 

vacío, permitió descartar en las pruebas de actividad enzimática la contribución debida a 

la posible presencia de otras enzimas. 

Los resultados obtenidos en los ensayos enzimáticos aparecen recogidos en la Tabla C2 

8. Como se puede apreciar, la actividad, tanto frente a alcohol coniferílico como frente a 

alcohol sinapílico, es mucho mayor en el caso de la muestra obtenida a partir de las 

plantas productoras de VviPrx73. Centrándose en esta muestra, la actividad frente a 

alcohol coniferílico es muy superior a la actividad frente a alcohol sinapílico. Dado que 
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la muestra obtenida de las plantas transformadas con la región codificante de VviPrx73 

y la muestra control solo se diferencian en la presencia (en el caso de la primera) de la 

peroxidasa de vid, estos resultados son indicativos de que estamos ante una peroxidasa 

capaz de oxidar tanto el alcohol sinapílico como el coniferílico, aunque con una clara 

preferencia por el segundo.  

 

Tabla C2 8. Actividad peroxidasa frente a sustratos de la lignificación. 

 

Los resultados corresponden a la media ± la desviación estándar obtenida del ensayo por 

triplicado de cada una de las muestras. 

 

Para demostrar la especificidad de esta reacción y validar que se trata de una oxidación 

mediada por una peroxidasa, y no de la oxidación espontánea de los sustratos o mediada 

por otro tipo de enzimas, se calculó para la muestra enriquecida en VviPrx73 el 

porcentaje de inhibición de la actividad peroxidasa frente a los alcoholes sinapílico y 

coniferílico, empleando como inhibidores el ácido ferúlico y la tropolona (Tabla C2 9). 

El ácido ferúlico es un eficiente inhibidor competitivo de las peroxidasas, dado que 

reacciona con el compuesto II de la peroxidasa a una velocidad que llega a ser 10 veces 

mayor que la mostrada por otros muchos fenoles, tratándose de uno de los mejores 

sustratos de esta enzima, además, presenta una gran capacidad de acomodarse en el 

centro activo de la peroxidasa, pudiendo dar lugar a hasta tres modelos distintos de 

interacción con la enzima (Henriksen et al., 1999). El ácido ferúlico es capaz de inhibir 

la actividad peroxidasa a una concentración de 1 mM (Pomar Barbeito, 2000), por otra 

parte, este compuesto a la concentración de 1 mM no tiene efecto sobre las 

polifenoloxidasas de tipo lacasa (Sterjiades et al., 1992; Chabanet et al., 1994; 

Ranocha et al., 1999). Tal y como se observa en la Tabla C2 9, el ácido ferúlico es 

capaz de inhibir al 100 % la oxidación tanto del alcohol sinapílico como del 

coniferílico, lo que parece indicar que la oxidación de estos alcoholes no se produjo de 

forma espontánea ni por la acción de polifenoloxidasas de tipo lacasa. 

Sin embargo, el ácido ferúlico es un importante inhibidor de la actividad enzimática de 

las polifenoloxidasas de tipo catecolasa (Udagama-Randeniya y Savidge, 1995; 

Richardson et al., 1997). Por este motivo, el uso del ácido ferúlico no permite discernir 

Alcohol coniferílico Alcohol sinapílico

Vector vacío 0,011 ± 0,001 0,002 ± 0,002

Vector VviPrx73 0,148 ± 0,007 0,030 ± 0,001

Actividad peroxidasa (nkat g
-1

 peso fresco)
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entre las peroxidasas y las catecolasas, lo que hace necesario el uso de otro inhibidor 

para distinguir entre estos dos tipos de enzimas, de modo que se empleó también el 

inhibidor tropolona. La tropolona es un inhibidor selectivo de las actividades de tipo 

catecol-oxidasa (Chabanet et al., 1994; Udagama-Randeniya y Savidge, 1995), que 

no tiene efecto conocido sobre las peroxidasas. Como refleja la Tabla C2 9, la 

oxidación del alcohol coniferílico no se vio afectada por la tropolona, de modo que se 

descarta que esta reacción fuese llevada a cabo por catecolasas, así pues, estos datos 

junto con los obtenidos del empleo del inhibidor ácido ferúlico parecen indicar que la 

oxidación del alcohol coniferílico se produjo por la acción de peroxidasas. En el caso de 

la oxidación del alcohol sinapílico, ante la presencia de la tropolona existe una 

inhibición del 48,53 % de esa actividad, esto parece señalar que en la oxidación de este 

compuesto podrían estar participando tanto catecolasas como peroxidasas.  

 

Tabla C2 9. Porcentaje de inhibición de la actividad peroxidasa por ácido ferúlico y 

tropolona. 

 

Cada % de inhibición se calculó a partir de los datos del ensayo por duplicado de la muestra 

enriquecida en VviPrx73. 

 

Tal y como indican los ensayos de actividad enzimática frente a alcohol coniferílico y 

alcohol sinapílico, y las pruebas con inhibidores, VviPrx73 parece ser capaz de oxidar 

ambos sustratos, mostrando una preferencia clara por el alcohol coniferílico, dado que 

los valores de actividad frente al alcohol coniferílico son de 0,148 ± 0,007 nkat g
-1

 peso 

fresco, mientras que la actividad frente a alcohol sinapílico es de tan solo 0,030 ± 0,001 

nkat g
-1

 peso fresco, y parte de ella podría ser debida a catecolasas. 

Estos datos son coherentes con los obtenidos anteriormente en este capítulo (apartado 

C2 4.1.), resultado del alineamiento de la secuencia aminoacídica de VviPrx73 con la de 

peroxidasas de tipo G y de tipo S conocidas. Como ya se mencionó, VviPrx73 posee 

algunos de los motivos típicos de las peroxidasas de tipo S, pero no todos, quizá esta es 

la razón por la cual es capaz de oxidar el alcohol sinapílico pero de forma muy poco 

eficiente, en comparación con su actividad frente al alcohol coniferílico.  

 

Inhibidor Alcohol coniferílico Alcohol sinapílico

Ácido ferúlico 100% 100%

Tropolona 0% 48,53%

% Inhibición
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C2 4.3. Localización subcelular de VviPrx73 

El siguiente paso en la caracterización de VviPrx73 fue el de intentar conocer su 

localización subcelular. Para ello, se construyó una fusión de la secuencia que codifica 

para esta proteína con la secuencia que codifica para una GFP, en concreto, se empleó la 

versión mgfp4 (Haseloff et al., 1997). 

Las peroxidasas de clase III son proteínas secretadas fuera de las células o transportadas 

a las vacuolas (Hiraga et al., 2001). La mayoría de los ARNm de estas peroxidasas 

codifican un péptido señal, de 19 a 31 residuos, de entrada al retículo endoplasmático, 

que dirige a la proteína hacia la ruta de secreción. Algunos ARNm también codifican un 

propéptido carboxi-terminal que puede ser responsable de su deposición en las vacuolas 

(Welinder et al., 2002; Costa et al., 2008). 

Tal y como se comentó en el apartado C2 4.1., los programas informáticos empleados 

para la predicción de la localización subcelular de esta peroxidasa, y de posibles 

regiones en su secuencia que interviniesen en el tránsito de la proteína hacia su destino, 

la localizan en apoplasto, y predicen la presencia de un péptido señal que abarcaría los 

27 primeros aminoácidos de la proteína. Sin embargo, esto son meras predicciones, y no 

se puede descartar que VviPrx73 cuente con un propéptido carboxi-terminal. Por este 

motivo, mgfp4 se fusionó entre la base 81 y la 82 de la secuencia que codifica para 

VviPrx73, de modo que la proteína de fusión resultante era la representada en la Figura 

C2 4.  

 

Figura C2 4.- Proteína de fusión (GFP-VviPrx73) que se compone, desde su extremo N-

terminal y por este orden, del péptido señal de VviPrx73 (PS), proteína fluorescente verde 

(GFP) (la versión empleada fue la mGFP4) y secuencia aminoacídica de VviPrx73 sin el 

péptido señal (VviPrx73
ΔPS

), es decir, del aminoácido 28 en adelante. 

 

Con esta construcción se transformaron de forma estable plantas de tabaco, mediante el 

método de los discos foliares, con el objetivo de conocer la localización subcelular de la 

proteína de fusión, y así pues de VviPrx73, a través de la observación de los tejidos de 

estas plantas transgénicas al microscopio confocal. 

La fluorescencia de las GFP disminuye en ambientes ácidos (pH<6,0) (Campbell y 

Choy, 2001), por ello su visualización en apoplasto es dificultosa, hecho que 

condicionó la forma de proceder.  

PS GFP VviPrx73ΔPSN C
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Como se comentó, se recurrió a la transformación estable de tabaco con la construcción 

de la proteína de fusión y no a la agroinfiltración, como se hace en la mayoría de los 

casos. Esto fue debido a que en el trabajo de Haseloff et al. (1997) detectaron en 

Agrobacterium, transformadas con una construcción de mgfp4 con el promotor 

CaMV35S, una leve fluorescencia. Por tanto, dado que se esperaba que la fluorescencia 

en apoplasto fuese débil, debido a su pH ácido, y que de realizarse la transformación 

genética mediante agroinfiltración en el momento de las observaciones al microscopio 

habría Agrobacterium transformadas en los espacios intercelulares (misma localización 

que la predicha para VviPrx73), el empleo de esta técnica podría dar lugar a falsos 

positivos. 

Además, con el fin de incrementar la fluorescencia de la GFP, las plántulas transgénicas 

en que se realizaron las observaciones fueron cultivadas en un medio a pH=8,1, como 

indican en su trabajo Zheng et al. (2004), asimismo, para evitar una debilitación de la 

señal fluorescente estas plántulas se cultivaron en oscuridad.  

 

 

Figura C2 5.- Imágenes tomadas al microscopio confocal de la raíz de plántulas de tabaco 

transgénicas que portan la secuencia que codifica para la proteína de fusión GFP-VviPrx73. En 

ellas se muestra la señal fluorescente registrada superpuesta a la imagen de luz transmitida en 

campo claro. Las imágenes fueron tomadas de raíces cuyas células estaban turgentes (A) y 

también de raíces de plántulas incubadas en una solución de manitol para inducir la plasmólisis 

de sus células (B). 

 

Las imágenes de las plántulas que producían la proteína de fusión se tomaron mediante 

el empleo de un microscopio confocal, recogiendo simultáneamente la señal 

fluorescente (en el rango 505 nm-600 nm) y la imagen de luz transmitida en campo 

claro. De este modo, superponiendo ambas imágenes, se logró una localización precisa 

de la fluorescencia en los tejidos. Como se puede ver en la Figura C2 5A, la 
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fluorescencia verde aparece en los límites de las células, lo que es compatible con la 

predicción de que VviPrx73 es una proteína de secreción apoplástica. 

No obstante, una localización en el tonoplasto de células turgentes también sería 

compatible con la señal detectada. Así, para poder discriminar entre estas dos 

posibilidades, también se tomaron imágenes de la fluorescencia detectada en las 

plántulas transgénicas tras ser incubadas en una solución de manitol, para lograr la 

plasmólisis de sus células (Figura C2 5B). En este caso, también se pudo observar que 

la señal fluorescente se ubicaba alrededor de las células, apuntando a la localización 

apoplástica de la proteína de fusión, y por ende de VviPrx73. Sin embargo, las imágenes 

de luz transmitida en campo claro obtenidas no permiten visualizar la plasmólisis de las 

células de las plántulas incubadas en la solución de manitol. Esto, sumado a problemas 

de autofluorescencia durante las visualizaciones, lleva a indicar que, si bien los 

resultados apuntan a que VviPrx73 es una enzima apoplástica, no podemos considerar 

que estos sean concluyentes.  

 

C2 4.4. Obtención de líneas de tabaco transgénicas que producen 

VviPrx73 

 

C2 4.4.1 Obtención de líneas de tabaco que expresan la secuencia que codifica para 

VviPrx73 

Una vez verificado que el gen de vid anotado como gen de la peroxidasa 73 (VviPrx73) 

codifica para una peroxidasa de clase III capaz de oxidar sustratos de la lignificación, se 

decidió generar líneas de tabaco transgénicas que produjesen esta proteína, para así 

analizar el fenotipo de estas plantas y conocer qué alteraciones provoca en ellas la 

presencia de VviPrx73. 

La obtención de las líneas transgénicas se llevó a cabo mediante transformación de 

discos foliares con Agrobacterium. El plásmido empleado fue el mencionado en el 

apartado C2 4.2.1, que porta la región codificante de VviPrx73, bajo el control de 

PVviACT7 y TVviACT7. 

Las plantas regeneradas a partir de los discos foliares, fueron analizadas mediante PCR 

para verificar que poseían el transgén. Aquellas para las que el resultado fue positivo 

constituyeron los parentales (T0) a partir de los que se obtuvieron, tal y como se detalla 

en el apartado A 3. de los Anexos, las líneas transgénicas homocigotas de la T2.  
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Figura C2 6.- Análisis, mediante PCR semicuantitativa, de los niveles de expresión de la región 

codificante de VviPrx73 en las líneas de tabaco transgénicas. Como gen de referencia se utilizó 

el de la proteína ribosomal L25 (NtL25). El nombre de cada línea se compone de una L (línea) y 

de dos números separados por un punto: la cifra antes del punto indica los parentales (T0) de los 

que proviene dicha línea, la cifra después del punto indica la planta de la T1 de la que proviene. 

Las líneas cuyo nombre aparece subrayado fueron las seleccionadas. 

 

Dado que no todas estas líneas de la T2 expresan la secuencia que codifica para 

VviPrx73 al mismo nivel, se analizaron mediante PCR semicuantitativa, con el objetivo 

de seleccionar las 3 líneas independientes (aquellas que provienen de diferentes plantas 

T0) que mostrasen los mayores niveles de expresión. De acuerdo a los resultados 

obtenidos (Figura C2 6), las líneas seleccionadas fueron la 19.13, 6.5 y 2.13, que a 

partir de ahora, por simplificar, pasarán a denominarse líneas 19, 6 y 2, respectivamente. 

 

 

Figura C2 7.- Selección, mediante PCR, de algunas de las plantas de tabaco que se usaron como 

controles. Las plantas seleccionadas fueron aquellas pertenecientes a la T2 que habían perdido el 

inserto por segregación (P1 y P6).  
P1-P6: planta 1-planta 6  0: control negativo (reacción de PCR en ausencia de ADN) 
 

También se obtuvieron plantas para ser empleadas en los análisis fenotípicos como 

control. Para ello, se sembraron semillas T2 que provenían de plantas T1 heterocigotas y 
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las plántulas resultantes fueron analizadas mediante PCR (Figura C2 7) con el objetivo 

de seleccionar aquellas que no poseían la secuencia que codifica para VviPrx73, al 

haberla perdido por segregación.  

 

C2 4.4.2 Verificación de la presencia de VviPrx73 en las líneas transgénicas 

seleccionadas  

Con el objetivo de verificar la presencia de VviPrx73 en las líneas transgénicas 

seleccionadas, y a la vez tratar de validar su localización apoplástica, se llevó a cabo la 

extracción de proteínas apoplásticas del tallo de estas plantas, para ser analizadas 

mediante diversas técnicas.  

En un primer paso, este extracto de proteínas fue sometido a electroforesis disociante 

SDS-PAGE y en el electroferograma resultante (Figura C2 8) pudo observarse la 

presencia de una banda adicional en los carriles que correspondían a las líneas 

transgénicas (L2, L6 y L19), que no aparecía en el carril del control (C). Esta banda 

poseía un peso molecular de alrededor de unos 30 kDa, de modo que podría 

corresponder a VviPrx73, ya que los predictores indican que esta proteína tiene un peso 

molecular medio de 35,9 kDa, pero hay que tener en cuenta que en apoplasto se 

encontraría ya sin su péptido señal. 

 

 

Figura C2 8.- Electroferograma de electroforesis disociante SDS-PAGE de extracto de 

proteínas apoplásticas de tallo de tabaco. Los asteriscos indican la banda que corresponde a 

VviPrx73. 
C: control  L2: línea transgénica 2  L6: línea transgénica 6  L19: línea transgénica 19  M: marcador de 

pesos moleculares 
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Para verificar la naturaleza de esa banda, se realizó otra electroforesis disociante SDS-

PAGE, tiñéndose el gel con azul de Coomassie. Se recortó la banda y se analizó 

mediante PMF, a través de su digestión tríptica y análisis de los fragmentos empleando 

espectrometría de masas MALDI-TOF. 

El análisis, mediante espectrometría de masas MALDI-TOF, de los fragmentos 

resultantes de la digestión tríptica, y la comparación de los resultados con la base de 

datos NCBIprot usando la herramienta Mascot, reveló la presencia de 14 péptidos que 

alinean con VviPrx73 (XP_002284278) y que en total cubren un 36,6 % de su secuencia 

(Figura C2 9). 

 

 

Figura C2 9.- Identificación de VviPrx73 mediante PMF. En la tabla pueden observarse los 

péptidos que fueron registrados mediante espectrometría de masas MALDI-TOF, tras la 

digestión con tripsina de las proteínas contenidas en la banda del gel, y que alinean con la 

secuencia de VviPrx73. En la parte superior de la imagen se visualiza la secuencia aminoacídica 

de VviPrx73 en la que aparecen señalados los péptidos de la tabla. 

 

A la vista de esta coincidencia, se puede confirmar la presencia de VviPrx73 en el 

apoplasto de las líneas de tabaco transgénicas seleccionadas. Así, además de verificar 

que los transformantes obtenidos para este estudio producen la proteína VviPrx73, se 

confirma que nos encontramos ante una enzima apoplástica, al haberse obtenido las 

muestras por infiltración al vacío. 
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Complementariamente se realizó un isoelectroenfoque de los extractos de proteínas 

apoplásticas. Para ello se usó un gel de poliacrilamida con un gradiente de pH de 

pH=3,0 a pH=10,0, que fue revelado empleando 4-MN como sustrato. En la Figura C2 

10 puede observarse el patrón de isoenzimas de peroxidasa obtenido mediante el 

isoelectroenfoque. En la región correspondiente a las proteínas básicas se visualiza la 

presencia de dos bandas adicionales (señaladas con asteriscos) en el carril 

correspondiente a la línea transgénica (T), que no aparecen en el patrón de las plantas 

control (Co). Una de ellas (asterisco negro) se ubica en el área del gel correspondiente a 

aquellas peroxidasas con un pI próximo a 10,0, mientras que la otra (asterisco rojo) se 

localiza en una región correspondiente a peroxidasas con un pI menor. Dado el punto 

isoeléctrico teórico de VviPrx73, pI=8,78, esta última banda (asterisco rojo) podría 

corresponder a la presencia de la proteína de vid. Así, estos datos parecen revelar que la 

expresión de la secuencia que codifica para VviPrx73 lleva a la modificación del patrón 

de isoenzimas de peroxidasa en las plantas de tabaco transgénicas, afectando 

exclusivamente a las isoenzimas básicas.  

 

 

Figura C2 10.- Isoelectroenfoque de extracto de proteínas apoplásticas de tallo de tabaco. El 

asterisco rojo señala la banda que probablemente corresponda a VviPrx73. El asterisco negro 

señala la banda correspondiente a peroxidasas básicas presentes en el apoplasto de las plantas 

transgénicas pero no en las control.  
C: citocromo c (pI≈10,0)  Co: planta control  T: planta transgénica (línea 2) 

 

Las plantas poseen numerosas isoenzimas de peroxidasa y la expresión de sus genes 

está estrictamente controlada y coordinada debido a la importancia de los procesos en 
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que participan (Cosio y Dunand, 2009), por ello, no sería extraño que ante la alteración 

que supone la presencia de una nueva peroxidasa, los transformantes respondiesen con 

la reprogramación de la expresión de genes que codifican para otras peroxidasas, a fin 

de mantener su homeostasis. De hecho, en el trabajo de Lin et al. (2016) los autores dan 

constancia de este tipo de reprogramación, señalando que plantas de Populus 

trichocarpa transgénicas en las que silenciaron a PtrPO21, un gen que codifica para una 

peroxidasa de xilema, muestran un aumento en la expresión de PtPrx35, que codifica 

para otra peroxidasa de xilema. 

 

C2 4.5. Actividad peroxidasa en el apoplasto de las líneas transgénicas 

Los extractos de proteínas apoplásticas de tallo de las líneas transgénicas, así como de 

los controles, fueron empleados para llevar a cabo ensayos de actividad enzimática 

frente a 3 sustratos: 4-MN, alcohol coniferílico y alcohol sinapílico. Esto permitió 

conocer las alteraciones producidas en la actividad peroxidasa del apoplasto de las 

plantas transgénicas, debidas a la presencia de VviPrx73. 

El 4-MN es un sustrato específico de peroxidasas, de modo que la actividad frente a este 

sustrato es una medida de actividad peroxidasa total. Como se aprecia en la Figura C2 

11, aunque todas las líneas mostraron un valor medio de actividad peroxidasa frente a 4-

MN superior al del control, solo en el caso de la línea 19 se alcanzaron valores 

significativamente superiores. 
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Figura C2 11.- Actividad peroxidasa, frente al sustrato 4-MN, de extracto de proteínas 

apoplásticas de tallos de tabaco. En la gráfica se representan la media y desviación estándar 

(barras de error) obtenidas del ensayo por triplicado de tres réplicas biológicas para cada línea y 

control. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (P<0,05).  
PF: peso fresco  C: control  L2: línea transgénica 2  L6: línea transgénica 6  L19: línea transgénica 19 
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En las Figuras C2 12A y C2 12B se representan los valores medios de actividad 

peroxidasa frente a los alcoholes coniferílico y sinapílico, respectivamente, de modo 

que en este caso se ha cuantificado solamente la actividad peroxidasa de aquellas 

isoformas con capacidad para oxidar este tipo de sustratos de lignificación. Tanto en el 

caso de la actividad frente al alcohol coniferílico (Figura C2 12A), como frente al 

alcohol sinapílico (Figura C2 12B), las líneas transgénicas mostraron unos valores de 

actividad medios mayores a los del control de forma significativa. Dentro de las líneas 

transgénicas, la que mostró el mayor valor de actividad frente a estos sustratos fue la 

línea 19, seguida por la línea 2 y por último la línea 6. Esto concuerda con los resultados 

obtenidos de la cuantificación de actividad peroxidasa total (actividad peroxidasa frente 

al sustrato 4-MN), en que la línea 19 y la 6 poseían la mayor y la menor actividad 

peroxidasa, respectivamente. 
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Figura C2 12.- Actividad peroxidasa, frente a los sustratos alcohol coniferílico (A) y alcohol 

sinapílico (B), de extracto de proteínas apoplásticas de tallos de tabaco. En las gráficas se 

representan la media y desviación estándar (barras de error) obtenidas del ensayo por triplicado 

de tres réplicas biológicas para cada línea y control. Los asteriscos indican diferencias 

significativas respecto al control (P<0,05).  
PF: peso fresco  C: control  L2: línea transgénica 2  L6: línea transgénica 6  L19: línea transgénica 19 
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Si a los valores de actividad peroxidasa frente a los alcoholes coniferílico y sinapílico en 

el apoplasto de cada línea transgénica se les restan sus respectivos valores registrados en 

las plantas control, se obtienen los valores de actividad coniferil- y sinapil- peroxidasa, 

respectivamente, debidos a la presencia de VviPrx73 (Figura C2 13A). El resultado de 

estos cálculos indica que la presencia de esta enzima contribuye a un mayor aumento en 

la actividad sinapil-peroxidasa que en la coniferil-peroxidasa en el apoplasto de las 

líneas transgénicas, dato que contrasta con los resultados obtenidos en el apartado C2 

4.2.3, que señalaban la clara preferencia de esta enzima por el alcohol coniferílico frente 

al sinapílico.  
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Figura C2 13.- A: resultado de la resta del valor de actividad peroxidasa en el apoplasto de los 

controles al valor de actividad peroxidasa en el apoplasto de las líneas transgénicas. B: relación 

actividad coniferil-peroxidasa/actividad sinapil-peroxidasa en el apoplasto de los tallos de 

tabaco. En las gráficas se representan la media y desviación estándar (barras de error) obtenidas 

del ensayo por triplicado de tres réplicas biológicas para cada línea y control. En la figura B el 

análisis de la varianza (ANOVA) de los datos reveló que no existen diferencias entre los ratios 

(P≥0,05). 
PF: peso fresco  ACP: actividad coniferil-peroxidasa ASP: actividad sinapil-peroxidasa  C: control  L2: 

línea transgénica 2  L6: línea transgénica 6  L19: línea transgénica 19 

 

Por otra parte, si se dividen los valores de actividad frente a alcohol coniferílico entre 

los valores de actividad frente a alcohol sinapílico (Figura C2 13B), se observa que los 

ratios obtenidos son los mismos en el control que en cada una de las líneas transgénicas. 

De este modo, las plantas transgénicas muestran una mayor actividad frente a estos 

sustratos en su apoplasto, en comparación con las plantas control, sin embargo 

mantienen el mismo ratio actividad coniferil-peroxidasa/actividad sinapil-peroxidasa 

que los controles.  

La mayoría de peroxidasas que oxidan eficientemente el alcohol sinapílico pertenecen al 

grupo de las peroxidasas básicas (Ros Barceló et al., 2004), de modo que la 

modificación en el patrón de isoformas de peroxidasa básicas en el apoplasto de los 
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transformantes (apartado C2 4.4.2) podría responder al mayor aumento de la actividad 

sinapil-peroxidasa, respecto a la coniferil-peroxidasa, en estas plantas. Además, el 

hecho de que la actividad sinapil-peroxidasa aumentase en los tabacos transgénicos en 

la medida necesaria para mantener el mismo ratio actividad coniferil-

peroxidasa/actividad sinapil-peroxidasa que en las plantas control apoya la idea de que 

estos cambios puedan constituir un mecanismo puesto en marcha por los transformantes 

para hacer frente a las alteraciones que pudiera ocasionar en ellos la presencia de 

VviPrx73.  
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C2 5. Resumen 

Los resultados obtenidos confirman que el gen VIT_07s0129g00360 de Vitis vinifera, 

anotado como gen de la peroxidasa 73, codifica para una peroxidasa de clase III, 

VviPrx73. 

Las imágenes de la señal fluorescente generada por la proteína de fusión GFP-

VviPrx73, tomadas al microscopio confocal, apuntan a la localización apoplástica de 

VviPrx73, si bien no se considera que estos datos sean concluyentes debido a las 

dificultades surgidas durante las visualizaciones. Sin embargo, la presencia de VviPrx73 

en el apoplasto de las líneas de tabaco transgénicas, confirmada mediante PMF, ratifica 

que estamos ante una peroxidasa de secreción extracelular. 

Los ensayos de actividad enzimática llevados a cabo con la muestra enriquecida en 

VviPrx73 (obtenida a partir de los extractos proteicos de plantas agroinfiltradas) 

revelaron que esta enzima es capaz de oxidar tanto el alcohol sinapílico como el alcohol 

coniferílico, con una clara preferencia por el segundo. Este dato concuerda con el hecho 

de que VviPrx73 solo posee algunos de los motivos típicos de las peroxidasas de tipo S. 

Esta capacidad para oxidar sustratos de la lignificación, junto con su localización 

apoplástica, apuntan a que pueda tratarse de una peroxidasa implicada en la síntesis de 

las ligninas. 

La expresión de la secuencia que codifica para VviPrx73 en plantas de tabaco, lleva a 

que la actividad peroxidasa frente a sustratos de la lignificación en el apoplasto de los 

transformantes sea superior a la observada en el apoplasto de los controles. Sin 

embargo, sorprende que la presencia de esta enzima contribuya más al aumento de la 

actividad sinapil-peroxidasa que al de la coniferil-peroxidasa. Lo esperable, atendiendo 

a lo enunciado en el anterior párrafo, sería que la presencia de VviPrx73 produjese un 

notable incremento en la actividad coniferil-peroxidasa y tan solo un leve aumento en la 

actividad sinapil-peroxidasa. Por otra parte, el resultado del cálculo de la relación 

actividad coniferil-peroxidasa/actividad sinapil-peroxidasa es el mismo para las plantas 

transgénicas que para los controles.  

Estos resultados podrían tener su justificación en la modificación del patrón de 

isoformas de peroxidasa en el apoplasto de los tabacos transgénicos. Como mostraron 

los análisis mediante isoelectroenfoque, se produjo un cambio en el patrón de isoformas 

de peroxidasa básicas en el apoplasto de los transformantes, respecto a los controles. 

Este cambio podría responder a una reprogramación en la expresión de genes que 
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codifican para peroxidasas tipo S (generalmente peroxidasas básicas), con el objetivo de 

mantener inalterado el ratio actividad coniferil-peroxidasa/actividad sinapil-peroxidasa 

a pesar de la presencia de VviPrx73, tal y como se observó. 

Este ratio es uno de los factores que influyen en la composición de las ligninas 

(Tsutsumi et al., 1998), por tanto esa reprogramación de la expresión génica podría 

constituir un mecanismo de mantenimiento de la homeostasis que se habría puesto en 

marcha con el objetivo de evitar una variación en la composición de las ligninas de los 

transformantes, debida a la presencia de la peroxidasa de vid, y así pues, mantener 

inalteradas las características de sus paredes celulares. 
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C3 1. Introducción 

Las ligninas son heteropolímeros tridimensionales que resultan del acoplamiento 

oxidativo de tres monolignoles, los alcoholes p-cumarílico, coniferílico y sinapílico, en 

una reacción mediada por lacasas y peroxidasas de clase III (Boudet et al., 1995; Ros 

Barceló, 1997). Esta reacción de entrecruzamiento produce un heteropolímero 

hidrofóbico ópticamente inactivo (Ralph et al., 2004) compuesto de unidades p-

hidroxifenilo (H), guaiacilo (G) y siringilo (S), derivadas de los alcoholes p-cumarílico, 

coniferílico y sinapílico, respectivamente.  

En un principio, se pensaba que las ligninas se encontraban exclusivamente en las 

plantas vasculares, sin embargo, también se ha constatado su presencia en plantas no 

vasculares, como el briófito Marchantia polymorpha L. (Espiñeira et al., 2011) y el 

alga roja Calliarthron cheilosporioides Manza (Martone et al., 2009).  

Estos polímeros son depositados en las paredes de varios tipos celulares especializados: 

elementos traqueales del xilema, células del esclerénquima, células endodermales, 

células de la cubierta de las semillas y células de las silicuas (Barros et al., 2015), 

reforzando las paredes y confiriéndoles rigidez, hidrofobicidad, resistencia a la 

disrupción mecánica y a la degradación de los polisacáridos de pared (Vanholme et al., 

2010; Boerjan et al., 2003; Ralph et al., 2004; Rogers y Campbell, 2004; Whetten y 

Sederoff, 1995). 

El hecho de que los tres monómeros que constituyen las ligninas difieran en su grado de 

metoxilación, y que para cada uno de ellos el radical tenga al menos 5 formas 

mesoméricas, es indicativo de que durante la dimerización se pueden formar una gran 

variedad de subestructuras diferentes (Ros Barceló et al., 2004). Las unidades 

fenilpropanoides son interconectadas en las ligninas por medio de uniones de tipo éter y 

carbono-carbono (Ralph et al., 2004), que llevan a las principales subestructuras: 

guaiacilglicerol-β-aril éter, fenilcumarano, diaril propano, resinol, bifenil y difenil éter, 

así como a otras subestructuras de menor importancia. Los enlaces β-O-4 más 

frecuentes están presentes en las subestructuras guaiacilglicerol-β-aril éter, que son las 

dianas de la mayoría de procesos de despolimerización de las ligninas, incluida la 

tioacidolisis. En contraste, otras uniones entre unidades, tales como β-5 (en el 

fenilcumarano), β-1 (en el diaril propano), β-β (en resinol), 5-5 (en el bifenil) y 5-O-4 

(en el difenil éter), son muy resistentes a la degradación (Ros Barceló et al., 2004). 

Además de los monómeros clásicos, H, G y S, también pueden formar parte del 
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polímero de ligninas otras moléculas. Estas subunidades son llamadas no canónicas, 

entre las que se incluyen ferulatos, hidroxicinamaldehídos (coniferilaldehído y 

sinapilaldehído), alcoholes dihidrocinámicos y monolignoles acetilados (Ralph et al., 

2008; Wang et al., 2013). Todo esto da una idea de cuan heterogéneas son las ligninas 

como polímero.  

El contenido en ligninas y su composición varía según el grupo taxonómico, en los 

diferentes individuos de una población, según el tejido, tipo celular, estado del 

desarrollo e incluso dependiendo de las condiciones ambientales (Wardrop, 1976; 

Monties, 1985; Monties, 1991; Monties y Lapierre, 1981; Wu et al., 1992; He y 

Terashima, 1991). Dentro de las plantas vasculares existe una variación bastante 

distintiva en la composición monomérica de las ligninas entre gimnospermas y 

angiospermas. En las gimnospermas, las ligninas están compuestas típicamente por 

unidades G, con una proporción menor de unidades H, mientras que en las 

angiospermas las ligninas están compuestas generalmente de niveles similares de 

unidades G y S (Higuchi, 1990). Sin embargo hay excepciones, dado que existen 

gimnospermas en que predominan las unidades S y algunas angiospermas en que sus 

ligninas son principalmente de tipo G (Lewis y Yamamoto, 1990). También dentro de 

una misma planta existe una gran variación en las ligninas. Por ejemplo, en Arabidopsis 

thaliana (L.) Heynh. los elementos traqueales del xilema poseen paredes celulares 

secundarias reforzadas por la deposición de ligninas compuestas principalmente de 

unidades G (Terashima y Fukushima, 1989; Higuchi, 1990). Por otra parte, las 

ligninas de las paredes celulares secundarias de las fibras del esclerénquima y las 

esclereidas se componen principalmente de unidades S (Higuchi, 1990). Incluso existe 

variación dentro de una misma pared celular. Las ligninas ricas en unidades p-

hidroxifenilo son depositadas principalmente en las paredes celulares primarias y están 

fuertemente unidas con enlaces cruzados (Terashima y Fukushima, 1988; Chabannes 

et al., 2001; Ruel et al., 2002), mientras que las ligninas ricas en unidades guaiacilo y 

siringilo son depositadas principalmente en paredes celulares secundarias y el polímero 

formado posee una conformación más lineal, en el cual los esqueletos de los 

monolignoles son unidos por enlaces β-O-4 (Chabannes et al., 2001; Ruel et al., 

2002). Además, el tipo de polimerización de los monómeros difiere en las distintas 

regiones de la pared. Mientras que en la pared celular primaria y lámina media se da una 

polimerización rápida, en masa, que favorece el acoplamiento C-C de los monolignoles 

en polímeros altamente ramificados, ricos en uniones β-5, β-1, β-β, 5-5 y 5-O-4 entre 
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unidades, en las paredes celulares secundarias se da una polimerización lenta, lineal, 

que favorece las uniones β-O-4 de los monolignoles en polímeros relativamente lineales 

(Lai y Sarkanen, 1975). 

La diferente composición monomérica de las ligninas impacta de forma significativa en 

su estructura general y, por tanto, es muy importante a la hora de determinar sus 

propiedades. Así por ejemplo, comparando especies de angiospermas y gimnospermas 

con un contenido en ligninas similar Chiang et al. (1988) observaron que la 

deslignificación era más fácil en las angiospermas. Esto es debido a los diferentes tipos 

de enlaces que se pueden establecer entre los distintos tipos de monómeros. En las 

ligninas de tipo G se establecen fuertes enlaces carbono-carbono (5-5), que se forman 

entre residuos de alcohol coniferílico. Estos enlaces no pueden darse entre residuos de 

alcohol sinapílico, debido al grupo metoxilo presente en la posición C5 de su anillo 

aromático. De este modo, la presencia de unidades S facilita los procesos de 

deslignificación debido a una frecuencia relativa mayor de uniones β-O-4, que son 

enlaces más débiles, y la menor frecuencia de las fuertes uniones 5-5 (Bonawitz y 

Chapple, 2010; Baucher et al., 1998). La composición de las ligninas no solo 

dependerá de los monómeros disponibles en la zona de lignificación, sino también del 

tipo de enzimas que medien esa polimerización. Como ya se indicó en otros capítulos, 

las peroxidasas responsables de la oxidación de los monolignoles pueden mostrar 

diferentes especificidades de sustrato, mientras que algunas aceptan casi exclusivamente 

alcohol coniferílico, otras son altamente específicas hacia el alcohol sinapílico 

(Marjamaa et al., 2006; Gómez Ros et al., 2007). 

Además de la composición propia del polímero de ligninas, estas pueden unirse a 

azúcares hemicelulósicos (xilosa, arabinosa, manosa y glucosa), a las celulosas, 

pectinas, o a los ácidos hidroxicinámicos (Lai, 1991). También pueden aparecer 

asociadas a glicoproteínas o taninos (Monties, 1989). Estas asociaciones, junto con el 

contenido y composición de las ligninas, determinarán en gran medida las propiedades 

físicas de las paredes celulares. 

En este capítulo se presentan los resultados del análisis fenotípico de las plantas de 

tabaco (Nicotiana tabacum L.) transgénicas que portan la región codificante del gen de 

la peroxidasa 73 de vid (Vitis vinifera L.) (VviPrx73), obtenidas como se detalla en el 

Capítulo 2. Estos análisis abarcan desde la evaluación de posibles modificaciones en los 

polímeros de las paredes celulares de los transformantes, al estudio de las propiedades 

mecánicas de sus tallos y posibles alteraciones en el crecimiento, con el objetivo de 
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esclarecer cuál podría ser la función de la peroxidasa 73 de vid (VviPrx73) in planta, y 

si podría constituir una diana interesante en programas de mejora. 
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C3 2. Objetivos 

Análisis cuantitativo y cualitativo de las ligninas de las líneas de tabaco transgénicas, 

para tratar de confirmar el papel de VviPrx73 en la polimerización de las ligninas y 

conocer qué modificaciones en dicho polímero conlleva su presencia. 

 

Análisis de los carbohidratos de las paredes celulares de las líneas transgénicas, para 

conocer si la presencia de VviPrx73 lleva a alteraciones en otros polímeros de las 

paredes distintos a las ligninas. 

 

Análisis de las propiedades mecánicas de los tallos de los transformantes. Mediante la 

obtención del valor de su módulo E, o módulo de Young, se podrá conocer si las 

posibles modificaciones en las paredes celulares de las líneas transgénicas conllevan 

alteraciones en las propiedades mecánicas de las mismas. 

 

Análisis de la curva de crecimiento y momento de la floración de las líneas 

transgénicas. Con ello se podrá observar si la presencia de VviPrx73 provoca 

alteraciones en el ritmo de desarrollo de los transformantes. 
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C3 3. Materiales y métodos 

Las plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana) analizadas en este 

capítulo pertenecen a las líneas transgénicas homocigotas independientes de la T2 

mencionadas en el apartado C2 4.4.1 del Capítulo 2. Las plantas empleadas como 

control se seleccionaron tal y como se detalla en ese mismo apartado. 

 

C3 3.1. Localización histoquímica de ligninas 

Se llevaron a cabo la tinción de Wiesner y la de Mäule en secciones transversales de 

tallos de plantas de tabaco de 2 meses, que fueron crecidas en tierra desde semillas, bajo 

unas condiciones de 16 horas de luz a 25 ºC y 8 horas de oscuridad a 18 ºC. En el 

momento en que se tomaron las muestras para las tinciones, todas las plantas se 

encontraban en el mismo estado de desarrollo, plantas adultas en el momento del inicio 

de la floración. Los cortes se realizaron a 10 cm de la base del tallo y de forma manual, 

con una cuchilla de microtomo. 

Todas las observaciones y fotografías se realizaron con un microscopio estereoscópico 

SMZ 150 dotado de una cámara digital Nikon DXM1200. 

 

C3 3.1.1 Tinción de Wiesner 

La tinción de Wiesner es específica para los O-4-hidroxicinamil aldehídos terminales 

contenidos en las ligninas (Pomar et al., 2002b). Las secciones de los tallos se 

infiltraron al vacío con una solución de floroglucinol (1, 3, 5-trihidroxibenceno) al 1 % 

en HCl:etanol (25:75) durante 10 minutos. Posteriormente se depositaron en un vidrio 

de reloj con agua destilada para realizar las observaciones y fotografías. 

 

C3 3.1.2 Tinción de Mäule 

Esta tinción es específica para los grupos S de las ligninas (Trabucco et al., 2013). Las 

secciones transversales se infiltraron al vacío durante 10 minutos con KMnO4 al 1 % en 

agua. A continuación, se lavaron con agua destilada y se destiñeron con HCl al 37 % 

durante 30 segundos. Las secciones se lavaron nuevamente con agua destilada y se 

introdujeron en amoníaco 0,5 M durante 5 minutos. Posteriormente, se transfirieron a un 

vidrio de reloj con agua destilada para realizar las observaciones y fotografías.  
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C3 3.2. Obtención de las paredes celulares 

El método utilizado fue el descrito por Pomar et al. (2002a) con algunas 

modificaciones. 

El material vegetal de partida consistió en los segmentos de tallos de tabaco descartados 

tras la extracción de sus proteínas apoplásticas (apartado C2 3.8. del Capítulo 2). Estos 

segmentos fueron homogeneizados a 4 ºC en presencia de tampón Tris-acetato 50 mM 

(pH=5,0) con 1M KCl. El homogeneizado se centrifugó durante 20 minutos a 15000g y 

a 4 ºC. Tras este tiempo se retiró el sobrenadante y el precipitado fue secado en estufa 

para posteriormente ser homogeneizado en un Mini beadbeater
TM 

(BioSpec Products) 

hasta obtener un polvo fino. 

Los restos de tallo pulverizados se lavaron con agua destilada, centrifugando durante 15 

minutos a 1800g. Se descartó el sobrenadante y el precipitado se lavó con Triton X-100 

al 1 %, centrifugando durante 15 minutos a 1800g, como en el paso anterior. Este 

lavado con Triton X-100 se repitió 3 veces más. Seguidamente, se realizaron 4 lavados 

del precipitado con agua destilada. A los que siguieron varios lavados con etanol al 70 

%, hasta que el sobrenadante fue completamente transparente. Por último, las paredes se 

lavaron con etanol 96 % y se secaron por filtración al vacío, lavándolas 2 veces con 

etanol al 96 % y tres con éter dietílico. Finalmente, se mantuvieron 3 días en una estufa 

a 65 ºC para que quedasen totalmente secas y sin restos de éter dietílico. 

 

C3 3.3. Análisis de las paredes celulares 

 

C3 3.3.1 Cuantificación de ligninas con bromuro de acetilo 

Para la cuantificación de ligninas se siguió el procedimiento descrito por Iiyama y 

Wallis (1988).  

Se pesaron entre 3-5 mg de paredes celulares, a las que se añadieron 500 μl de una 

mezcla de ácido acético/bromuro de acetilo 1/0,2. A continuación, las muestras se 

incubaron a 70 ºC durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se dejó enfriar y se 

añadió 1 ml de NaOH 2N. Finalmente se enrasó a 10 ml con ácido acético. Tras dejar 

reposar las muestras para que precipitasen las partículas en suspensión, se midió la 

absorbancia a 290 nm. Para calcular la concentración de ligninas se usó un factor de 

absortividad de 20,091g
-1

cm
-1

 según la estimación de Iiyama y Wallis (1988). 
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El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo tal y como se detalló en el apartado C2 

3.10.3 del Capítulo 2. 

 

C3 3.3.2 Análisis mediante espectroscopía FTIR (Fourier transform infrared)  

Estos análisis se realizaron en la Unidade de Espectroscopía Molecular de los Servizos 

de Apoio á Investigación de la Universidade da Coruña. 

Los espectros se realizaron usando un espectrómetro Bruker Vector 22 FTIR (Bruker 

Optics, Madrid, España), equipado con un ATR de reflexión simple con prisma de 

diamante Golden Gate (Specac), cuyo brazo permitió aplicar una presión constante a la 

muestra sobre el cristal, para conseguir un contacto perfecto entre la muestra y el haz de 

infrarrojos incidente, evitando la pérdida de radiación incidente. Se obtuvieron 30 

espectros de infrarrojo entre 300 y 4000 cm
-1

 para cada réplica, con una resolución de 4 

cm
-1

. Los datos obtenidos de los espectros de FTIR se analizaron con el programa 

OPUS 5.5 de Bruker para su normalización (vector normalization) y corrección de la 

línea base (rubberband correction).  

El análisis de componentes principales se llevó a cabo con el programa informático 

SPSS. 

 

C3 3.3.3 Oxidación de las paredes celulares con nitrobenceno 

La oxidación alcalina con nitrobenceno de las paredes celulares y los análisis de HPLC 

(high performance liquid chromatography) de los productos obtenidos se llevaron a 

cabo según Pomar et al. (2002a). 

Para cada reacción se emplearon en torno a 25 mg de paredes celulares, a los que se 

añadieron 2,5 ml de NaOH 2N y 0,25 ml de nitrobenceno. Se incubaron durante 150 

minutos a 170 ºC, agitando suavemente cada cierto tiempo. Terminada la incubación, se 

dejaron enfriar las muestras y se les añadieron 4 ml de agua destilada y 4 ml de 

diclorometano. Se agitó vigorosamente y se recogió la fase superior, pasándola a otro 

tubo. Se añadieron 0,5 ml de HCl al 37 % y 5 ml de diclorometano:acetato de etilo 

(1:1), se agitó y se centrifugó 2 minutos a 500g. 

La fase orgánica se transfirió a otro recipiente y la fase acuosa se sometió a otra 

extracción con 5 ml de diclorometano:acetato de etilo (1:1), tal y como se hizo la 

primera vez. En total se realizaron 3 extracciones, recogiendo en cada una de ellas la 

fase orgánica y sometiendo a la fase acuosa a una nueva extracción.  
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Seguidamente se le añadió Na2SO4 en exceso al conjunto de las extracciones. Se 

filtraron sobre matraces corazón y se evaporaron a sequedad en un rotavapor con el 

baño a 40 ºC. 

El residuo final se resuspendió en 1 ml de metanol, se pasó a través de un filtro de 

tamaño de poro de 0,45 μm y se ajustó el volumen final de nuevo a 1 ml con metanol. 

Los productos obtenidos mediante la oxidación con nitrobenceno se analizaron por 

HPLC en una columna de fase reversa Spherisorb ODS2 C18. Para ello se usó un 

equipo Waters Alliance, equipado con un detector de diodos Waters 2996. Para llevar a 

cabo la cromatografía se utilizaron las mezclas de solventes A, que contenía acetonitrilo 

al 50 % y ácido acético al 2 % y B, que se trataba de ácido acético al 2 %. El programa 

usado consistió 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 cuantificación del p-

hidroxibenzaldehído, la vanillina y el siringaldehído se realizó a 280 nm usando los 

correspondientes estándares comerciales. 

El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo tal y como se detalló en el apartado C2 

3.10.3 del Capítulo 2. 

 

C3 3.3.4 Análisis cualitativo mediante tioacidolisis 

La técnica empleada para la realización de la tioacidolisis fue la descrita por Lapierre 

et al. (1995). Para llevar a cabo la reacción, se pesaron 5 mg de las paredes celulares y 

se mezclaron con 10 ml de una disolución de boro trifluoruro-éter dietílico 0,2 M en una 

mezcla de dioxano:etanotiol (8,75:1). La tioacidolisis se realizó en tubos de vidrio 

PYREX sellados con tapón con politetrafluoroetileno (Teflon), en un termobloque a 100 

ºC durante 4 h, agitando suavemente cada cierto tiempo. 

Una vez transcurridas las 4 h, se añadieron 30 ml de agua destilada con el fin de detener 

la reacción y enfriar la mezcla. Seguidamente, se ajustó el pH a un valor entre 3,0 y 4,0 

con una solución 0,4 M de Na2CO3. Una vez ajustado el pH se procedió a la extracción, 

con 30 ml de diclorometano al que se añadieron 0,167 mg de tetracosano como estándar 

interno y usando un embudo de decantación. Esta extracción se repitió 2 veces más, tras 

lo cual los volúmenes obtenidos se mezclaron, añadiéndose Na2SO4 en exceso para 

eliminar el agua arrastrada. A continuación, se procedió a la evaporación del 

diclorometano hasta sequedad en un rotavapor a 42 ºC. 



C3 ̴ Capítulo 3 

164 

El residuo se resuspendió en diclorometano y se transfirió a viales para cromatografía 

de gases. Posteriormente el diclorometano se evaporó nuevamente empleando un 

SpeedVac, a 36 ºC y durante 3 horas. 

El residuo final se disolvió en 100 µl de BSTFA (N,O bis-(trimetilsilil) 

trifluoroacetamida) y 10 µl de piridina y los trimetil-silil derivados se analizaron en un 

equipo de GC-MS (Thermo Finnigan). 

El análisis de las muestras anteriormente obtenidas se realizó en la Unidade de Técnicas 

Cromatográficas de los Servizos de Apoio á Investigación de la Universidade da 

Coruña, con un cromatógrafo Thermo Finnigan Trace GC, equipado con una columna 

DB-XLB, J&W, de 60 m x 0,25 mm de diámetro interno, usando helio como gas 

portador a un flujo constante de 1 ml min
-1

. El programa de temperatura fue desde 90 ºC 

hasta 270 ºC, a una velocidad de 5 ºC min
-1

. El cromatógrafo se acopló a un detector de 

masas Thermo Finnigan Polaris Q, que trabajó con una intensidad de impacto 

electrónico de 70 eV. 

El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo tal y como se detalló en el apartado C2 

3.10.3 del Capítulo 2. 

 

C3 3.4. Ensayos del comportamiento mecánico 

El comportamiento mecánico de las plantas se estudió mediante ensayos de tracción 

sometiendo a las plantas a distintas solicitaciones mecánicas.  

Para ello se empleó una máquina universal de ensayos Instron 5566 que mide de manera 

continua y simultánea la fuerza instantánea aplicada y el alargamiento resultante. Los 

ensayos se realizaron con una velocidad de desplazamiento de las mordazas de 0,5 

mm/min, a temperatura ambiente. Las principales especificaciones técnicas de la Instron 

5566 son las que se detallan a continuación. 

 

Capacidad de carga   500 N 

Rango de velocidades   0,005 a 500 mm/min 

Recorrido total de la cruceta   1135 mm 

Precisión de la medida de la carga   ± 0,01 % de la escala  

 

En un ensayo típico de tracción, los datos de tensión (σ) y deformación (ε), obtenidos 

mientras se realiza el ensayo a una temperatura y velocidad constante, suelen 
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representarse en un diagrama cartesiano. Se obtienen las curvas σ = σ(ε) que varían con 

la naturaleza del material y con las condiciones de ensayo. En este análisis la fuerza de 

tracción es aplicada uniaxialmente a lo largo del tallo de la planta. 

El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo tal y como se detalló en el apartado C2 

3.10.3 del Capítulo 2. 

 

C3 3.5. Biometrías 

Las plantas de tabaco se crecieron en tierra, y desde semillas, en una cámara de cultivo 

con un régimen de 16 horas de luz a 25 ºC y 8 horas de oscuridad a 18 ºC. 

Se tomaron medidas de la longitud de su tallo cada 3 días, hasta el momento del cese de 

su crecimiento en longitud. También se registró el momento del inicio de la floración y 

el diámetro final del tallo para cada planta. 
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C3 4. Resultados y discusión 

 

C3 4.1. Efecto de la presencia de la peroxidasa 73 (VviPrx73) sobre el 

contenido en ligninas de las plantas de tabaco transgénicas 

Empleando el método del bromuro de acetilo (Iiyama y Wallis, 1988), se cuantificó el 

contenido en ligninas de las paredes celulares obtenidas a partir de tallos de las líneas de 

tabaco transgénicas.  

Como puede observarse en la Figura C3 1, los tallos de todas las líneas transgénicas 

(L2, L6, L19) mostraron un valor medio del porcentaje en ligninas superior al de los 

tallos de las plantas control, sin embargo este incremento no es estadísticamente 

significativo. 

Este ligero aumento en el contenido en ligninas de las paredes de las plantas 

transgénicas, en comparación con las paredes de las plantas control, respalda la 

hipótesis de la implicación de VviPrx73 en el proceso de lignificación. Además, el 

hecho de que las diferencias no sean estadísticamente significativas no resulta extraño. 

Las peroxidasas de clase III participan en la formación de las ligninas mediante la 

oxidación de los monolignoles, para su posterior polimerización, lo que constituye el 

último paso en la ruta de síntesis de estos polímeros (Boudet et al., 1995; Ros Barceló, 

1997; Boerjan et al., 2003). Por ello, cabe esperar que la introducción de una nueva 

peroxidasa no produzca más que un ligero aumento en el contenido en ligninas de esas 

plantas, tal y como muestran estos resultados, dado que al no modificarse 

adicionalmente pasos anteriores de la ruta es muy posible que se produzcan 

restricciones por la falta de sustratos (monolignoles).  

La biosíntesis de ligninas es un proceso altamente controlado, dado que para la planta es 

metabólicamente muy costoso al requerir grandes cantidades de esqueletos de carbono y 

equivalentes reductores (Amthor, 2003). Además, las plantas no poseen un mecanismo 

para degradar las ligninas (Lewis y Yamamoto, 1990), por tanto, los carbonos 

invertidos en la biosíntesis de estos polímeros no podrán ser recuperados, convirtiendo a 

las células lignificadas en un importante sumidero de carbono no recuperable (Patzlaff 

et al., 2003). Esto obliga a las plantas a establecer un cuidadoso balance entre la síntesis 

de ligninas y la disponibilidad de recursos, regulando fuertemente la ruta de biosíntesis 

de los monolignoles (Patzlaff et al., 2003). Todo ello respaldaría que en las plantas de 

tabaco transgénicas, a pesar de mostrar una mayor actividad peroxidasa frente a los 
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sustratos de lignificación en su apoplasto, no se hubiesen producido alteraciones en la 

síntesis de monolignoles, limitando de este modo la síntesis de ligninas, ya que se trata 

de un proceso muy costoso para las plantas y en condiciones normales un mayor 

contenido en ligninas no les reporta ningún beneficio. 
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Figura C3 1.- Contenido en ligninas (%) de las paredes celulares de los tallos de tabaco. En la 

gráfica se representan la media y desviación estándar (barras de error) calculadas con los valores 

obtenidos del ensayo por sextuplicado de tres réplicas biológicas para cada línea y control. El 

análisis de la varianza (ANOVA) de estos datos reveló que no existen diferencias significativas 

(P≥0,05) entre el contenido en ligninas de las líneas transgénicas y el del control. 
C: control  L2: línea transgénica 2  L6: línea transgénica 6  L19: línea transgénica 19 

 

C3 4.2. Alteraciones a nivel histológico asociadas a la presencia de 

VviPrx73 

Tras observar que la presencia de VviPrx73 no provoca cambios significativos en el 

contenido en ligninas de los tallos, se visualizó la deposición de este polímero en las 

paredes de los diferentes tipos celulares en secciones transversales de tallo. Para ello se 

recurrió al empleo de la tinción de Wiesner, que revela los O-4-hidroxicinamil 

aldehídos terminales contenidos en las ligninas (Pomar et al., 2002b), y de la de Mäule, 

específica para grupos siringilo (Ros Barceló et al., 2000). 

La Figura C3 2 muestra secciones transversales de tallos sometidas a la tinción de 

Wiesner. En ellas se puede observar que no existen diferencias apreciables entre las 

plantas control y las plantas transgénicas, ni en cuanto al área teñida, ni en cuanto a la 

intensidad de la tinción. Tampoco se observan diferencias en la tinción de las paredes de 

los distintos tipos celulares entre plantas control y transgénicas. 
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Figura C3 2.- Secciones transversales de tallos de tabaco sometidas a la tinción de Wiesner. A: 

control. B: línea transgénica 2. Las barras corresponden a 100 µm. 

 

En cuanto a la tinción de Mäule, tampoco reveló diferencia alguna entre las secciones 

del tallo de las plantas control y las de las plantas transgénicas (Figura C3 3). 

Estos resultados concuerdan con los del apartado anterior, donde se apreciaba que si 

bien la presencia de VviPrx73 provoca un aumento en el contenido en ligninas, se trata 

de un incremento ligero (no estadísticamente significativo), a tal punto que no es 

perceptible mediante el empleo de estas tinciones.  

Las secciones de tallo sometidas a las tinciones de Wiesner y de Mäule también 

permitieron observar que no existen diferencias apreciables en la deposición de las 

ligninas a nivel espacial entre las plantas control y las transgénicas. 

 

 

Figura C3 3.- Secciones transversales de tallos de tabaco sometidas a la tinción de Mäule. A: 

control. B: línea transgénica 2. Las barras corresponden a 100 µm. 
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C3 4.3. Análisis de la composición de las ligninas mediante oxidación 

con nitrobenceno y tioacidolisis 

Hasta este momento se ha constatado que la presencia de VviPrx73 provoca un ligero 

incremento en el contenido en ligninas de las líneas transgénicas, si bien este no llega a 

ser significativamente diferente al contenido en ligninas de las plantas control. 

El siguiente paso consistió en el análisis de la composición monomérica de las ligninas 

de estas plantas utilizando dos métodos degradativos diferentes, la oxidación en medio 

alcalino con nitrobenceno y la tioacidolisis, debido a la complementariedad de los 

resultados que proporciona cada uno de ellos.  

La oxidación en medio alcalino usando nitrobenceno es un proceso agresivo capaz de 

romper no solo enlaces débiles en las ligninas, sino también enlaces fuertes. Esta 

reacción da como productos de la degradación los aldehídos fenólicos siringaldehído, 

vanillina y p-hidroxibenzaldehído. Sin embargo, tiene el problema de acortar las 

cadenas laterales de las ligninas y no proporciona información alguna sobre sus grupos 

funcionales, ni sobre sus interconexiones. Además con muestras suberizadas existe un 

alto riesgo de interferencia entre las ligninas y otros fenoles de pared que derivan en 

productos similares. 

Por su parte, la tioacidolisis es una despolimerización ácida, que actúa mediante la 

escisión de los enlaces β-O-4. El método combina la acción de un ácido fuerte, el boro 

trifluoruro-éter dietílico, y un nucleófilo, el etanotiol. Solo las unidades de ligninas 

implicadas en subestructuras arilglicerol-β-aril éter, muy abundantes en las ligninas 

nativas, proporcionan monómeros fenilpropano C6C3 con las cadenas laterales 

tioetiladas. Como la tioacidolisis degrada las ligninas a estructuras que mantienen 

características de las cadenas originales, la determinación de los monómeros obtenidos 

y sus cantidades permiten obtener gran cantidad de información sobre los grupos 

funcionales y la estructura de las ligninas. Los grupos benzaldehído, cinamaldehído y 

cinamil alcoholes implicados en enlaces β-O-4 pueden ser estimados a partir de sus 

productos específicos de degradación. Sin duda, la más importante limitación de la 

tioacidolisis es su aplicación a ligninas con baja proporción de enlaces β-O-4, ya que los 

resultados obtenidos difícilmente podrían ser extrapolables al conjunto del polímero. En 

estos casos el uso complementario de la oxidación con nitrobenceno constituye una 

herramienta muy útil. 
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Como muestra la Figura C3 4, que refleja los datos obtenidos mediante el método de la 

oxidación en medio alcalino con nitrobenceno, solo existen diferencias significativas en 

cuanto a la composición de las ligninas entre la línea transgénica 2 y el control. Las 

ligninas de esta línea poseen un mayor porcentaje de grupos G y un menor porcentaje de 

grupos S que el control (Figura C3 4A), de modo que la relación G/S es 

significativamente mayor en la línea 2 que en el control (Figura C3 4B).  
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Figura C3 4.- Datos obtenidos del análisis de las paredes celulares de tallos de tabaco mediante 

oxidación en medio alcalino con nitrobenceno. A: porcentaje de grupos G (G), H (H) y S (S) en 

las ligninas de cada línea. B: relación entre el porcentaje de grupos G y el de grupos S en las 

ligninas de cada línea. En las gráficas se representan la media y desviación estándar (barras de 

error) calculadas con los valores obtenidos del ensayo por duplicado de tres réplicas biológicas 

para cada línea y control. Los asteriscos indican diferencias significativas (P<0,05) respecto al 

control. 
C: control  L2: línea transgénica 2  L6: línea transgénica 6  L19: línea transgénica 19 

 

Estos datos aparecen reflejados en la Tabla C3 1, donde también se incluye la relación 

H:G:S en las distintas líneas, pudiendo observarse que la proporción de unidades H es la 

misma en las líneas transgénicas y en el control.  

 

Tabla C3 1. Composición de las ligninas de los tallos de tabaco determinada mediante 

oxidación en medio alcalino con nitrobenceno. 

 

Los resultados corresponden a la media ± la desviación estándar obtenidas del ensayo por 

duplicado de tres réplicas biológicas para cada línea y control 
PC: pared celular 

 

Atendiendo a los datos de µg mg
-1

 PC (pared celular) de los productos de oxidación que 

se muestran en la Tabla C3 1, se constatan los resultados de la cuantificación de las 

Relación H:G:S Relación G/S p -HBA (H) Vanillina (G) Siringaldehído (S)

Control 3:52:45 1,154 ± 0,015 0,336 ± 0,034 7,329 ± 0,857 7,603 ± 0,884

Línea 2 3:55:42 1,295 ± 0,029 0,438 ± 0,064 9,347 ± 1,834 8,623 ± 1,516

Línea 6 3:51:46 1,131 ± 0,046 0,426 ± 0,031 8,589 ± 1,233 9,113 ± 1,496

Línea 19 3:52:45 1,174 ± 0,045 0,454 ± 0,078 9,374 ± 1,252 9,601 ± 1,672

Productos de oxidación alcalina con nitrobenceno (µg mg
-1

 PC)
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ligninas por el método del bromuro de acetilo, que indicaban un ligero aumento del 

contenido en ligninas en las líneas transgénicas respecto del control. Así, teniendo en 

cuenta los resultados obtenidos del ensayo de oxidación en medio alcalino con 

nitrobenceno, la suma de los tres tipos de monómeros es de 15,268 µg mg
-1

 PC en el 

control y de 18,408 µg mg
-1

 PC, 18,128 µg mg
-1

 PC y 19,429 µg mg
-1

 PC en las líneas 

transgénicas 2, 6 y 19, respectivamente. 

Por su parte, la degradación de las ligninas mediante tioacidolisis dio como resultado 

los productos que se muestran en las Figuras C3 5A y C3 5B. El empleo de un estándar 

interno (tetracosano) permitió, a la hora de cuantificar los productos de degradación, 

obviar las fluctuaciones en la cantidad de cada uno de ellos debidas a diferencias en la 

eficiencia de las extracciones. 
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Figura C3 5.- Productos de degradación, mediante tioacidolisis, de las ligninas de paredes 

celulares de tallos de N. tabacum. En las figuras A y B se muestran los perfiles de la 

cromatografía de gases de los productos de degradación de las ligninas de una planta control y 

de una de la línea transgénica 2, respectivamente. Se indican los picos correspondientes a los 

productos de degradación de las ligninas identificados y al estándar interno (tetracosano), así 

como su tiempo de retención. En las figuras C y D se muestran los espectros de masas de los 

monómeros tioetilados que surgen de las estructuras aril-glicerol-β-aril éter (β-O-4) derivadas 

de los alcoholes coniferílico y sinapílico, respectivamente, en las ligninas de tallos de N. 

tabacum. 
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En la Tabla C3 2 se muestran los valores de tiempo de retención (tr) y espectro de 

masas para cada uno de los productos de tioacidolisis identificados. 

 

Tabla C3 2. Productos de degradación, mediante tioacidolisis, de las ligninas de paredes 

celulares de tallos de N. tabacum.  

 

 

En la Figura C3 6 se pueden observar los resultados obtenidos del análisis de la 

composición de las ligninas mediante tioacidolisis.  
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Figura C3 6.- Datos obtenidos del análisis de las paredes celulares de tallos de tabaco mediante 

tioacidolisis. A: porcentaje de alcohol coniferílico (AC), coniferilaldehído (CA), alcohol 

sinapílico (AS) y sinapilaldehído (SA) en las ligninas de cada línea. B: relación entre el 

porcentaje de grupos G y de grupos S en las ligninas de cada línea. En las gráficas se 

representan la media y desviación estándar (barras de error) calculadas con los valores 

obtenidos del ensayo por duplicado de tres réplicas biológicas para cada línea y control. Los 

asteriscos indican diferencias significativas (P<0,05) respecto al control. 
C: control  L2: línea transgénica 2  L6: línea transgénica 6  L19: línea transgénica 19 

 

Estos muestran que las ligninas de la línea transgénica 2 poseen un mayor porcentaje de 

alcohol coniferílico y un menor porcentaje de alcohol sinapílico que las ligninas de los 

controles (Figura C3 6A), siendo estadísticamente significativa esta diferencia. Así, el 

tr (min) m/z (intensidad relativa) Unidad estructural en las ligninas

34,77 418(0), 403(1), 295(5), 269 (100), Alcohol coniferílico unido por enlaces β-O -4 (eritro y treo)

235(10), 75(2), 73(8)

34,86 418(0), 403(5), 283(66), 222(100), Coniferilaldehído unido por enlaces β-O -4

192(32), 135(42), 75(18), 73(50)

36,2 325(4), 299(100), 269(9), 265(10), Alcohol sinapílico unido por enlaces β-O -4 (eritro y treo)

239(2), 75(2), 73(5)

36,31 433(3), 313(49), 252(100), 222(28), Sinapilaldehído unido por enlaces β-O -4

135(23), 75(12)



C3 ̴ Capítulo 3 

173 

cociente de G/S es significativamente mayor en la línea 2 que en las plantas control 

(Figura C3 6B). En cuanto a las demás líneas transgénicas, no muestran diferencias en 

la composición de sus ligninas respecto del control. 

Estos datos concuerdan con los resultados del análisis por oxidación con nitrobenceno, 

reflejando que la única línea transgénica cuya composición de las ligninas difiere de la 

de los controles es la línea 2. 

En la Tabla C3 3 se recoge la cantidad (µg mg
-1 

PC) de cada uno de los productos de 

degradación de las ligninas obtenidos mediante tioacidolisis. Como puede observarse, 

estos datos corroboran, al igual que lo hicieron los obtenidos mediante oxidación con 

nitrobenceno, que el contenido en ligninas de las líneas transgénicas es ligeramente 

superior al de las plantas control. Así, el sumatorio de productos de degradación de las 

ligninas para los controles es de 68,776 µg mg
-1 

PC y para las líneas transgénicas 2, 6 y 

19 de 73,815 µg mg
-1 

PC, 78,224 µg mg
-1 

PC y 80,340 µg mg
-1 

PC, respectivamente. 

 

Tabla C3 3. Composición de las ligninas de los tallos de tabaco determinada mediante 

tioacidolisis. 

 

Los resultados corresponden a la media ± la desviación estándar obtenidas del ensayo por 

duplicado de tres réplicas biológicas para cada línea y control. En la realización de estos 

cálculos se consideró para los grupos G un factor de respuesta de 0,47 y para los grupos S de 

0,53 (Yue et al., 2012). 
PC: pared celular  CAlc: alcohol coniferílico  CAld: coniferilaldehído  SAlc: alcohol sinapílico  SAld: 

sinapilaldehído 
 

En resumen, los datos obtenidos mediante estas dos técnicas degradativas apuntan a que 

no existen diferencias en la composición de las ligninas entre las líneas transgénicas 6 y 

19 y las plantas control. Sin embargo, las ligninas de la línea transgénica 2 poseen una 

relación G/S significativamente mayor a la de las ligninas de las plantas control. 

El que no existan diferencias cualitativas entre las ligninas de las líneas 19 y 6 respecto 

del control era predecible, teniendo en cuenta los datos de actividad peroxidasa 

incluidos en el apartado C2 4.5. del Capítulo 2, que mostraban que la relación entre la 

actividad coniferil-peroxidasa y la actividad sinapil-peroxidasa en el apoplasto de las 

plantas transgénicas era la misma a la registrada en el apoplasto de las plantas control. 

CAlc CAld SAlc SAld

Control 25,123 ± 3,424 1,179 ± 0,294 40,455 ± 5,160 2,019 ± 0,413

Línea 2 29,601 ± 3,333 1,342 ± 0,235 40,799 ± 3,544 2,073 ± 0,284

Línea 6 28,902 ± 4,360 1,496 ± 0,291 45,441 ± 3,659 2,385 ± 0,337

Línea 19 30,346 ± 5,142 1,595 ± 0,390 45,764 ± 8,855 2,635 ± 0,486

Productos de degradación de las ligninas obtenidos mediante tioacidolisis (µg mg
-1

 PC)
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Los resultados del análisis cuantitativo y cualitativo de las ligninas de los 

transformantes, junto con los obtenidos en el Capítulo 2 mediante isoelectroenfoque y 

ensayos enzimáticos de los extractos apoplásticos de estas plantas, concuerdan con la 

situación reflejada por Lin et al. (2016) en su trabajo. Estos autores indican que líneas 

de Populus trichocarpa Torr. y A. Gray ex. Hook. en que se había silenciado el gen de 

la peroxidasa PtrPO21 (peroxidasa de xilema) muestran una reducción en su contenido 

en ligninas, pero estas mantienen el mismo ratio G/S que en las plantas control. Además 

detectan que estas plantas transgénicas responden al silenciamiento de PtrPO21 con la 

sobreexpresión de PtPrx35, que codifica para una peroxidasa de clase III abundante en 

xilema. 

Se refuerza así la hipótesis planteada en el Capítulo 2, acerca de la existencia de un 

mecanismo de respuesta de las plantas transgénicas a la presencia de VviPrx73, 

consistente en la reprogramación de la expresión de genes de peroxidasa endógenos, 

con el objetivo de mantener inalterada la composición de sus ligninas y, así pues, las 

propiedades de las paredes celulares. 

Sorprende, sin embargo, que las ligninas de las plantas de la línea 2 posean una relación 

G/S superior a la de las ligninas de las plantas control. Este resultado podría deberse a 

diferencias en la disponibilidad de los monolignoles en el apoplasto de la línea 2, en 

comparación con las demás líneas. 

Observando las Figuras C3 4 y C3 6 se puede apreciar que el porcentaje de grupos G en 

las ligninas de las plantas de la línea 2 es superior al registrado en las ligninas de las 

plantas control, mientras que el porcentaje de grupos S en las ligninas de esta línea es 

inferior al de los controles. Sin embargo, en el caso de las líneas transgénicas 6 y 19, ni 

el porcentaje en grupos G ni el porcentaje en grupos S de sus ligninas difiere del de los 

controles. Estas diferencias observadas en la línea 2 no solo son el resultado de un 

mayor contenido en grupos G en comparación con el control (Tablas C3 1 y C3 3), sino 

también de que el contenido en grupos S de la línea 2 apenas difiere del de las plantas 

control, siendo el menor de las tres líneas transgénicas (Tablas C3 1 y C3 3). Esto 

contrasta con los datos de actividad peroxidasa en el apoplasto de estas líneas 

transgénicas (apartado C2 4.5. del Capítulo 2), que señalan que la línea con la menor 

actividad sinapil-peroxidasa es la 6. En cuanto al contenido en grupos G, sí existe una 

correspondencia entre este valor y la actividad coniferil-peroxidasa en cada una de las 

líneas, de modo que el orden de mayor actividad coniferil-peroxidasa, y contenido en 

grupos G, a menor es el siguiente: línea 19>línea 2>línea 6.  
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Estos datos podrían ser indicativos de una menor disponibilidad del monolignol alcohol 

sinapílico en el apoplasto de las plantas de la línea transgénica 2, respecto a la 

disponibilidad de este monómero en el resto de líneas transgénicas, y esta podría ser la 

causa de que tan solo las ligninas de la línea 2 muestren una relación G/S 

significativamente diferente a la de los controles.  

Que existan diferencias entre líneas transgénicas obtenidas mediante el mismo 

procedimiento y empleando las mismas construcciones de ADN no es algo extraño. 

Esto puede ser debido a algún tipo de alteración en el parental de la línea durante el 

proceso de regeneración a partir del material vegetal transformado, o bien la causa 

puede estar en la localización del genoma donde se insertó el ADN-T (ADN 

transferido), dado que esta es al azar, pudiendo provocar alteraciones en secuencias de 

la propia planta que lleven a modificaciones en las características del vegetal (Zolla et 

al., 2008; Rischer y Oksman-Caldentey, 2006; Schnell et al., 2015). 

 

C3 4.4. Análisis de la composición de las paredes mediante 

espectroscopía FTIR  

El siguiente paso en este estudio consistió en el análisis de la composición de las 

paredes celulares mediante espectroscopía FTIR, con el objetivo de observar posibles 

diferencias entre las líneas transgénicas y los controles, sobre todo en lo que respecta a 

los carbohidratos de pared. 

La espectroscopía FTIR constituye una poderosa herramienta para el análisis de los 

componentes de la pared, siendo además una técnica rápida y no destructiva (Alonso-

Simón et al., 2011). En el estudio de la composición de las paredes celulares, la zona 

del espectro de absorción que más información proporciona es la que abarca de los 800 

cm
-1

 a los 1800 cm
-1

. Esta región consiste en muchas bandas superpuestas asignadas a 

las vibraciones de los grupos pertenecientes a las ligninas y a los carbohidratos (Bui et 

al., 2015; Poletto et al., 2012; Popescu et al., 2009).  

Observando las Figuras C3 7 y C3 8 se puede apreciar que a determinados números de 

onda existen diferencias entre los espectros de absorción de las paredes celulares de las 

líneas transgénicas y de las plantas control. Así, la absorbancia relativa de las bandas en 

torno a los 1600 cm
-1

 y 1510 cm
-1

, que corresponden a vibraciones del anillo aromático 

de las ligninas (Bui et al., 2015), es mayor en las líneas transgénicas. En concreto, la 

intensidad de la banda en torno a los 1510 cm
-1 

cobra importancia a la hora de conocer 
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el contenido total de ligninas, dado que esta banda surge únicamente debido a la 

vibración del esqueleto aromático del anillo bencénico en las ligninas, mientras que la 

banda en torno a 1600 cm
-1 

tiene también contribuciones del grupo C=O conjugado 

(Pandey, 1999; Zhou et al., 2011; Bui et al., 2015). 

Lo mismo ocurre en torno a los 1735 cm
-1

, banda asignada a grupos éster en la fracción 

hemicelulósica (Bui et al., 2015). Algunos autores señalan que una banda prominente 

en esta región es un indicativo de un mayor contenido en carbohidratos de pared 

(Poletto et al., 2012; Pandey, 1999). 
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Figura C3 7.- Espectros de absorción de las paredes celulares de tallos de tabaco obtenidos 

mediante espectroscopía FTIR. En cada color se muestra el espectro medio resultado del ensayo 

por duplicado de tres réplicas biológicas para cada línea y control. 

 

En torno a los 1230 cm
-1

 la absorbancia relativa también es mayor en las líneas 

transgénicas que en el control (Figuras C3 7 y C3 8). Dorado et al. (2001) indican la 

importancia de la intensidad de la banda a 1230 cm
-1

 para predecir el contenido de 

carbohidratos de pared en Cannabis sativa L., señalando que es un buen índice del 

enriquecimiento en estos polímeros. 

Las bandas en torno a los 1100 cm
-1

 y 1053 cm
-1

, relacionadas con las celulosas (Mc 

Cann et al., 2007; Zenoni et al., 2004), también muestran una mayor absorbancia 

relativa en las líneas transgénicas. Sin embargo, en torno a los 991 cm
-1

, banda asociada 

igualmente a las celulosas (Schindelman et al., 2001), la absorbancia relativa es mayor 

en el control que en las líneas transgénicas 6 y 2 (Figuras C3 7 y C3 8). Como muestran 
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las Figuras C3 7 y C3 8, en la región del espectro que abarca estas bandas se pueden 

observar notables diferencias en la absorbancia de las paredes de las tres líneas 

transgénicas.  
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Figura C3 8.- Espectros diferenciales, obtenidos restando al espectro de absorción medio de las 

paredes celulares de cada línea transgénica (línea 2, línea 6 y línea 19) el espectro de absorción 

medio de las paredes celulares de las plantas control. 

 

De los 950 cm
-1

 a los 1200 cm
-1

 se localizan múltiples bandas asignadas a las celulosas, 

se trata de bandas νC-O que son principalmente debidas a modos de extensión C-O en 

grupos alcohólicos COH junto con aquellas de los C-O intra- y extra-cíclicos de los 

grupos acetal O-C-O-C (Maréchal y Chanzy, 2000). Sin embargo, en esta región del 

espectro también se localizan bandas que surgen de las vibraciones en otros 

polisacáridos de pared distintos a las celulosas (Kačuráková et al., 2000), lo que 

dificulta la interpretación de los picos observados a estos números de onda. De este 

modo, en la literatura pueden encontrarse tanto trabajos en que relacionan la intensidad 

de estas bandas con el contenido en celulosas (Feraru et al., 2011; Fagard et al., 2000; 

Daras et al., 2009), como trabajos en que lo hacen con el contenido en polisacáridos de 

pared (celulósicos y no celulósicos) (Pozo et al., 2016). 

Otra dificultad añadida a la interpretación de estas bandas viene dada por el hecho de 

que varias corresponden a las vibraciones de diferentes alcoholes de las celulosas y de 

sus distintas conformaciones. Los estudios de Maréchal y Chanzy (2000) sobre la 

celulosa Iβ de Valonia ventricosa J. Agardh señalan que varias de las bandas observadas 
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a estos números de onda son debidas a las distintas conformaciones de los alcoholes 

(Figura C3 9). Así por ejemplo, encuentran que los alcoholes primarios muestran tres 

conformaciones, a las que se asocian sus respectivas bandas νC-O, que son las siguientes: 

la banda en torno a los 1000 cm
-1

 corresponde a la conformación secundaria (II); la 

banda en torno a 1015 cm
-1

 es asignada a la conformación menor (III); la banda en torno 

a 1035 cm
-1

 corresponde a la conformación dominante (I). En este caso, las distintas 

intensidades de estas bandas son un indicativo de la cantidad aproximada de alcoholes 

primarios que adoptan una cierta conformación, y la conformación en que se encuentren 

los alcoholes primarios influye en los enlaces de hidrógeno de la celulosa. A mayores, 

los autores apuntan a que los picos en torno a 1060 cm
-1

 corresponden a νC-O de 

alcoholes secundarios C3-O3H y en torno a 1115 cm
-1

 a νC-O de alcoholes secundarios 

C2-O2H.  

 

Figura C3 9.- Asignación de las bandas de infrarrojos correspondientes a vibraciones en la red 

de enlaces de hidrógeno de la celulosa Iβ de Valonia ventricosa. En la figura se muestran las tres 

conformaciones de los alcoholes primarios (I, II y III) y también las bandas de extensión, que 

aparecen como flechas con dos puntas. Imagen modificada de Maréchal y Chanzy (2000). 

 

Los picos observados a 1099 cm
-1

 y 1053 cm
-1

, y la caída en la absorbancia relativa que 

se aprecia a 991 cm
-1

 en los espectros de absorción (Figuras C3 7 y C3 8), podrían 

corresponder a las bandas νC-O de alcoholes que indican Maréchal y Chanzy, dado que 

el número de onda que señalan estos autores para cada una de ellas puede variar 

ligeramente al tratarse de otra especie y dependiendo del estado de desarrollo de la 

pared (Cintrón y Hinchliffe, 2015). De modo que las diferencias en su intensidad en 

los espectros de las tres líneas transgénicas podrían responder a diferencias cualitativas 

en sus celulosas.  

Sin embargo, la complejidad de la interpretación de las bandas de esta región del 

espectro no permite discernir si las diferencias en la absorbancia relativa a 1099 cm
-1

, 
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1053 cm
-1

 y 991 cm
-1

, en los espectros de las tres líneas transgénicas, son un indicativo 

de diferencias en el contenido en celulosas y/o en polisacáridos no celulósicos, o 

responden a algún cambio en la estructura, los grupos o los enlaces de estos polímeros. 

Por ejemplo, Liu et al. (2011) en su estudio de fibras de algodón (Gossypium spp.) 

mediante espectroscopía FTIR observaron diferencias en la región 950 cm
-1

-1200 cm
-1

 

entre el espectro de las fibras maduras y el de las inmaduras. Estos autores vieron que la 

intensidad de las bandas a 1032 cm
-1

 y 1054 cm
-1

 era mayor en el espectro de las fibras 

inmaduras, sin embargo, la intensidad de la banda a 956 cm
-1

 era mayor en el de las 

fibras maduras. Con la maduración el contenido de celulosas de las fibras de algodón 

aumenta, sin embargo, los autores observaron que no todas las bandas asignadas a este 

polímero poseían una mayor intensidad en el espectro de las fibras maduras. Así pues, 

en este caso parece que la intensidad de estas bandas no es un mero indicador del 

contenido en celulosas sino que está aportando datos bien sobre otros compuestos de la 

pared, bien sobre cambios cualitativos en las celulosas. 

Tras observar las diferencias que existen entre los espectros de las paredes de las tres 

líneas transgénicas y del control, y dada la dificultad de la interpretación de los 

resultados, estos datos fueron sometidos a un análisis de componentes principales. Con 

esto se buscó establecer grupos que clasificaran a las paredes de las distintas plantas 

según sus características y conocer cuáles son esas características que las diferencian. 
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Figura C3 10.- Análisis de componentes principales de los espectros de absorción obtenidos 

mediante espectroscopía FTIR. Se representa el valor del componente principal 1 (CP1) frente 

al valor del componente principal 2 (CP2), para las paredes de tres plantas control y para las 

paredes de tres plantas de cada una de las tres líneas transgénicas (líneas 2, 6 y 19). 
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En la Figura C3 10 se representa el valor del componente principal 1 (CP1) frente al 

valor del componente principal 2 (CP2), para las paredes de cada planta. El CP1 explica 

un 49,66 % de la variabilidad entre espectros, mientras que el CP2 explica un 26,45 %. 

En esta figura puede observarse que las paredes de las plantas control y las de las 

plantas de la línea transgénica 2 aparecen englobadas en dos grupos diferentes. Esto 

indica que las paredes de las plantas de la línea 2 comparten entre sí características, al 

igual que las de las plantas control, y difieren de las paredes de las demás plantas. En 

cuanto a las paredes de las plantas de la línea transgénica 19 y de la línea transgénica 6, 

no forman grupos definidos ni aparecen englobadas en el de la línea 2. 
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Figura C3 11.- Explicación de la variación entre los espectros de absorción por el componente 

principal 1 (CP1). 

 

En la Figura C3 11 se representa la explicación de la variación entre los espectros de 

absorción por el CP1, de tal modo que este gráfico permite conocer qué parámetros 

influyen en el valor del CP1 y cómo es esa influencia. Así, puede observarse que el 

valor del CP1 se ve influido fuertemente por el contenido en ligninas de la muestra, 

dado que para los números de onda correspondientes a las bandas asociadas a las 

ligninas, 1600 cm
-1

 y 1508 cm
-1

, los valores de varianza son altos (0,966 y 0,969, 

respectivamente). Además, la relación entre ambos es positiva, de modo que una mayor 

absorción en estas regiones del espectro contribuye a valores mayores del CP1. El valor 

del CP1 también se ve influido por el contenido en carbohidratos de pared (para 1731 

cm
-1

 la varianza es de 0,829 y para 1230 cm
-1

 de 0,886) y la relación es también 

positiva. Las diferencias en lo que respecta a las celulosas tienen una menor influencia, 
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para 1099 cm
-1

 la varianza es de 0,629 y para 1053 cm
-1

 de 0,557. Además, atendiendo a 

la intensidad de la banda a 991 cm
-1

, su relación con el valor del CP1 es negativa 

(varianza de -0,527), de modo que una mayor absorbancia en esta banda contribuye a la 

disminución del valor del CP1. También existe una relación negativa entre el valor del 

CP1 y la intensidad de la banda de alrededor de los 1778 cm
-1

. Esta banda corresponde a 

νC═O en ésteres (Bui et al., 2015), que podrían relacionarse con la presencia de pectinas. 

En resumen, estos datos reflejan que son muchos los parámetros que influyen sobre el 

valor del CP1 y que ninguno de ellos ejerce una influencia especialmente relevante. 

La agrupación de las paredes de las plantas de la línea transgénica 2 y de las control en 

dos conjuntos diferentes, cuando se representan los valores de CP1 y CP2 enfrentados 

(Figura C3 10), podría estar en parte motivada por las diferencias en la composición de 

las ligninas entre la línea transgénica 2 y los controles que revelaron los análisis del 

apartado C3 4.3. 

Por otra parte, el hecho de que las paredes de todas las plantas transgénicas no 

aparezcan agrupadas en un mismo conjunto podría ser debido a las diferencias 

observadas en sus espectros medios de absorción (Figuras C3 7 y C3 8), que se hacen 

especialmente patentes en la región 950 cm
-1

-1200 cm
-1

. 

Sin embargo, cabe resaltar que las paredes de todas las plantas transgénicas poseen 

valores del CP1 superiores a los de las paredes de las plantas control, y que mientras las 

paredes de todas las plantas control poseen valores del CP1 negativos, de las 9 plantas 

transgénicas 7 poseen valores del CP1 positivos y tan solo las paredes de 2 negativos. 

Esto podría estar revelando leves diferencias entre las paredes de los transformantes y 

las de las plantas control. De hecho, los espectros de absorción indican un mayor 

contenido en ligninas y carbohidratos de pared en los tabacos transgénicos respecto a 

los controles (Figuras C3 7 y C3 8).  

Teniendo en cuenta los datos recogidos en este apartado, obtenidos del análisis de las 

paredes celulares mediante espectroscopía FTIR, se corrobora que el contenido en 

ligninas de las líneas transgénicas es ligeramente superior al de las plantas control. 

También parece ser mayor el contenido en carbohidratos de las paredes de los 

transformantes. Por otra parte, los espectros de absorción de las paredes de las líneas 

transgénicas difieren notablemente entre sí en la región que abarca de los 950 cm
-1

 a los 

1200 cm
-1

. Esto podría indicar bien diferencias en el contenido de carbohidratos entre 

las tres líneas o bien diferencias en la composición en carbohidratos o en las 

características de estos polímeros.  
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C3 4.5. Caracterización de los transformantes a través del análisis de 

las propiedades mecánicas de sus tallos 

Con el objetivo de comprobar si los tallos de los transformantes poseen las mismas 

propiedades mecánicas que los de las plantas control, se llevó a cabo el cálculo de su 

módulo E o módulo de Young. Este módulo es un indicador de la rigidez de los 

materiales. Cuanto mayor es el módulo de Young de un material mayor es su rigidez, y 

viceversa.  

Como refleja el gráfico de la Figura C3 12, la línea transgénica 2 posee un módulo E 

significativamente menor al del control, lo que indica que los tallos de las plantas de 

esta línea son menos rígidos que los tallos de las plantas control. En lo que respecta a 

las líneas transgénicas 6 y 19, no presentan un módulo E significativamente diferente al 

del control. 

Tanto los datos obtenidos mediante oxidación en medio alcalino con nitrobenceno, 

como los que se obtuvieron mediante tioacidolisis (apartado C3 4.3.), señalaron que la 

única línea transgénica cuya composición de las ligninas es estadísticamente diferente a 

la de las plantas control es la línea 2, que posee un mayor ratio G/S. Esto concuerda con 

que dicha línea sea la única en presentar un módulo E diferente al de las plantas no 

transgénicas, sin embargo, dado el mayor ratio G/S de sus ligninas, se esperaría que 

también el valor del módulo E fuese superior al de los controles.  
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Figura C3 12.- En la figura se representan el valor medio y desviación estándar (barras de error) 

del módulo de Young, o módulo E, de los tallos de tabaco. Estos datos se obtuvieron del ensayo 

de 5 réplicas biológicas para cada línea y control. Los asteriscos indican diferencias 

significativas (P<0,05) respecto al control. 
C: control  L2: línea transgénica 2  L6: línea transgénica 6  L19: línea transgénica 19 
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El ratio G/S es una de las características más importantes de las ligninas, ya que está 

relacionado con el patrón de uniones entre las subunidades que conforman las ligninas y 

con la reactividad química de estos polímeros (Huang et al., 2016). El hecho de que los 

diferentes monómeros posean diferentes capacidades de enlace hace que el ratio G/S no 

solo sea indicativo de los enlaces que establecerán entre ellos, sino también de los 

enlaces que establecerán con otras macromoléculas de la pared (Achyuthan et al., 

2010; Abreu et al., 2009). Estas diferencias serán determinantes en las propiedades 

mecánicas de las maderas (Wang et al., 2010; Bidlack et al., 1992). 

Una alta proporción de unidades S (ratio G/S bajo) favorece la presencia de uniones 

débiles β-O-4, conduciendo a moléculas de lignina con una alta simplicidad estructural. 

Estas ligninas poseen un bajo número de uniones entre monómeros, así como un bajo 

número de enlaces cruzados con los polisacáridos de la pared, y como resultado de la 

alta proporción de enlaces β-O-4 presentan una conformación más lineal y con una 

mayor expansión longitudinal (Abreu et al., 2009; Achyuthan et al., 2010; Wang et 

al., 2010). En contraposición, las ligninas con una alta proporción de unidades G poseen 

más ramificaciones y más enlaces cruzados, debido a la presencia de un gran número de 

enlaces C-C. También forman más enlaces cruzados con los polisacáridos de la pared. 

Además, una alta proporción de unidades guaiacilo favorece la aparición de estructuras 

condensadas. Todas estas características llevan a que las ligninas ricas en unidades 

guaiacilo posean una mayor rigidez molecular (Abreu et al., 2009; Achyuthan et al., 

2010; Wang et al., 2010). 

De este modo, resulta bastante contradictorio que un mayor ratio G/S conduzca a un 

menor valor del módulo E. Sin embargo, esto podría tener su explicación en los trabajos 

de Ruel et al. (2001 y 2006). Estos autores señalan que para la cohesión de las paredes 

celulares secundarias es imprescindible el papel de las ligninas no condensadas, 

indicando que una brusca disminución de este tipo de ligninas, y presencia mayoritaria 

de ligninas condensadas, lleva a una pérdida de cohesión entre las microfibrillas de 

celulosas y a perturbaciones en su orientación. En el modelo que proponen (Figura C3 

13), las ligninas que primero se depositarían en las paredes celulares secundarias serían 

las de tipo condensado. Estas ligninas se asociarían íntimamente a las hemicelulosas, 

revistiendo la superficie de las microfibrillas de celulosas. En un segundo momento se 

depositarían las ligninas de tipo no condensado, que interaccionarían con las ligninas de 

tipo condensado y actuarían como moléculas puente, promoviendo la cohesión de las 

paredes celulares secundarias. Las ligninas de tipo condensado no podrían desarrollar 
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esta función, debido al espacio restringido entre la red microfibrillar celulosas-

hemicelulosas y las ligninas condensadas ya depositadas en el estadio temprano de la 

lignificación. Este espacio solo podría ser ocupado por un polímero con una 

conformación más extendida, como las ligninas no condensadas, y no en bloque, como 

las de tipo condensado.  

En la formación de uniones condensadas o no condensadas influyen varios factores, uno 

de ellos es el ambiente en el que se produce la polimerización de los monolignoles, es 

decir, las características de la matriz constituida por los polímeros de la pared celular 

predepositados (Ruel et al., 2001). Otro factor es la composición monomérica de las 

ligninas. Las ligninas de tipo guaiacilo, formadas por la polimerización de monómeros 

de alcohol coniferílico, están enriquecidas en unidades condensadas que implican 

uniones C-C, mientras que las ligninas de tipo siringilo dan lugar preferentemente a 

unidades no condensadas conectadas por enlaces β-O-4 (Leplé et al., 2007). 

 

 

Figura C3 13.- Representación esquemática del modelo propuesto para el ensamblaje de los 

polímeros durante la formación de la pared celular secundaria. Imagen tomada de Ruel et al. 

(2006). 

 

Quizá en el modelo propuesto por Ruel y sus colaboradores se encuentre la justificación 

de la menor rigidez de los tallos de la línea 2. El incremento de la relación G/S, junto 

con las alteraciones en lo que respecta a los carbohidratos de pared, a las que apuntaban 

los resultados del análisis mediante espectroscopía FTIR (apartado C3 4.4.), podrían 

haber favorecido un aumento en la proporción de ligninas condensadas, frente a las no 

condensadas, en las plantas de esta línea, promoviendo a su vez una disminución en la 

cohesión de las paredes celulares secundarias.  



C3 ̴ Capítulo 3 

185 

Existe constancia en la literatura de que una disminución en la cohesión de las paredes, 

debida a alteraciones de la matriz en que están embebidas las microfibrillas de 

celulosas, conlleva una disminución del valor del módulo E. Li et al. (2011) silenciaron 

la expresión de PtrGT8D1 y PtrGT8D2 (genes que codifican para glicosiltransferasas 

implicadas en la biosíntesis de xilano) en Populus trichocarpa. El contenido en xilano 

de estas plantas se redujo, mientras que el de celulosas no se vio alterado y el contenido 

en ligninas aumentó. El valor del módulo E del tallo de estas plantas se redujo, 

existiendo una correlación positiva entre el contenido en xilano y el valor del módulo E 

de las plantas transgénicas. Esto, según argumentaron los autores, fue debido al 

importante papel del xilano en el mantenimiento de la integridad de las paredes 

celulares secundarias, de tal modo que la reducción del contenido en este polímero 

debilitó la cohesión que confiere la matriz hemicelulosas-ligninas entre las 

microfibrillas de celulosas. 

Los resultados de Koehler y Telewski (2006) también apoyan el modelo propuesto por 

Ruel y sus colaboradores y, así pues, la hipótesis de que en él se encuentre la 

justificación de la menor rigidez de los tallos de la línea 2. Sus estudios en líneas 

transgénicas de chopo (Populus tremula X Populus alba) que sobreexpresaban el gen de 

la enzima F5H (ferulato 5-hidroxilasa) mostraron que estas plantas poseían un mayor 

contenido en unidades S, y por tanto un menor ratio G/S, y que esto llevaba a que el 

valor de su módulo E aumentase. Koehler y Telewski señalan que este aumento del 

valor del módulo E con la disminución del ratio G/S es debido a que las ligninas ricas 

en unidades S son más lineales, lo que favorece un empaquetado más estrecho de estos 

polímeros en las paredes celulares, llevando a una mayor rigidez de estas estructuras. 

 

C3 4.6. Caracterización de los transformantes a través del análisis de 

posibles modificaciones de su crecimiento/desarrollo 

En numerosas ocasiones se han descrito alteraciones en el crecimiento y/o desarrollo de 

mutantes y líneas transgénicas con modificaciones en genes que participan en la 

biosíntesis de las ligninas (Pinçon et al., 2001; Anterola y Lewis, 2002; Patten et al., 

2005). Por este motivo se registró periódicamente la longitud del tallo de plantas de las 

tres líneas transgénicas hasta el cese de su crecimiento, con el objetivo de establecer una 

curva de crecimiento para cada línea (Figura C3 14) y observar posibles diferencias 

respecto de las plantas control no transgénicas.  
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Tal y como se observa en la Figura C3 14, las curvas de crecimiento de las líneas 

transgénicas 6 y 19 son prácticamente idénticas a la del control, sin embargo la línea 2 

posee una curva de crecimiento que difiere ligeramente de la del resto de plantas 

(transgénicas y controles). Como se aprecia en el gráfico de la Figura C3 14, las plantas 

de la línea 2 parecen incrementar su altura más rápido que las plantas control y que las 

de las líneas 6 y 19, siendo también más precoces en cuanto al momento de la floración.  

Tiempo (días)

0 20 40 60 80

L
o
n

g
it

u
d

 (
cm

)

0,0

10,0

20,0

30,0

40,0

Control

Línea2

Línea6

Línea19

DMFC

DMF2

DMF6

DMF19

 

Figura C3 14.- Curvas de crecimiento de las líneas transgénicas (líneas 2, 6 y 19) y de las 

plantas control. Cada curva se construyó a partir de la media de los valores registrados para 5 

plantas. Las barras de error representan la desviación estándar. Sobre cada curva se indica 

también el día medio de floración (DMF) de cada una de las líneas y del control. 
DMFC: día medio de floración del control  DMF2: día medio de floración de la línea 2  DMF6: día medio 

de floración de la línea 6  DMF19: día medio de floración de la línea 19 

 

Dadas las múltiples e importantes funciones de las paredes celulares en la fisiología de 

las plantas, alteraciones en estas estructuras pueden conllevar cambios fenotípicos en los 

vegetales, pérdida de la funcionalidad de determinados tipos celulares, alteraciones en la 

susceptibilidad a patógenos e incluso comprometer la viabilidad del vegetal (Loqué et 

al., 2015; Martínez et al., 2009; Franke et al., 2002; Jones et al., 2001). De esto se 

deduce que las alteraciones de las paredes celulares pueden llevar a las plantas afectadas 

a una situación de estrés, y una de las formas de respuesta de las plantas de tabaco ante 
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situaciones de estrés es acortar su ciclo vegetativo y desarrollar una floración temprana 

(Fisher y Guiltinan, 1995). Esto podría ser lo que ocurre en el caso de las plantas de la 

línea 2, que las alteraciones en los polímeros de sus paredes celulares y en sus 

propiedades mecánicas estén llevando a estas plantas a una situación de estrés, a la que 

responden con un desarrollo más rápido y una floración más precoz. Tal y como se 

había comentado en el apartado anterior, Koehler y Telewski (2006) observaron que 

plantas transgénicas de chopo que sobreexpresaban el gen de la enzima F5H poseían un 

mayor contenido en unidades S, y así pues un menor ratio G/S, y que esto llevaba a que 

el valor de su módulo E aumentase. Sin embargo, a pesar de ese incremento en el valor 

del módulo E, la rigidez a la flexión de estas plantas no se veía modificada. Esto era 

debido a que el incremento del valor del módulo E aparecía compensado por una 

reducción del diámetro del tallo. 

 

Tabla C3 4. Diámetro de las plantas de tabaco en el momento del cese de su crecimiento. 

 

 

Los resultados corresponden a la media ± la desviación estándar obtenidas de la medida del 

diámetro de 5 plantas. 

 

En el caso de las plantas de la línea 2, además de mostrar un valor del módulo E 

significativamente inferior al de las plantas control, también poseen tallos con un 

diámetro ligeramente inferior al de estas últimas (Tabla C3 4). Quizá esto lleve a una 

notable reducción en la rigidez a la flexión de estas plantas, lo que provoca en ellas una 

situación de estrés a la que responden con un desarrollo más rápido y una floración más 

precoz. 

  

Control Línea 2 Línea 6 Línea 19

Diámetro (mm) 5,342 ± 0,536 4,934 ± 0,378 6,506 ± 0,338 6,316 ± 0,774
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C3 5. Resumen 

Los resultados obtenidos a lo largo de este capítulo parecen indicar que VviPrx73 está 

implicada en el proceso de lignificación, sin embargo, la presencia de esta proteína en 

plantas de tabaco transgénicas no provoca ningún cambio fenotípico claro que pueda ser 

de interés. 

El incremento, estadísticamente significativo, en la actividad peroxidasa frente a 

sustratos de la lignificación en el apoplasto de las plantas transgénicas (Capítulo 2 

apartado C2 4.5.) se tradujo simplemente en un ligero aumento en el contenido en 

ligninas, que no llega a ser significativamente diferente al del control. Probablemente el 

estar modificando únicamente el último paso, de polimerización, en la síntesis de las 

ligninas, no permita grandes variaciones en el contenido en este polímero debido a la 

falta de sustratos (monolignoles) disponibles. La síntesis de ligninas es un proceso muy 

costoso para las plantas y en condiciones normales un aumento en el contenido en este 

polímero no supone ningún beneficio para los vegetales. De este modo, no resulta 

extraño que, a pesar del aumento en la actividad peroxidasa en su apoplasto, no alteren 

pasos anteriores de la ruta para incrementar la disponibilidad de monolignoles y la 

cantidad global de ligninas. 

En cuanto a la composición de las ligninas en los transformantes, solo se observaron 

diferencias respecto a los controles en la línea 2, que posee una mayor relación G/S. El 

comportamiento de las líneas 6 y 19 era esperable dado que, como se vio en el apartado 

C2 4.5. del Capítulo 2, el ratio actividad coniferil-peroxidasa/actividad sinapil-

peroxidasa en el apoplasto de las líneas transgénicas es prácticamente el mismo que en 

los controles. En cuanto a la línea 2, su comportamiento diferente no parece estar 

asociado a la presencia de VviPrx73, sino que se cree que podría ser debido a algún tipo 

de alteración en el parental de la línea, derivada del proceso de transformación y/o 

regeneración. 

Los resultados del análisis de las paredes celulares mediante espectroscopía FTIR 

parecen corroborar el ligero incremento en el contenido en ligninas en las líneas 

transgénicas, además señalan a un mayor contenido en carbohidratos de pared en estas 

últimas. También apuntan a diferencias entre las tres líneas transgénicas en lo que 

respecta a sus carbohidratos de pared. Esto vendría reflejado por las discrepancias entre 

los espectros de estas líneas en la región de 950 cm
-1

-1200 cm
-1

, que son especialmente 

patentes entre el espectro de la línea 2 y el de las otras dos líneas transgénicas, y podrían 
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ser debidas bien a diferencias en el contenido en carbohidratos o bien a diferencias en la 

composición en carbohidratos o en las características de estos polímeros.  

Las diferencias en los polisacáridos de pared, respecto a los controles, sumadas a un 

mayor ratio G/S, podrían haber llevado a una mayor proporción de ligninas 

condensadas en las plantas de la línea 2, que según el modelo de deposición de los 

componentes de las paredes celulares secundarias propuesto por Ruel et al. (2001 y 

2006) provocaría una pérdida de cohesión de las paredes y perturbaciones en la 

orientación de las microfibrillas de celulosas. Alteraciones que podrían ser la respuesta 

a las discrepancias en los espectros de absorción en la región 950 cm
-1

-1200 cm
-1

 que, 

tal y como se comentó, eran especialmente notables entre la línea 2 y las demás líneas 

transgénicas. Esto se vería apoyado por el hecho de que el origen de la mayoría de 

bandas que aparecen en esta región se encuentra en las hemicelulosas y celulosas, 

polímeros que, atendiendo al modelo propuesto por Ruel y sus colaboradores, serían los 

más afectados por la pérdida de cohesión derivada de un bajo contenido en ligninas no 

condensadas. 

Por otra parte, la pérdida de cohesión de las paredes y perturbaciones en la orientación 

de las microfibrillas de celulosas podrían ser las responsables de que las plantas de la 

línea 2 presenten un valor del módulo E inferior al de los controles.  

Como cabría esperar, solo las plantas de la línea 2 mostraron diferencias en su 

crecimiento y desarrollo respecto de las plantas control, manifestando un crecimiento 

más rápido y floración más precoz. Se cree que estas alteraciones puedan constituir su 

respuesta a una situación de estrés provocada por la alteración de sus propiedades 

mecánicas. 

Todos los datos en conjunto apuntan a que si bien VviPrx73 sí parece estar implicada en 

lignificación, su presencia en los tabacos transgénicos no provoca ninguna alteración 

fenotípica significativa, más allá de un aumento en la actividad peroxidasa frente a 

sustratos de la lignificación en el apoplasto. Probablemente esto sea debido a que las 

peroxidasas participan en el último paso de la síntesis de ligninas, por lo que puede estar 

dándose una limitación por falta de sustrato (monolignoles). Las plantas transgénicas 

lejos de poner en marcha cambios que lleven a aumentar la disponibilidad de 

monolignoles, parece que responden a la inserción de la secuencia que codifica para 

VviPrx73 reprogramando la expresión de genes de peroxidasas endógenas con el 

objetivo de mantener inalterado su ratio actividad coniferil-peroxidasa/actividad sinapil-
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peroxidasa, y así pues contrarrestar los posibles efectos derivados de la presencia de 

VviPrx73.  

En el caso de la línea 2 sí se observaron diferencias respecto al control, sin embargo, los 

datos obtenidos parecen apuntar a que el origen de estas diferencias esté en algún tipo 

de alteración que sufrió el parental de la línea, bien durante el proceso de regeneración o 

debida al lugar de inserción del ADN-T, y no relacionado con la presencia de VviPrx73. 
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1. The grapevine actin 7 gene promoter and terminator (PVviACT7 and TVviACT7, 

respectively) drive the high level constitutive expression of transgenes in tobacco 

plants. Furthermore, they lead to very stable expression levels between the different 

transgenic lines. 

 

2. The grapevine gene annotated as peroxidase 73 gene (VIT_07s0129g00360) encodes 

a class III peroxidase, peroxidase 73 (VviPrx73). 

 

3. VviPrx73 is apparently an apoplastic peroxidase involved in cell wall lignification, 

being able to oxidize both coniferyl alcohol and sinapyl alcohol, but showing a clear 

preference for the former. 

 

4. The introduction of the sequence encoding for VviPrx73 in tobacco plants causes the 

alteration of the basic peroxidase isoforms pattern of these plants. In addition, it leads to 

an increase in its apoplastic peroxidase activity against coniferyl alcohol and sinapyl 

alcohol. Despite the preference of VviPrx73 for coniferyl alcohol, coniferyl-peroxidase 

activity/sinapyl-peroxidase activity ratio in transgenic plants remains constant, probably 

due to modulation of the expression of other peroxidase genes. 

 

5. The presence of VviPrx73 leads to a slight increase in lignins content of transgenic 

tobacco plants, however, this is not significantly different from control plants. FTIR 

spectra of tobacco cell walls also revealed a slightly higher carbohydrate content in 

transformants compared to controls. No differences were found in lignins spatial 

repartition between transgenic and non-transgenic tobacco plants. 

 

6. Of the three transgenic lines expressing the VviPrx73 coding region analyzed, one 

revealed significant differences, compared to controls, in terms of monomeric 

composition of lignins, mechanical properties of their stems, growth, and development. 

This line has lignins with higher G/S ratio, lower stem stiffness (as indicated by its 

lower module E value), faster growth and faster development. None of these changes 

are considered to be directly associated with the presence of VviPrx73. 

 

7. The expression of VviPrx73 coding region in tobacco plants did not cause any clear 

phenotype in the studied characteristics of the transformants of potential interest in 
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terms of pathogen resistance. Therefore, in view of these results, overexpression of 

VviPrx73 coding region does not seem to be a good strategy for the generation of 

pathogen resistant grapevines. However, it is not ruled out that the analysis of other 

characteristics of these transgenic tobacco plants, or the evaluation of this strategy in 

another species could be relevant. 
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A 1. Transformación de células de Escherichia 

coli 

 

A 1.1. Preparación de células competentes de E. coli cepa DH5α 

La preparación de células competentes de E. coli se inició inoculando 10 ml de medio 

LB (Luria-Bertani) (10 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura y 10 g/l cloruro de sodio) 

con 20 µl de cultivo de E. coli cepa DH5α, esto se incubó a 37 ºC y en agitación durante 

toda la noche. A continuación, se realizó una dilución de la suspensión bacteriana en 

una proporción 1:200 (v/v) en 200 ml de medio LB, y se prosiguió cultivando las 

bacterias hasta alcanzar una OD600 (densidad óptica a 600 nm) entre 0,45 y 0,55. En ese 

momento, se enfrió el cultivo manteniéndolo en hielo durante 15 minutos, seguidamente 

se centrifugó a 4 ºC y 4000g durante 7 minutos. Se retiró el sobrenadante, y el 

precipitado de bacterias se resuspendió en 40 ml de MgCl2 0,1M (previamente 

enfriado). La suspensión se incubó en hielo durante 15-20 minutos y a continuación se 

centrifugó a 4 ºC y 4000g durante 7 minutos. Se descartó el sobrenadante y el 

precipitado bacteriano se resuspendió en 4 ml de CaCl2 0,1M (previamente enfriado). 

La suspensión se mantuvo en hielo durante 1 hora, pasado ese tiempo se le añadieron 

710 µl de glicerol 100 % estéril. Se agitó hasta conseguir una mezcla homogénea y se 

dispensó en viales, cada uno de los cuales contenía 100 µl de suspensión bacteriana. 

Estas alícuotas se congelaron en nitrógeno líquido para ser conservadas a -80 ºC hasta 

su uso. 

 

A 1.2. Transformación de E. coli mediante choque térmico 

El primer paso en la trasformación de las bacterias consistió en añadir la mitad del 

volumen de la ligación a una alícuota de 100 µl de células de E. coli DH5α 

competentes. Las bacterias se mantuvieron en hielo durante 30 minutos y pasado ese 

tiempo se incubaron en un bloque térmico a 42 ºC durante 1 minuto y 40 segundos. Los 

viales con bacterias se transfirieron nuevamente a hielo, donde se mantuvieron durante 

5 minutos. A continuación, se añadieron 600 µl de medio LB a cada vial y se incubaron 

a 37 ºC y en agitación durante 1 hora y media. Tras la incubación, se centrifugaron a 

máxima velocidad durante 10 minutos en una centrífuga de mesa. Se retiraron 400 µl 

del sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en el volumen restante. 
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Seguidamente, se sembraron 10 µl de la suspensión bacteriana en medio LB sólido (10 

g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l cloruro de sodio, 15 g/l agar) con el 

antibiótico correspondiente (en el caso de bacterias transformadas con plásmido 

pGreenII0179, o derivados de este, se empleó kanamicina 50 mg/l, en el caso de 

bacterias transformadas con el pJit62, o plásmidos derivados de este, se usó 

carbenicilina 100 mg/l). Por último, las bacterias se incubaron hasta el día siguiente a 37 

ºC. 

 

A 1.3. Selección de las bacterias que incorporaron el plásmido de 

interés 

La verificación de que las bacterias que crecieron en el medio de selección con 

antibiótico habían incorporado el plásmido de interés se llevó a cabo mediante PCR. 

Esta PCR se realizó usando como enzima la DreamTaq
TM

 ADN Polimerasa (Thermo 

Fisher Scientific) y cebadores que amplifican una región del plásmido de interés. En la 

Tabla A 1 se detallan los datos de todas las PCR realizadas durante este trabajo para 

testar que las bacterias habían incorporado el plásmido de interés.  

 

Tabla A 1. Condiciones bajo las que se realizaron las PCR para confirmar que las 

bacterias transformadas portaban el plásmido de interés. 

 

cf: concentración final  Tm: temperatura de melting de los cebadores 

* Para el screening de bacterias transformadas con plásmidos que contienen el gen uidA, los cebadores 

empleados fueron los utilizados en la clonación de dicho gen (apartado C1 3.2.1 del Capítulo 1). En el 

caso de las bacterias que fueron transformadas con plásmidos que contienen la región codificante de 

VviPrx73 (incluidos aquellos en que está fusionada a mgfp4) los cebadores empleados fueron los mismos 

que para la clonación de la región codificante de VviPrx73 (apartado C2 3.2.1 del Capítulo 2) 

** El tiempo de extensión fue diferente dependiendo de la secuencia que se intentaba amplificar en cada 

screening. En los casos en que se buscaba amplificar la secuencia del gen uidA, el tiempo se extensión fue 

de 2 min y 30 s, para la amplificación de la región codificante de VviPrx73 el tiempo seleccionado era de 

1 min y 30 s, en el caso en que se deseaba amplificar la fusión de esta última secuencia con la de mgfp4, 

el tiempo de extensión fue de 2 min y 30 s 

 

La particularidad de esta PCR reside en que no se realiza una extracción previa del 

ADN plasmídico de las bacterias, sino que se añaden directamente las propias bacterias 

                                       

Tampón 10X DreamTaq 2,5 µl

Mezcla de desoxirribonucleótidos 0,2 mM (cf de cada uno)

Cebador forward* 0,4 µM cf Programa de PCR Temperatura (°C) Tiempo Nº de ciclos

Cebador reverse* 0,4 µM cf Desnaturalización inicial 95 5-10 min 1

ADN molde x Desnaturalización 95 30 s

DreamTaq ADN Polimerasa 1,25 U Annealing Tm-5 30 s 35

Agua MilliQ Hasta 25 µl Extensión 72 **

Volumen total 25 µl Extensión final 72 10 min 1

Mezcla de PCR
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a la mezcla de PCR, depositando en cada vial una pequeña cantidad de cada una de las 

colonias a testar. Además, en el programa de PCR se incrementa la duración de la 

desnaturalización inicial a 5-10 minutos, para favorecer la lisis de las bacterias. 

 

A 2. Transformación de Agrobacterium 

tumefaciens 

La transformación de A. tumefaciens se realizó por electroporación, para ello se 

añadieron 150 ng de cada plásmido a 100 µl de Agrobacterium electrocompetentes, 

manteniéndolas a una temperatura de 4 ºC. Esta mezcla se depositó en una cubeta 

(previamente enfriada) del electroporador. La transformación de Agrobacterium se llevó 

a cabo mediante el sistema MicroPulser
TM

 Electroporator (BIO RAD), empleando el 

programa propuesto por el fabricante para la transformación de estas bacterias (5 ms, 

2,2 kV). 

Inmediatamente tras el pulso, se retiró la cubeta y se añadió 1 ml de medio YEB (yeast 

extract broth) (5 g/l triptona, 1 g/l extracto de levadura, 5 g/l caldo de nutrientes, 5 g/l 

sacarosa, 0,49 g/l MgSO4·7H2O) (pH=7,2). A continuación, las bacterias se transfirieron 

a un vial y se incubaron en agitación continua durante 2 horas a 28 ºC. 

Pasado ese tiempo, se sembraron tres volúmenes de bacterias (20 µl, 50 µl y 150 µl) en 

placas de medio YEB sólido (5 g/l triptona, 1 g/l extracto de levadura, 5 g/l caldo de 

nutrientes, 5 g/l sacarosa, 0,49 g/l MgSO4·7H2O, 15 g/l agar) (pH=7,2) con los 

antibióticos correspondientes (25 mg/l rifampicina, 50 mg/l kanamicina y 7,5 mg/l 

tetraciclina), y se cultivaron durante 2 días a 28 ºC. 

Por último, se testó mediante PCR si las bacterias que habían crecido en medio selectivo 

incorporaran los plásmidos. Esto se llevó a cabo tal y como se describe para E. coli en el 

apartado A 1.3. 

En el caso de las Agrobacterium transformadas con el pGreenII0179, para la detección 

de las bacterias que incorporaron este plásmido los cebadores empleados fueron 5´-

GGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGT-3´ y 5´-CCCGGGCTGCAGGAATTCGAT-3´, 

y el tiempo de extensión durante la PCR fue de 1 min. 
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A 3. Obtención de líneas de tabaco transgénicas 

homocigotas 

Las plantas transgénicas regeneradas de los experimentos de transformación, y en las 

que se probó mediante PCR que habían incorporado el transgén (plantas parentales, T0) 

constituyeron el punto de partida para la obtención de las líneas transgénicas 

homocigotas. 

Estas plantas transgénicas parentales fueron cultivadas en tierra, bajo unas condiciones 

de 16 horas de luz a 25 ºC y 8 horas de oscuridad a 18 ºC, hasta el momento en que 

produjeron semillas por autopolinización. A continuación, se recogieron las semillas, 

que constituyeron la T1, y una parte de ellas fue empleada para realizar un análisis de 

segregación, que permitió conocer qué parentales poseían una única copia del gen de 

interés. Dicho análisis consistió en la siembra de al menos 30 semillas provenientes de 

cada parental en medio de cultivo con antibiótico, en concreto higromicina, ya que el 

plásmido pGreenII0179 posee el gen de resistencia a higromicina AphIV.  

Se considera que un parental porta una única copia del gen de resistencia a antibiótico, 

que es la situación deseada, si el análisis de segregación realizado con su descendencia 

(semillas T1) indica que la proporción entre descendientes no resistentes al antibiótico y 

descendientes resistentes coincide con la proporción esperable para la descendencia 

resultado del autocruce de un individuo heterocigoto y tratándose de un carácter 

dominante con herencia mendeliana, es decir, se da una proporción de 1:3 (no 

resistentes a antibiótico:resistentes a antibiótico) (Fisher y Guiltinan, 1995; Tizaoui y 

Kchouk, 2012; Karchi et al., 1994). En los plásmidos empleados para transformación 

mediante Agrobacterium, tanto el gen de resistencia a antibiótico como el gen de interés 

se encuentran en el ADN-T (ADN transferido), entre las secuencias LB (left border) y 

RB (right border), de modo que se insertan a la par en el genoma de la planta receptora, 

además, dada su proximidad, el gen de interés y el de resistencia a antibiótico 

generalmente segregan juntos. Por todo ello, se considera que la presencia de solo una 

copia del gen de resistencia en el genoma del parental transgénico es indicativa de que 

existe también una sola copia del gen de interés. 

Para realizar el análisis de segregación, se esterilizaron semillas empleando una 

solución de lejía comercial al 5 % con unas gotas de Tween-20. A continuación se 

sembraron en 0,5X medio MS (Murashige y Skoog) (Murashige y Skoog, 1962) con 10 
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g/l de sacarosa y 8 g/l de agar (pH=5,8) y 50 mg/l higromicina, y se cultivaron durante 3 

semanas bajo unas condiciones de 16 horas de luz a 24 ºC y 8 horas de oscuridad a 20 

ºC. Al cabo de ese tiempo se hizo un recuento (para las semillas que provenían de cada 

parental) de las semillas que habían sobrevivido al antibiótico y generado plántulas 

viables, y se observó si la proporción de plántulas resistentes respecto al número total de 

semillas sembradas coincidía con una proporción 1:3 (no resistentes:resistentes), 

indicando que su planta parental poseía una única copia del gen de interés.  

Las semillas producidas por parentales con una copia del transgén fueron crecidas en 

tierra bajo unas condiciones de 16 horas de luz a 25 ºC y 8 horas de oscuridad a 18 ºC y 

sometidas a un screening por PCR como el comentado para las plantas parentales 

(apartado C1 3.4.2 del Capítulo 1 y apartado C2 3.4.2 del Capítulo 2), descartándose las 

que resultaron negativas. Las que resultaron positivas para el gen de interés fueron 

crecidas hasta que produjeron semillas (autopolinización). Estas semillas constituyeron 

la T2, y al igual que en el caso de las semillas producidas por los parentales, una parte de 

ellas se destinó a la realización de un análisis de segregación (el procedimiento fue igual 

al ya comentado en este apartado). En este caso, el objetivo del análisis de segregación 

fue conocer qué semillas (T2) provenían de plantas T1 homocigotas, y por tanto eran 

todas ellas también homocigotas. Aquí el resultado buscado en el análisis de 

segregación era que la totalidad de las semillas sembradas resultasen resistentes al 

antibiótico.  

 

A 4. Extracción de ARN de vid 

El protocolo de extracción de ARN de vid que se describe a continuación se realizó 

empleando el kit RNeasy
®
 Plant Mini Kit (QIAGEN). 

Primeramente se trituró el material vegetal con un mortero en presencia de nitrógeno 

líquido. Tras la evaporación del nitrógeno líquido se añadieron 5 ml de tampón de lisis 

(4 M guanidina isotiocianato, 0,2 M acetato sódico (pH=5,0), 25 mM EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético), 2,5 % PVP-40 (polivinilpirrolidona de peso molecular medio 

40,000), 1 % β-mercaptoetanol) y se continuó triturando el tejido hasta su total 

homogeneización. A continuación se transfirió 1 ml a un tubo, al que se añadieron 100 

µl de Sarkosyl al 20 %, y se incubó a 70 ºC durante 10 min, agitando vigorosamente de 

manera periódica. Tras la incubación se añadieron 650 µl de esta muestra en una 

columna QIAshredder Spin Column y se centrifugaron 2 minutos a 14000g. El paso de 
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las muestras por estas columnas elimina gran parte de los restos celulares y a la vez 

mejora la homogeneización de las mismas. Seguidamente se transfirieron 250 µl del 

líquido que atravesó la columna a un nuevo tubo y se añadieron 225 µl de etanol (96-

100 %). A continuación la muestra se pasó por una columna RNeasy Mini Spin Column 

centrifugando durante 1 minuto a 8000g y descartando el líquido que atravesó la 

columna, dado que el ARN queda ligado a la membrana de este tipo de columnas. Se 

añadieron 700 µl del tampón RW1 a la columna y se centrifugó durante 30 segundos a 

8000g, para lavar su membrana. El siguiente paso consistió en otro lavado de la 

membrana de la columna mediante la adición de 500 µl de tampón RPE y 

centrifugación durante 30 segundos a 8000g. A lo que siguió un último lavado con 500 

µl de tampón RPE. En este caso se centrifugó durante 2 minutos para que la membrana 

de la columna quedase totalmente seca. A continuación, se centrifugó de nuevo durante 

1 minuto, para eliminar posibles restos de tampón que hubiesen quedado en la 

membrana. Por último, se colocó la columna sobre un vial de 1,5 ml y se añadieron 

sobre su membrana 30 µl de agua libre de ARNasas, seguidamente se centrifugó 

durante 1 minuto a 8000g para eluir el ARN. 
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