





UNIVERSIDAD DE

MURCIA

UNIVERSIDAD DE MURCIA

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA VEGETAL

Caracterizacion de la produccion de resveratrol y analisis de

proteinas en cultivos celulares de Vitis vinifera cv Monastrell

Sarai Belchi Navarro

2012






El presente trabajo de investigacion ha sido realizado en el Dpto. de Biologia
Vegetal (U.D. Fisiologia Vegetal) de la Facultad de Biologia de la Universidad de
Murcia con la ayuda de una “Beca asociada a la realizacion de proyectos de i+d,
innovacion y transferencia de tecnologia” (04886/BPS/06) de la Fundacion Séneca.
Este trabajo de investigacion ha sido financiado por la Consejeria de Educaciéon y
Cultura dentro del proyecto para la “Produccion de metabolitos con actividad
antitumoral a partir de células vegetales in vitro”; la Fundacion Séneca dentro del
proyecto “Gendmica funcional del mecanismo de elicitaciéon de cultivos celulares
vegetales para la produccion de compuestos con actividad antitumoral” y del proyecto
“GrapeGen” (proyecto internacional financiado por Genoma Espafia y Genoma
Canada); el Centro Europeo de Empresas e Innovacion de Murcia (CEEIM) dentro del
proyecto “Obtencién de fitoalexinas farmacoldgicas”; la Universidad de Alicante dentro
del proyecto “Caracterizacion de los procesos desencadenados por elicitacion de
cultivos celulares de vid que determinan la produccién y acumulacién extracelular de
trans-resveratrol” (BIO2008-02941) y del proyecto “Estrategias para incrementar y
diversificar la produccion de estilbenos y flavolignanos en cultivos celulares vegetales”
(BIO2011-29856-C02-02).

Los resultados de la presente Memoria han sido incluidos en los siguientes trabajos de

investigacion:

Articulos originales de investigacion derivados de la tesis
*Ambos autores contribuyen por igual a este trabajo

Bru R, Sellés S, Casado-Vela J, Belchi-Navarro S, Pedrefio MA (2006) Modified
cyclodextrins are chemically-defined glucan inducers of defense responses in
grapevine cell cultures. Journal of Agricultural and Food Chemistry 54: 65-71

Lijavetzky D*, Almagro L* Belchi-Navarro S, Martinez-Zapater JM, Bru R and
Pedrefio MA (2008) Synergistic effect of methyljasmonate and cyclodextrin on stilbene
biosynthesis pathway gene expression and resveratrol production in Monastrell
grapevine cell cultures. BMC Research Notes 1: 132-140

Almagro L, Gomez Ros LV, Belchi-Navarro S, Bru R, Ros Barcel6é A and Pedrefio
MA (2009) Class Il peroxidases in plant defence reactions. Journal of Experimental
Botany 60: 377-390

*Belchi-Navarro S, *Almagro L, Lijavetzky D, Bru R and Pedrefio MA (2012)
Enhanced extracellular production of trans-resveratrol in Vitis vinifera suspension
cultured cells by using cyclodextrins and methyljasmonate. Plant Cell Reports 31: 81-
89

Collado-Gonzalez M, Guirao-Abad JP, Sanchez-Fresneda R, Belchi-Navarro S,
Arguelles JC (2012) Resveratrol lacks antifungal activity against Candida albicans.
World Journal of Microbiology and Biotechnology 28: 2441-2446



*Belchi-Navarro S, *Almagro L, *Sabater-Jara AB, Fernandez-Pérez F, Bru R,
Pedrefio MA (2012) Early signaling events in grapevine cells elicited with methyl
jasmonate and cyclodextrins. Plant Signaling and Behavior (En revision,
2012PSB0266)

Belchi-Navarro S, Almagro L, Sabater-Jara AB, Fernandez-Pérez F, Bru R,
Pedrefio MA (2012) Induction of trans-resveratrol and extracellular pathogenesis-
related proteins in elicited suspension cultured cells of Vitis vinifera cv Monastrell.
Journal of Plant Physiology (En revision)

*Fernandez-Pérez F, *Belchi-Navarro S, *Almagro L, Bru R, Pedrefio MA, Gémez
Ros LV (2012) Cytotoxic effect of natural trans-resveratrol obtained from elicited Vitis
vinifera cell cultures on three cancer cell lines. Plant Food for Human Nutrition (En
revision)

Otros articulos de investigacion

Sabater-Jara AB*, Almagro L* Belchi-Navarro S, Ferrer MA, Ros Barcel6 A,
Pedreiio MA (2010) Induction of sesquiterpenes, phytoesterols and extracellular
pathogenesis-related proteins in elicited cell cultures of Capsicum annuum. Journal of
Plant Physiology 167: 1273-1281

Belchi-Navarro S, Pedrefio MA, Corchete P (2011) Methyl jasmonate increases
silymarin production in Silypbum marianum (L.) Gaernt cell cultures treated with f3-
cyclodextrins. Biotechnology Letters 33: 179-184

Sabater-Jara AB*, Almagro L* Belchi-Navarro S, Ros Barcelé A, Pedrefio MA
(2011) Methyl jasmonate induces extracellular pathogenesis-related proteins in cell
cultures of Capsicum chinense. Plant Signaling & Behavior 6: 440-442

Capitulos de libro

Belchi-Navarro S, Almagro L, Tallén Vila Cl, Bru R and Pedrefio MA (2009)
Characterization of trans-resveratrol production from grapevine cell cultures. BioVeg
2009. ISBN: 978-959-16-0979-3

*Almagro L, *Belchi-Navarro S, Fernandez-Pérez F, Sabater-Jara AB, Bru R and
Pedrefio MA (2011) Implication of early signalling events in the production of trans-
resveratrol in grapevine cells. BioVeg 2011. ISBN: 978-959-16-1286-1

Almagro L, Sabater-Jara AB, Belchi-Navarro S, Fernandez-Perez F, Bru R and
Pedrefio MA (2011) Effect of UV light on secondary metabolite biosynthesis in plant
cell cultures elicited with cyclodextrins and methyljasmonate. Abiotic Stress. ISBN:
978-953-308-121-2.

*Sabater-Jara AB. *Almagro L, *Belchi-Navarro S, Martinez-Esteso MJ, Youssef
SM, Casado-Vela J, Vera-Urbina JC, Selles S, Bru R, Pedrefio MA (2012) Plant cell
cultures as a tool to analyze the extracellular proteome. Plant Proteomics: Methods
and Protocols, 2" edition. (Ed.) Springer protocols

Almagro L, Belchi-Navarro S, Sabater-Jara AB, Vera-Urbina JC, Selles S, Bru R,
Pedrefio MA (2013) Bioproduction of trans-resveratrol from grapevine cell cultures.
Handbook of Natural Products. (Ed). Springer-Verlag Doi: 10.1007/978-3-642-22144-
6_54



Patente
Sarai Belchi Navarro, Lorena Almagro Romero, Roque Bru Martinez, M@ Angeles

Pedrefio Garcia (2009) Uso combinado de metil-jasmonato y ciclodextrinas para la
produccion de resveratrol. PCT/WO 2009106662

Comunicaciones a congresos

Garcia JJ, Belchi-Navarro S, Bru R, Pedrefio MA (2005) Optimizacion de las
variables de crecimiento para la produccion de nutracéuticos (Pdéster) Jornadas de
Nutraceuticos. Murcia

Pedn Casanova E, S. Belchi-Navarro, Gbmez-Ros LV, Bru R, Pedrefio MA (2006)
Effect of polyamines on browning tissue of in vitro cell cultures of Vitis vinifera (Pdster)
Congreso XXIX de la Sociedad Espafiola de Bioguimica y Biologia Molecular. Elche

Gomez-Ros LV, Pedn-Casanova E, Belchi-Navarro S, Ros Barcel6 A, Pedrefio MA
(2006) Effect of polyamines on recovering of non-browning tissue from browning tissue
and their effect on callus growth in Taxus (Péster) BioSpain Biotec. Madrid

Pedn-Casanova E, Garcia JJ, Belchi-Navarro S, Pedrefio MA, Sellés-Marchart S,
Vera-Urbina JC, Bru R (2006) Caracterizacién del crecimiento de los cultivos
celulares de Vitis vinifera L. cv Gamay para la produccion de biomasa y metabolitos y
escalado a biorreactores (P6ster) BioSpain Biotec. Madrid

Belchi-Navarro S, Almagro L, Peon-Casanova E, Bru R y Pedrefio MA (2007)
Caracterizacion de la produccién de trans-resveratrol en cultivos celulares elicitados de
Vitis vinifera cv Monastrell (Pdoster) VII Reunién de la Sociedad Espafiola de Cultivo de
Tejidos Vegetales. Alcala de Henares

Belchi-Navarro S, Almagro L, Sellés S, Bru R y Pedrefio MA (2007) Alternativas
Biotecnoldgicas para la Produccion de Metabolitos Secundarios (Conferencia Invitada)
VII Reunién de la Sociedad Espafiola de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales. Alcala
de Henares

Almagro L, Belchi-Navarro S, Tallén C, Sellés S, Bru R y Pedrefio MA (2007) Yield
improvement in Muscat Hamburg cell cultures for trans-resveratrol production by the
manipulation of inducing factors in culture media. (Péster) From traits to genes and
backwards in grapevine, COST-858. Logrofio

Belchi-Navarro S, Almagro L, Tallén C, Vera-Urbina JC, Sellés S, Bru R y Pedrefio
MA (2007) Los cultivos elicitados de vid como biofactorias celulares para la produccion
de trans-resveratrol. (Ponencia invitada) XVII Reunion de la Sociedad Espafiola de
Fisiologia Vegetal. Alcala de Henares

Martinez Esteso MJ, Sellés S, Vilella Anton MT, Pedrefio MA, S. Belchi-Navarro,
Elliot M, Ohlund L, R. Bru (2007) Aplicacion de DIGE e iTRAQ para la caracterizacion
de perfiles proteémicos de la baya de uva de mesa (Comunicacion Oral) XVII Reunion
de la Sociedad Espafiola de Fisiologia Vegetal- X Congreso Hispano-Luso de
Fisiologia Vegetal. Alcala de Henares

Sellés S, Martinez MJ, Villela-Antén MT, Vera-Urbina JC, Belchi-Navarro S,
Pedrefio MA, Bru R (2007) Changes in extracellular proteome of grapevine (Vitis
vinifera cv Gamay) cells in liquid culture upon elicitation (Péster) 2™ Congreso of the
Spanish Proteomics Society 1% Meeting of the European Proteomics Association.
Valencia



Almagro L, Belchi-Navarro S, Gémez Ros LV, Martinez Esteso MJ, Sellés S, Bru
R y Pedrefio MA (2008) Cross-talk between signalling pathways in plant defence:
following peroxidases (Ponencia invitada) 8" International Peroxidase Symposium
2008. Tampere (Finlandia)

Belchi-Navarro S, Almagro L, Lijavetzky D, Bru R y Pedrefio MA (2008) Effect of
elicitors on stilbene biosynthesis gene expression and resveratrol production in
Monastrell grapevine cell cultures (Pdster) FESPB. Tampere (Finlandia)

Almagro L, Sabater-Jara AB, Belchi-Navarro S, Lopez-Pérez AJ, Sottomayor M y
Pedrefio MA (2008) Alkaloid production in Catharanthus roseus cell cultures elicited
with cyclodextrins and methyljasmonate (Péster) FESPB 2008. Tampere (Finlandia)

Sabater-Jara AB, Bricefio Z, Belchi-Navarro S, Almagro L, Ferrer MA, Pedrefo
MA, Calderén AA (2008) Production of secondary metabolites and extracellular
proteins in Lycopersicon sculentum elicited cell lines (Poéster) FESPB. Tampere
(Finlandia)

Belchi-Navarro S, Almagro L, Gbmez Ros LV, Ros Barcel6é A, Pedrefio MA (2008)
Analysis of apoplastic proteins and peroxidases of elicited Capsicum cell cultures
(Péster) 8" International Peroxidase Symposium 2008. Tampere (Finlandia)

Almagro L, Sabater-Jara AB, Belchi-Navarro S, Sellés S, Bru R, Pedrefio MA
(2008) Extracellular proteome analysis of Daucus carota cell cultures after elicitation
with cyclodextrins and methyljasmonate (Péster) 8" International Peroxidase
Symposium 2008. Tampere (Finlandia)

Almagro L, Belchi-Navarro S, Martinez-Parra J, LOpez-Pérez AJ, Sottomayor M,
Pedrefio MA (2009) Caracterizacion de la produccién de indol alcaloides en cultivos
celulares de Catharanthus roseus (Pdéster) XVIII Reunion de la Sociedad Espafiola de
Fisiologia vegetal. Zaragoza

Belchi-Navarro S, Tallén Vila Cl, Almagro L, Bru R, Pedrefio MA (2009)
Characterization of trans-resveratrol production from grapevine cell cultures (Poster)
7th International Congress on Plant Biotechnology. Cuba

Belchi-Navarro S, Almagro L, Sabater-Jara AB, Gomez Ros LV, Bru R, Pedrefio
MA (2009) Efecto de moléculas sefial sobre la produccién de resveratrol y andlisis de
proteinas extracelulares en cultivos elicitados de vid (Ponencia invitada) XVIII Reunion
de la Sociedad Espafiola de Fisiologia Vegetal. Zaragoza

Belchi-Navarro S, Fernandez-Pérez F, Bru R, Pedrefio MA (2010) Strategy to
increase trans-resveratrol production in grapevine suspension cultured cells and
evaluation of its antitumoral activity (Ponencia invitada) 1* International Conference of
Resveratrol and Health. Elsinore (Dinamarca)

Belchi-Navarro S, Almagro L, Miras-Moreno B, Férnandez-Pérez F, Bru R,
Pedreiio MA (2011) Regulation of the production of trans-resveratrol in elicited
grapevine cell cultures by signalling compounds (Ponencia invitada) 1% Annual Meeting
FA1006-COST Action: PlantEngine I: Current state and vision for the future. Murcia

Almagro L, Belchi-Navarro S, Fernandez-Pérez F, Sabater-Jara AB, Bru R and
Pedrefio MA (2011) Implication of early signalling events in the production of trans-
resveratrol in grapevine cells (Ponencia) 8th International Congress on Plant
Biotechnology. Cuba

Collado-Gonzélez M, Guirao-Abad JP, Arguelles A, Belchi-Navarro S, Sdnchez-
Fresneda R, Arguelles JC (2012) Andlisis de la actividad antifungica y antioxidante
del resveratrol sobre C. albicans (Ponencia invitada) IV Congreso GEBMP. Badajoz



Almagro L, Belchi-Navarro S, Sabater-Jara AB, Lijaveztky D, Bru R, Pedrefioc MA
(2012) Different strategies to unravel mechanisms involved in resveratrol production in
elicited grapevine cell cultures (Ponencia invitada) Reunidén Argentina de Fisiologia
Vegetal (RAFV). Mar de Plata (Argentina)

Fernandez-Pérez F, Almagro L, Belchi-Navarro S, Sottomayor M, Bru R, Maria A
Pedrefio Cytotoxic effects of indole alkaloids and trans-resveratrol obtained from
elicited plant cell cultures on human acute leukemia cell lines (Ponencia) 2* Annual
Meeting FA1006-COST Action: PlantEngine I: Current state and vision for the future.
Rumania

Premios

| Edicion del premio a la investigacion aplicada en la empresa 2009. “Produccion
de fitoalexinas y compuestos bioactivos de interés agronémico y farmacolégico
mediante la estimulaciéon de cultivos celulares vegetales”. Concedido por el “Centro
Europeo de Empresas e Innovacion de Murcia” (CEEIM)






Hdgradgcimigntos

Me gustaria expresar mi agradecimiento a todas las personas que de algin modo han
contribuido a la realizacién de este trabajo.

En primer lugar me gustaria agradecer a la Dra M® Angeles Pedrefio, directora de este
trabajo, la confianza que un buen dia deposit6 en mi y que me permiti6 comenzar mi
carrera investigadora. Agradecerle su tiempo y ensefianzas, su forma de ser, su
preocupacién por todos nosotros, su fuerza y su optimismo.

Agradecer al Dr Roque Bru, director de esta memoria, que desde la distancia ha
seguido y dictado algunos de mis pasos. Siempre resolviendo los “problemillas” que le
he ido planteando y que me haya recibido en su laboratio con la mayor simpatia y
agrado, poniendo a mi disposicion todo aquello que he necesitado.

A mis comparieros del laboratorio, porque con todos y cada uno he aprendido algo:

A Laura que fue mi primera Maestra Jedi en el laboratorio, con quien comparti mis
primeras experiencias con el cultivo in vitro y los geles de proteinas. No he visto
persona mas escrupulosa en el orden y la limpieza y estoy muy agradecida por haber
aprendido de ella.

A Lorena, porque a su lado la vida es una montafa rusa, no hay tiempo para el
aburrimiento, ni lunes sin anécdota y con la que tengo pendiente un chino de
resveratrol.

A Ana, una gran compafiera de laboratorio, con una extraordinaria capacidad para
realizar cualquier tarea, desde la limpieza y el orden del laboratorio hasta poner un
satélite en drbita. Discreta y aplicada, en definitiva, una gran investigadora.

A Fran, un currante como pocos, autodidacta y autosuficiente (hasta con el brazo roto
te hace una PCR). Porgue me encanta cuando me llama por mi apellido (mal
acentuado) o cuando me hace una de sus rimas cutres pero espontaneas, todo un
personaje.

A Bego, con la que aparte de dedicarme a las terrenales tareas del laboratorio he
compartido largas charlas sobre la musica, el cine, la vida... Una joven padawan que
se ha convertido en Maestra.

A Rosa, porque mas simpatica no se puede ser. Derrocha energia, alegria, positividad.
Es un gusto trabajar a su lado, porque ademas, no he visto a nadie trabajar como ella,
puede con todo.

A mis antiguos compafieros de laboratorio M2 del Mar, Edu, Carlos T, Jorge, Carlos G
y Juanjo con los que también comparti trabajo y diversion y a los que no olvidaré.

A Pepita, duefia y sefiora de las “Monastrelles”, con quien he hecho cientos de litros
de medio de cultivo y hemos pasado horas de entretenidas charlas y musica de “la
Kiss FM” en el P3.

A Pepe Martinez Parra, que ha sido compariero (hachepelecero), consejerero y buena
persona donde las haya.

A Susana Sellés, Juan Carlos Vera, M® José Martinez y Mayte de la Universidad de
Alicante. Todos ellos se han mostrado encantadores ante cualquier llamada de auxilio
que les he hecho, ¢qué mas se puede pedir?



A Esther, porque por complicada que sea cualquier tarea del laboratorio la hace facil y
divertida, porque en su compafiia no paro de reir y las jornadas de trabajo son
productivas y amenas.

Al Dr. Matias y al Dr. Alberto Esteban, dos eminencias a las que he tenido el gran
honor de conocer.

A Joaquin, porque sin conocerme de nada me tendié6 una mano en un momento de
apuro. Un futuro y merecido Dr. Coincido absolutamente con él en que hace falta
mucha vara. Todo un Sefior.

A Andrés, paciente y atento, siempre dispuesto a escuchar mis lamentos y paranoias.
Un gran compafiero, gran investigador y gran amigo.

A M2 Angeles Agull6 y Hilya por valorarme como investigadora y sobre todo como
persona. Estupendas las dos!

A Isabel Santos, la que lo comenzé todo con esas maravillosas clases de Biologia en
el instituto. Me quedaba absorta escuchandola, qué bien transmite, qué ganas de
ensefiar, qué rectitud y saber estar.

A mis abuelos, mis padres, mi hermana, mis cufiados, mis suegros y mi querido
ahijado. Por quererme sin mas, porque son la mejor Familia que se pueda tener.

A Jose, mi compafiero de fatigas, de diversion y de locuras en la vida. Por su carifio,
paciencia, comprension y respeto.

Un recuerde muy especial en memosia del
FPnofesar lfonse Res Barceld



A mi Familia

“And I thank you

For bringing me here
For showing me home
For singing this tears
Finally I’'ve found
That I belong here”

Home-Depeche mode






ndice






AT BV AT UT S . . .o e e e e e e e 1

O [ oL o To VLo o] o o PP 5

0N Y R =T Y7 T 011 = = St 7

00 0 T 1Y oY = Y =) | 8

1.1.2 Quimica de lavid e interés de los compuestos naturales de lauva..................... 8
1.1.2.1 RUta fenilpropanOide ... ettt e 9

1.1.2.2 El resveratrol Y SUS PropiEdades ... uouu e ueue et naenees 15
1.2 MetabolitoS SECUNUAIIOS - tueueneaee ettt et et et e e et e et et et e e e e e e eneaeens 17
1.2.1 Evolucion del conocimiento de los metabolitos secundarios..........ccocvuvvueinenn.n. 17
1.2.2 Biotecnologia y metabolitos secundarios de plantas..........cccovieiiiiiiiinennann.. 19
1.2.2.1 Funciones de los metabolitos secundarios.........ccoviviiiiiiiiii i 19
1.2.3 Biotecnologiay cultivos Celulares.........oviiiiiiii e 20
1.2.3.1 Evolucién de la Biotecnologia Vegetal..........ccooiiiiiiiiiii 22
1.2.3.2 El cultivo in vitro de células vegetales. .. . vvuvereeiiiiiiiiiiieee 23
1.2.3.2.1 Seleccion del explanto y linea celular...........ooooiiii i, 24
1.2.3.2.2 CoNAICIONES & CUIIVO «-- - e e e ettt et e eeee e 25

1.2.3.3 Cultivos celulares vegetales y produccién de metabolitos secundarios............27
1.2.4 Estrategias para aumentar la produccion de metabolitos secundarios mediante
cultivo in vitro de células, 6rganos y tejidos Vegetales .-« o vrrreeriiiiieneiiieiiaiieaeans 28
1.2.4.1 Adicion de precursores de los metabolitos secundarios..........oeveiiiiiiiinnnnnn. 29

1.2.4.2 Produccién de metabolitos secundarios en cultivos de tejidos y érganos

V2= =Y = 1T TP 30
e B = T Tet 1 = o [ ] o H PP 31
1.2.4.3.1 ElICIOrES DIOTICOS e nnueuee ettt et ettt et e ettt ae e aeaneaes 33
o) OA10] [ (34 {14 = PR 33
b) Moléculas sefial como inductoras de la sintesis de metabolitos secundarios ...... 35
1.2.4.3.2 ElICItOreS @IOtICOS « v nventitnt et e ettt ettt et et e e et e e e et e e e e areaean 38
Q) FOSEtil A AIUMINIO + .+ttt ettt ettt et eaeae s 38
b) RAdIACiON UIFAVIOIETA ... v ee e eeeit ettt eee e 39
1.2.4.4 INgeNieria MeEtabOliCa .. .uueue ettt et 39
1.2.5 Produccion de metabolitos secundarios a gran escala.........coceviiiieiiiiiina.. 40
1.2.6 Rendimiento de la produccion de metabolitos v veeveeriiiniiiiiiiiieea 43
1.3 Sefializacion inducida por liCitaCiON .« . vvveir i 44

1.3.1 Implicacion del calcio en la sefializacion intracelular inducida por la elicitacion...47
1.3.2 Implicacion de las especies reactivas de oxigeno y el 6xido nitrico en la

sefializacion intracelular inducida por elicitores.......oovviiiiiiii i, 48
1.3 2. L RO S i e 48



I (@ T 50

1.4 Proteinas eXtraCelulares -« -« - e errmmmr e s s 51

1.4.1 Proteinas relacionadas con la patogénesis (PRP) «..cvvvivieiiiii i 51

B =TT o YA [ - oY L TP P PP 53
1.4.2.1 Caracteristicas generales de las peroxidasas.......ccceveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinceene, 54
1.4.2.1.1 Naturaleza quimica de 1as peroXidasas «-«« «cueriimiietiiiiiiiiiie e 54
1.4.2.1.2 Clasificacion de 1as PeroXidaSas -« .« cu ereirirureenimiiiiir i 55
1.4.2.1.3 Polimorfismo enzimatico de las peroXidasas ... . ccveverrrereierreiiiiiiiieeeeee e, 55
1.4.2.2 Localizacion tisular y subcelular de las peroxidasas........ccoovvvieiiiiiiiiininnnnnn. 56
1.4.2.3 PeroXidasas 0@ 1@ Vil e oueeuee ettt e ieee et ar e e e e e e et e et e e e e e e e e e e e aneas 57

1.4.2.4 Funciones fisioldgicas de |as peroXidasas. .. . ..cocuvriirriiiiiiiiiiine e 58
2. O BIVOS. ettt e 61
3. MaterialeS Y METOUOS. .. ..uiiiiiie e e 65
3.1 Material vegetal y condiciones de CUltiVO.......cccieiiiii it 67
3.1.1 Induccién y mantenimiento de callos......cccovviiiiiiiiii i 67
3.1.2 Iniciacion y mantenimiento de suspensiones celulares..............ooviiiiii, 67
3.2 Medida del crecimiento CelUIAr...... ... i 68
3.2.1 CUIVA @ CrECIMIBNTO . .t ettt iet ettt ettt e e e e e e e e e e e e ee e e s e e e eerenennnns 68
I = [To11 7= Vo] [ ] PP 69
e T Vo ot To ] g o L3N] [T od (] (== PP UP PP 70
TR 06 I =T T £ Y L 70
R T 78 V=1 €Yo Fo] Lo o ) £- URM R 70

e Elicitacion con ciclodextrinas de distinta naturaleza............cccvceveeeeiviieeiineiinnennn /0

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell con distintas concentraciones de
ciclodextrinas metiladas @l @zZar............oviiiiii e 71

e Elicitacién de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas metiladas al azar
solas o0 en combinacibn con metil jasmonato a distintos volimenes de

empaquetamient CEIUIAN .............eiiiii ettt e e e e e e e enss 71
¢ Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas metiladas al azar
y/o concentraciones variables de jasmonato de metilo ..o, 71
e Elicitacién de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas metiladas al azar
y/o metil jasmonato a diferentes concentraciones SacaroSa.........c.veeveeeeneenneennnnnns 71
e Elicitaciobn de suspensiones celulares de Monastrell con &cido salicilico y etefén
(BUIBNO).....e e e 72
e Elicitaciébn de suspensiones celulares de Monastrell con fosetil de aluminio en
presencia de ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo .................. 72

e Elicitacién de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de ciclodextrinas
metiladas al azar, jasmonato de metiloy luzUV-A0oC............ccoeeviiiiiiiiiieeeenn 12

T TN ST A - 1172 Vo) [0 o NN 73



e I I == o 1120 - 73

IR Y 1= Fo o Fo] [o o 1 YR 73
e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell a distintas concentraciones de

0 1[0 73

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de antagonistas de

0= oo 73

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de inhibidores de
protein kinasas y protein fosfatasas ... ....oovvviiiiiiii i 75

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de inhibidores de
HzOz Yy 1 2 75

3.4 Determinacion de eStilDeNOIdES «ov e ve et e 76
3.4.1 Extraccion de resveratrol Y derivados c.o.oueeeeuiiiiiinii e 78

3.4.1.1 Extracciéon de resveratrol y derivados del medio extracelular de suspensiones

celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de

Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo........ 76
3.4.2 ANAlISIS 0@ ESTIIDENOIIES -+ n e eneunene ettt ettt ettt e e e eaas 76
N R = =T Vo £ o 1 77
3.4.2.2 Equipos de cromatografia y @SPeCtrOMEtria .. couvvuerimiiieiieiiiiiei e 77
3.4.2.3 MELOAO A8 HPLC/MS ettt ettt ettt ettt e ettt et et ettt et ettt e ae e 77
3.5 DEtErmMiNaCIiONES ENZIMALICAS «evxenreeneenernettentearree et eneesaneerraeeaeeatereneanennnns 78
3.5.1 Medida de la actividad peroxidasa en el medio extracelular.............cooeviiiiins 78

3.5.2 Determinacién de los niveles de peréxido de hidrégeno mediante el método del
NAranja de XIBNOI ..u.u e 78
3.5.3 Determinacion del patron isoenzimatico mediante isoelectroenfoque analitico ...... 79

3.5.4 Determinacion del patrén de proteinas mediante electroforesis en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE) ..uciuieii ittt e 79
3.5.5 Determinacién del contenido en proteinas total mediante la utilizaciéon del reactivo
o F=3 = 210 £ 10] o« RSN 80
3.5.6 Microsecuenciacién de bandas de proteinas del medio extracelular de
suspensiones celulares de Monastrell .......ooooiiiiiii 80
Espectrometria MALDI-TOR/TOR .. ... u it ettt 81
Espectrometria de MaSas ES| .cuueuieuitiiiiieti i 82
3.5.7 TACNICAS DIOINTOIMALICAS trnvtret ittt et et et e e e et et e e e eee e e aaeenneen 83
3.5.7.1 Busqueda de secuencias en labase de datos .......oovvvuiiiiiiiiiiiiiii e 83
3.5.7.2 AliN@amiento d€ PrOtEINAS «ovuutururnteeernee ettt et et e e e ee e e e ee e e eaenens 83
3.5.7.3 Busqueda de secuencias homalogas -« vvoeeeeeiiiiiiiiiiiii i 83
3.5.8 Extraccidn de proteinas e identificacion mediante label-free ..............cocooeinnil. 84

B TR T0 3 € - Vo o] 1 Y 84



3.5.8.2 ANAlISIS A€ MS Y MS/MS:tnnnrreetneiiiietit ettt e e e e e 84

3.5.8.3 Andlisis mediante label-free de las carreras LC-MS -+ --vveviiiiiiiii 84
3.58.4 Ané”sis 0nto|égic0 ................................................................................ 85
4. Resultados Y DISCUSION «vvuvieiiiiee e 87

4.1 Caracterizacion de la produccion de trans-resveratrol en suspensiones celulares
elicitadas de Vitis ViNifera CV MONASTIIEI e u e rrnn et e e ee e et e e eae e eeaeaens 89
4.1.1 Caracterizacién del crecimiento de las suspensiones celulares de vid para la
ProduCCiON A€ DIOMASEA rvuvurrreeiiiet ettt eae e e e e e e e e 91
4.1.1.1 Cinética de crecimiento celular en funcién del medio mineral: Gamborg Bs vs
Murashige Skoog ............................................................................................ 91
4.1.1.2 Cinética del crecimiento celular en medio Gamborg Bs a diferentes
CONCENTIACIONES 0@ SACAIOSE v+ v vxrerrrrrsrnnenernsrnsianenseneeeestnraeenseaeanreeaeensenraneaseneenens 93
4.1.2 Caracterizacion de la produccién extracelular de trans-resveratrol en suspensiones
CelUlares 0 MONASTIEIl «eueen et ti it i ittt et an e anesaasnnssaseanssnnsseresnsrnnsnsrnsnnennnns 96
4.1.2.1 Estudio comparativo de los distintos tipos de ciclodextrinas para incrementar la
produccién de trans-resveratrol en suspensiones celulares de Monastrell ... ....coovntn. 96
4.1.2.2 Elicitacién de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas metiladas
E V- V72: | 97
4.1.2.3 Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas metiladas
al azar solas o en combinacidon con jasmonato de metilo, a distintos volumenes de
empaquetamiento F03 = 1151 7= 5 98
4.1.2.4 Elicitacién de suspensiones celulares de Monastrell a densidad celular intermedia
con ciclodextrinas metiladas al azar y diferentes concentraciones de jasmonato de
AT 41 [ N 100
4.1.2.5 Efecto de la adicion de ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo
[=X 0] oY= =T 0 110 28 1= Koy= UK o = 15 1 7> 101
4.1.2.6 Estudio temporal de la produccién de trans-resveratrol en suspensiones celulares
de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de
0= 1 o 102
4.1.2.6.1 Caracterizacion de la produccion intracelular de estilbenoides en cultivos

celulares de Monastrell elicitados con ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de

4.1.2.7 Efecto del medio mineral basal sobre la produccion de trans-resveratrol en
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o
JASMONALO A& MELIHO cevn it 105
4.1.2.8 Variacion anual de la produccién de trans-resveratrol en suspensiones celulares

de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de metilo... .106



4.1.2.9 Efecto de la luz UV-C y UV-A sobre la produccién de trans-resveratrol en
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y
jasmonato de Metilo: .« v 107
4.1.2.10 Efecto de la adiciéon de fosetil de aluminio sobre la produccion de trans-
resveratrol en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas
metiladas al azar y jasmonato de Metilo. .. .cu uueuiueuuiu e 111
4.1.2.11 Efecto de distintas concentraciones de sacarosay jasmonato de metilo sobre la
produccién de trans-resveratrol en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con
Ciclodextrinas Metiladas @l GZAK - «««u .« xeueente et e e e 112
4.1.2.12 Efecto de la aireacion del medio de cultivo sobre la produccién de trans-
resveratrol por suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas
metiladas al azar y/0 jasmonato de MEtilo.......vvuiriuieiiii i 114
4.1.2.13 Efecto del escalado sobre la produccién de trans-resveratrol por suspensiones
celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de
8 1= 141 [o TP 116
4.1.2.14 Efecto de ciclos de elicitacion continua sobre la produccién de trans-resveratrol
en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar
Y/0 JASMONALO A8 MELHO - cvvr ettt 118
4.1.2.15 Efecto de la adicion de compuestos implicados en respuestas de defensa (acido
salicilico y etileno) sobre la produccion de trans-resveratrol en suspensiones celulares

de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de

4.2 Sefalizacion de la produccién de trans-resveratrol en suspensiones celulares
elicitadas de Vitis VIiNifera cV MONaStIell. ..o oue ettt et e 123
4.2.1 Implicacién del calcio en la produccién de trans-resveratrol desencadenada por
ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo.........oovvieiiiiiiiiin, 125
4.2.1.1 Efecto de la carencia de calcio y de la presencia de EGTA sobre la produccién de
trans-resveratrol en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas
metiladas al azar y/0 jasmonato de MELII0: -« cvvurrrrnrinieiiieieii e 125
4.2.1.2 Estudio temporal de la produccion de trans-resveratrol en presencia de distintas
concentraciones de calcio en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con
CIiclOdeXtrinas MEtilagdas @l AZAcG .. cewuee ettt et e e e eeeens 127
4.2.1.3 Efecto de antagonistas y bloqueadores de los flujos de calcio intra y extracelular
sobre la produccidon de trans-resveratrol en suspensiones celulares de Monastrell
elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo.................... 128
4.2.2 Implicacion de eventos de fosforilacion/defosforilacion en la produccién de trans-

resveratrol dirigida por ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo........ 132



4.2.3 Implicaciéon H,O, y NO en la producciéon de trans-resveratrol desencadenada por

ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo.............ccoviiiiiiiiiiiieeeen, 133

4.3 Proteinas extracelulares expresadas en suspensiones celulares elicitadas de Vitis
VINITEIA CV MONASTIEIL vt ettt ettt ettt et e et et e e e et et e e e e e e e e e e e e e anateraeanennens 137
4.3.1 Caracteristicas de la peroxidasa de Monastrell en presencia de elicitores................ 139
4.3.1.1 Patrén isoenzimatico de peroxidasas extracelulares de suspensiones celulares de
Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar...........ccoeevieiiieiiiniiinennnn. 139
4.3.1.2 Patrén isoenzimatico de peroxidasas extracelulares de suspensiones celulares de
Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o luzUV-C.................l. 140
4.3.1.3 Patrén isoenzimatico de peroxidasas extracelulares de suspensiones celulares de
Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de metilo............. 141
4.3.1.4 Actividad peroxidasa y produccion de H,0O, en suspensiones celulares de
Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de metilo............. 142
4.3.2 Patron de proteinas extracelulares totales de suspensiones celulares de Monastrell
Lo LT = Yo = - 144
4.3.2.1 Patron de proteinas extracelulares totales de suspensiones celulares de
Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de metilo............. 144
4.3.3 Identificacion del proteoma extracelular de suspensiones celulares de Monastrell

elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo mediante la

LYo o= T = 1= I 1 €= T 146
4.3.3.1 Anotacion y analisis de ONtOIOGIA ..« vuurtieiitet ettt eieaes 151
A.3.3.2 ANAIISIS GITOIONCIAL « « ettt ettt e et e 153

4.3.4 Identificacion del proteoma extracelular de suspensiones celulares de Monastrell
elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o moléculas sefial (jasmonato de metilo,
acido salicilico) y etileno mediante microsSecUEnCiacion........coovviiii i, 162

TR O00] 1o 10 1T 0] =1 T 173

6. Bibliografia.... ..o 179









breviaturas

Abreviaturas

2,4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético

4-MN: 4-metoxi-a-naftol

ADPRc: adenosin difosfato ribosa ciclica
AlA: 4cido indolacético

ANA: &cido 1-naftalenacético

Ap: apigenina

BA: 6-bencil adenina

BIM: bis-indolilmaleimida

[Ca®'].:: concentracion de calcio citosolico libre
Can: cantaridina

CD: ciclodextrina(s)

CDM: ciclodextrinas metiladas al azar

CDH: ciclodextrinas hidroxipropiladas al azar
c-P: cis-piceida

c-PTIO: carboxi-2-fenil-4,4,5,5,-tetrametilimidazoleline-1-oxyl-3-6xido
c-R: cis-resveratrol

cv: cultivar

DAG: diacilglicerol

DDT: ditiotreitol

DPI: ioduro de difenilo

EDTA-Na: etilendiaminotetraacetato de sodio
EGTA: acido etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N, N, N', N'-tetraacético
ESI: ionizacion por electrospray

Est: estaurosporina

ET: etileno

FAI: fosetil de aluminio

GB5: Gamborg Bs

Gen: genisteina

GMPc: guanosin monofosfato ciclico

GO: gene ontology

h: hora(s)

H,O,: perdxido de hidrogeno

HDL: lipoproteinas de alta densidad

HO": radical hidroxilo



breviaturas

HPLC-DAD: cromatografia liquida de alta presién acoplado a un fotodiodo array
HR: respuesta hipersensible

IEF: isoelectroenfoque

IP5: inositidos fosfato

JA: acido jasmonico

La*": cloruro de lantano

LC-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
LDL: lipoproteinas de baja densidad

L-NNA: Nw-Nitro-L-Arginina

MALDI-TOF-TOF: desorcion/ionizacion laser asistida por matriz acoplada a tiempo de
vuelo

min: minuto(s)

MJ: jasmonato de metilo

MS: Murashige y Skoog

Neo: neomicina

NAD(P)H: nicotinamida adenina dinucleétido (fosfato)

NFxB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NO: éxido nitrico

NPS: nitroprusiato sédico

OFA: 6xido de fenilarsina

OPDA: &cido 12-oxofitodiendico

PAL: fenilalanina amonio liasa

PF: peso fresco

Phe: fenilalanina

PK: protein kinasas

PP: protein fosfatasas

PRp: proteinas relacionadas con la patogénesis

PS: peso seco

ROS: especies reactivas de oxigeno

RR: rojo rutenio

Rt: tiempo de retencion

SA: &cido salicilico

SAR: respuesta sistémica adquirida

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico



breviaturas

SIRT: reguladores silenciosos de la informacién
SOD: superéxido dismutasa

to: tiempo cero

T2 temperatura

Ta: tiempo de agotamiento de los nutrientes
TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina
t-P: trans-piceida

t-R: trans-resveratrol

TNFa: factor de necrosis tumoral o

Tyr-PK: tirosin protein kinasa(s)

UV: ultravioleta

VEC: volumen de empaquetamiento celular

VECmax: volumen de empaquetamiento celular maximo
VECto: volumen de empaquetamiento celular a tiempo cero

Vexp: velocidad de crecimiento celular en la fase exponencial









1. Introduceidn









1. Introduecidn

1.1 Vitis vinifera

La familia de las Vitadceas comprende setenta géneros en los que se incluyen casi mil
especies. Cerca de 470 de estas especies son lefiosas, en su mayoria lianoides,
poseen hojas esparcidas, compuestas o simples pero profundamente lobuladas, con
estipulas y abundantes zarcillos derivados de modificaciones en las inflorescencias.
Se distribuyen por las regiones templado-calidas. Las flores, muy pequefias, son
actinomorfas, unisexuales o hermafroditas, muestran una estructura pentamera
(raramente tetramera), y estan provistas de un disco en el apice del pedunculo. El
perianto esta formado por 5 sépalos verduzcos muy reducidos, 5 pétalos libres en la
base y soldados en el extremo formando una especie de capucha que cae por el
alargamiento de los estambres. Estos Ultimos estan en numero de 5, mientras el
gineceo, formado por 2 carpelos, cada uno con 2 évulos, es supero y bilocular.

El fruto es una baya carnosa y contiene de 2 a 4 semillas oleaginosas. A esta familia
pertenece una importante planta cultivada, la vid (Vitis vinifera), originaria del Caucaso
y cultivada en toda la cuenca del Mediterraneo desde la antigiiedad.

Figura 1.1 Esquema (a) e imagen (b) de la inflorescencia de V. vinifera.

En todo el mundo, la vid (Vitis sp.) se encuentra entre las especies vegetales
cultivadas mas importantes, con una superficie de cerca de 9 millones de hectareas.
La principal especie cultivada es V. vinifera L. La domesticacion de V. vinifera ocurrio
hace mucho tiempo como lo demuestran las semillas de 5000 afios de edad que se
encuentran en Jeric6. El Medio Oriente se cree que es el origen de las uvas
domésticas (Bassermann-Jordan 1923; Zohary y Spiegel-Roy 1975). Desde este
centro ancestral, la viticultura se extendié desde la cuenca del Mediterraneo hasta el
Lejano Oriente y se introdujo mas tarde en el Nuevo Mundo, en particular, por los
colonos de los paises vinicolas de la zona del Mediterraneo. La rapida domesticacion
de la vid fue apoyada por los multiples usos de la uva para la produccion de fruta de

mesa, el vino, el mosto y las pasas. La vid también muestra una gran diversidad
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genética y amplia adaptabilidad a diferentes suelos y climas. Sin embargo, la variacion
en V. vinifera era insuficiente para permitir el cultivo universal y llevd a la
domesticacion de otras especies silvestres. Entre estas se encuentran: V. labrusca L. y
V. rotundifolia Michaux en América (Einset y Pratt 1975) y V. amurensis Ruprecht en
China.

1.1.1 Monastrell

La variedad Monastrell (también Illamada: Alcayata, Garrut, Gayata, Mataro,
Monastrell, Morastrell, Morrastrell, Mourvedre, Murviedro y Verema Blanca), es una
variedad de uva tinta espafiola presente, sobre todo, en Murcia (52%), Alicante,
Albacete y Valencia. Considerada variedad principal en las denominaciones de origen
Alicante, Almansa, Costers del Segre, Jumilla, Penedés, Valencia y Yecla de la que se
obtienen vinos ricos en alcohol, muy pigmentados y asperos en juventud. Esta cepa
requiere un cultivo delicado y temperatura (T?) elevada. Los racimos son grandes y
densos, las uvas son pequefias, redondas y con piel gruesa. Muy sensible a la sequia
pero poco sensible a Botrytis cinerea, medianamente sensible al oidio y acaros asi

como al mildia y a la podredumbre &cida.

Figura 1.2 V. vinifera L. cv Monastrell.

1.1.2 Quimica de la vid e interés de los compuestos naturales de la uva

Las uvas se consumen como fruta y, junto con los tallos, se usan para la vinificacion,
sin embargo, las hojas no se utilizan normalmente como vegetales comestibles por el
hombre. Por lo tanto, se hara hincapié en los fitoquimicos presentes en los tejidos de
los frutos. La quimica de la uva es bastante compleja y se han identificado miles de
compuestos en el género Vitis, comprendidos en las tres clases principales de

productos naturales, fenilpropanoides, isoprenoides y alcaloides, ampliamente
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distribuidos tanto en alimentos como en hierbas medicinales (Iriti et al. 2006; Pezzuto
et al. 2008).

Hay un interés creciente en el uso de compuestos naturales como potenciales agentes
quimiopreventivos del cancer en las poblaciones humanas. En este sentido, existe una
correlacion significativa en los datos epidemioldgicos generados en todo el mundo, y
en experimentos con animales, entre la ingesta dietética y muchos tipos de cancer.
Estos incluyen las catequinas del té verde, el licopeno, isoflavonas de la soja,
compuestos fendlicos de la granada, selenio, vitaminas E y D, curcumina, silibinina y
resveratrol (Athar et al. 2007).

1.1.2.1 Ruta fenilpropanoide

De entre la gran diversidad de compuestos producidos producidos por V. vinifera, en
esta memoria de investigacibn se destacan los obtenidos a partir de la ruta
fenilpropanoide, concretamente los pertenecientes la familia de los estilbenos, por ser

el objetivo principal de estudio.

Acidos Hidroxibenzoicos
COOH COOH COOH COOH
H
MeO OMe HO OH MeO
OH OH OH
Acido salicilico Acido siringico Acido galico Acido vanilico
COOH COOH COOH A
NH, 7 Z -C,
PAL CA4H
—>
OH
Fenilalanina Acido Acido p-cumarico \ 4
trans-cinamico (Acido hidroxicinamico)
COOH COOH COOH
= = 5
MeO OMe MeO HO
OH OH OH
Acido sinapico Acido ferulico Acido cafeico
Acidos Hidroxicinamicos

Figura 1.3 Inicio de la ruta fenilpropanoide a partir de la desaminacion de la fenilalanina por la
accion de la fenilalanina amonio liasa (PAL) y fenoles simples (hidroxicinamatos e
hidroxibenzoatos) generados a partir de la fenilalanina. Tomado de Iriti y Faoro (2010).
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La ruta fenilpropanoide (Figura 1.3) parte de la fenilalanina (Phe) y conduce a la
formacion de derivados de uno, dos o mas anillos arométicos (Cs), cada anillo con un
patron caracteristico de sustitucion y con diferentes modificaciones del residuo de
propano de la Phe (Cj). Los &cidos hidroxicinamicos (Ce-C3) entre los que se incluyen
p-cumarico, cafeico, ferdlico y sinapico, presentan diferentes grados de hidroxilacion y
metilacién en Cq. La escision de un fragmento de C, de la cadena lateral alifatica del
acido p-cumarico conduce a la formacion de los acidos hidroxibenzoicos (C¢-C;), tales
como salicilico, siringico, galico y vanilico (Herrmann 1989).

La condensacion de tres residuos C, con un acido hidroxicinAmico activo produce dos
clases de metabolitos con un segundo anillo aromético vinculados a la fraccion
fenilpropanoide, los flavonoides (Cs-Cs-Cg) y los estilbenos (Cg-C,-Cg) (Iwashina 2000)
(Figuras 1.4y 1.6).

La estructura quimica basica de los flavonoides es el nicleo flavano, compuesto por
15 atomos de carbono dispuestos en tres anillos: dos anillos de benceno en

combinacién con un anillo pirano que contiene oxigeno (Figura 1.4).

Cianidina R4y=0H; Ro=H
Delfinidina R;=R,=0H
Malvidina R;=R,=0CH-,
Peonidina R;=0CH;; R;=H
Petunidina R;=0CHj3; R,=0H

OH O

Proantocianidinas Antocianidinas

Figura 1.4 Estructura de algunos flavonoides.

10



1. Introduecidn

Entre los flavonoides destacan las antocianidinas por ser los pigmentos mas
abundantes en la piel de las uvas. Asimismo, se encuentran otros compuestos de
interés como kaempferol, quercetina, apigenina y catequinas. Estas Ultimas,
constituyen la unidad monomérica para la biosintesis de las proantocianidinas,
también conocidas como taninos condensados (Figura 1.4). Las proantocianidinas
presentes en la piel de las uvas tienen un bajo grado de polimerizacién, lo que las
hace facimente extraibles durante el proceso de fabricacion del vino, y se localizan en
la vacuola y la pared celular, confiriéndole importantes propiedades organolépticas al
vino, tales como la astringencia, amargor, coloracion y turbidez (Pieur et al. 1994;
Souquet et al. 1996; Gavetta et al. 2000).

Las moléculas que pertenecen a la familia de los estilbenos son compuestos fendlicos
de bajo peso molecular localizados de forma especifica en los tejidos no lignificados
de las plantas, como compuestos inducidos (fitoalexinas) (Langcake y Pryce 1976) y
de forma genérica en los tejidos lignificados, como compuestos constitutivos de estos
tejidos (Bavaresco y Fregoni 2001).

Se han identificado compuestos de naturaleza estilbenoide en numerosas especies de
familias tan distintas como las Vitaceas, Pinaceas, Aracaceas (0 palmaceas),
Mirtaceas, Fagaceas, Liliaceas, Fabaceas (o leguminosas) y Moraceas. En la familia
de las Vitaceas, destaca la especie V. vinifera, que es la mas importante en la
produccion mundial de uvas de mesa, pasas y produccion de vino. Los frutos de la vid
y los productos derivados de los mismos, constituyen la principal fuente de estilbenos
disponibles en la naturaleza para la dieta humana (Mattivi et al. 1995) siendo la ultima
etapa de la sintesis catalizada por la enzima estilbeno sintasa (Ingham 1976; Rupprich
y Kindl 1978).

Entre los estilbenos se encuentran compuestos tales como el resveratrol (formas cis- y
trans-), pterostilbeno (3,5-dimethyl resveratrol), piceida (glucésido de resveratrol), e-
viniferina (dimero resveratrol), y o-viniferina (trimero resveratrol) descubiertos en
hojas. Otros estilbenoides se identificaron en cultivos celulares, piceatanol, &-viniferina
y pallidol. La mayor parte de ellos estan presentes en los frutos de vid y en los vinos
producidos a partir de estos (Langcake y Pryce 1977ay 1977b; Langcake et al. 1979;
Pezet y Pont 1988; Waffo-Teguo et al. 1996b y 2001; Vitrac et al. 2002).
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La estructura quimica de algunas viniferinas se basa en el esqueleto quimico de un
hidroxiestilbeno, el t-R (3,5,4 -trans-trihidroxiestilbeno) (Langcake y McCarthy 1979a),
sintetizado a través de la ruta fenilpropanoide y el malonato procedente de la ruta de
los &cidos tricarboxilicos (Figura 1.7) (Schréder y Schroder 1990) siendo una
peroxidasa, la enzima que lleva a cabo el acoplamiento oxidativo de monémeros de t-
R, originando los distintos tipos de oligémeros conocidos como viniferinas. En cultivos
de células de vid, la Unica enzima descrita hasta el momento con actividad fenol-
oxidasa, capaz de oxidar al resveratrol, ha sido la peroxidasa (Morales y Ros Barcel6
1997; Morales et al. 1997).

La mayoria de las isoenzimas de peroxidasa capaces de oxidar los 4-hidroxiestilbenos
son constitutivas (Calderéon et al. 1994a), aunque algunas se expresan en
determinados estados de resistencia (Zapata et al. 1994).

Tanto la cantidad como la especificidad de un determinado estilbeno en un tejido
concreto, depende no sélo de la planta o de la célula en si misma, sino también de las
condiciones nutricionales y de los factores de estrés que rodeen a la planta (Decendit
et al. 1996; Waffo-Teguo et al. 1996a y 1996b). La sintesis de estilbenos puede
inducirse como respuesta a la infeccion por patdgenos (Langcake y Pryce 1976) o a
factores abidticos. La expresion de estos genes se induce de forma diferente
dependiendo de cual sea la sefal externa que reciba la planta (Preisig-Muller et al.
1999; Brehm et al. 1999).

Las viniferinas son consideradas fitoalexinas (phyton —planta; alexein —defensa)
(Reichling 1999) por presentar actividad biol6gica frente a un amplio rango de agentes
fitopatégenos (Jeandet y Bessis 1989). Asi, estudios realizados en cultivos celulares
elicitados con hidrolizados de paredes celulares de fitopatbgenos generan como
respuesta de defensa, la sintesis de H,0,, la induccion de enzimas de la biosintesis de
fitoalexinas y la sintesis y acumulacién de fitoalexinas especificas de la planta
(Reichling 1999). Por ello, la presencia de viniferinas a concentraciones
biolbgicamente significativas se ha asociado a estados infectivos o inducidos, ya que
en celulas sanas o no inducidas, la concentracion de viniferinas presentes es muy baja
(Bavaresco y Fregoni 2001).

La presencia de las fitoalexinas en las plantas es transitoria y durante el corto periodo
de interaccion entre la planta y el patégeno se encuentran muy localizadas en la zona
de infeccion siendo su concentracion total en la planta extremadamente baja, por lo
que los métodos clésicos de extraccion con fines comerciales resultan muy costosos.

La ventaja de la utilizacion de las suspensiones celulares en este caso, es que todas
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las células responden de forma global ante la presencia de un elicitor adecuado en el
medio de cultivo, de manera que la cantidad de fitoalexina producida es mucho mayor
que en la planta y su sintesis esta en funcion de la biomasa de células elicitadas y de

las condiciones de cultivo que afectan al crecimiento y proliferacion de las mismas (Bru

et al. 2006).
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Figura 1.7 Ruta biosintética del t-R.
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1.1.2.2 El resveratrol y sus propiedades

La unidad estilbénica mas interesante en cuanto a las propiedades mostradas para la
salud humana es el t-R, que ademas es el mas abundante en el reino vegetal. Se ha
demostrado que el t-R es el hidroxiestilbeno mayaoritario en los frutos de vid en estados
infectivos (Langcake y Pryce 1977a) y en condiciones de estrés abibtico (Creasy vy
Coffee 1988; Dercks y Creasy 1989; Calderdn et al. 1993a; Adrian et al. 1996; Adrian
et al. 2000). El t-R fue identificado quimicamente por primera vez en 1982, por
investigadores japoneses (Arichi et al. 1982) como componente activo principal de una
medicina tradicional oriental que se elaboraba a partir de raices desecadas de
Polygonum cuspidatum. El resveratrol también se ha identificado en una amplia
variedad de plantas (Morales et al. 2000), pero sobre todo en los frutos de las
Vitaceas. Las propiedades de los compuestos procedentes de la vid probablemente se
deban al efecto combinado de todos sus compuestos bioactivos mas que de una o
unas pocas moléculas, aunque el resveratrol constituye el ejemplo méas estudiado de
entre los compuestos biolégicamente activos de las uvas (Iriti et al. 2006; Pezzuto et
al. 2008). Entre las propiedades del resveratrol se encuentran:

e Prevencion contra el cancer

La guimioprevencién es una estrategia de parada o marcha atras de la carcinogénesis
mediante el uso de agentes quimiopreventivos. A nivel molecular se ha propuesto que
las interacciones con los factores de transcripcion y los receptores podrian ser las
responsables de la actividad anticarcinogénica de los polifenoles de la vid (Iriti y Faoro
2010). En este sentido, Pezzuto et al. (2008) demostraron que el resveratrol inhibia el
desarrollo de lesiones preneoplasicas en cultivos de glandula mamaria de raton
tratados con un carcinégeno, asi como la formaciéon de tumores en la piel de ratones
(Jang et al. 1997).

Asimismo, se ha observado que existe una correlacion directa entre la inflamacién
cronica y diversos tipos de cancer, ya que durante la inflamacion se produce un
aumento de la expresion de los genes implicados y de la actividad de las enzimas que
sintetizan los compuestos proinflamatorios derivados del araquidonato (Kundu y Surh
2005; Aggarwal et al. 2006). En este sentido, el resveratrol es capaz de bloquear
varios componentes de la cascada proinflamatoria tales como la ciclooxigenasa y la
lipooxigenasa (Kimura et al. 1985; Ferrandiz et al. 1991; Laughton et al. 1991; Pace-
Asciak et al. 1995) asi como la cascada de las prostaglandinas, inhibiendo las tres

etapas de la carcinogénesis (Subbaramaian et al. 2003).
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El resveratrol también actua inhibiendo dos importantes factores de la transcripcion,
NF«B, implicado en la ruta de sefializacion que media la inflamacion, oncogénesis
(angiogénesis y metéstasis) y apoptosis y el activador de la proteina 1 (AP-1) que
regula la expresion de los genes implicados en la adaptacién, diferenciacién y
proliferacién celular (Holmes-McNary y Baldwin 2000; Pervaiz 2003).

Otro mecanismo por el que el resveratrol ejerce actividad quimiopreventiva es
mediante su interaccién con los receptores de androgenos y estrégenos (Iriti y Faoro
2010). En algunos tipos de tumor, como leucemia, el resveratrol activa la via
mitocondrial de la apoptosis mediante la sobre-expresidén de proteinas proapoptéticas
como p53 y Bax e impide la expresién de proteinas inhibidoras de la muerte celular
como Bcl-2 (Roman et al. 2002). En lineas celulares de melanoma humano, el
resveratrol induce apoptosis mediante la activacion de protein kinasas activadas por
mitégeno (MAPK) (Niles et al. 2003), mientras que en lineas celulares de cancer de
pancreas humano, induce apoptosis por la via de las caspasas 3 y 8, detiene el ciclo
celular en fase G; e inhibe la expansion del tumor por la matriz extracelular (Cui et al.
2008).

e Aterogénesis, hipertension y cardioproteccion
En las enfermedades cardiovasculares tiene lugar un proceso inflamatorio en el que se
produce la hidrolisis de fosfolipidos de la membrana plasmatica liberando acido
araquidonico que es el sustrato de ciclooxigenasa y lipooxigenasa. Uno de los
productos de ciclooxigenasa es el tromboxano A2 el cual potencia la reactividad de las
plaguetas favoreciendo la formacién de las placas de ateroma (Smith 1989). Como se
menciona en el apartado anterior, el resveratrol inhibe a estas dos enzimas impidiendo
la formacién de mediadores de la inflamacion, previniendo la agregacion plaquetaria.
También se ha observado en individuos cuya dieta se ha suplementado con
resveratrol, que se produce una modificacion del perfil de lipoproteinas, dando lugar a
un aumento de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y a un descenso de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), asi como de otros marcadores de la inflamacién
asociados a riesgo cardiovascular (Castilla et al. 2006). También se produce un
descenso de los niveles del factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y de las
concentraciones de triglicéridos plasmaticos (Zern et al. 2005).
El resveratrol también actda induciendo la liberacién de oxido nitrico (NO) por la 6xido
nitrico sintasa endotelial, el descenso de la produccion de endotelina 1 y la supresion
de NFxB (mediada por TNFa).
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Ademas, el resveratrol incrementa los niveles de activadores del plasmindégeno
transformandolo en plasmina, el cual es responsable de la degradacion de la fibrina
del trombo, disolviendo el coagulo (Zou et al. 2000).

e Neuroproteccion y envejecimiento

El resveratrol promueve la degradacién intracelular de los péptidos f amiloides que se
depositan en las neuronas causando su degeneracion (Marambaud et al 2005).
Asimismo, reduce la citotoxicidad inducida por NO y por la acumulacion intracelular de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Bastianetto et al. 2000). Todos los inhibidores
polifendlicos eficaces estdn compuestos por al menos dos anillos fendlicos con 2-6
uniones atémicas y un minimo de tres grupos -OH en los anillos aroméaticos. Estas
caracteristicas estructurales son esenciales para la interaccion no covalente con las
estructuras en lamina p presentes en las placas amiloideas (Porat et al. 2006).

Otro mecanismo por el que resveratrol retarda los procesos de envejecimiento y las
enfermedades asociadas a la edad es la restriccion caldrica, sugiriendo que este
compuesto comparte rutas metabdlicas comunes a la restriccion calérica (Howitz et al.
2003). Este proceso estd mediado por proteinas de la familia de los reguladores
silenciosos de la informacién (SIRT). Las SIRT estan implicadas en una gran
diversidad de funciones celulares desde silenciamiento génico, control del ciclo celular

y apoptosis, hasta metabolismo energético (Outeiro et al. 2008).

1.2 Metabolitos secundarios
1.2.1 Evolucién del conocimiento de los metabolitos secundarios

El fendmeno del metabolismo secundario y su diferenciacion del metabolismo primario
fue reconocido en la segunda mitad del siglo XIX. En 1873, Julius Sachs, uno de los
padres fundadores de la fisiologia de plantas, dio la siguiente definicién: “Se pueden
designar como productos secundarios del metabolismo aquellos compuestos que se
forman durante el metabolismo pero que ya no vuelven a usarse para la formacion de
nuevas células. Cualquiera que sea la importancia de estos compuestos para el
metabolismo primario es hasta ahora desconocido.”

Las plantas producen una gran cantidad y diversidad de compuestos organicos que no
parecen tener una funcién directa en el crecimiento y desarrollo. Estas sustancias se
conocen con el nombre de metabolitos secundarios y no tienen funcién reconocida o

directa en los procesos de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis de
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proteinas, asimilacion de nutrientes, diferenciacion o formacién de biomoléculas. Estos
compuestos tienen una distribucién restringida en el reino vegetal, ya que se
encuentran con frecuencia en una sola especie vegetal o grupo de especies
relacionadas, mientras que los metabolitos primarios se encuentran en todo el reino
vegetal (Taiz y Zeiger 2002).

Los metabolitos secundarios de origen vegetal, incluyen un amplio rango de
compuestos que superan las 200000 estructuras definidas. El metabolismo secundario
cubre tanto aspectos funcionales como evolutivos.

Podria considerarse que el estudio de los metabolitos secundarios comenz6 en 1806,
cuando Friedrich Wilhelm Serttrner aislé la morfina (“principium somniferum”) de la
adormidera. Esta fue la primera demostracién de que el principio activo de una droga
de origen vegetal podia aislarse y atribuirsele este efecto a un Unico compuesto
quimico, lo cual inicié la quimica de productos naturales.

Pero no fue hasta mediados del siglo XX que se produjo un gran avance en la
enzimologia del metabolismo secundario, apoyada por dos grandes avances
tecnoldgicos:

1. La introduccion de la columna de cromatografia en la quimica de proteinas,
con nuevos disolventes, permitiendo una separacion rapida y selectiva de las
proteinas por tamafio de exclusion, intercambio i6nico y cromatografia de afinidad.

2. El uso de cultivo de 6rganos y células vegetales. A principios de los setenta,
los cultivos celulares cobraron gran popularidad en el estudio del metabolismo
secundario. Al mismo tiempo se establecieron algunos cultivos celulares de plantas
medicinales para producir metabolitos secundarios de forma continua y en cantidades
gue, en algunas ocasiones, superaban a las de la planta de procedencia (Zenk 1991).
Transcurridos unos afios, se desvanecio la euforia que supuso en un principio el uso
de los cultivos celulares vegetales como factorias de productos naturales de alto valor
afiadido, sin embargo, los cultivos celulares se habian convertido en una poderosa
herramienta para el estudio de la bioguimica vegetal. Un gran numero de rutas
biosintéticas se caracterizaron a nivel enzimatico gracias al uso de suspensiones
celulares en estos afios.

A pesar del éxito de la aplicacion de los cultivos celulares para el estudio de las rutas
biosintéticas, algunos tipos de metabolitos secundarios no son producidos (o lo son
pero con menor eficiencia) en cultivos de células desdiferenciadas, como ocurre con
los terpenoides, que en la mayoria de los casos, necesitan la planta completa (o partes

diferenciadas) para ser sintetizados de forma eficiente.
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Los progresos realizados en la caracterizacion molecular de las vias del metabolismo
secundario a nivel genético, abrieron nuevas perspectivas. Otra ventaja que
proporcionaron las herramientas moleculares fue la localizacién especifica de las rutas
del metabolismo secundario, las cuales no solo estdn bien organizadas

bioquimicamente sino que también estan expresadas en determinados tipos celulares.

1.2.2 Biotecnologia y metabolitos secundarios de plantas
1.2.2.1 Funciones de los metabolitos secundarios

La funcionalidad de los metabolitos secundarios comenz6 a estudiarse por los
quimicos organicos del siglo XX, interesandose por estas sustancias a las que
denominaron “productos naturales”, debido a su utilizacibn como drogas, venenos o
saborizantes (Taiz y Zeiger 2002).

En cuanto a las funciones que desempefian los metabolitos secundarios en las
plantas, inicialmente se consideraron productos de desecho o de detoxificacién (Peach
1950; Reznik 1960). Este punto de vista cambid en los afios setenta con el aumento
del conocimiento del metabolismo secundario. A partir de este momento dejaron de
considerarse como productos finales inertes del metabolismo, considerandose
componentes dinamicos del metabolismo de las plantas (Robinson 1974; Barz &
Koster 1980). Asi se les ha reconocido i) un papel ecolégico debido a las
caracteristicas que poseen, tales como su sabor amargo o su toxicidad, protegiendo a
las plantas de su ingestion por herbivoros y de la infeccion por patdgenos microbianos.
Sin embargo, Fraenkel (1959) y mas tarde Ehrlich & Raven (1964) destacaron la
importancia de las ii) respuestas reciprocas que se producen entre organismos
estrechamente relacionados, sirviendo asi como atrayentes de polinizadores y
dispersadores de semillas y como agentes en la competencia planta-planta, siendo
ésta, la base de la variacién genética en la coevolucion de determinadas especies.

Por otra parte, una caracteristica inherente de los metabolitos secundarios es su alta
diversidad y plasticidad genética, que garantiza una adaptacion de las plantas a las
demandas de su entorno, que a su vez, esta continuamente sometido a cambios. En
general, los metabolitos secundarios ejercen un iii) papel primordial en la ecologia de
las plantas, principalmente como fitoalexinas. Estos compuestos estan implicados en
la defensa contra los patégenos y fitéfagos, asi como en la tolerancia a condiciones
abioticas (clima adverso, alta radiacion ultravioleta (UV), foto-oxidacion, estrés hidrico)

y contaminantes antropogénicos (Jeandet et al. 2002; Iriti et al. 2004).
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El metabolismo secundario comprende todas las interacciones de las plantas con su
entorno (bidtico y abiotico) ya que es indispensable para la supervivencia del individuo
en su medio ambiente. El rapido avance del conocimiento de los mecanismos de
diversificacién evolutiva de los genes implicados en el metabolismo secundario es
quizas el descubrimiento més importante que apoya la funcion ecolégica del
metabolismo secundario. La duplicacion de los genes y la adquisicion de una nueva
funcion del duplicado, que no subyace a las estrictas funciones del gen de
procedencia, parece ser la clave que explica la evolucién de esta diversidad
metabdlica. Si un gen que dirige una funcién esencial se duplica, la copia del gen se
libera de la funcion principal; por tanto puede ocurrir que sea eliminado por
inactivacion, o bien que sea modificado y que adquiera una nueva funcién. De este
modo los genes duplicados pueden evolucionar de formas distintas:

1) bien mediante continuas modificaciones de su funcibn a lo largo de la
especializacion de la planta, dando lugar a una gran familia de genes que presenta
una amplia diversidad funcional.

2) o bien, el duplicado puede adquirir una nueva funcién en un nuevo ambiente
bioquimico como consecuencia de una Unica copia del gen original.

Gracias a esta evolucion genética, los metabolitos secundarios han alcanzado
funciones tan diversas como la de actuar como sefial molecular dentro de la planta, o
entre la planta que los produce con otras plantas, microorganismos, herbivoros,
insectos polinizadores o animales que dispersan semillas. Asimismo, los metabolitos
secundarios sirven como arsenal quimico para defenderse de predadores o entrar en
competicibn con otras plantas (sustancias alelopéaticas) siendo algunos de estos
compuestos constitutivos y otros inducidos en respuesta a una agresion (fitoalexinas)
(Sanchez-Sampedro 2006).

El aumento del conocimiento de la informacion genética y el gran desarrollo de las
herramientas genéticas de las que se disponen en la actualidad, permitiran el avance
de la caracterizacion molecular completa de las rutas del metabolismo secundario que
servirin como base para su aplicacién biotecnoldgica en medicina y agricultura
(Hartmann 2007).

1.2.3 Biotecnologiay cultivos celulares

Podria decirse que la biotecnologia se inicié hace unos 10000 afios cuando el hombre
de la Edad de Piedra empieza a utilizar los seres vivos y sus productos. Otros autores

apuntan que la biotecnologia comenz6 hace algo menos de 6000 afios, que es el
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tiempo estimado desde que el hombre empezara a desarrollar la agricultura. Desde el
momento en el que el hombre comienza a seleccionar e introducir mejoras en los
seres vivos que utiliza, para obtener productos de su agrado y en su propio beneficio,
se considera que estad haciendo biotecnologia. Este término se acufidé hace algo mas
de un siglo, concretamente, a partir de la repercusion que tuvo para la ciencia la
aplicacion de los estudios sobre la “evolucion de las especies” de Charles Darwin
(1809-1882) y de los estudios sobre herencia genética realizada por Gregor Mendel
(1822-1884) a finales del siglo XIX.

La biotecnologia puede ser definida desde diferentes puntos de vista. Asi por ejemplo,
El Mansouri y Quesada (1996), la definen como “una tecnologia que tiene como
finalidad, introducir en el mercado un producto al que se le supone un valor afadido
gue lo identifica como mejor, mas limpio, mas barato o simplemente preferible para el
consumidor, y que ha sido obtenido mediante el uso de organismos vivos o partes de
los mismos”. Avalos (1990) definid la biotecnologia como “un conjunto de técnicas que
permiten la utilizacién de seres vivos o0 parte de éstos para producir o modificar
productos, mejorar plantas o animales o desarrollar microorganismos con propgsitos
industriales y comerciales”. En ese mismo afio, el directorio holandés para la
cooperacion internacional emplearia la siguiente definicion: “Biotecnologia es el uso
integrado de la genética molecular, la bioquimica, la microbiologia y la tecnologia de
procesos para suplir bienes y servicios, empleando microorganismos, o células y
tejidos de organismos superiores”.

Suérez de Castro (1993), la divide en tres etapas:

e La primera etapa se caracteriza por el proceso de fermentacion, basico en la
fabricacion de vino, pan y cerveza, conocido desde 2000 afios antes de Cristo,
y por la seleccion empirica de plantas y animales. Esta etapa se extendié hasta
mediados del siglo XIX.

e La segunda etapa se inicia con las observaciones de Darwin sobre el origen de
las especies y con los estudios de herencia genética por parte Mendel, a lo
largo del siglo XIX. Esta etapa se ha caracterizado por la manipulacion
sistemética de las bases de la herencia y el aprovechamiento de los beneficios
de la hibridacién y el cruzamiento de seres vivos. En el ambito de la
biotecnologia vegetal, la llamada “Revolucion Verde’™ constituyé el maés

notable logro de esta etapa, durante la cual, gracias a la utilizacion de nuevas

@ Revolucion Verde: término que el administrador de la Agencia Estadounidense para el Desarrollo
Internacional (USAID), acufiara en 1968 para referirse a la mejora en la produccién de trigo llevada a
cabo en la India y Pakistan.

21



1. Introduecidon

variedades hibridas y las préacticas intensivas con abonos y pesticidas llevaron
a grandes aumentos de produccién en muchos paises que antes tenian graves
problemas de suministros de alimentos.

e La tercera etapa se inicia con el descubrimiento de la estructura del ADN por
Watson y Crick (1953) y las posteriores aplicaciones de la tecnologia del ADN
recombinante, que han posibilitado la manipulacién del genoma de cualquier

ser vivo.

1.2.3.1 Evolucién de la Biotecnologia Vegetal

El cultivo de tejidos (principios de siglo XX) y la biologia molecular (afios 70) han sido
los pilares sobre los que histéricamente se ha impulsado el desarrollo de esta
disciplina. El cultivo de células y tejidos vegetales se han fundamentado por un lado,
en la teoria celular de Schleiden (1838) y Schwann (1839), que dio lugar al concepto
de totipotencialidad (Morgan, 1902), segun el cual “los tejidos vegetales son una masa
organizada de células, en la que cada una tiene capacidad de vida independiente y, en
principio, de regenerar un tejido”; y por otro lado, en la teoria formulada por Darwin
sobre la regulacion hormonal del crecimiento vegetal (Darwin, 1880). Pese a los
intentos de Haberlandt en 1902 por obtener cultivos de células y tejidos vegetales
aislados, los estudios rigurosos y detallados no comenzaron hasta los afios 30. Estos
estudios estuvieron fuertemente influenciados por el descubrimiento de la primera
sustancia natural reguladora del crecimiento vegetal, la auxina &cido indolacético
(descrita por Went en 1926 e identificada quimicamente por Kégl en 1934).

Afos mas tarde, en 1939, White en Estados Unidos y, Roger Gautheret y Pierre
Nobercourt en Francia, publicaron simultdneamente sus famosos experimentos sobre
cultivo in vitro de células vegetales, que significaron la base para los posteriores
estudios de organogénesis in vitro. White también observé que algunas raices
subcultivadas, frecuentemente se encontraban libres de virus. Esta observacion llevé
posteriormente al establecimiento de cultivos de meristemos libres de virus (Morel y
Martin 1952) y sirvio para establecer las bases de las actuales técnicas de
micropropagacion.  Posteriormente, el descubrimiento de las citoquininas,
concretamente la quinetina (Miller y Skoog 1955) y el hallazgo de que éstas, en
combinacién con las auxinas, regulan la morfogénesis de brotes (Skoog y Miller 1957),
fueron dos descubrimientos decisivos en el desarrollo de técnicas para la
regeneracion: organogénesis y embriogénesis somética. Pero no seria hasta 1958

cuando se presentara la evidencia inequivoca de la totipotencia de las células
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vegetales completamente aisladas gracias a los estudios de embriogénesis somatica
con agregados de callos y suspensiones celulares de Daucus carota, llevados a cabo
independientemente por Reinert y Steward en Alemania (1958), confirmando de esta
manera la teoria de Schleiden y Schwann.
Por otro lado, el aislamiento (Cocking 1960) y fusién de protoplastos vegetales (Power
1970; Carlson 1972; Melchers 1974), asi como la regeneracion de plantas a partir de
la obtencién de hibridos somaticos (Melchers 1978), gener6 mucho optimismo en el
desarrollo de proyectos para la mejora vegetal, siendo la técnica del aislamiento de los
protoplastos la que ha mostrado una gran utilidad para:
e La introduccién directa de ADN, lo que ha facilitado los estudios sobre
transformacion genética y creacion de variantes genéticas.
e Estudios fitopatolégicos (interaccidon con virus, bacterias, nematodos y otros
patégenos).
e Estudios fisioldgicos relacionados con el metabolismo primario y secundario,
los ciclos celulares, la morfogénesis y el desarrollo celular y tisular.
Paralelamente a los progresos realizados en regeneracion se han realizado avances
muy significativos en los sistemas de mejora genética de cultivares, en los sistemas de
transferencia de genes a células vegetales y en la produccién de plantas transgénicas.
El descubrimiento de la arquitectura tridimensional del ADN por Watson y Crick (1953),
el aislamiento de las enzimas de restriccion (Smith 1970) y el desarrollo de la
tecnologia del ADN recombinante han sido determinantes para alcanzar el éxito en la
mejora genética de plantas. Esta metodologia, junto con la obtencién de hibridos
somaticos a partir de la fusién de protoplastos y la electroporaciéon de los mismos
(Dekeyser 1990) han constituido las técnicas mas utilizadas hasta ahora para
transformacion o manipulacion genética, produciendo plantas transgénicas en
especies de cultivo importantes, en las que se han integrado de manera estable genes
de importancia agrondmica. Asimismo, el sistema de microinyeccién (Crossway 1985),
y el sistema de aceleracion de particulas o biolistica (Sanford 1987) han mostrado ser
en ciertos casos, otras herramientas valiosas para la transformacion genética directa

de plantas.

1.2.3.2 El cultivo in vitro de células vegetales

El cultivo in vitro de células y tejidos vegetales se define como "el cultivo sobre un
medio nutritivo, en condiciones estériles, de plantas, semillas, embriones, 6rganos,

explantos, tejidos, células o protoplastos de plantas superiores" (Pierik 1987).
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Entre las caracteristicas del cultivo in vitro destacan:

e Ocurre a micro-escala.

e Crecen en condiciones ambientales optimizadas y estériles, salvando los
problemas ocasionados por las condiciones geograficas, climaticas y de
tiempo.

e No responden al patron normal de desarrollo de una planta cultivada in vivo.
Las perspectivas y uso de los métodos de propagacion in vitro de células y tejidos
vegetales se han centrado hasta ahora en la micropropagacion acelerada de material
vegetal seleccionado o transformado, la propagacién de variedades libres de virus, el
mantenimiento de bancos de germoplasma, la obtencion de plantas resistentes o
tolerantes a estrés abidtico, la obtencién de plantas resistentes a herbicidas,
insecticidas, fungicidas y nematicidas, la obtenciébn de plantas resistentes a
enfermedades y plagas, la obtencién de plantas que produzcan frutos con mayor valor
nutricional, la obtencion de plantas capaces de fijar nitrégeno, la produccién de
metabolitos secundarios, la biotransformacion de compuestos organicos y la
produccion de hibridos somaticos y cibridos.

1.2.3.2.1 Seleccion del explanto y linea celular

Una de las condiciones mas importantes a la hora de iniciar un cultivo in vitro, es la
eleccion del explanto del cual derivara el cultivo. Lo mas apropiado es seleccionar
aguél que combine una buena tasa de sintesis y acumulacion de los productos de
interés siendo imprescindible que retenga la capacidad para expresar la ruta de
sintesis del compuesto de interés, en cultivo.

Una vez obtenido el cultivo de células en suspension en un medio liquido adecuado,
hay que tener en cuenta que en una misma poblaciéon celular pueden aparecer
diferencias tales como en el tamafio, cariotipo y comportamiento metabdlico. La rotura
de la organizacion que asegura la comunicacion entre los distintos tejidos de la planta
y con ello su desarrollo coordinado, da lugar, a la gran inestabilidad observada en este
tipo de cultivos. Sin embargo, la variabilidad generada puede ser explotada como una
fuente de diversidad genética (Dix 1986 y 1990). Ademas, la heterogeneidad en la
actividad bioquimica existente dentro de una poblacién celular ha sido explotada para
obtener lineas celulares altamente productivas (Ogino et al. 1978). Existen métodos
mediante los cuales se pueden obtener cultivos homogéneos que produzcan altos
niveles de metabolitos secundarios realizando en primer lugar el aislamiento de células

como los establecidos por Dodds y Roberts (1982) y Dixon (1985) seguido de la
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clonacion somatica (Berlin y Sasse 1985). A partir de estos clones se pueden
seleccionar los clones de alta productividad para un particular metabolito secundario.
Pese a la validacién de estas investigaciones otros autores (Tabata e Hiraoka 1976;
Zenk et al. 1977; Ellis 1985; Dougall 1987; Wilson 1990) han observado problemas
relacionados con la estabilidad de los clones de alta productividad (Deus-Neumann y
Zenk 1984). Investigaciones realizadas por los mismos autores demostraron que este
efecto puede ser revertido por re-seleccion clonal. Por otro lado, hay evidencias de la
existencia de lineas celulares con una produccion estable después de varios afos
(Yamada y Hashimoto 1990).

En conclusién ademas de la seleccién de lineas altamente productivas es necesario

asegurar la estabilidad de la produccién a lo largo de sucesivos subcultivos.

1.2.3.2.2 Condiciones de cultivo

El control de las condiciones de cultivo se lleva a cabo mediante la manipulaciéon de

los siguientes factores:

Factores fisicos:

e T2& Cada tipo de células presenta un rango de T2 Optima de crecimiento, que
generalmente oscila entre 20 y 25 °C. Existen pocos estudios sobre los efectos
de la T2 en la acumulacion de metabolitos secundarios, pero algunos de los
ensayos realizados, muestran efectos draméticos en el crecimiento y
acumulacién del producto dependiendo de la T2 (Fowler 1988).

e Luz: Se han realizado estudios para determinar el efecto de la luz sobre la
produccién de metabolitos secundarios y se ha comprobado que puede actuar
tanto inhibiendo la produccion (Otha y Yatazawa 1978; Hobbs y Yeoman 1991),
como aumentandola (Stickland y Sunderland 1972; Berlin et al. 1986).

e Humedad relativa: las condiciones de humedad dependen mucho de la planta
seleccionada, pero en general, las plantas cultivadas in vitro se crecen en
porcentajes elevados de humedad.

e Aireacion y agitacion: a nivel de laboratorio se realiza mediante el uso de
agitadores orbitales cuya velocidad de giro se determina empiricamente y
puede oscilar entre 30 y 150 rpm. A escala industrial, estos procesos son
vitales para la oxigenacion del cultivo y por lo tanto, para la produccion de
metabolitos (Fowler 1988; Westphal 1990; Payne et al. 1991; Schlatmann et al.
1993).
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Factores quimicos:

e pH: el crecimiento 6ptimo de las células vegetales en cultivo se produce entre
5.5y 6.0, y normalmente disminuye durante la asimilacion de las sales de
amonio y aumenta con la asimilacién de los nitratos (McDonald y Jackman
1989). Este factor puede influir en la toma de nutrientes y precursores,
permeabilidad de membranas y salida de precursores desde la vacuola al
medio de cultivo (Brodelius 1990; Matile 1990).

e Composicién del medio de cultivo: el medio de cultivo consta basicamente de
un aporte inorganico (macro- y microelementos), un aporte organico (azucares,
vitaminas, aminoacidos, etc.) y reguladores del crecimiento. Muchos de los
constituyentes son determinantes del crecimiento celular y de la acumulacién
de metabolitos secundarios (Stafford et al. 1986; Misawa 1985). Generalmente,
los metabolitos secundarios se acumulan cuando la division celular ya ha
concluido y las células dejan de sintetizar las biomoléculas necesarias para la
formacion de nuevas células por lo que éstas derivan su actividad metabdlica
hacia el metabolismo secundario. De este modo, mediante el desarrollo de
estrategias nutricionales se podria inhibir la division y expansion celular y
aumentar la diferenciaciéon celular y la capacidad para sintetizar y acumular
metabolitos secundarios (Yeoman 1987).

Es sabido que la reduccion o insuficiencia de nitrogeno y/o fosfato esta asociada con
una limitacion del crecimiento y un incremento considerable del nivel de metabolitos
secundarios (Knobloch y Berlin 1981; Yamakawa et al. 1983).

En algunos estudios basados en la variacién del contenido en sacarosa del medio de
cultivo revelan que con el aumento en los niveles iniciales de sacarosa se consigue un
incremento en la produccién de metabolitos secundarios (Mantell y Smith 1983; Davies
1972; Yamakawa et al. 1983; Cormier et al. 1990; Do y Cormier 1991).

La interaccion del nitrégeno con concentraciones variables de sacarosa muestra que
tanto las altas como las bajas concentraciones de sacarosa dan lugar a la acumulacién
de antocianinas en suspensiones celulares de V. vinifera (Yamakawa et al. 1983)
sugiriendo que existe una proporcion éptima C:N para la produccion del pigmento.

Por otra parte, es bien conocido que el balance entre los reguladores del crecimiento
en el medio de cultivo influye en el metabolismo secundario ya que éstas estan

implicadas en la diferenciacion celular.
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1.2.3.3 Cultivos celulares vegetales y produccién de metabolitos secundarios

Las técnicas de cultivo de células vegetales se introdujeron a finales de los afios 60
como una posible herramienta para el estudio y la producciébn de metabolitos
secundarios. Posteriormente se comprobd que la aplicacion de la biotecnologia no
daba los resultados esperados ya que en un elevado porcentaje de casos, la
produccion de metabolitos secundarios era inferior a la de la planta nativa y este
descenso se atribuydé a la ausencia de diferenciacion (necesaria para la correcta
expresion de las rutas metabdlicas).
Desde mediados de los 90 y gracias a los avances realizados en los métodos de
cultivo de células vegetales se han abierto nuevos caminos al procesamiento
comercial de estos cultivos como fuentes renovables de productos bioactivos de gran
valor (DiCosmo y Misawa 1995).
Algunas de las ventajas que presentan estos cultivos son:
= Independencia de factores geogréficos, estacionales y ambientales.
= Posibilidad de sistemas de produccién estables, que aseguren la obtencion
continua de producto, con calidad y productividad uniformes.
= Escasos requerimientos de espacio para el desarrollo de la produccion.
= Sistemas renovables que proporcionan poblaciones uniformes.
= Proceso de purificacion del producto de interés mas facil siendo éptimo cuando
el producto se libera al medio.
= Produccién del compuesto de interés a gran escala.
= Permite el estudio de rutas biosintéticas, aislamiento de enzimas, regulacion
del metabolismo y acumulacion de estos compuestos.
= Utilizacion a nivel genético para clonar genes de enzimas reguladoras una vez
purificadas.
= Posibilidad de obtencién de productos nuevos que no son sintetizados por las
plantas de forma natural.
» Fuente de enzimas para catalizar reacciones de biotransformacion con

especificidad estero- y regiospecifica.

Hay que tener en cuenta, que el cultivo de células vegetales no es un cultivo de
organismos propiamente dicho, como ocurre en el caso del cultivo de
microorganismos, por tanto las condiciones necesarias para obtener gran cantidad de
biomasa y diferenciacién necesaria para la produccion de los metabolitos secundarios
de interés, son diferentes. La correlacion entre la acumulacion del metabolito y el

aumento de biomasa puede seguir distintos modelos segun la linea celular; por
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ejemplo en el caso de los cultivos de Catharanthus roseus, productores de alcaloides
(Morris 1986), sigue un modelo positivo, de manera que el metabolito se acumula a lo
largo del ciclo de cultivo. Por otro lado, el modelo de correlacion negativa es el méas
extendido y se basa en la acumulacion del producto durante la fase estacionaria, es
decir, cuando el cese de la actividad proliferativa celular conduce a una diferenciacion
bioquimica del cultivo (Mantell y Smith 1983). Existen otros casos en los que se puede
observar acumulacién del metabolito secundario en la fase de latencia, pero esto
podria ser debido a una continua produccién desde la fase estacionaria previa
(Noguchi y Sankawa 1982; Boyd 1991).

En muchos casos aunque las condiciones de cultivo estén optimizadas para el
crecimiento de células aisladas puede ocurrir que no se produzcan los metabolitos
secundarios asociados con las estructuras diferenciadas de la planta.

Los cultivos de células se inician primeramente con la formaciéon de un callo. Un callo
es una masa indiferenciada de células en crecimiento activo que, de forma natural, se
origina a partir de tumores, heridas o por interaccion del tejido con patégenos
invasores. Los callos originados en cultivo in vitro se forman al depositar un fragmento
seleccionado de tejido vegetal (explanto) en un medio de cultivo adecuado, de manera
que sus células proliferan y comienzan a perder la estructura y organizacion tisular que
mantenian en el tejido original (Thorpe 1980; Wagley et al. 1987), mediante el proceso
conocido como desdiferenciacion.

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

Tanto el cultivo de callos como de células en suspensiébn se emplean para
regeneracion de plantas por organogénesis y embriogénesis somatica. También se
utilizan para la obtencion de protoplastos, asi como para la obtencién de metabolitos

secundarios.

1.2.4 Estrategias para aumentar la produccion de metabolitos secundarios

mediante cultivo in vitro de células, érganos y tejidos vegetales

La utilizacion de cultivos celulares para la produccién de metabolitos secundarios
presenta una serie de ventajas sobre los cultivos agréonomos como son: la
independencia estacional para la produccion de dicho compuesto, la ausencia de

restricciones de género y especie, la independencia de érganos muy especificos y de

28



1. Introduecidn

determinados estados de estrés o de la disponibilidad de nutrientes (Verpoorte et al.
2002). También presenta ventajas respecto a otros sistemas de producciéon de
metabolitos ya que las condiciones de produccion son mas suaves que con otros
métodos; existe una mayor especificidad de transformacion bioldgica que en la sintesis
quimica (ej. sintesis de isébmeros); permite la sintesis de compuestos que no se
pueden obtener por otros métodos; y se puede realizar una seleccion de lineas
sobreproductoras. Sin embargo, la falta de conocimiento que se tiene de las rutas de
biosintesis y su regulacion (Verpoorte y Memelink 2002, Sevon 2002) y las dificultades
de adaptacion de los cultivos celulares a las condiciones y sistemas de cultivo hacen
gue aun sean muy pocos los metabolitos de alto valor afladido que se han obtenido
mediante procesos biotecnoldgicos. En este apartado se presentan algunas de las
estrategias biotecnolégicas que se han usado para intentar aumentar la produccién de

metabolitos secundarios vegetales.

1.2.4.1 Adicién de precursores de los metabolitos secundarios

La biosintesis de los compuestos producidos en el metabolismo secundario vegetal
depende de la constitucion genética de la planta. La expresion de genes especificos
implicados en la sintesis de las enzimas correspondientes a este metabolismo esta
restringida a estados especificos del desarrollo del organismo, a células
especializadas o a periodos de estrés de distinta naturaleza.

Los precursores del metabolismo secundario proceden de rutas metabolicas basicas
del metabolismo primario, como la glucdlisis, el ciclo de Krebs o la ruta del acido
siquimico. Asimismo los metabolitos secundarios se pueden dividir en tres grandes
grupos atendiendo a su estructura: terpenos, compuestos nitrogenados y compuestos
fendlicos. Los terpenos se sintetizan a partir del isopentenil pirofosfato, producido en la
ruta del acido mevalénico. Los compuestos nitrogenados o alcaloides se sintetizan a
partir de aminoacidos arométicos producidos en la ruta del &cido siquimico v,
amino&cidos alifaticos producidos en la ruta de los &cidos tricarboxilicos. Los
compuestos fendlicos se sintetizan a partir de los aminoacidos arométicos producidos
en la ruta del acido siquimico.

Pese a la gran variedad de metabolitos secundarios existentes, el nimero de rutas
biosintéticas es restringido, lo cual no las exime de una alta complejidad que se ve
reflejada en varias etapas donde suelen intervenir factores transcripcionales y enzimas
reguladoras, siendo esencial la presencia y concentracion de moléculas precursoras e

inhibidoras.
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Se han realizado estudios en los que se demuestra que la adicion de valina e
isoleucina a cultivos de brotes de Hypericum perforatum daba lugar a la sintesis de
hiperforina y adhiperforina. Asimismo, la adicion de treonina, un precursor de
isoleucina, estimulaba la acumulacion de adhiperforina (Karppinen et al. 2007). Del
mismo modo, la produccién de triterpenos en callos y suspensiones celulares de
Centella asiatica aumentaba al afiadir leucina (Kiong et al. 2005). También se ha
estudiado la adiciébn del alcohol coniferilico, precursor de flavolignanos, a
suspensiones celulares de Silybum marianum (Tumova et al. 2006) y usado en forma
de complejos con B-ciclodextrinas como precursor de podofilotoxina en suspensiones
celulares de Podophyllum hexandrum. En este sentido también se ha realizado la
adicion de fenilalanina para intentar incrementar la produccién de t-R en cultivos
celulares de vid. Kiselev et al. (2007) mostraron que la adicién de 0.1 mM de
fenilalanina a callos de V. amurensis daba lugar a un ligero incremento de la
produccion de t-R mientras que la adicibn de concentraciones mayores no
aumentaban la produccién de este metabolito. Saigne-Soulard et al. (2006) analizaron
la influencia de 1 mM fenilalanina en la biosintesis de estilbenos en cultivos celulares
de V. vinifera cv Gamay Fréaux y observaron que se producia aumento de la
produccion de estilbenos. Asimismo, Aumont et al. (2004) estudiaron el efecto de 3
mM de este precursor en el mismo tipo de cultivo utilizando una alta densidad celular
(300 g PF/L) en un biorreactor de 2 L y observaron un incremento en la produccion de
estilbenos a los 14 dias de cultivo. Sin embargo, Yue et al. (2011) mostraron que el
aumento de la produccién de t-R al afiadir 1-3 mM de fenilalanina no era significativo.
Por otra parte, Cheng et al. (2006) estudiaron el efecto de la adiciébn de alanina a
cultivos celulares de V. labrusca tanto en la produccién de t-R como en la expresion de
genes. Estos autores observaron que el uso de 50 mg/L de de alanina daba lugar a un
incremento significativo de la produccién de t-R tanto en el medio de cultivo como en

las células.

1.2.4.2 Produccion de metabolitos secundarios en cultivos de tejidos y 6rganos

vegetales

En muchos casos, los metabolitos secundarios pueden producirse en callos o
suspensiones celulares, en otros, para conseguir la produccién de un determinado
metabolito se requiere una estructura diferenciada de o6rganos o microplantas
(Dornenberg y Knorr 1997). Esto suele ocurrir cuando un metabolito es producido en

tejidos vegetales especializados o glandulas como ocurre en la produccién de
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saponina en raices de Panax ginseng. Esto también sucede en especies herbaceas
como H. perforatum, la cual acumula hipericina e hiperforinas (antidepresivos) en
glandulas foliares. Asimismo, en raices de Nicotiana tabacum tiene lugar la
transformacién de lisina en anabasina mientras que la conversién de ésta en nicotina
se produce en las hojas, de manera que los cultivos de callos y suspensiones de N.
tabacum producen cantidades traza de nicotina debido a la falta de diferenciacion en
organos. En la especie C. roseus se necesita cierto grado de diferenciacion para poder
sintetizar vincristina o vinblastina. La produccion de ciertos metabolitos secundarios en
estructuras especializadas constituye un mecanismo para mantener secuestrados
estos compuestos potencialmente téxicos (Karuppusamy 2009). De esta manera, el
uso de cultivo in vitro de bulbos de Fritillaria unibracteata para la produccion de
alcaloides ha supuesto un nuevo proceso para producir estos compuestos vegetales
naturales (Gao et al. 2004). Asimismo, el cultivo de brotes de Frangula alnus y F.
rupestris suplementados con acido 1-naftalenacético (ANA) y tidiazurén en el primer
caso y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-benciladenina (BA) en el segundo, dio
lugar a niveles de produccién de antraquinona muy elevados (Kovacevic et al. 2005).
De manera similar, el cultivo de brotes en Gentinella austriaca suplementados con
ANA y BA presentaron la misma composicion de metabolitos que las plantas de
origen, observandose que la produccion estaba fuertemente afectada por la presencia
de BA en el medio de cultivo (Vinterhalter et al. 2008).

1.2.4.3 Elicitacion

Las plantas, a lo largo de la evolucion han desarrollado mecanismos especiales de
defensa que les permiten hacer frente a microorganismos, herbivoros o incluso a
factores ambientales desfavorables. Estos mecanismos incluyen desde el desarrollo
de caracteristicas fisicas particulares (espinas o cortezas) hasta la biosintesis de
determinados metabolitos secundarios de gran efectividad en la defensa del vegetal
que los sintetiza (fitoalexinas). Estos metabolitos pueden ser sintetizados “de novo”,
ser constitutivos y aumentar sus niveles en respuesta a una agresion externa o
encontrarse compartimentalizados en forma de protoxinas que, al hidrolizarse, se
transforman en compuestos alelopéticos activos.

Estas respuestas estan mediadas en parte por moléculas de diverso origen que se
denominan elicitores y que, introducidas en pequefias concentraciones en un sistema
celular vivo, son capaces de perturbar el metabolismo, consiguiendo incrementar la

produccion de un metabolito en particular. Asi, el proceso de elicitacion se define como
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la induccibn o aumento de la biosintesis de metabolitos debido a la adicion de
pequefias cantidades de elicitores.

Tabla 1.1 Clasificacién de los elicitores.

Clasificacion de los elicitores

Bidticos Abidticos
Composicion definida  Composicion compleja Quimicos Fisicos
Ciclodextrinas Homogenado fangico Sales metales Radiacion UV
pesados
Jasmonatos Extracto de levadura Fosetil aluminio Estrés térmico

Acido salicilico Esporas de hongos Ozono Estrés osmotico
Etefon (etileno) Benzotiodiazol Heridas

Pectina

Quitina

El empleo de elicitores es un método muy comun para aumentar la produccion de
metabolitos secundarios en cultivos in vitro de células vegetales.

Muchos de los elicitores utilizados en la estimulacién del metabolismo secundario en
cultivos de células vegetales son de origen biolégico como el extracto de levadura
(Sanchez-Sampedro et al. 2005 y 2006); quitosan (Jin et al. 1999); acido DL-B-
aminobutirico (Cohen 1994; Pajot et al. 2001) y jasmonatos (Nojiri et al. 1996; Zhang
et al. 2001; Bhuiyan et al. 2002; Wu y Lin 2003; Yu et al 2000 y 2002; Kim et al. 2004;
Thanh et al. 2005). En otros casos se utilizan como elicitores compuestos de origen no
biolégico o abidticos entre los que se encuentran la luz UV (Langcake y Pryce 1977;
Zapata et al. 1994; Adrian et al. 2000; Lesniewska 2004; Rudolf 2005), benzotiodiazol
(Iriti 2004), ozono (Sgarbi 2003), fosetil de aluminio (Lopez-Serrano et al. 1994),
ortovanadato (Tassoni et al. 2005) y sales de metales pesados (Zheng y Wu. 2004).
En algunas revisiones incluso llegan a considerar como elicitor fisico la propia herida
que sufre la planta cuando es mordida por un herbivoro (Dixon et al. 1989; Whitehead
y Threlfall 1992; Boller 1995; Kessler y Baldwin 2002). Recientemente, Jeong y Park
(2007) han usado selenio, NiSO, y NaCl como elicitores de cultivos de raices de P.
ginseng.

En el caso de vid, se ha observado que tanto en frutos como en discos de hojas se
sintetiza t-R en condiciones de estrés bittico, provocado por la infeccion con B.
cinerea, Plasmopara viticola, Erysiphe necator, Rhizopus stolonifer, Aspergillus sp.
Ademas, los extractos de estos hongos asi como los productos de enzimas fungicas
gue actuan sobre las paredes celulares vegetales, también son capaces de inducir la
sintesis de viniferinas (Liswidowati et al. 1991; Calderén et al. 1993a). El uso de
qguitosan en cultivos celulares de V. vinifera cv. Barbera condujo a un aumento en la

produccion de t-R enddgeno, ya que el quitosan es un importante derivado de un
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componente estructural de la pared celular de los hongos que mimetiza un ataque
fungico (Ferri et al. 2009; Santamaria et al. 2011). Se ha observado que los cultivos
celulares de V. vinifera cv Gamay también responden a la presencia de laminarina que
es un B-1,3-glucano procedente del alga Laminaria digitata, asi como a la presencia de
oligogalacturénidos como el procedente de la purificacion de glicoproteinas de B.
cinerea (endopoligalacturonasa 1) (Poinssot et al. 2003). También se ha demostrado la
eficacia de ciertos oligosacaridos como las ciclodextrinas (CD) a la hora de estimular la
produccién de t-R en distintos cultivares de vid (Morales et al. 1998, Bru et al. 2006).
En definitiva la respuesta de un cultivo a un mismo elicitor es dependiente de la

variedad del cultivar (Santamaria et al. 2011).

1.2.4.3.1 Elicitores bi6ticos

a) Ciclodextrinas
Las CD son oligosacéridos ciclicos formados por 6, 7 u 8 unidades de glucopiranosa
unidas por enlaces glucosidicos o (1->4) (Saenger 1980), que se denominan a—, f—Yy
v— CD, respectivamente. Estos compuestos naturales son producidos a partir de la
degradacion enzimatica del almidén por accién de la enzima ciclodextrin-glicosil-
transferasa (Szejtli 1982), y segregados por distintos microorganismos del género
Bacillus (Nakamura y Horikoshi 1977).
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Figura 1.8 Esquema de las a-, - y y-CD.

Las CD tienen forma de anillo tronco cénico con los C, y C; de los residuos de glucosa
hacia el interior del anillo y con el C4 hacia el exterior. A su vez, los —OH del C¢ de las
CD se encuentran situados en la cara ancha del tronco conico mientras que los —OH
de los C, y C3 lo hacen en la cara estrecha de dicho cono. Esta disposicion quimica le

confiere un interior altamente apolar (grupos —CH) y una superficie exterior hidrofilica
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debida a los grupos -OH (Griffit y Bender 1973). Por esta razén, la principal
caracteristica de las CD es la formacion de complejos de inclusiébn, nombre que
reciben las estructuras formadas por la unién de la CD con una molécula (orgéanica,
inorganica o ién) en su cavidad hidrofébica (Lopez-Nicolas et al. 1995).

Estudios realizados en cultivos celulares de V. vinifera ponen de manifiesto que la
incubacion de estas células con B-CD, a una concentracién de 50 mM, es inocua para
las células, salvo la presencia de la sulfo-B-CD que resulta letal a dicha concentracion,
como se observo por microscopia y por el pardeamiento de los cultivos (Bru et al.
2006). Estos autores describieron las CD como elicitores de la sintesis de fitoalexinas
del siguiente modo: (i) la fraccidn de las pectinas de las paredes celulares contiene
éteres y ésteres, derivados de azlcares tales como metil galacturonato, 3-acetil
galacturonato, 2-O-metil xilosa y 2-O-metil-4-acetil fucosa; (ii) el tratamiento de una
suspension celular con enzimas pectoliticos libera oligosacaridos de pectina, los
cuales actian como elicitores de la sintesis de fitoalexinas (Negrel y Javelle 1995). En
este sentido, las CD modificadas se parecen a los oligosacéridos pécticos alquil-
derivados liberados de forma natural de las paredes celulares durante un ataque
fungico y ademas participan en la induccion de una cascada de eventos celulares que
dan lugar al aumento de la sintesis de fitoalexinas.

Por otra parte, la CD natural ramificada G2-3-CD también es capaz de estimular las
células pero en menor medida que los derivados éter, mientras que el efecto de la -
CD natural no sustituida es casi insignificante comparada con los derivados
ramificados. Asi para que estos oligosacaridos actien como elicitores parece ser
importante que algunos grupos hidroxilo sean sustituidos por algan grupo alquilo sin
carga que no sea muy voluminoso (Bru et al. 2006).

La actividad peroxidasa y el analisis de los patrones isoenziméticos de esta enzima en
el medio de cultivo de suspensiones celulares de vid elicitadas con CD muestran
variaciones respecto de los medios control, por lo tanto la principal ventaja de la
utilizacion de CD es que, ademas de ser capaces de estimular la sintesis de
fitoalexinas (t-R, en el caso de vid), son capaces de secuestrar el t-R para formar
complejos de inclusion de elevada estabilidad (LOpez-Nicolas y Garcia-Carmona
2007), evitando de este modo, el acoplamiento oxidativo de las unidades de t-R,

realizado por peroxidasas extracelulares.
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b) Moléculas sefial como inductoras de la sintesis de metabolitos secundarios
Conocidas las rutas de sefializaciobn que conducen a la sintesis de los metabolitos
secundarios, la adiciébn exdégena de moléculas implicadas en la transduccion de la
sefial que conduce a la biosintesis de estos compuestos deberia incrementar su
produccion. En este sentido se ha realizado el estudio de tres compuestos

principalmente: jasmonatos, acido salicilico y etileno.

i) Jasmonatos: Ruta de los octadecanoides

Esta ruta es una via de sefalizacién que implica a un grupo de compuestos conocidos
como octadecanoides. En la Figura 1.9 se muestra la ruta de biosintesis de algunos
jasmonatos a partir del acido linolénico. La activacion de esta ruta genera dos
compuestos activos biolégicamente, el acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) y el acido
jasmonico (JA) y sus derivados, principalmente su éster metilico (jasmonato de metilo,
MJ), conocidos colectivamente como jasmonatos. Desde el punto de vista quimico son
derivados de acidos grasos que presentan un esqueleto de 12 carbonos sintetizado a
partir del acido linolénico. Este acido por accion de una lipoxigenasa, una aleno-6xido
sintasa y una aleno-Oxido ciclasa se convierte en el intermediario OPDA que se
transformard en &cido jasmoénico por una reduccién y tres ciclos de [B-oxidacion
(Mueller 1997).

El papel de los jasmonatos en el crecimiento y desarrollo vegetal es muy variado
ejerciendo efectos muy diversos en la morfologia y fisiologia vegetal (Sembdner y
Parthier 1993). Entre estos efectos se encuentran la resistencia a patégenos e
insectos, maduracion de frutos, floracion, crecimiento de la raiz y senescencia
(Creelman y Mullet 1997). La aplicacion exdgena de estos compuestos puede
estimular de manera directa la acumulacion de metabolitos secundarios tales como
alcaloides (Aerts et al. 1992; Gundlach et al. 1992; Zabetakis et al. 1999), fenoles (Lee
et al. 1997) o cumarinas (Sharan et al. 1998). En otros casos estas moléculas de
sefializacién por si solas son insuficientes para aumentar la produccion de metabolitos
secundarios (Singh et al. 1998). La aplicacion exdgena de los jasmonatos y
concretamente MJ induce la transcripcion coordinada de los genes que participan en
las rutas del metabolismo secundario y se ha visto que la regulacion se logra mediante
factores de transcripcion que interaccionan con regiones promotoras del ADN vy
modulan la tasa de iniciacion de la sintesis de RNAm por la polimerasa |II.
Modificaciones proteicas posteriores o interacciones entre proteinas también serian
esenciales en la regulacion de estos factores de transcripcion y a ese nivel, la

fosforilacion de proteinas parece ser crucial.
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Por otra parte, se ha visto que existen puntos de conexion entre su propia ruta de
sefializacién y la de otras moléculas, por ejemplo, JA actla sinérgicamente con el

etileno y antagénicamente con las auxinas o el 4cido salicilico (Sasaki et al. 2001).
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Figura 1.9 Ruta de los octadecanoides
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i) Acido salicilico

El &cido salicilico (SA) Figura 1.10, es un compuesto de naturaleza fendlica que actua
como regulador enddégeno de diversos procesos fisiologicos en plantas. Este
compuesto induce la floracibn en un amplio rango de plantas, controla la entrada de
hierro por las raices y la conductividad estomética. Existen referencias que indican la
participacion de SA en la regulacion de la sefial responsable de la induccion de la
expresion de los genes de senescencia en Arabidopsis. Ademéas, SA actua como
regulador del gravitropismo en algunas plantas e inhibe la maduracién de ciertos frutos
en otras (Shakirova et al. 2003).

OH

Figura 1.10 Estructura del acido salicilico

En los ultimos 20 afios, el SA ha llamado la atencién de los investigadores debido a su
habilidad para inducir resistencia sistémica adquirida (SAR) contra diferentes
patégenos de plantas, lo cual se pone de manifiesto con la aparicion de proteinas
relacionadas con la patogénesis (PRp) ya que SA actla como sefial para la induccién
de la expresion de estos genes (Metraux 2001). Asimismo, este compuesto puede
inducir un efecto protector en plantas sometidas a estrés. Existen datos que
demuestran que puede incrementar la resistencia a la salinidad de las semillas de trigo
asi como al déficit hidrico, a las baja y/o alta T2 en maiz, tomate y alubia; también
incrementa la resistencia a metales pesados en arroz (Shakirova et al. 2003). De este
modo, se ha observado que los efectos protectores de SA no se deben solo a que
induce PRp, sino a que también induce la expresion de genes como los que codifican
para la elongacion celular (Arabidopsis), para proteinas de choque térmico (tabaco),
lectinas (maiz), asi como para la activacion de protein kinasas en situaciones de estrés
osmotico (tabaco).
iii) Etileno

El etileno (ET) es el hidrocarburo insaturado mas simple de naturaleza gaseosa
producido por la mayoria de los tejidos y tipos de células vegetales. Este compuesto
actla como hormona vegetal regulando diversos procesos fisiolégicos del crecimiento

y del desarrollo que incluyen la germinacion de semillas, crecimiento y desarrollo de
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hojas, raices, tallos y flores, maduracién de frutos, senescencia y abscision de
organos. La sintesis de ET est& regulada por sefiales del desarrollo y otras hormonas
tales como auxinas, giberelinas, citoquininas y brasinoesteroides. Asimismo, su
sintesis se incrementa fuertemente en diversas situaciones de estrés como heridas,
salinidad, sequia, baja T2, ozono, inundacién y ataques de patégenos e insectos (Yoo
et al. 2009). En este sentido, ET junto a JA controlan las respuestas inducidas por
necrétrofos asi como la respuesta sistémica desencadenada por rizobacterias no
patdgenas que colonizan la raiz (Glazebrook 2005; Pieterse et al. 2009). Estudios
realizados en Arabidopsis y asi como en Vitis mostraron que ET combinado con JA
regulan la expresion de un conjunto de marcadores de defensa entre los que se
encuentran las PRp, tales como p-1,3-glucanasas (PR-2), proteinas tipo taumatina
(PR-5) y quitinasas basicas (PR-3) (Thomma et al. 1998; Belhadj et al. 2006 y 2008).
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Figura 1.11 A la izquierda se muestra la estructura del etefén (compuesto liberador de etileno)
y a la derecha la molécula de etileno.

1.2.4.3.2 Elicitores abioticos

a) Fosetil de Aluminio

El fosetil de aluminio (FAI) o tris[etil fosfonato] de AI**

€s un compuesto que esta
disponible comercialmente como fungicida contra las enfermedades causadas por
oomicetos en vid. Los fungicidas sistémicos poseen la propiedad de facilitar su
movimiento por el xilema y en el caso de los fosfonatos, también por el floema (Lépez-
Serrano et al. 1997). Lépez-Serrano et al. (1994) observaron que al afiadir FAI a
cultivos celulares de vid se reducia el nivel de peroxidasas extracelulares. Este efecto
debido a los iones de AI** se revertia parcialmente al afiadir etileno (Lopez-Serrano et
al. 1996a), estando implicados factores celulares difundibles mediados por A,

capaces de inactivar dicha peroxidasa (L6pez-Serrano 1996b).

I
P.
ch/\\o/ \\\H o]
%
o /L R s
hwoo 9/ o o
\/ H
e o N

Figura 1.12 Estructura del fosetil de aluminio
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b) Radiacion ultravioleta
Se denomina radiacion UV a la radiacion electromagnética cuya longitud de onda esta
comprendida desde longitudes de onda desde 400 nm hasta menores de 280 nm por
lo que se suelen diferenciar tres bandas de radiacion UV: UV-A, UV-B y UV-C.

i) UV-A: Banda comprendida desde los 320 a los 400 nm. Es la més cercana al
espectro visible y no es absorbida por el ozono por lo que llega a la superficie
terrestre.

i) UV-B: Banda comprendida entre los 280 a los 320 nm que es absorbida casi
totalmente por el ozono, aungque algunas radiaciones llegan a la superficie de la

Tierra. Es una radiacion dafiina, especialmente para el ADN.

i) UV-C: Banda de radiaciones menores de 280 nm. Este tipo de radiacion es
extremadamente peligrosa, pero es absorbida completamente por el ozono y el

oxigeno.

Entre las funciones de los metabolitos secundarios producidos por las plantas se
encuentra la proteccién frente a determinadas situaciones de estrés como la
exposicion a elevadas radiaciones UV. En el caso de la vid, la luz UV es capaz de
inducir la ruta fenilpropanoide ya que estos compuestos sirven para limitar el dafio
fotoquimico debido al caracter absorbente de los compuestos procedentes de la ruta

fenilpropanoide (Mazza et al. 2000).

1.2.4.4 Ingenieria metabdlica

A pesar de los esfuerzos que se han realizado hasta ahora en el campo de la
produccion in vitro de fitoquimicos, tan solo se han desarrollado con éxito unos pocos
procesos industriales para la produccion de estos metabolitos como es el caso de la
sikonina, berberina, ginsendsidos y taxol (Ramachandra y Ravishankar 2002). Sin
embargo, en muchos casos la produccion es insuficiente para su comercializacion.
Una herramienta complementaria al uso de cultivos in vitro para la produccién de
metabolitos secundarios es el uso de las técnicas de ingenieria genética aplicadas a
estos cultivos dando lugar a lo que se conoce como ingenieria metabdlica.

Segun la definicion dada por Bailey (1991), la ingenieria metabdlica es “la mejora de
las actividades celulares mediante la manipulacion de las funciones enzimaticas, de
transporte y de regulaciéon de la célula con el uso de la tecnologia del ADN

recombinante”.
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Debido a que el metabolismo secundario es periférico al conjunto de procesos
esenciales para la supervivencia y bienestar de la planta, los cambios en el
metabolismo secundario pueden realizarse sin perjudicar seriamente al metabolismo
primario. De este modo, parece razonable contemplar una estrategia que incluya
alteraciones en las rutas metabdlicas, por manipulacién genética, dirigida del material
vegetal en cuestion (cultivos celulares o tejidos).

Para aumentar la produccion de metabolitos secundarios mediante técnicas de
ingenieria genética pueden explotarse cuatro posibilidades: i) aumentar la actividad de
las enzimas limitantes de una ruta de biosintesis determinada; ii) inducir la expresién
de los genes que regulan dicha ruta; iii) bloquear las rutas que compitan con la que
produce el metabolito; iv) bloquear el catabolismo del metabolito.

En los dos primeros casos se requiere la expresion de los genes que codifican las
enzimas activas, por lo que las estrategias desarrolladas se han basado en la
introduccion de genes aislados de organismos muy eficientes, con promotores que han
intensificado la expresién de un gen. En los dos Ultimos casos, las estrategias
utilizadas se basan en el bloqueo de esos genes con genes antisentido y técnicas
supresoras de aquellos genes que son responsables de la expresion fenotipica de
ciertos caracteres indeseables en las plantas (Bourgaud et al. 2001). En cualquier
caso, la ruta biosintética destacada debe estar perfectamente caracterizada,
incluyendo los mecanismos de regulacion, compartimentalizacién y transporte.

Estas plantas modificadas genéticamente pueden, a su vez, ser utilizadas como
“biorreactores naturales” para la produccion de compuestos bioactivos de alto valor
anadido (Ramachandra y Ravishankar 2002).

Muchos de los compuestos aislados con actividad biolégica pertenecen al grupo de los
alcaloides. A pesar de que sus efectos han sido ampliamente estudiados, sus rutas
metabdlicas aun no estan totalmente claras. Sin embargo, ya se han clonado algunos
genes de las rutas biosintéticas de la escopolamina, nicotina y berberina haciendo
posible el uso de la ingenieria metabdlica para la obtencién de estos alcaloides

(Karuppusamy 2009).

1.2.5 Produccién de metabolitos secundarios a gran escala

Una de las aplicaciones mas extendidas del cultivo in vitro de células/tejidos vegetales
es la obtencién de metabolitos a nivel industrial. Sin embargo, la dificultad principal
para la explotacion comercial de estos compuestos es su escalado. Estos cultivos

pueden sufrir estrés mecanico causado por la agitacién, ocasionando dafios en las
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células/tejidos. Asi, si el producto tiene un alto valor se pueden usar estrategias de
cultivo por lote, en las que se puede recoger todo el cultivo y extraer el producto. Sin
embargo, para los compuestos de menor valor, lo deseable es un proceso en continuo
gue se alargue en el tiempo (Karuppusami 2009).

Los metabolitos secundarios se sintetizan en menor cantidad que los primarios y sus
aplicaciones comerciales son mas especificas, por lo que son los que mayor valor
tienen en el mercado. Algunos metabolitos secundarios producidos por cultivo in vitro

de plantas se describen en la Tabla 1.2.

Tablal.2 Metabolitos secundarios y aplicaciones descritas.

Producto Uso Especie vegetal Referencia
Acido rosmarinico Ind. quimica Coleus blumei Rosevear (1984)
Ajmalicina Antihipertensivo C. roseus Asada y Shuler (1989)
I . . Lithospermum .
Sikonina Antibacterial erythrorhizon Tabata y Fujita (1985)
Berberina Analgésico intestinal Coptis japonica Matsubara et al. (1989)
o - Chrysanthemum .
Piretrina Insecticida cinerariasfolium Uchio et al. (1981)
Codeina Sedante Papaver somniferum Furuya et al. (1972)

Escopolamina

Antihipertensivo

Datura stramonium

Evans y Partridge (1953)

Mentol Aromatizante Mentha spp. Leung y Foster (1996)
Digitalis lanata
Digitoxina Estimulante cardiaco Alfermann et al. (1980)
D. purpurea
Vainilla Aditivo alimenticio Vanilla planifolia Dornenburg y Knorr (1996)
Diosgenina Precursor esteroidal Dioscorea deltoidea Sahai y Knuth (1985)

Sanguinarina

Antiplaquetario

Sanguinaria canadensis

P. somniferum

Duke (1985)

Morfina Sedante Spirulina platensis Ramachandra et al. (1999)
Taxol Anticancerigeno Taxus baccata Cusidd et al. (1999)
» Insecticida y Capsicum frutescens Lindsey y Yeoman (1984)
Capsicina

saborizante

C. annuum

Johnson et al. (1990)

El cultivo de células vegetales para la produccion de metabolitos comienza a escala de
laboratorio y su estudio va encaminado en la mayoria de los casos, al establecimiento
de las condiciones de cultivo y al ajuste de los parametros de crecimiento de las
células, con el fin de optimizar la produccion del metabolito. Cuando ademas se quiere
comercializar el producto a nivel industrial, es necesario realizar un escalado en
sistemas que garanticen la produccion elevada del metabolito de interés, como por

ejemplo, en biorreactores, para alcanzar niveles industriales rentables comercialmente.
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Figura 1.13 Origen biosintético de los principales grupos de metabolitos secundarios

Existen una serie de factores que dificultan el proceso de produccién a gran escala
(Ravinshankar y Venkataraman 1993), entre los que se encuentran:

- Tecnolbgicos

- Inestabilidad de las lineas celulares

- Pérdida de productividad

- Lento crecimiento celular

- Escalado

Estos problemas derivan de:

€ El mayor tamario, complejidad estructural y fisiolégica y tiempo de duplicacion
de las células vegetales en comparacién con los microorganismos que hace
mas dificil su adaptacién a los cultivos a gran escala. Ademas, las células
vegetales presentan una alta sensibilidad a los efectos de cizalladura
producidos en los biorreactores (Di Cosmo 1995), debido posiblemente, a la
rigidez de la pared celular.

€ La densidad celular con la que se debe iniciar un cultivo.

€ Las células vegetales en suspension que presentan la caracteristica de formar
agregados, que impiden obtener crecimientos homogéneos y dificultan los

métodos de trabajo.
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€ Las mutaciones o variaciones epigenéticas debidas a situaciones de estrés u
otros factores, que pueden ocasionar una disminucién del rendimiento en la
produccién de metabolitos.

€ Las células que sintetizan los metabolitos secundarios durante la fase
estacionaria del crecimiento, lo que dificulta encontrar un equilibrio entre una

alta tasa de crecimiento y una tasa elevada de produccion del metabolito.

Sin embargo, algunas dificultades derivadas de la produccién de metabolitos
secundarios a partir de cultivos celulares vegetales se han resuelto mediante:
€ El disefio de tanques de agitacion con burbujeo de aire estéril (Wagner y
Vogelmann 1977; Scragg y Fowler 1984; Jolicoeur et al. 1992) que solucionan
los problemas de cizalladura y oxigenacién.
€ La iniciacion del cultivo con una décima parte de biomasa respecto al volumen
total de medio fresco (Fowler 1986).
€ El mantenimiento de los cultivos con una agitacién vigorosa, la utilizacion de
biorreactores con el sistema de burbujeo, la filtracién las suspensiones
celulares o la realizacién de los tratamientos enzimaticos para romper las
uniones celulares.
€ La disminucion de la variabilidad epigenética se consigue adecuando las
condiciones de cultivo a rangos que no originen estrés celular.
€ La utilizaciéon de un sistema de cultivo en dos etapas: una primera etapa donde
las células crecen en un medio de mantenimiento con alta tasa de crecimiento
y una segunda donde se cultivan en un medio 6ptimo para la produccion del

metabolito de interés.

1.2.6 Rendimiento de la produccién de metabolitos

La producciéon de un metabolito a partir de células vegetales in vitro depende

principalmente de:

i) Las condiciones de cultivo y el sistema productor

Para que la produccion resulte 6ptima no basta con que el material vegetal produzca el
compuesto en grandes cantidades, también se requieren unas condiciones de
mantenimiento que no presenten demasiadas dificultades. Por otra parte, el sistema
productor no debe resultar agresivo con el material vegetal, evitando la rotura y

pérdida celular.

i) La localizacion subcelular de la sintesis y acumulacion del metabolito
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El caso ideal se produce cuando el metabolito de interés es sintetizado por la célula 'y
secretado al medio de cultivo, de manera que se hace mas sencilla la extraccién. Los
casos mas complejos se presentan cuando el metabolito se almacena en orgénulos,
por lo que se requieren métodos para la lisis o la permeabilizacion celular que

complican y encarecen la purificacion del metabolito.

iil) Los métodos de extraccion y purificacion del compuesto

Estos dependeran en cada caso del material vegetal y del metabolito que se quiera
extraer. Estos métodos y técnicas deben ser reproducibles a gran escala, garantizar
un alto porcentaje de éxito (especialmente los de purificacion) y resultar sencillos y

poco costosos.

iv) Conocimiento de las rutas de biosintesis de los metabolitos

Mediante estudios realizados en las décadas de los 60 y 70, gracias al marcaje
radiactivo de intermedios de las rutas de biosintesis y técnicas de resonancia
magnética nuclear se han podido deducir algunas rutas que conducen a la sintesis de
metabolitos (Eisenreich y Bacher 2000).

Por otra parte, la tecnologia del ADN recombinante ha abierto una nueva posibilidad
para la modificaciéon directa de genes relacionados con las rutas de biosintesis (Van
der Fits 2000; Memelink 2001), permitiendo aislar el enzima responsable de cualquier
etapa de una ruta y clonar el gen que la codifica. Esta es sin duda, la mejor alternativa
para el establecimiento de cada una de las etapas que constituyen una ruta de

biosintesis.

1.3 Sefalizacién inducida por elicitacion

El conocimiento de la regulacién de los eventos de sefializacion que conducen a la
activacion de la ruta de biosintesis del t-R podria resultar de gran interés para
aumentar la produccion de este metabolito.

El primer paso en el mecanismo de elicitacion es comudn en los sistemas animales y
vegetales e implica la percepciéon del estimulo por parte de proteinas receptoras de
membrana desencadenandose una serie de respuestas que divergen haciéndose
especificas de animales o plantas. Estas respuestas se integran en las denominadas
“redes de sefializacion”.

El contacto de la planta con compuestos derivados de patégenos, moléculas derivadas
de plantas o compuestos quimicos sintéticos pueden inducir la activaciéon de las

defensas naturales de las plantas protegiéndolas de un amplio rango de patégenos
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(Faurie et al. 2009). El evento mas temprano en la induccion de las defensas de las

plantas expuestas a un elicitor es su reconocimiento mediado por los receptores

localizados en la membrana plasmaética (Kaku et al. 2006, Zimmermann et al. 1997).

La percepcion del elicitor activa efectores acoplados a estos receptores. De esta

manera, las respuestas bioquimicas que se suceden después del reconocimiento del

estimulo (Radman et al. 2003) incluyen (Figura 1.14):

Cambios en los flujos de iones a través de la membrana (Mathieu et al. 1991):
fluos de Ca*" al citoplasma desde el medio extracelular y movilizaciéon de
reservorios de Ca?" intracelulares (Mithofer et al. 2001, Castafieda y Pérez 1996,
Gelli et al. 1997); estimulacion de flujos de K* y CI' (Bach et al. 1993, Ivashikina et
al. 2001); acidificacion del citoplasma causada por la inactivacion de ATP-asas de
H* (Lebrun-Garcia et al. 1999; Armero y Tena 2001), despolarizacion de la
membrana plasmatica (Pugin et al. 1997) y alcalinizacion del medio extracelular
(Bolwell et al. 1995).

Cambios rapidos en la fosforilacién y defosforilacion de proteinas (Felix et al. 1991;
Yang et al. 1997; Romeis 2001), estimulacién MAPK (Droillard et al. 2000; Agrawal
et al. 2002), activacion de proteinas-G (Kelly et al. 1995, Luan 1998; Roos et al.
1999).

Sintesis de segundos mensajeros: inositidos fosfatos (IP3) y diacilglicerol (DAG)
(Mahady et al. 1998) capaces de mediar en la liberacion de Ca®" intracelular, NO
(Delledone et al. 2002, Huang et al. 2002) y en la ruta de sefalizaciéon de los
octadecanoides (Piel et al. 1997).

Activacion de NAD(P)H oxidasas responsables de la generacion de ROS tales
como el anién superéxido (O,") y peréxido de hidrégeno (H,O,) que podrian tener
un efecto antimicrobiano directo asi como contribuir a la generaciéon de derivados
de acidos grasos y estar implicados en la unién de proteinas ricas en prolina a la
pared celular (Dixon et al. 1994, Low y Merida 1996).

La produccion de intermediarios como JA, SA y ET que activan la expresion de
genes de defensa (Nurnberger et al. 2004)

Reorganizacion del citoesqueleto (Kobayashi et al. 1995).

Acumulacion de PRp como quitinasas, glucanasas, endopoligalacturonasas que
contribuyen a la liberacion de oligbmeros pécticos de sefializacion (elicitores
enddgenos), glicoproteinas ricas en hidroxiprolina e inhibidores de proteasas
(Stinzi et al. 1993, Benhamou 1996; Moreno et al. 1996).
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e Muerte celular en el lugar de la infeccion (respuesta hipersensible (HR)) (Kelli et al.
1995).

e Cambios estructurales de la pared celular (lignificacién de las paredes celulares,
deposicion de callosa, activacion de la ruta fenilpropanoide) (Kauss et al. 1989).

e Activacion transcripcional de los correspondientes genes de defensa (Memelink et
al. 2001, Cormack et al. 2002).

e Sintesis 0 acumulacion de metabolitos secundarios (Pedras et al. 2002, Schopfer
et al. 1998).

e SAR (Lebrun-Garcia et al. 1999).

En cualquier caso, no todos los elicitores siguen esta serie de acontecimientos ya
gue otros actlan a través de receptores de membrana plasmatica, mientras que
ciertos péptidos bacterianos son capaces de entrar en la célula infectada y ser
transportados a distintos organulos actuando ellos mismos como segundos
mensajeros y transductores de la sefial.

H* Elicitor

Ca% SOD,
Oy

T—— H;0,
Alcalinizacién

NADP*+H* NADPH
) !
NO Rutadelas H,0O
NG - 22
= pentosas fosfato
+ 08
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E §_ microtubulos PK \
2 2+
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Figura 1.14 Esquema de los eventos de sefializacion desencadenados después de la
percepcion de un elicitor por un receptor de membrana. Tomado de Garcia-Brugger et al.
(2006).
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1.3.1 Implicacién del calcio en la sefalizacién intracelular inducida por la
elicitacion

La percepcion del elicitor activa a efectores acoplados al receptor tales como proteinas
de unién a GTP (proteinas-G) o protein kinasas (PK) y protein fosfatasas (PP) que
ademas movilizan o generan diversas moléculas sefial directa o indirectamente (Ca®",
NO y ROS).

Una de las primeras respuestas detectadas es la modificacion de la permeabilidad de
la membrana plasmatica a determinados iones, en particular, Ca?', H', K*, asi como
flujos de algunos aniones (Nirnberger y Scheel 2001). Entre estos iones, el Ca®'
constituye el segundo mensajero principal en numerosas rutas de sefializacion de
plantas (Yang et al. 1997). Para la activacion de las respuestas de defensa son
esenciales cambios especificos de la concentracién de Ca?' citosélico ([Ca®']e)
(Lecourieux et al 2002). Estas variaciones pueden estar causadas por la entrada de
Ca?* desde el medio extracelular, por la movilizacién del Ca*" de los organulos o por
ambas.

Estos eventos de sefializacion regulan muchos procesos dirigidos a la amplificacion de
las respuestas de defensa (Lecourieux-Ouaked et al. 2000). Uno de los eventos clave
para regular las respuestas de defensa lo constituye la fosforilacién/desfosforilacion de
proteinas (Félix y Boller 2003). En este sentido, las PK tales como las MAPK regulan
la transduccion de la sefial desencadenada por el elicitor de forma positiva, mientras
que las PP 1, 2A o ambas se encargan de la regulacién negativa para evitar una
activacion constitutiva en condiciones normales. Lecourieux-Ouaked et al. (2000)
demostraron que en presencia de estaurosporina (un inhibidor general de
Serin/Treonin PK), se inhibié el incremento de [Ca®']y dirigido por criptogeina en
células de tabaco. Estos datos sugieren la implicacibn de eventos de
fosforilacion/desfosforilacion de proteinas entre el reconocimiento del elicitor y la
activacion de canales permeables a Ca*". Asimismo, Niihse et al. (2003) identificaron
la sintaxina entre las proteinas fosforiladas aisladas de la membrana plasmética de
células de Arabidopsis elicitadas con el péptido flagelina. La sintaxina es fosforilada
por PK dependientes de Ca** y esta involucrada en la fusion de membranas y la
exocitosis, por lo que la sefial de Ca** podria estimular la exocitosis de metabolitos
relacionados con la defensa.

Por otra parte, la biosintesis de ROS es otro evento temprano que se produce en las
plantas como respuesta de defensa (Wojtaszek 1997). Esta respuesta es dependiente

de flujos de Ca** y de fosforilacién de proteinas (Yoshioka et al. 2009). El Ca®* induce
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una rapida produccion de O,” y de H,O, a través de la activacién del complejo NADPH
oxidasa localizado en la membrana plasmatica (Faurie et al. 2009). Asimismo, varios
autores han sugerido que el incremento de H,O, podria provocar un incremento de la
entrada de Ca®* por activacion de canales de Ca®* sensibles a H,O, (Lecourieux et al.
2006). Del mismo modo, cuando las plantas se someten a estrés, se desencadena la
produccion de NO (Wendehenne et al. 2004) y numerosos trabajos describen la
estrecha relacion entre la biosintesis de NO y el Ca®* (Ma et al. 2008, Yoshioka et al.
2009). De hecho, cuando las células de tabaco se elicitan con criptogeina se produce
un rapido incremento de la produccién de NO dependiente de Ca®* (Lamotte et al.
2004). Asimismo, el NO puede estar implicado en el incremento de [Ca?*].; (Durner et
al. 1998). Lamotte et al. (2004) demostraron que el NO biosintetizado por células de
tabaco elicitadas con criptogeina participaba en las variaciones de [Ca®.
promoviendo su movilizacién desde los almacenes internos de Ca®* (Wendehenne et
al. 2004).

1.3.2 Implicacion de las especies reactivas de oxigeno y del 6xido nitrico en la

sefializacion intracelular inducida por elicitores
1.3.2.1 ROS

Las ROS son formas parcialmente reducidas/activadas de oxigeno atmosférico que
conducen a la formacion de radicales O,", H,O, o hidroxilo (HO") (Nanda et al. 2010).
Las ROS son capaces de realizar una oxidaciéon de los componentes subcelulares y
pueden conducir a una destruccion oxidativa de la célula (Dat et al. 2000, Shetty et al.
2008). En condiciones normales de crecimiento, la produccién de ROS en las plantas
es baja, sin embargo en condiciones de sequia, calor, estrés mecanico, ataque de
patégenos y elicitores se produce un incremento (Mittler 2002, Dat et al. 2000, Bowler
et al. 1992, Noctor y Foyer 1998, Desikan et al. 2001, Allen 1995, Lamotte et al. 2004).
Existen muchas fuentes potenciales de ROS en las plantas (Mittler 2002), algunas
forman parte de procesos como la fotosintesis y la respiraciébn considerandose
tradicionalmente subproductos del metabolismo aerébico (Asada y Takahashi 1987).
Entre las enzimas que producen ROS se encuentran las NADPH oxidasas y las amino
oxidasas. Estas enzimas participan en la produccion de ROS en procesos como la
muerte celular programada y la defensa vegetal (Dat et al. 2000, Hammond-Kosack y
Jones 1996, Grant y Loake 2000). La enzima NADPH oxidasa, localizada a nivel de la
membrana plasmatica, utiliza NADPH citos6lico como poder reductor para generar O,”

gue dismuta a H,O, espontdneamente, o por accion de una superoxido dismutasa
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(Lherminier et al. 2009). Las NADPH oxidasas de membrana se activan generalmente
en respuesta a la infeccién por patégenos o a elicitores (Sandalio et al. 2001, Dat et al.
2000, Aziz et al. 2007, Vandelle et al. 2006, Achard et al. 2008, Navarro et al. 2008) y
son enzimas cuya actividad esta regulada por Ca** libre o unido a calmodulina y
eventos de fosforilacion (Lecourieux et al. 2002).

Las ROS desempefian un papel como segundos mensajeros en respuesta a diferentes
situaciones de estrés bidtico y abidtico (Torres et al. 2002, Rossard et al. 2010)

El H,O, es estable en solucion, tiene una vida media relativamente larga y ademas
tiene la capacidad de difundir a otras células. La estabilidad del H,O, lo convierte en la
especie mas apropiada para actuar como molécula sefial. En cuanto a su modo de
accion, el H,O, puede maodificar la regulacion de la expresién génica, bien activando
sensores de ROS o bien, mediante la oxidaciéon de otras moléculas sefal o incluso
modificando la actividad de factores de transcripcion. Uno de los primeros efectos de
H,O, consiste en la activacion de canales de Ca?* de la membrana plasmética (Murata
et al. 2001) lo que conduce a un aumento de los niveles de [Ca?']4 (Leucorieux et al.
2006). Ademas, el H,O, activa la cascada de fosforilacion de proteinas dirigida por las
MAPKSs (Jonak et al. 2002). El H,O, también regula las PK mediante inhibicion de PP
(Gupta y Luan 2003).

Por otra parte, las plantas reaccionan frente a la invasion de un patégeno a través de
la HR en la zona infectada y mediante el establecimiento de un mecanismo de SAR
(Kawasaki et al. 2006). En estos procesos, la produccién de H,0O, se incrementa por la
activacion de NADPH oxidasas, peroxidasas de pared celular y aminooxidasas
apoplasticas, y por la disminucién de actividades antioxidantes como la ascorbato
peroxidasa y la catalasa (Grant y Loake 2000, Rossard et al. 2010). La reduccion de
estas enzimas es dependiente de SA y NO. Como consecuencia de ello, se estimula la
acumulacién de ROS y la muerte celular programada (Klessig et al. 2000).

El estallido oxidativo y su funcion sefalizadora también se produce en otras
situaciones de estrés como la sequia (Schilmiller y Howe 2005), radiacion UV
(Yannarelli et al. 2006), alta T2 (Suzuki y Mittler 2006) y metales pesados. Sin
embargo, el estrés abidtico conlleva una induccioén de los sistemas antioxidantes que
controlan los niveles toxicos de las ROS. Ademds, los analisis transcriptomicos
demuestran un solapamiento en las respuestas a estrés bidtico y abidtico, lo que
sugiere que la sefializacion en plantas es una compleja red de interconexiones que

tienen en comun a las ROS (Fujita et al. 2006).
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1.3.2.2 NO

El NO es un mensajero intra e intercelular en eucariotas (Xu et al. 2007, Perchepied et
al. 2010, Palavan-Unsal y Arisan 2009, Garcia-Pineda 2010). En plantas, el NO
participa en un gran numero de procesos fisioldgicos. Estos incluyen la germinacion, el
desarrollo de la raiz, el control de los movimiento estomaticos, la floracion, el
crecimiento del tubo polinico y la senescencia de hojas (Beligni y Lamattina 2000, Neil
et al. 2002, Pagnussat et al. 2002, He et al. 2004, Prado et al. 2004, Mishina et al.
2007). También participa en respuestas a factores abidticos (baja y alta T2,
disponibilidad de hierro, estrés por salinidad o sequia y presencia de metales pesados)
y biéticos (interacciones simbiodticas o patogénicas) (Delledone et al. 1998, Garcia-
Mata y Lamattina 2001, Graziano et al. 2002, Baudouin et al. 2006, Zhao et al. 2007,
2009, Lee et al. 2008, Besson-Bard et al. 2009b). Ademas, debido a la naturaleza
quimica del NO, su efecto biol6gico puede estar influenciado por la intensidad,
duracién y localizacion de la sefial de NO. El 30% de los procesos regulados por NO
estan asociados a respuestas de defensa (Besson-Bard et al. 2009a). La forma en la
que esta molécula da lugar a una respuesta incluye modificaciones post-
traduccionales de proteinas las cuales afectan directa o indirectamente al metabolismo
de la planta y a la expresion de genes (Baudoin 2010), tales como los que codifican
para PRp y enzimas implicadas en la sintesis y respuesta al JA y ET (Murgia et al.
2004, Huang et al. 2002, Guo et al. 2003).

Estos procesos de sefializacion transcurren a través de una cascada que incluye
guanosin monofosfato ciclico (Pasqualini et al. 2009) y adenosin difosfato ribosa
ciclica (ADPRc) y en la activacion de MAPKs (Kumar y Klessig 2000)

Existen evidencias que indican que la produccion de NO en plantas es dependiente de
enzimas como la éxido nitrico sintasa (NOS) y la nitrato reductasa, asi como otras
fuentes de produccidén no enzimaticas.

La produccion de NO ocurre a través de diferentes rutas enzimaticas. Ali et al. (2007)
observaron que la ruta de biosintesis de NO a través de la enzima NOS es regulada
por la entrada de Ca*" desde el medio extracelular y/o por la movilizacién de Ca*
desde los almacenes internos en Arabidopsis. Experimentos realizados por Lamotte et
al. (2004) en cultivos celulares de tabaco revelaron que NO moviliza los almacenes
internos de Ca*" a través de ADPc, GMPc y PK. De esta manera, el NO ejerce su
funcion sobre GMPc que activa ADPc, que a su vez actia como segundo mensajero
movilizando y liberando Ca** desde el reticulo endoplasmico y las vacuolas al citosol

(Courtois et al. 2008). Asimismo, el NO puede actuar, a través de una ruta
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independiente de GMPc, activando PP y PK (Lanteri et al. 2006). De hecho, se han
identificado MAPKs dependientes de NO que estan implicadas en respuestas a
hormonas y sefales medioambientales (Capone et al. 2004) en numerosas especies
vegetales, como en pepino (Pagnussat et al. 2002), tabaco (Yamamoto et al. 2003) y
Arabidopsis. La sintesis del NO y la transduccion de su sefial también estan reguladas
por PP. De hecho, en suspensiones celulares de soja tratadas con cantaridina, un
inhibidor de PP, se produce un aumento de la actividad NOS (Delledonne et al. 1998).
En relacion al papel del NO en respuesta a estrés abidtico se ha demostrado que la
sintesis de NO puede ser inducida por alta T?, salinidad, sequia y ozono (Goul et al.
2003; Wendehenne et al. 2004; Zhang et al. 2007). Sin embargo, su sintesis no se
induce por situaciones de estrés luminico y dafio mecanico, por lo que no se puede
considerar la produccion de NO como una respuesta general de la planta frente a este
tipo de estrés (Goul et al. 2003; Wendehenne et al. 2004).

1.4 Proteinas extracelulares

En el apoplasto se producen importantes procesos de comunicacion intercelular,
especialmente los relacionados con la defensa y el desarrollo (Kusumawati et al.
2008). Al conjunto de proteinas secretadas al apoplasto se le denomina secretoma.
Estas proteinas pueden encontrarse libres en el espacio apoplastico o ancladas en la
pared celular o en la membrana. A pesar de la importancia de estas proteinas en el
estrés ambiental o frente a patégenos, en el reconocimiento célula-célula y en el
desarrollo, siguen siendo menos conocidas que el proteoma intracelular y esto es en
parte debido a la incapacidad para obtener el material apoplastico sin dafiar el material
vegetal y contaminar las muestras con proteinas citoplasmicas. Debido a la
importancia del apoplasto se hace necesaria una identificacién fidedigna de las
proteinas procedentes de este compartimento con el fin de determinar su funcién. La
ventaja que ofrece el uso de suspensiones celulares es que durante el aislamiento de

las proteinas, el dafio celular es minimo o no se produce (Kusumawati et al. 2008).

1.4.1 Proteinas relacionadas con la patogénesis (PRp)

El término PRp hace referencia a aquellas proteinas que no solo se encuentran a
concentraciones detectables en tejidos sanos, sino que su acumulacion a nivel de
proteina se ha demostrado en condiciones patoldgicas y situaciones relacionadas en,
al menos, dos o mas combinaciones planta-patégeno (Van Loon et al. 1999 y 2006). El

término condiciones patoldgicas en este caso se utiliza para indicar el ataque directo
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de patogenos de diverso origen tales como hongos, bacterias, virus, insectos y
herbivoros. También se incluye i) la aplicacion de compuestos quimicos que mimetizan
el efecto del ataque por un patégeno (hormonas como ET, JA, SA) y ii) respuestas a
heridas que dan lugar a proteinas que se acumulan durante la infeccién (Sels et al.
2008). Van Loon et al. (2006) (Tabla 1.3) propusieron el término “proteinas inducibles
relacionadas con la defensa” para evitar las posibles confusiones que podria causar la
definicion propuesta para estas proteinas, debido a que durante estas condiciones
patoldgicas se produce un aumento de numerosas actividades enzimaticas que no son
consideradas PRp. Algunas de estas PRp muestran actividad antimicrobiana in vitro y
su acumulacioén en la planta se relaciona con respuestas de resistencia, pero aun no
se ha demostrado un efecto directo en la defensa de todas ellas (Sels et al. 2008). Sin
embargo, la adicion de elicitores, como MJ, promueven la activacibn de los
mecanismos de defensa en una amplia variedad de especies vegetales tales como
tabaco y tomate donde inducen genes que codifican para PRp entre las que se
encuentran peroxidasas, quitinasas y glucan-1,3-p-glucosidasas (p-1,3-glucanasas),
las cuales desempefian un importante papel en el sistema de defensa de las plantas

sirviendo a su vez como marcadores de resistencia.

Tabla 1.3 Clasificacion de las PRp segin Van Loon et al. (2006). Tomado de Sels et al. (2008).

Familia Tipo Tamafio Propiedades Diana Referencia
(kDa) antimicrobiana original
propuesta
PR-1 PR-1a Tabaco 15 Antifangica Desconocida Antoniw et
al.1980
PR-2 PR-2 Tabaco 30 B-1,3-glucanasa B-1,3- Antoniw et
glucanos al.1980
PR-3 P, Q Tabaco 25-30 Quitinasas clase I, Quitina Van Loon 1982
I, 1V, V, VI, VI
PR-4 R Tabaco 15-20 Quitinasas clase I, Quitina Van Loon 1982
I
PR-5 S Tabaco 25 Taumatina Membrana Van Loon 1982
PR-6 Inhibidor | 8 Inhibidor de -* Green y Ryan
Tomate proteinasas 1972
PR-7 Pso Tomate 75 Endoproteinasa -* Veray Conejero
1972
PR-8 Quitianasa 28 Quitinasa clase llI Quitina Metraux et al.
Pepino 1988
PR-9 Peroxidasa 35 Peroxidasa -* Lagrimini et al.
formadora de 1987
lignina Tabaco
PR-10 PR-1 Perejil 17 Ribonucleasa -* Somssich et al.
1986
PR-11 Quitinasa de 40 Quitinasa clase | Quitina Melchers et al.
clase V Tabaco 1994
PR-12 Rs-AFP3 5 Defensina Membrana Terras et al.
Rabano 1995
PR-13 THI2.1 5 Tionina Membrana Epple et al.
Arabidopsis 1995
PR-14 LTP4 Cebada 9 Proteina de Membrana Garcia-Olmedo
transferencia de et al. 1995
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lipidos
PR-15 OxOa (germina) 20 Oxalato oxidasa -* Zhang et al.
Cebada 1995
PR-16 OxOLP 20 Similar a oxalato -* Wei et al. 1998
oxidasa
PR-17 PRp27 27 Antiflngica, -* Sabater-Jara et
antiviral al. 2011

*No se ha observado actividad antimicrobiana “in vitro”

1.4.2 Peroxidasas

Las peroxidasas vegetales estdn ampliamente distribuidas dentro de este reino (Siegel
1993). Estas enzimas se encuentran en la mayoria de las plantas vasculares,
incluyendo las plantas terrestres primitivas como los helechos, musgos y liquenes
(Duroux y Welinder 2003). Estudios filogenéticos sugieren que las peroxidasas de
clase lll, surgieron con la aparicion de las plantas terrestres (Duroux y Welinder 2003)
y es posible que esta clase de enzimas confiriera una de las caracteristicas
responsables de la adaptacion de las plantas a su nueva vida en la Tierra, con el
recubrimiento de los tejidos vasculares con ligninas. Asi, no resulta sorprendente que
las enzimas responsables de la polimerizacién oxidativa de los monolignoles
aparezcan de forma temprana en la evolucién de las plantas terrestres, y que estas
enzimas se hayan conservado durante la evolucion vegetal. Las plantas son los Unicos
organismos vivientes capaces de conducir el carbono desde el metabolismo primario
al secundario a través de la biosintesis de ligninas y se acepta que la adquisicion
evolutiva de la ruta fenilpropanoide ha jugado un papel clave en la capacidad de las
plantas para colonizar la Tierra, no solo porque uno de los productos de la ruta (las
ligninas) sirve para fortalecer los 6rganos aéreos de la planta, sino también porque
otros productos (los flavonoides) actllan como protectores contra la radiacion UV.

La peroxidasa es una enzima constitutiva (Calderén et al. 1992a), sus niveles estan
fuertemente regulados durante el desarrollo celular de la planta (Kochhar et al. 1979;
Cuenca et al. 1989; Garcia-Florenciano et al. 1990) y en respuesta a factores
ambientales bitticos (Morales et al. 1998) y abioticos (Lopez-Serrano et al. 1994;
Reuveni y Reuveni 1995; LOpez-Serrano y Ros Barcel6 1996) de manera que
determinados elicitores, como la luz UV-C y Trichoderma viride inducen cambios
especificos en los niveles de isoenzimas de peroxidasa, que dan lugar a cambios
fisioldégicos y metabdlicos especificos en la vid (Ros Barcel6 et al. 2003). Para llegar a
comprender bien la regulacion metabdlica de la peroxidasa, algunos autores han
estudiado cémo cambian los niveles de H,O, y de peroxidasa en respuesta a cambios

en el medio ambiente. Sin embargo, los resultados obtenidos no son siempre faciles
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de interpretar. En algunos casos, se ha observado un aumento de la actividad
peroxidasa durante los procesos de lignificacion y endurecimiento de la pared celular
asociados a estados infectivos de la planta (Kerby y Somerville 1989; Sekizawa et al.
1990; Ye et al. 1990; Calderon et al. 1994b). En este sentido, se ha descrito que la
actividad de algunas isoenzimas de peroxidasa es mas patente en las variedades
resistentes a infecciones microbianas que en las sensibles (Hoos y Blaich 1988;
Calderon et al. 1994a). Sin embargo, el aumento de la actividad enzimatica no siempre
coincide con la expresion del fenbmeno de resistencia (Kerby y Somerville 1989). Este
hecho probablemente sea debido a que la peroxidasa interviene indirectamente en la
resistencia de la planta frente a las infecciones, alterando determinados procesos
bioguimicos que si estan implicados directamente en los mecanismos de defensa de la
planta, como son la sintesis de viniferinas (Calder6n et al. 1994b; Ros Barcel6 et al.
2003), las modificaciones de la pared celular por la deposicibn de diferentes
compuestos (Ros Barcel6 2003) o la generacién de quinonas y ROS (Zapata et al.
1992).

1.4.2.1 Caracteristicas generales de las peroxidasas
1.4.2.1.1 Naturaleza quimica de las peroxidasas

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7; donador de hidrogeno: H,O, oxido-reductasa) son
glicoproteinas combinadas no covalentemente con un grupo prostético, principalmente
protohematina IX (Dunford y Stillman 1976) cuyo atomo de hierro presenta un estado
de oxidacion +3 [Fe(lll)]. Este atomo de hierro estd pentacoordinado con cuatro
nitrdgenos pirrdlicos del grupo hemo y con el nitrdgeno de una histidina proximal, la
cual se ha conservado a lo largo de la evolucion. La sexta posicion de coordinacion
esta libre, lo que determina un alto estado de spin para el hierro (Banci 1997). En la
estructura de la molécula se observan dos atomos de Ca®* (Banci 1997) que se
consideran esenciales para su estabilidad, ademés de resultar ser un activador de la
enzima (Converso y Ferndndez 1996).

La mayoria de las secuencias aminoacidicas de peroxidasas establecidas hasta la
fecha, contienen entre 300 y 400 aminoacidos, con un peso molecular se encuentra
entre los 35-45 kDa (Sciancalepore et al. 1985; Liao et al. 1999; Jackson et al. 2001)
dependiendo de su grado de glicosilacién. Su funcién esencial consiste en catalizar la
oxidacion de un gran numero de sustratos a expensas de H,O,, en una reaccion de
tipo:

2RH+H,0, 2R +2H,0
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Este peculiar mecanismo de catalisis las hace capaces de utilizar un amplio rango de
compuestos naturales como sustratos, como la extensina que es una proteina de la
pared celular, reguladores del crecimiento como el acido indolil-3-acético (AIA),
compuestos fendlicos como el &cido benzoico, estilbenos, flavonoles, alcoholes

cinamilicos y antocianinas.

1.4.2.1.2 Clasificacién de las peroxidasas

Las peroxidasas no son enzimas exclusivas de plantas, por lo que se agrupan en dos
superfamilias: por un lado las peroxidasas animales y por otra las peroxidasas
fungicas, bacterianas y vegetales. Dentro de esta Ultima superfamilia se definen tres
clases de peroxidasas relacionadas estructuralmente (Welinder 1992).

- Clase I: las peroxidasas bacterianas, citocromo c peroxidasa mitocondrial de
levaduras y ascorbato peroxidasa citosélica y cloroplastica de plantas
superiores se incluyen en este grupo.

- Clase II: todas las peroxidasas de secrecién de origen fungico (manganeso
peroxidasas) pertenecen a esta clase.

- Clase lll: todas las peroxidasas de secrecion vegetales, las cuales se encuentran
localizadas en las vacuolas y en las paredes celulares pertenecen a este
grupo. Actlian sobre una extensa variedad de compuestos fendlicos mostrando

una extraordinaria e inusual estabilidad térmica.

1.4.2.1.3 Polimorfismo enziméatico de las peroxidasas

Las peroxidasas de clase Il estan codificadas por una gran familia multigénica en
plantas (Hiraga et al. 2000), presentando ademas un alto grado de polimorfismo. El
estudio de dicho polimorfismo mediante isoelectroenfoque (IEF) ha permitido su
clasificacion en (Pedrefio et al. 1996):

- isoenzimas &cidas (pl < 7)

- isoenzimas béasicas (7.0<pl<9.2) e

- isoenzimas fuertemente bésicas (pl > 9.2)

En la mayoria de los casos, el polimorfismo varia con la variedad y con el 6rgano de la
planta del que procede. Esto no sorprende pues las plantas superiores codifican entre
8-15 familias de peroxidasa, algunas de las cuales contienen dos o tres genes muy
similares (Welinder 1992). Estudios realizados en peroxidasa de rabano muestran que

existe una gran homologia (50-95%) entre los genes secuenciados de peroxidasa, lo
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que indica que mas de una isoenzima determinada por IEF tiene su origen en un Unico
gen, por lo que este alto grado de variabilidad entre isoenzimas de peroxidasas puede
estar causado por diferentes patrones de glicosilacion (Green y Oliver 1991) o puede
ser debido a la heterogeneidad producida por las interacciones conformacionales entre
las formas isoenziméticas y los compuestos fendlicos presentes en las células

vegetales (Ros Barcelo et al. 1987).

1.4.2.2 Localizacién tisular y subcelular de las peroxidasas

Probablemente para compensar su amplio rango de especificidad de substrato, la
peroxidasa es una enzima que muestra una compartimentalizacion tisular especifica
en plantas, sobre todo en vid. De este modo, los estudios realizados para determinar
su localizacién indican que en tallos, la peroxidasa se encuentra localizada en los
tejidos meristematicos (Crevecoeur et al. 1997), en las células epidérmicas (Goldberg
et al. 1987; Hendriks y van Loon 1990; Ferrer y Ros Barcel6é 1994) y en los haces
vasculares (Czaninski y Catesson 1969; Ros Barceld et al. 2002). En éstos ultimos
mediante estudios histoquimicos (Ferrer y Ros Barceld 1994), citoquimicos (Hepler et
al. 1972, Czaninski 1978, Ros Barcel6 1995) e immunocitoquimicos (Kim et al. 1988,
Smith et al. 1994) se ha demostrado que esta localizada en las paredes celulares
lignificantes de los elementos del xilema. En frutos de vid, la peroxidasa se localiza
principalmente en la epidermis y en menor medida en la pulpa, donde el patron
isoenzimatico esta constituido casi exclusivamente por una peroxidasa fuertemente
basica cuyos niveles aumentan durante el desarrollo del fruto (Kochhar et al. 1979;
Calderon et al. 1993b). Esta localizacion tisular especifica puede observarse también
en hojas y brotes, donde la peroxidasa se localiza principalmente en células
epidérmicas y haces vasculares (Ros Barcel6 2003).

Las peroxidasas muestran un patrén de compartimentalizacion subcelular similar en
diferentes especies vegetales. Este patron de localizacion subcelular revela algunas
particularidades de algunas isoenzimas de peroxidasa (Calder6n et al. 1993b). El
conjunto de isoenzimas de peroxidasa (acidas y basicas) se encuentra en las paredes
celulares y en el apoplasto; sin embargo solo las mas basicas se encuentran
colocalizadas en las vacuolas. Esto implica un alto grado de compartimentalizacion
para estas isoenzimas de peroxidasa fuertemente basicas. Asi por ejemplo, en las
células meristeméticas, cambiales y del mesdfilo, la peroxidasa esta localizada
principalmente en la vacuola, bien en forma soluble (Crevecoeur et al. 1997), o bien

firmemente ligada a la cara interna del tonoplasto (Ros Barcel6 et al. 1991; Sottomayor
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y Ros Barcel6 1997). En cambio, en las células epidérmicas y en el xilema, la
peroxidasa aparece ligada predominantemente a la pared celular, ya sea a la pared
primaria (Goldberg et al. 1987) o a los engrosamientos secundarios (Ros Barcelo
1995; Ros Barcel6 et al. 2002).

Tanto la localizacion vacuolar como parietal de las isoenzimas de peroxidasa se
corresponden con sus funciones fisiol6gicas més reconocidas durante el desarrollo

celular en la planta.

1.4.2.3 Peroxidasas de la vid

La mayoria de los problemas encontrados a la hora de establecer las funciones
fisiolgicas desempefadas por las peroxidasas en las plantas radica en la presencia
de un elevado numero de isoenzimas (Gaspar et al. 1982). Esta abundancia de
isoenzimas dificulta, en gran medida, la purificacién de las mismas, lo cual supone un
grave inconveniente cuando se pretenden evaluar las caracteristicas de estas
isoenzimas y, por lo tanto, asignar un papel concreto a cada una de ellas dentro del
metabolismo de la planta.

La capacidad de las peroxidasas para oxidar diversas sustancias de naturaleza
fendlica puede modificar su capacidad para oxidar a aquellos dadores de electrones
usados para la determinacion de su actividad (Gaspar et al. 1985), de modo que
dichos compuestos fendlicos se extraen conjuntamente con la enzima cuando se
produce la ruptura celular interaccionando con ella (Garcia-Florenciano et al. 1990) e
impidiendo su deteccion en determinados 6rganos de la vid como frutos inmaduros
(Zapata et al. 1993).

En el caso particular de los frutos de vid, los patrones isoenzimaticos de peroxidasas
separadas por IEF muestran una sorprendente simplicidad y similitud resultados que,
en lineas generales, estan de acuerdo con los obtenidos por otros autores (Lee et al.
1983; Sciancalepore et al. 1985; Robinson et al. 1990). Sin embargo, los patrones
isoenzimaticos de la peroxidasa procedente de cultivos celulares son mas complejos,
mostrando la presencia adicional de un grupo de peroxidasas fuertemente &cidas y
otro grupo débilmente béasicas (Calderdn et al. 1992a y 1992b). EI mayor numero de
isoenzimas en los cultivos que en los propios frutos, apoyaria la idea acerca de la
represion, probablemente inducida por factores hormonales y ambientales, de los
genes que codifican para las peroxidasas en el fruto (Calderdn et al. 1992c; Zapata et
al. 1994).

57



1. Introduecidon

Los estudios realizados sobre localizacion subcelular de las isoenzimas de peroxidasa
en suspensiones celulares de V. vinifera cv Gamay han puesto de manifiesto que la
mayor parte de la actividad peroxidasa se encuentra en el medio de cultivo (alrededor
de 80%), mientras que la peroxidasa celular representa aproximadamente un 20%
(Garcia-Florenciano et al. 1991).

Estudios méas detallados han mostrado que la peroxidasa presente en el interior de la
célula se encuentra localizada en forma soluble en las vacuolas, encontrandose
probablemente en equilibrio con aquellas isoenzimas ligadas a la superficie interna del
tonoplasto (Ferrer et al. 1990; Garcia-Florenciano et al. 1991; Calderon et al. 1992h).
Ademas, el analisis de los patrones isoenzimaticos de la peroxidasa localizada en las
vacuolas muestra la presencia mayoritaria de la isoenzima Bs (Calderén et al. 1992b;
Garcia-Florenciano et al. 1991). Esta isoenzima también se encuentra localizada a
nivel de la pared celular (Garcia-Florenciano et al. 1991; Calderén et al. 1992b) y es la
principal componente del polimorfismo enzimatico de la peroxidasa en el fruto (Zapata
et al. 1994).

1.4.2.4 Funciones fisioldgicas de las peroxidasas

Las funciones fisiolégicas desempefiadas por las peroxidasas en las plantas vienen
determinadas por su localizacién subcelular y, por tanto, por la disponibilidad de
sustratos. Precisamente, debido al peculiar mecanismo de accién de esta enzima, la
cantidad de posibles sustratos es muy elevada, motivo por el cual la peroxidasa ha
sido implicada en multitud de procesos fisiologicos. Sin embargo, la funcionalidad de
una enzima in vivo depende de otros muchos factores, como por ejemplo la presencia
de inhibidores enddgenos co-localizados con la enzima.

Entre sus funciones cabe destacar:

i) Control del crecimiento celular. Esta ha sido la funcién que ha merecido el mayor
namero de investigaciones (Gaspar et al. 1982). En este sentido, la peroxidasa
participa en dicho control a través de dos mecanismos:

Por una parte, regulando los niveles enddgenos del AIA. Hay que tener en cuenta que
el AlIA estd compartimentalizado en el citosol y las vacuolas de las células de vid
contienen inhibidores del catabolismo del AIA mediado por peroxidasa (Garcia-
Florenciano et al. 1992). Sin embargo, hay fuertes razones para pensar que las
peroxidasas extracelulares pueden controlar los niveles de AIA durante la formacién
de raices adventicias en esquejes de vid (Moncousin et al. 1988) y este catabolismo

esta controlado por los niveles de protectores de AlA (inhibidores del catabolismo de
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AlA). Se ha observado una situacién similar en el caso de los protectores de AlA que
regulan la actividad AlIA oxidasa de las peroxidasas extracelulares durante el ciclo de
crecimiento en suspensiones celulares de vid (Garcia-Florenciano et al. 1991).

Por otro lado, la peroxidasa esta implicada en el entrecruzamiento de la extensina,
proteina estructural de la pared celular de naturaleza glicoproteica que desempefa
diversos procesos fisiolégicos en plantas entre los que se encuentran el aumento de la
fuerza mecanica de la planta, que supone una forma de defensa primaria, impidiendo
el paso de los patdgenos hasta que las defensas dependientes de factores de

transcripcidén se expresen.

i) Sintesis de ligninas. Las peroxidasas participan en la polimerizacion oxidativa de
los alcoholes cinamilicos: alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico.
Esta reaccion es necesaria para la sintesis de ligninas que recubren el interior de los
conductos del xilema y de otros tejidos de soporte presentes en todas las plantas

vasculares terrestres.

iii) Oxidacion de resveratrol y sintesis de viniferinas. La sintesis de derivados del
resveratrol requiere el acoplamiento oxidativo de unidades estilbénicas mediante la
actuacion de una enzima que retire un &tomo de hidrogeno (Langcake y Pryce 1977ay
b) en un proceso similar a la sintesis de ligninas. La acumulacién de estos compuestos
en las paredes celulares de las plantas que los biosintetizan (incluida la vid) en
respuesta a infeccion fungica (Calderon et al. 1994b; Dai et al. 1995a y 1995b),
coincidiendo con la localizacion tisular de la isoenzima de peroxidasa que oxida
hidroxiestilbenos con elevada eficacia catalitica (Calderdn et al. 1994a) sugiere que la
deposicion de estilbenos y la lignificacion probablemente forman parte de una

respuesta de defensa “multifactorial” (Ros Barcel6 et al. 2003).

iv) Recambio metabdlico de los compuestos fendlicos almacenados en la vacuola. El
papel de las peroxidasas vacuolares en la biosintesis y degradacién oxidativa de
sustratos fendlicos fue descrita por primera vez por Takahama en 1988. Otros estudios
(Pérez et al. 2002) sugieren que la peroxidasa participa en el recambio y degradacion
de los fenoles vacuolares, de manera que esta reaccion se acopla bajo situaciones de
estrés a la eliminacion de H,O, de la vacuola, donde la eficiencia de los enzimas

detoxificantes de H,O,, como catalasa o ascorbato peroxidasa son insuficientes.

v) Respuestas del sistema peroxidasa/H,O, a la luz UV-C y a elicitores obtenidos de T.
viride. Se ha observado que la incidencia de la luz UV-C sobre hojas de tabaco (Miles

et al. 2002) induce la produccion de H,O, que va acompafada de un incremento de la
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actividad peroxidasa. Asimismo, se ha detectado que la radiacion UV-C induce
cambios especificos de las isoenzimas de peroxidasa en cultivos de vid (Zapata et al.
1994). Por otro lado, entre los efectos producidos por T.viride sobre la peroxidasa
destaca su capacidad para inducir el estallido oxidativo en células de vid, siendo el
H,O, y el O,", las principales especies ROS (Ros Barcel6 et al. 1996; Papadakis y
Roubelakis-Angelakis 1999), fendmeno que puede ser observado en otras especies
vegetales (Harding et al. 1997; Yano et al. 1999; Papadakis y Roubelakis-Angelakis
1999).
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1. El estudio del crecimiento de las suspensiones celulares de Vitis vinifera cv

Monastrell en distinto medio mineral y a distintas concentraciones de sacarosa.

2. El estudio de la produccion de t-R en suspensiones celulares de Monastrell en
sistemas en discontinuo (matraces en agitacion), utilizando elicitores de distinta
naturaleza (CDM, MJ, luz UV, FAI, SA y ET) y analisis de algunos factores para su
escalado y produccién en biorreactores.

3. Estudio de la implicacién del Ca?*, eventos de fosforilacién y desfosforilacién de
proteinas, NO y H,O, en la ruta de sefializacion celular que dirige la produccién de t-R

en suspensiones celulares elicitadas con CDM solas o en combinacién con MJ.

4. Estudio del proteoma extracelular de suspensiones celulares de Monastrell en
condiciones control y elicitadas con CDM solas 0 en combinacion con MJ mediante
label-free y mediante microsecuenciaciéon en suspensiones celulares elicitadas con

CDM solas o en combinacién con MJ/SA/ET.
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3.1 Material vegetal y condiciones de cultivo
3.1.1 Induccidén y mantenimiento de callos

Los callos de V. vinifera cv Monastrell se obtuvieron en el afio 1995 a partir de frutos
inmaduros de este cultivar de vid siguiendo la metodologia descrita por Zapata et al.
(1995).

Los callos friables que se obtuvieron se subcultivaron cada tres semanas hasta la
actualidad con el fin de mantener esta linea celular. Para ello, porciones de callos
friables se transfirieron a medio de cultivo Gamborg B5 (GB5, Gamborg Miller 1968),
suplementado con quinetina (0.2 mg/L), ANA (0.1 mg/L), hidrolizado de caseina (250
mg/L) y sacarosa (20 g/L). Los callos se mantuvieron en oscuridad a 25°C y se

utilizaron para la obtencién de suspensiones celulares.

3.1.2 Iniciaciéon y mantenimiento de suspensiones celulares

Las suspensiones celulares se iniciaron mediante la transferencia de porciones de
callo friable en matraces de 250 mL de capacidad, que contenian 100 mL de medio de
cultivo GB5, descrito en la Tabla 3.1 Después de varios subcultivos de las
suspensiones crecidas en matraces de este volumen se procedio a su transferencia en
matraces de 500 mL de capacidad que contenian 200 mL de suspensién celular. Se
mantuvieron en agitacion a 105 rpm en iguales condiciones de oscuridad y T2 que las

descritas anteriormente y se subcultivaron cada 14-16 dias.

Tabla 3.1 Composicion de los medios GB5 y MS.

Reactivo GB5 MS
Macronutrientes (mg/L)
(NH4)NO3 - 1650.0
KNO; 2527.5 1900.0
CacCl,.2H,0 150.0 440.0
MgS0,4.7H,0 246.5 370.0
(NH,),SO0, 134.0 -
H,KPO, - 170
Micronutrientes
NaH,PO,.H,0O 150.0 -
Kl 0.75 0.83
H;BO5 3.0 6.18
MnSQO,4.H,0O 3.0 16.9
ZnS0,.7H,0 2.0 8.62
Na,M00,4.2H,0 0.25 0.24

67



3. Materiales y M¢todos

CuS0,4.5H,0 0.025 0.025
CoCl,.6H,0 0.025 0.024
Hormonas

ANA 0.1 1
Quinetina 0.2 1
Vitaminas

Pantotenato céalcico* 1 1
Mioinositol* 100 100
Biotina* 0,01 0.01
Piridoxina* 1 1
Tiamina* 1 2
Acido nicotinico* 1 3

Otros componentes
Hidrolizado de caseina 250 250
Sacarosa 20000 20000

* (Morel y Wetmore 1951)

3.2 Medida del crecimiento celular

3.2.1 Curva de crecimiento

Para la realizacién de la curva de crecimiento se partié de suspensiones celulares bien

establecidas, las cuales se filtraron en condiciones estériles. Las células filtradas se

pesaron, transfiriendo 40 g de células a cada matraz (de 500 mL de capacidad

conteniendo 200 mL de medio de cultivo). Al dia siguiente del inicio de la suspensién

celular se recogieron muestras para los datos correspondientes al primer punto de la

curva, considerando este tiempo cero (to). El resto de las muestras se recogieron con

intervalos de 48 horas, durante un periodo de 25 dias. La tasa de crecimiento se

obtuvo mediante la determinacion del volumen de empaquetamiento celular (VEC), el

pH y la conductividad, parametros cuya medida se describe a continuacion:
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Volumen de empaquetamiento celular (VEC): indica el porcentaje de volumen
celular en relacion al volumen total de suspension celular. Para su
determinacion se tomaron dos alicuotas de 3-5 mL de suspension celular en
agitacion, por matraz y dia de recogida, utilizando una pipeta estéril para cada
muestra. A continuacion, se centrifugaron a 100 g, durante cinco minutos a
4°C, en una centrifuga refrigerada Heraeus Sepatech.

Conductividad y pH: después de la medida del VEC se separd el medio de

cultivo de las células y se midio el pH del medio en un pH-metro CRISON Basic
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20 y la conductividad del medio, en un conductivimetro CRISON micro CM
2100.

s Peso fresco (PF): las alicuotas recogidas de cada suspension se filtraron
utilizando una bomba de vacio hasta eliminar el medio extracelular.
Posteriormente, las células se lavaron con agua fria, se filtraron de nuevo y se
pesaron en una balanza de precisiéon PACISA modelo Precisa 125A.

+ Medida del peso seco (PS): después de medir el peso fresco, las células se
depositaron en filtros de papel Watman prepesados y se mantuvieron en una
estufa a 60 °C durante 24 h. Pasado ese tiempo, se pesaron y se calculd el

peso seco restando el peso de los filtros.

La caracterizacion de las curvas de crecimiento se realiz6 en base a los pardmetros
cinéticos “velocidad de crecimiento en la fase exponencial’, “volumen de
empaquetamiento celular maximo” y “tiempo de agotamiento”, obtenidos a partir de los
datos cinéticos de las curvas de crecimiento, como se indica a continuacion:

% Velocidad de crecimiento en la fase exponencial (Vexp): se define como el
incremento de biomasa en el intervalo de tiempo transcurrido durante la etapa
lineal de la fase exponencial de la curva de crecimiento.

Vexp=AVEC/At

% Biomasa maxima (VECmax): es el umbral superior al que tiende el aumento de
la biomasa.

< Tiempo de agotamiento (Ta): tiempo estimado a partir del cual, la escasez de
nutrientes comenzaria a provocar estrés y muerte celular.

Ta = (VECmax — VECty) / Vexp
siendo VECt, la biomasa inicial a t, si el cultivo se desarrollara en continuo

crecimiento exponencial.

3.3 Elicitacién

Como metodologia comun a todos los ensayos de elicitacion, en primer lugar se
filtraron las células utilizando un embudo Bichner esmerilado con placa filtrante de
borosilicato, acoplado a un matraz Kitasato. A continuacion, se realizé un ligero vacio
utilizando para ello una bomba de agua. Todas las manipulaciones de las células se
realizaron en condiciones estériles dentro de la cabina de flujo laminar y utilizando el
material estéril. Una vez eliminado el medio de cultivo, se lavaron las células con
medio de cultivo fresco y se volvié a aplicar vacio. A continuacién se pesaron las
células y se afadieron a los matraces para realizar los diferentes tratamientos. En

general, y salvo que en el experimento se especifique de otra forma, se utilizaron 10 g
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de PF de células en 50 mL de medio de cultivo (VEC de 50%) en matraces de 250 mL
de capacidad.

Las suspensiones celulares se incubaron durante 96 horas con elicitores/inhibidores,
salvo en los ensayos de produccion de t-R a lo largo del tiempo, que se dejaron hasta
168 horas.

Transcurrido este tiempo de incubacién, se recogieron muestras de VEC de cada
tratamiento. A continuacion se separd el medio de cultivo de las células, siguiendo el
mismo procedimiento descrito anteriormente, en ausencia de esterilidad. Las células
se lavaron con agua fria y se filtraron realizando un ligero vacio y a continuacién se
pesaron. Asimismo, se midié el volumen de medio de cultivo recogido tras la

elicitacion. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

3.3.1 Adiciéon de elicitores
3.3.1.1 Reactivos

Como elicitores se utilizaron los compuestos descritos en la Tabla 3.2:
Tabla 3.2 Elicitores

Concentracién

Elicitor Casa comercial
mM

C:.lclode>l<tr|nas naturales 15 Sigma-Aldrich (Espafia)
sin sustituyentes

. . Ensuko Sugar Refining Co.
G2-B-ciclodextrinas 50 (Japon)
Ciclodextrinas . . o
hidroxipropiladas al azar 50 Sigma-Aldrich (Espafia)
Ciclodextrinas metiladas 50 Wacker Chemie (Alemania)
al azar
Sulfo-B-ciclodextrinas 50 Sigma-Aldrich (Espafia)
Jasmonato de metilo 0.1 Duchefa (Espafia)
Fosetil de aluminio 15 Rhone-PouIencNAgrochemle

(Espana)

Acido salicilico 0.1 Sigma-Aldrich (Espafa)
Etefon 1 Sigma-Aldrich (Espana)

3.3.1.2 Metodologia

e Elicitacion con ciclodextrinas de distinta naturaleza
Para la elicitacion de las suspensiones celulares de Monastrell con CD de distinta
naturaleza se utilizaron dos tipos de CD naturales (una sin sustituyentes y otra con
ramificaciones (G2-B-CD)) y tres CD sintéticas (CDM, CDH vy sulfo-CD). Estos
experimentos se realizaron a una concentracion de CD de 50 mM salvo para la CD
natural sin ramificaciones, que se utilizé a una concentracién de 15 mM, ya que su

limite de solubilidad era de 18 mM. Se utilizé esta concentracion elevada de CD para
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que estos compuestos actuasen como secuestradores de compuestos apolares, que

es Su uso mas generalizado, y ademas como inductores de la sintesis de t-R.

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell con distintas
concentraciones de ciclodextrinas metiladas al azar
Con la finalidad de encontrar la concentracion de CDM Optima se realizaron
experimentos de elicitacion con distintas concentraciones de esta CDM: 5, 10, 25y 50
mM. Para ello, distintas cantidades de CDM se afiadieron a los medios de cultivo y se
esterilizaron a 121°C durante 20 min antes de ser utilizados como medios de
elicitacion.

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas
metiladas al azar solas 0 en combinacion con metil jasmonato a distintos volimenes
de empaquetamiento celular
Para realizar estos experimentos se utilizaron tres VEC que eran representativos de
todo el rango de la curva de crecimiento, concretamente 25, 50 y 75% (100, 200 y 300
g PF de células/L, respectivamente). De esta manera, utilizando suspensiones
celulares a estas tres densidades celulares se realizé la elicitacion de las
suspensiones de Monastrell con 50 mM de CDM (Bru et al. 2006) solas o en
combinacién con 100 uM de MJ (Gunlach et al. 1992; Mizukami et al. 1993; Ketchum
et al. 1999; Sanchez-Sampedro et al. 2005). El MJ se adicioné a los medios de cultivo
una vez esterilizados, mediante filtracion utilizando filtros de 0.22 um y realizando el

proceso en la cabina de flujo laminar.

e Elicitacibn de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas
metiladas al azar y/o concentraciones variables de jasmonato de metilo
Todos los tratamientos con MJ (5, 25, 50, 100, 270 y 450 uM) se realizaron tanto en
presencia como en ausencia de CDM. Ademas se realiz6 un tratamiento control sin
elicitores y un tratamiento sélo con CDM. Asimismo, se realizé un tratamiento que
contenia etanol a la maxima concentracién empleada en el experimento (1%) para
corroborar que la produccion de t-R era debida al efecto de los elicitores y no a causa

de una respuesta desencadenada por la presencia del etanol en el que va disuelto MJ.

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas
metiladas al azar y/o metil jasmonato a diferentes concentraciones sacarosa
Para realizar estos experimentos se utilizé la linea celular de Monastrell crecida con 20
g/L de sacarosa. La elicitacion se realiz6 adicionando diferentes concentraciones de

MJ (25, 50, 100 y 270 uM), individualmente o en combinacion con CDM a una
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concentracion fija (50 mM) utilizando un medio de cultivo suplementado con 10, 15 6

20 g/L de sacarosa en el momento de la elicitacion.

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell con acido salicilico y etefon
(etileno)
La elicitacion de las suspensiones celulares de Monastrell con SA y ET se realizo
utilizando cuatro concentraciones distintas de estos compuestos en combinaciéon con
CDM. Para SA se utilizaron las concentraciones de 0.05, 0.10, 0.50 y 1.00 mM,
mientras que, para ET se utilizaron concentraciones mayores: 0.5, 1.0, 2.0 y 5.0 mM.
Las concentraciones de SA y de ET que provocaron junto con la adicion de CDM los
niveles mas elevados de produccion de t-R se emplearon posteriormente en un

experimento en el que se combinaron con CDM y MJ.

e Elicitacién de suspensiones celulares de Monastrell con fosetil de aluminio en
presencia de ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo
Los experimentos se realizaron utilizando FAI de una pureza del 97%a 1.5 mM (L6pez-
Serrano et al. 1997) sélo o en combinacién con los anteriores elicitores CDM (50 mM)
y/o MJ (100 pM).

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de
ciclodextrinas metiladas al azar, jasmonato de metilo y luz UV-Ao C
Para realizar estas elicitaciones se utilizaron matraces de 100 mL de capacidad con 20
mL de medio de elicitacion que contenia 50 mM CDM, 100 uM MJ y 4 g de PF de
células (equivalente a una densidad intermedia, correspondiente a un VEC de 50%).
Una vez afadidas las células a los medios de elicitacién, se realizaron irradiaciones
con luz UV-A o C (10mW/cm?; 360 y 254 nm, respectivamente) durante 5, 15, 30, 60 y
90 minutos para la luz UV-A y 5, 15 y 30 minutos para la luz UV-C a 15 cm de
distancia de la lampara. Se realizaron controles en presencia y ausencia de elicitores
y/o luz UV.
La irradiacion con luz UV se realiz6 en condiciones asépticas trabajando en el interior
de una cabina de flujo laminar y en agitacién continua a 100 rpm. Para ello, dentro de
la cabina se introdujo un agitador orbital y sobre éste se colocé la lampara de luz UV,
de modo que las suspensiones podian mantenerse en agitacion continua durante todo
el tratamiento con la luz UV. Para que la irradiacién con luz UV fuese directa sobre las
células, las suspensiones se trasvasaron a vasos de plastico estériles. Transcurrido el
tiempo de tratamiento con la luz UV se transfirieron a sus correspondientes matraces.
Posteriormente, las suspensiones celulares se mantuvieron durante 96 horas en las

mismas condiciones que en los experimentos anteriores.
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3.3.2 Sefalizaciéon
3.3.2.1 Reactivos

Para el estudio de la ruta de sefalizacion implicada en la produccién de t-R se
utilizaron los compuestos que se muestran en la Tabla 3.3. Estos compuestos se
adquirieron en Sigma-Aldrich (Espafia).

3.3.2.2 Metodologia

Estos experimentos se realizaron segun se describe en el apartado 3.3 Elicitacion.
Para ello, se utilizaron matraces de 100 mL de capacidad y una densidad celular de
200 g PF/L (50% de VEC). Se utilizaron como elicitores CDM (50 mM) y MJ (100 uM).
En este caso, los compuestos utilizados para estudiar el mecanismo de sefalizacién
se afladieron una hora y media antes que los elicitores con el propésito de que estas

moléculas tuviesen tiempo suficiente para actuar sobre sus dianas.

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell a distintas concentraciones
de calcio.
Para determinar la concentracion 6ptima de Ca** a la que comenzaba a detectarse t-R
se elicitaron las suspensiones celulares de Monastrell con CDM y/o MJ, utilizando un
medio de cultivo de igual composicibn al medio GB5 pero con distintas
concentraciones de Ca®* (0.0, 0.5, 1.0, 2.5 y 5.0 mM). Asimismo, para determinar el
tiempo minimo de elicitacién requerido para detectar t-R se realizaron diferentes
muestreos periddicos desde tiempo 0 hasta las 168 horas.

e Elicitacibn de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de
antagonistas de calcio.
Para comprobar si la produccion de t-R era dependiente de la entrada de Ca*
extracelular se utiliz6 EGTA, un agente secuestrador de Ca®*. Se ensayaron diferentes
concentraciones de EGTA (0.1, 0.5, 3.0 y 5.0 mM) para secuestrar el Ca®* del medio
de cultivo. Para cada concentracién de EGTA qued6 una concentracion de Ca*" libre,
efecto que es dependiente del pH del medio. De esta manera, en la Tabla 3.4 se
muestran las concentraciones de calcio libre al pH del medio de cultivo (6.0) en cada

uno de los casos ensayados.

73



Tabla 3.3 Reactivos utilizados para estudiar la sefializacion inducida por elicitores

Concentracién

Efecto

Compuesto Abreviatura
uM
Calcio
Acido etilen glicol-
'lills'\(lzlllzflrplly?oetlleter)- EGTA 5000 Secuestrador de Ca** extracelular
tetraacético 5
Cloruro de lantano La® 500 Bloqueador de canales de Ca
extracelular ,
Neomicina Neo 100 Bloquea_dor de Ca“ intracelular
dependiente de IPg
Rojo rutenio RR 10 Bloquea'ldor de Ca mtracelularl .
dependiente de receptores de rianodina
Inhibidores de protein kinasas
Genisteina Gen 10 Tirosin protein kinasa (Tyr-PK)
Estaurosporina Est 5 Iiir)m/Treonln protein kinasa (Ser/Thr-
Apigenina A 500 Protein kinasa activada por mitégeno
P19 P (MAPK)
Bisindolilmaleimida BIM 5 Protein kinasa-C (PK-C)
Inhibidores de protein fosfatasas
Cantaridina Can 5 Protein fosfatasa 2A (PP 2A)
Oxido de fenilarsina OFA 10 Tirosin protein fosfatasa (Tyr-PP)
Inhibidores de NO y H,0,
Carboxi-2-fenil-
4,455,- . ,
I . cPTIO 500 Secuestrador de NO del medio
tetrametilimidazolelin
e-1-oxyl-3-6xido
Inhibidor irreversible de NO sintasa
No-nitro-L-arginina L-NNA 100 constitutiva y reversible de NO sintasa
inducible
Nitroprusiato sédico NPS 10 Libera NO in situ
Cloruro de difenilen DPI 10 Inhibidor especifico de NADPH oxidasa

iodonio
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Tabla 3.4 Concentraciones de EGTA utilizadas
para secuestrar el Ca” del medio extracelular.

[EGTA] mM [Ca™ libre] uM
0.1 904.0
0.5 534.0
3.0 20.0
5.0 9.6

En cualquiera de los casos siempre queda una concentracion de Ca?* libre por lo que
también se utiliz un bloqueador de los canales de entrada del Ca®* extracelular, LaCl;
a una concentracion de 0.5 mM (Lecourieux et al. 2005). Para comprobar si estos
compuestos podian actuar como elicitores por si mismos se utilizaron también en
ausencia de CDM y MJ. La produccién de t-R en estos experimentos se midi6 a las 24
horas. Estos compuestos se afadieron 1 h 30 min antes de realizar la elicitacién con
CDM y/o MJ.

El estudio de la dependencia de la produccién de t-R de la liberacién del Ca** desde
los almacenes internos se realizé6 mediante la elicitacion de las suspensiones celulares
de Monastrell con CDM y/o MJ, en presencia de neomicina (Neo, 100 uM) y/o rojo
rutenio (RR, 10 uM). Neo actla en los compartimentos subcelulares sobre la salida de
Ca®* dependiente de la via de los inositidos fosfato (IP3) y RR bloquea la liberacién de
Ca®* desde los compartimentos intracelulares dependientes de receptores de
rianodina. Estos compuestos se afiadieron 1 h 30 min antes de realizar la elicitacion
con CDM y/o MJ.

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de inhibidores
de protein kinasas y protein fosfatasas
Para determinar la implicacion de PK en la cascada de sefalizacion que dirige la
biosintesis de t-R se utilizaron inhibidores especificos de Tyr-PK (Gen), Ser/Thr-PK
(Est), MAPK (Ap) y PK-C (BIM). En el estudio de la posible implicacion de PP en la
cascada de sefializacion que dirige la biosintesis de t-R, se utilizé un inhibidor de PP-
2A (Can) y otro de Tyr-PP (OFA) a las concentraciones detalladas en la Tabla 3.3.
Estos compuestos se afiadieron 1 h 30 min antes de realizar la elicitacion con CDM y/o
MJ.

e Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de inhibidores
de H,O, y NO
Para comprobar si NO y/o H,O, estan implicados en la cascada de sefalizacion que
conduce a la biosintesis de t-R desencadenada por la adicion de elicitores se utiliz6 un
inhibidor de la NO sintasa (L-NNA), un secuestrador de NO (cPTiO), un donador de
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NO (NPS) y un inhibidor de NADPH oxidasa (DPI). Estos compuestos se afiadieron 1
h 30 min antes de realizar la elicitacion con CDM y/o MJ.

3.4 Determinacién de estilbenoides
3.4.1 Extraccion de resveratrol y derivados

3.4.1.1 Extraccion de resveratrol y derivados del medio extracelular de
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al
azar y/o jasmonato de metilo

La extraccién de los compuestos presentes en los medios de cultivo de Monastrell se
realizé mediante una particién de fases con acetato de etilo (1:1, v/v) y con la finalidad
de obtener una clara separacion de fases se afiadio directamente al medio extracelular
NaHCO; al 3% (p/v) y 10% de NaCl (p/v). Transcurrida una hora, la fase organica se
recogio y se realizé una segunda extraccién de la fase acuosa durante una hora mas
con el fin de recoger todos los estilbenos presentes en el medio extracelular. Pasado
ese tiempo se recogi6 la fase organica (acetato de etilo) y se evapord en un rotavapor
a 40 °C a vacio, el residuo seco se resuspendié en 1 mL de metanol para su posterior
andlisis cromatogréafico con un HPLC-DAD.

3.4.1.2 Extraccién de resveratrol y derivados intracelulares de suspensiones
celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o

jasmonato de metilo

La extraccion de los metabolitos celulares se realizé homogeneizando las células de
Monastrell con metanol 70 % (1:2, peso/volumen) y dejando el homogenado durante
24 horas a 4°C en la oscuridad. A continuacion, se separaron las células por filtracién
y el sobrenadante se llevd a sequedad con N,. El residuo seco fue extraido por
particion de fases con acetato de etilo y agua (1:10) durante un periodo de tres horas.
Transcurrido ese tiempo se recogi6 la fase organica (acetato de etilo) y se evaporé en
un rotavapor a 40 °C a vacio; el residuo seco se resuspendié en 1 mL de metanol para

su posterior analisis por HPLC.

3.4.2 Andlisis de estilbenoides

Para la determinacion y cuantificacién de estilbenoides presentes en las muestras se

utilizaron los siguientes equipos:
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3.4.2.1 Reactivos

Como fase movil se utilizaron &cido acético y acetonitrilo grado HPLC, ambos de
Panreac (Espafa). Las fases acuosas se filtraron a vacio mediante filtros de 45 um
(Pall Corporation, USA). Para la identificacién del t-R se utilizé un patrén comercial de

t-R con una pureza >99% de Sigma-Aldrich (Espafa).

3.4.2.2 Equipos de cromatografia y espectrometria

Para la identificacion y cuantificacion de los estilbenos presentes en el medio de
cultivo y en las células de Monastrell se utilizd de manera rutinaria un sistema
cromatogréafico HPLC-DAD de Waters™ 600 con bomba binaria, detector de longitud
de onda variable (Waters™ PDA 996) e inyector manual con loop de 20 pL. Los datos
fueron integrados con el programa Empower™ 2 de Waters. Se utilizd6 una columna
Spherisorb ODS 2 de fase reversa (4.6 x 250 mm, 5 um). En ciertas ocasiones,
también se utiliz6 un cromatdgrafo liquido Agilent 1100 con automuestreador,
desgasificador, columna termostatizada y doble bomba binaria, detector de Diode-
Array asociado a espectrometria de masas de trampa i6nica (ESI). Las muestras se
ionizaron en modo positivo y se midieron en un rango de masa/carga comprendido
entre 50-1500.

3.4.2.3 Método de HPLC/MS

Los extractos metandlicos procedentes de la extraccion de estilbenoides intra- y
extracelulares se filtraron utilizando filtros de nylon de 0.22 pm tamafo de poro y 13
mm de diametro de Membrane-Solutions. Posteriormente se almacenaron en viales
ambar de borosilicato de 2 mL de Labbox.

La fase movil consistié en un gradiente de acido acético al 1% (A) y acetonitrilo (B) a

una velocidad de flujo de 1 mL/min, tal como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 3.5 Gradiente de los disolventes utilizados para la
determinacion de t-R mediante HPLC.

Tiempo (min) Acido Acético 1% Acetonitrilo %

(A) (B)
0 85 15
5 80 20
10 65 35
17 10 90
30 65 35
35 85 15
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3.5 Determinaciones enziméticas
3.5.1 Medida de la actividad peroxidasa en el medio extracelular

Los ensayos cinéticos y las determinaciones espectrofotomeétricas se llevaron a cabo
en un espectrofotometro Kontron-Uvikon modelo 923. Las actividades enzimaticas se
expresaron en todos los casos en katales, unidad que se define como la cantidad de
enzima capaz de convertir un mol de sustrato en producto por segundo.

La actividad peroxidasa se determindé en un medio de reaccion que contenia tampén
acetato sddico 50 mM, pH 5,0 utilizando como sustratos H,O, 500 uM y 4-metoxi-a-
naphtol (4MN) 1.0 mM. La medida de la actividad peroxidasa se realiz6 mediante la
estimacion espectrofotométrica directa debida a la aparicion de productos coloreados
por la oxidacion del 4-metoxi-a-naftol (Ferrer et al. 1990) y se expresé en katales,
siendo el coeficiente de extincion para el 4-MN &553=21000 M cm™ (Ferrer et al. 1990).
En todos los casos las reacciones enzimaticas se iniciaron mediante la adicién de la

enzima.

3.5.2 Determinacion de los niveles de peroxido de hidrogeno mediante el método

del naranja de xilenol

Los niveles del H,O, se midieron mediante el método del naranja de xilenol (3°,3""-
bis[N,N-bis(carboximetil)laminometil]-o-cresolsulfonoptaleina) (Jiang et al. 1990; Wolff
1994; Bellincampi et al. 2000), basado en la oxidacion del Fe?* mediante el peréxido
(Fe** + ROOH — Fe* + RO+ OH), seguido por la deteccién del Fe** con la sal de
sodio del naranja de xilenol. Este método presenta una elevada sensibilidad para
detectar niveles bajos de H,O, en agua, siendo el coeficiente de extincién molar de 1,5

x 10* Mt cm™ a 560 nm.

Io) (|:H2C02R
CH, CH, NCH,CO.R
CH,
R=HorNa
o] OH
@SOSNa CH, r;JCHQCOQR
CH,CO,R

Figura 3.1 Sal de sodio del naranja de xilenol

Para determinar la concentracién de H,O, en el cultivo celular se afadieron 500 pl de
la mezcla de reactivo (sulfato ferroso amonico [(NH,). Fe(SO,), - 6H,0] 500 uM, H,SO,
50 mM, naranja de xilenol 200 uM y sorbitol 200 mM) a 500 pl del cultivo tomados en
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agitacion. Tras un tiempo de incubacion de 45 min, se midié la absorbancia del
complejo naranja de xilenol-hierro a 560 nm en un espectofotometro Kontron-Uvikon
modelo 923. Los valores de absorbancia obtenidos se extrapolaron en la recta patron
obtenida a partir de concentraciones conocidas de H,0,.

3.5.3 Determinacién del patrén isoenzimatico mediante isoelectroenfoque

analitico

La electroforesis se realizé en un sistema MiniProtean lll de Bio-Rad. Asi, para la
preparacion de los geles de 1 mm de espesor, se afiadieron en un balén de vacio,
anfolinas de rango de pH 3.5-10 al 2%, acrilamida/ bisacrilamida (37.5:1) al 6.5 % y
glicerol al 5% en agua destilada. El medio resultante se desgasificé durante 10 min, y
a continuacion se adicion6 persulfato amoénico (0.1 g/mL) al 0.06%. La disolucion se
vertio entre los cristales con ayuda de una pipeta y se dej6 polimerizar durante 45 min
a T2 ambiente. Tanto las muestras que se analizaron por IEF como las destinadas a
SDS-PAGE fueron dializadas previamente con tampdén acetato sédico 50 mM (pH 5)
durante 24 horas en oscuridad y frio (4°C). Las muestras dializadas se diluyeron con
tampon de carga compuesto por glicerol al 3 %, anfolinas al 6 % y agua destilada.
Como marcador se utilizé citocromo C a una concentracién de 3 mg/ml.

Como disoluciones de electrodo se utilizaron acido acético 20 mM para el anodo e
hidréxido sédico 25 mM para el catodo. Los electrodos se conectaron a una fuente
eléctrica (Consort E832) programable en dos etapas, en la primera se aplicé un voltaje
de 200 V durante 90 min, y en la segunda, 400 V durante 90 min para el IEF en
condiciones de equilibrio, o bien 15 min para el IEF en condiciones de no equilibrio. En
ambos casos, la intensidad de corriente fue de 10 mA (1 mA por calle del gel) y la
potencia maxima de 150 W. El desarrollo del IEF se realiz6 a 4 °C.

El revelado se realiz6 incubando los geles en presencia de 4-metoxi-a-naftol (1 mM) y
H,0, (0.5 mM) en tampdn acetato sédico 50 mM (pH 5.0). Transcurridos 20 min de
reaccion, los geles se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de reactivos

y se fotografiaron.

3.5.4 Determinacion del patron de proteinas mediante electroforesis en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

En este tipo de electroforesis las proteinas se desnaturalizan por calor, se despliegan
y el SDS se une a ellas neutralizando sus cargas y confiriéndoles carga negativa, de

manera que se separan de acuerdo a su peso molecular.
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En primer lugar se preparoé el gel separador, compuesto por acrilamida/ bisacrilamida
al 10 %, tampon Tris-HCI (1.5 M, pH=8.8) al 25 % y SDS al 0.1 %. La mezcla se
desgasifico durante 15 min, tras los cuales se afiadio persulfato aménico al 0.05 % y
TEMED al 0.15 %. Posteriormente, el medio de polimerizacion se vertié entre los
cristales del mismo sistema MiniProtean Ill de Bio-Rad utilizado para el IEF y se dejé
polimerizar durante 45 min. Antes de comenzar la polimerizacién se afiade un poco de
agua sobre el medio de polimerizacion para la obtencién de un buen frente.

El gel concentrador se prepar6 a partir de acrilamida/ bisacrilamida al 4 %, tampdn
Tris-HCI (0.5M, pH=6.8) al 25 % y SDS al 0.1 %. Después de desgasificar durante 15
min, se afiadié persulfato amoénico al 0.08 % y TEMED al 0.2 %. Esta disolucién se
afiadié sobre el gel separador polimerizado, eliminando previamente el agua que lo
recubria y dejando polimerizar durante otros 45 min.

Las muestras dializadas se prepararon en tampoén de carga y agua destilada (2:1, v/v)
y se desnaturalizaron por calentamiento en un bafio a 100 °C durante 10 min.

El tampdn de carga se prepar6 al 12.5 % a partir de tampon Tris-HCI (0.5 M a pH 6.8),
glicerol al 25 %, SDS al 2 % y azul de bromofenol al 0.01 %.

Como marcador de peso molecular se utilizé un estandar de peso molecular que
contenia fosforilasa b (103000 Da), seroalbumina (77000 Da), ovalbumina (50000 Da),
anhidrasa carbonica (34300 Da), inhibidor de tripsina de soja (28800 Da) y lisozima
(20700 Da).

La migracion del gel se realizé en tampon glicina 192 mM, Tris 25 mM pH 8.8 y SDS al
10 %, aplicando una corriente de 200 V y 400 mA de intensidad durante 45 min con
una fuente BioRad a T2 ambiente.

Para el revelado, los geles se incubaron durante 30 min en una solucion de fijacion
con etanol puro al 40 % y acido acético glacial al 10 % en agua destilada. El siguiente
paso fue la sensibilizacién en una disolucién de etanol al 30 %, glutaraldehido al 0.125
%, tiosulfato sddico al 0.2 % y acetato sodico al 6.8 %. A continuacion, se realizaron 3
lavados de 5 min a los geles con agua destilada y se incubaron durante 20 min, en una
disolucion que contenia nitrato de plata al 0.25 % y formaldehido al 0.015 %. Se
volvieron a lavar los geles 3 veces con agua destilada y se revel6 con una disolucion
que contenia carbonato sddico al 2.5 % y formaldehido al 0.0074 %.

Por dltimo, la reaccion se detuvo con EDTA-Na, al 1.46 %, conservando los geles en

agua destilada hasta el momento de ser fotografiados.
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3.5.5 Determinacién del contenido en proteinas total mediante la utilizacién del

reactivo de Bradford

Para la medida de la proteina total contenida en el medio extracelular se ha seguido el
procedimiento del microensayo de Bio-Rad basado en el método colorimétrico de
Bradford (1976), aplicable a muestras de proteinas con una concentracion entre 1y 20
mg, utilizando albumina de suero bovino (fraccibn V) como estdndar para su
valoracion.

Las muestras y los estdndares se diluyeron con agua destilada en un volumen de 0.8
ml al que se afiadieron 0.2 ml del reactivo concentrado. Posteriormente se agitaron y
después de 15 min de reaccién se tomé lectura de la absorbancia a 595 nm.

Con los valores de absorbancia de la albumina se realizé la recta patrén y mediante
extrapolacion en dicha recta, se calculé la concentracién de proteina total en las

alicuotas de las suspensiones celulares.

3.5.6 Microsecuenciacion de bandas de proteinas del medio extracelular de
suspensiones celulares de Monastrell

Los andlisis protedmicos se realizaron en el Servicio de protedmica del Centro
Nacional de Biotecnologia (CNB) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC) de Madrid.

Las bandas de interés del gel se recortaron manualmente, se depositaron en placas de
96 pocillos y se procesaron automaticamente en un Proteineer DP (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemania). Para la digestion proteica (Schevchenco et al. 1996), las piezas
del gel se lavaron con bicarbonato aménico 50 mM y se trataron con acetonitrilo. Las
proteinas se redujeron con ditiotreitol (DDT) 10 mM en bicarbonato aménico 50 mM.
La digestiéon de las proteinas se realizd con tripsina de cerdo modificada (Promega,
Madison WI) a una concentracién final de 15 ng/puL en bicarbonato aménico 25 mM
durante 4 h a 37°C. Los péptidos se eluyeron del gel con acido trifluoroacético 0.5% en

agua durante 30 min a 25 ° C.

e Espectrometria MALDI-TOF/TOF
El espectro de masas se obtuvo mediante andlisis automatico en un espectrémetro de
masas Bruker Reflex IV MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) mediante
un sofware FlexControl 1.1. Los espectros obtenidos se procesaron con el software
Xtof 5.1.1 para el andlisis de datos obtenidos directamente. Cada espectro se calibré

internamente con dos iones de referencia, provenientes de la autolisis de tripsina,
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concretamente con los péptidos de 842.510 D y de 2211.105 D, obteniéndose un error
medio en la medida de la masa de + 30 ppm en el rango entre 800-3000 m/z. Ademas,
todos los contaminantes conocidos se excluyeron durante el proceso. Los parametros
usados para analizar los datos establecieron un umbral de fondo de 20 (relacion sefial
/ruido) y una resolucién superior a 4000 (FWHM). Para la identificacion de proteinas,
las masas de los péptidos tripticos se transfirieron a la interfaz Bio Tools 2.0 (de
Bruker Daltonics) para buscar en la base de datos del NCBInr usando el software

Mascot (www.matrixsciencie.com; Matrix Science, London, UK). Los parametros de

busqueda fueron los siguientes: carbamidometil cisteina como modificacién fija debido
al tratamiento con yodoacetamida, metioninas oxidadas como modificacion variable,
una tolerancia de masa peptidica de 80 ppm y tolerancia de hasta un sitio de ruptura
triptica sin digerir. En todas las identificaciones proteicas, la probabilidad de
puntuaciones fue superior a la minima puntuacién establecida como significativa con

un valor p <0.05.

e Espectrometria de masas ESI

La ionizacion por electronebulizacion (Electrospray lonization, ESI) genera una amplia
coleccibn de iones metaestables, facilmente fragmentables, pero requiere una
purificacién previa de las muestras por cromatografia capilar de alta resolucién (nano-
HPLC). La confinacidon de los iones generados en una trampa iénica y su posterior
fragmentacion en una camara de colision, permite la obtencion de informacién
secuencial. Para ello, el primer paso consistié en una digestion de la muestra, la cual
se disolvié en 180 puL de tampon de digestion compuesto por urea 8 M, bicarbonato de
amonio 25 mM, DTT 10 mM. Se incubd a 37°C durante 1 h una alicuota
correspondiente a 5 pL. Posteriormente, se afiadi6 yodoacetamida a una
concentracion final de 50 mM y se incub6 a T2 ambiente durante 45 min en oscuridad.
La muestra se diluy6 5 veces con bicarbonato de amonio 25 mM y se le afiadié tripsina
recombinante (Roche, Alemania) en una proporcion 1:25, incubandose toda la noche a
37° C.

Los péptidos tripticos resultantes se secaron y se disolvieron en tampoén ESI (0.5% de
acido acético en agua). La cromatografia liquida del analisis ESI MS/MS se realiz6 de
la siguiente manera: las fracciones se depositaron en una columna de fase reversa
C18 de 100 mm x 100 um I.D. (New Objetive, Woburn, MA) y se fraccionaron en un
sistema cromatografico Famos-Switchos-Ultimate (LCPackings, Paises Bajos) con un
gradiente lineal del 5-40 % de tampo6n ESI B (90 % de acetonitrilo, 0.5 % de acido

acético en agua) a 450 nl/min durante 90 min. Los péptidos eluidos de la columna se
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analizaron directamente en un espectrometro de masas de trampa idnica Esquire 3000
plus (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). Los espectros de fragmentacion MS/MS se
obtuvieron mediante conmutacion automética entre el modo MS y MS/MS usando
exclusion dinamica. Las busquedas de la base de datos se llevaron a cabo a través de
las dltimas versiones de las bases de datos NCBInr y SwissProt usando el sofware
MASCOT (http://www.matrixscience.com/home.html).

3.5.7 Técnicas bioinformaticas
3.5.7.1 Busqueda de secuencias en la base de datos

Las secuencias de proteinas de diferentes especies vegetales se han contrastado y
por homologia se han identificado en una de las bases de datos mas importantes y
comunmente utilizadas del National Center of Biotechnology (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.5.7.2 Alineamiento de proteinas

Los alineamientos de las secuencias por homologias se llevaron a cabo mediante

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), programa que se encuentra en el portal del

Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI). ClustalW es un programa de alineamientos
de secuencias multiples para ADN o proteinas. Este programa construye el
alineamiento de secuencias multiples bioldgicamente significativas a partir de
secuencias divergentes. Calcula, mediante algoritmos, el mejor resultado para
secuencias relacionadas y las alinea de manera que las similitudes y diferencias entre

las secuencias sean facilmente apreciables (Thompsom et al. 1994).

3.5.7.3 Blusqueda de secuencias homdlogas

La busqueda de secuencias homdlogas se realizd6 mediante la técnica algoritmica
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a través de la pagina del EBI. El BLAST
constituye una herramienta muy (til para la busqueda de alineamientos locales
bésicos y proporciona informacion sobre la estructura y la funcion de la nueva proteina
encontrada. Para realizar la busqueda de las secuencias homdlogas se usaron dos
herramientas BLAST, el NCBI-BLAST2 (Pearson 1990) y el MPsrch capaces de
identificar secuencias de forma exitosa donde BLAST falla o incluso da falsos
positivos. En ambos casos, las condiciones en las que se realizé el BLAST fueron las

especificadas por defecto en la pagina del EBI, excepto en aquellos casos en los que
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era necesario ampliar la bisqueda, para lo que se disminuyé el umbral, o se quité el

filtro para encontrar un mayor nimero de secuencias.

3.5.8 Extraccidon de proteinas e identificacion mediante label-free
3.5.8.1 Extraccion

La extraccion de las proteinas extracelulares se realizé segun Martinez-Esteso et al.
(2009). Para ello 30 pug de proteina se digiri6 con tripsina durante toda la noche
(Martinez-Esteso et al. 2009). Los péptidos se limpiaron mediante su paso por una
columna PepClean C-18 (Agilent Technologies, USA) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Los péptidos extraidos se secaron realizando vacio y se resuspendieron

en 0.1% de &cido férmico a una concentracion final de 1 pg/uL.

3.5.8.2 Anélisis de MS y MS/MS

El analisis de LC-MS/MS se realiz6 utilizando un sisteman Agilent 1100 HPLC-
ChipCube/MS Interface acoplado a un espectrometro de masas Agilent XCTplus lon
Trap equipado con una fuente de nano-ESI. La separacion de las muestras se realizé
usando un ProtID-Chip-150 (II) que cuenta con una columna de 4 mm y 40 nL de
enriquecimiento y una columna de separacion analitica de 150 mm x 75 pum (5 pum,
ZORBAX 300SB-C18). La cromatografia se realizd con un gradiente lineal de
acetonitrilo 5-60% en acido férmico con un flujo constante de 0.3 yL/min durante 85
min.

Los espectros de MS y MS/MS se adquirieron en el modo standard mejorado (26000
m/z/s) y en el modo ultrascan (8100 m/z/s), respectivamente. Los ajustes que se
realizaron fueron: potencial de ionizacién de 1.8 kV y un ICC de 400000 o 150 ms de
acumulacién. Los espectros de MS/MS se obtuvieron mediante conmutacion
automatizada con preferencia por los iones con dos cargas, un umbral de 105 y una

amplitud de fragmentacion de 1.3 V.

3.5.8.3 Andlisis mediante label-free de las carreras LC-MS

Cada uno de los archivos LC-MS generados se convirti6 a mzXML para poder ser
utilizados por el software de andlisis de label-free Progenesis LC-MS (Nonlinear
Dynamics) v2.5. La cuantificacion se realizé en base a la intensidad del pico. La

identificacion se realiz6 mediante la busqueda con Mascot. Las proteinas identificadas
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y cuantificadas se filtraron usando un Mascot Score de 60 y un ANOVA p-value <
0.009.

El software Progenesis procesa las carreras en dos pasos, primero realiza el
alineamiento y después la normalizacién. Los archivos con méas picos caracteristicos
se usaron como referencia, de modo que los tiempos de retencion y el resto de
medidas se alinearon y las intensidades (area bajo los picos) se normalizaron. La
correccion de las variaciones experimentales se llevd cabo mediante el célculo de la
distribucion de todos los ratios (log(ratio)).

Una vez que las caracteristicas se han convertido en una lista de datos de intensidad,
se filtran para incluir sélo aquellas que tengan dos o tres cargas, las cuales aparecen
en una ventana de tiempo de retencion que comprende un rango entre 20 y 60 min.
Las listas de intensidad se agruparon de acuerdo a los grupos experimentales
(Control, MJ, CDM y CDM+MJ) y los ratios de intensidad media de las caracteristicas
se calculan de forma automéatica. Para la identificacion de proteinas, todos los
espectros de MS/MS se lanzaron en una Unica busqueda Mascot de la base de datos
NCBInr usando la siguiente configuracion: 1 escision; taxonomia: Viridiplantae; como
modificaciones fijas se seleccionaron: carbamidometilacibn de las cisteinas,
desaminacién de asparagina o glutamina, oxidacién de metionina y de piroglutamato
N-terminal de glutamina o glutamato y como modificaciones variables, tolerancia
peptidica de 1.2 Da; tolerancia iénica de 0.6 Da; carga peptidica 2" y 3".

Cada archivo XML de la busqueda de resultados se importdé a Progenesis LC-MS que
asigna identidades de péptidos y proteinas a las correspondientes caracteristicas. Las
identificaciones se filtraron por la aplicacion de Mascot con un score superior a 25y
restringiendo la busqueda al género Vitis. Una vez que se determind a qué proteina
pertenecia cada péptido se resolvieron los conflictos de asignacion de acuerdo con la
puntuacién Mascot, o se quedaron sin resolver en caso de tener la misma puntuacion,
que se corresponderia con la misma secuencia. Los datos cuantitativos de proteinas
se calculan como el promedio de sus caracteristicas constitutivas y cuantitativas de los
datos normalizados. La calidad de la cuantificacién se determina de acuerdo con un
ANOVA cuyo p-value se calcula en base a los datos normalizados de las

caracteristicas.

3.5.8.4 Analisis ontolégico

El andlisis ontologico de los genes de las proteinas identificadas se realizé utilizando

Blast2GO v2.4.037. Para ello, se obtuvo primeramente un archivo de las secuencias
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en formato FASTA de secuencias de las proteinas identificadas y/o cuantificadas de la
web del NCBI. Los archivos FASTA se cargaron en Blast2GO y se ejecutd en primer
lugar para incorporar la descripcion de la secuencia mediante la realizacion de una
blusqueda BLASTp contra NCBInr (e-valor de 1¥10™°, 100 para el niamero obtenido de
BLAST hits, HSP de 33) y en segundo lugar para mapear los términos GO, CE e
Interpro y posteriormente anotar las secuencias (e-valor de 1*10°, HSP-Hit de 0,
anotacion de corte 55, y un peso GO de 5). La anotacion automatica realizada por

Blast2GO se revis6 manualmente para garantizar la asignacién precisa.
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4.1 Produceidn de frans-rgsveratrol

4.1.1 Caracterizacion del crecimiento de las suspensiones celulares de vid
para la produccion de biomasa

La determinacion del perfil de crecimiento se realiz6 en suspensiones celulares,
previamente estabilizadas a lo largo de los subcultivos, con el fin de determinar con
exactitud la duracion de las distintas fases del crecimiento. Para ello, se tomaron
muestras periddicas desde el inicio hasta los 23 dias de cultivo, en las que se midieron
parametros caracteristicos del crecimiento como el VEC y la conductividad del medio

del cultivo ademas del pH.

4.1.1.1 Cinética de crecimiento celular en funcion del medio mineral: Gamborg Bs

vs Murashige Skoog

En la Figura 4.1 se muestra la cinética de crecimiento de suspensiones celulares de V.
vinifera cv Monastrell crecidas en presencia de dos medios minerales distintos GB5 y
MS. El medio basal MS es mas rico en nutrientes minerales que el medio GB5 sin
embargo, como se muestra en la Figura 4.1 a, no se observaron diferencias
significativas en el aumento de VEC a lo largo del tiempo, en presencia de cada uno
de los medios minerales, alcanzando un VEC maximo del 83% en medio GB5 y del 86
% en MS. Asimismo, se observé que el tiempo de agotamiento de los nutrientes se
producia entre los dias 14 y 15.

En la Figura 4.1 b se muestra la variacién de la conductividad durante el crecimiento
celular a lo largo del tiempo. Como puede apreciarse existe una tendencia inversa al
crecimiento debido al consumo de los iones del medio. En el caso del medio MS, la
conductividad inicial es de 5 mS/cm mientras que en el medio GB5 es de 3 mS/cm, en
ambos casos se produce un descenso de la conductividad que es mas acusado en el
medio MS que en GB5.

En la Figura 4.1 ¢ se representa la variacion del pH del medio durante el crecimiento
celular a lo largo del tiempo. En ambos medios de cultivo, el pH se ajustoé inicialmente
a 6.0 y a continuacion, se observé una disminucion del pH hasta 5.3 en el medio GB5
y 5.6 en el medio MS a las 24 h siguientes del inicio del experimento. Sin embargo, a
partir del dia 1 cambi6 esta tendencia, observandose un aumento continuo del pH
hasta el dia 9, en el caso del medio GB5, manteniéndose constante a partir de ese
momento. Del mismo modo, se produjo un aumento del pH en el medio MS pero sélo
hasta el dia 3, observandose ligeras oscilaciones de pH alrededor de 6.0, el resto del

tiempo. Esta variacion del pH no sélo depende de la disponibilidad de las fuentes

91



4.1 Produceidn deg frans-rgsveratrol

nitrogenadas sino también del estado energético de las células (presencia de
cofactores reducidos).

Como los resultados de la cinética del crecimiento celular no mostraron diferencias
significativas, se decidié proseguir con los estudios de caracterizacion del crecimiento
con el medio GB5 ya que posee un menor contenido mineral lo que resulta mas
propicio para la produccion de metabolitos secundarios.
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Figura 4.1 Parametros cinéticos de crecimiento de suspensiones celulares de Monastrell
albina, crecidas en dos medios minerales (GB5 y MS). Los circulos blancos representan los
datos registrados con la linea celular crecida en GB5 y los triangulos blancos, los de la linea
crecida en MS.
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4.1.1.2 Cinética del crecimiento celular en medio Gamborg Bs a diferentes

concentraciones de sacarosa

La caracterizacion del crecimiento en relacion al medio GB5 con distintas
concentraciones de sacarosa (10, 15y 20 g/L) se muestra en la Figura 4.2. En ella se
aprecian las diferentes curvas de crecimiento, de tipo sigmoidal, y dependientes de la
concentracion de sacarosa que contiene el medio de cultivo. Asi, los cultivos celulares
crecidos en 20 g/L de sacarosa alcanzaron una biomasa maxima del 83% mientras
gue los crecidos en 15 y 10 g/L de sacarosa no sobrepasaron el 80% aunque ho se
observaron diferencias significativas entre ellas. Tampoco se observaron cambios

significativos en el Ta que se situd entre los dias 14-15.

Tabla 4.1 Parametros cinéticos para la determinacion del crecimiento de suspensiones
celulares de Monastrell.

Fuente Rendimiento
Medio de carbonada In6culo VECmax Vex biomasa
cultivo @) inicial (g/L) (%vIV) P (AVEC/g
9 sacarosa)
10 200 79 5.2 1.93
GBS 15 200 80 5.6 1.86
20 200 84 6.7 1.78

A la vista de los resultados cinéticos expresados en la Tabla 4.1, no se observaron
diferencias significativas en el rendimiento de biomasa ni en la Vexp con los distintos
tratamientos, por lo que estas variaciones de los parametros cinéticos en el contenido
de azUcares no modificaron sustancialmente la produccién de biomasa celular.

El aumento en la concentracién de sacarosa en el medio de cultivo tiene un efecto
positivo sobre la Vexp y la biomasa maxima (VECmax), ya que éstas aumentan
conforme se incrementa la concentracion de sacarosa (Tabla 4.1). En estas
condiciones de disponibilidad de sacarosa se favorece el metabolismo primario de las
células que conduce a su crecimiento y a la proliferacién celular mientras que el
metabolismo secundario, al que esti asociada la biosintesis de t-R, se ralentiza. El
efecto negativo de la fuente carbonada sobre la produccion de t-R se explica si se
tiene en cuenta que la sacarosa es un sustrato facilmente metabolizable por las
células vegetales crecidas en condiciones heterotrofas y que, por tanto, favorece los
procesos del metabolismo primario relacionados con la incorporaciéon de carbono y la

obtencion de energia a partir de la hidrélisis de la sacarosa.
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Figura 4.2 Cinética de crecimiento de suspensiones celulares de Monastrell crecidas en
medios de cultivo con distintas concentraciones de sacarosa. Las lineas crecidas con 20, 15y
10 g/L de sacarosa, se han representado con circulos, cuadrados y rombos, respectivamente.

La conductividad del medio GB5 (Figura 4.2 b) muestra una variacion inversamente
proporcional a la velocidad de crecimiento. La conductividad del medio esta
directamente relacionada con la concentracion de iones en el medio. Por tanto, se
observa que, cuando las células estan en la fase de mayor actividad metabdlica (fase
exponencial) consumen una mayor cantidad de nutrientes minerales disminuyendo

enormemente su concentracion en el medio de cultivo. Sin embargo, durante la fase
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“lag” y “estacionaria”, el metabolismo primario esta reducido, por lo que las variaciones
de la conductividad son también menores.

En la Figura 4.2 ¢ se muestra la variacion del pH del medio de cultivo de suspensiones
celulares de V. vinifera cv Monastrell a lo largo del tiempo. La primera muestra se tomo
a las 24 h de transferir el material vegetal a medio fresco. A partir de este momento, se
produce una subida del pH que se mantiene, con ligeras oscilaciones, en los medios
de cultivo que contienen 10 6 15 g/l de sacarosa mientras que, en los que contienen
20 g/L de sacarosa, la subida del pH es ligeramente mayor y sostenida a partir del dia
9 del cultivo. El pH esta condicionado por el metabolismo celular que, en el caso de las
células cultivadas in vitro, dependerd principalmente, de la composicién del medio de
cultivo. EI consumo de nutrientes y, concretamente, el consumo de las fuentes
nitrogenadas modifican el pH del medio a lo largo de la curva de crecimiento.

Las células vegetales cultivadas in vitro utilizan aquella fuente nitrogenada cuya
incorporacién les reporte un menor coste energético. Sin embargo, la incorporacion de
nitrdgeno no sélo depende del coste energético para la planta, sino también de la
relaciébn de concentraciones de sales de amonio y de nitratos del medio de cultivo
(Loulakakis y Roubelakis-Angelakis 2001), e incluso, de la disponibilidad, por parte de
la célula, de moléculas capaces de reducir los nitratos y nitritos hasta amonio, lo cual,
est4 directamente relacionado con la utilizacion de la fuente carbonada para la
obtencién de energia.

En el medio GB5 se encuentra una mayor disponibilidad de nitratos que de iones
amonio. A este hecho hay que afiadir que las células en suspensién estan creciendo
en condiciones heterétrofas, obteniendo la energia a partir de la oxidacion de la
sacarosa, generando intermedios respiratorios mas simples y poder reductor. De este
modo, empiezan consumiendo primero los nitratos debido a la mayor disponibilidad de
aguellos y a que las células poseen suficiente poder reductor para reducir los nitratos a
iones amonio. El consumo de nitratos contribuye al aumento del pH del medio como
consecuencia del consumo de protones para la reduccién de los nitratos hasta amonio.
En un determinado momento, comienzan a utilizar las sales de amonio, probablemente
porque las concentraciones de nitratos y sales de amonio se equilibran y a las células
les resulta méas eficaz incorporar el amonio. Es entonces cuando se produce un ligero
descenso del pH ya que la entrada en la célula de iones amonio va acompafiada de la

salida de protones.

95



4.1 Produceidn deg frans-rgsveratrol

4.1.2 Caracterizacion de la produccion extracelular de trans-resveratrol en

suspensiones celulares de Monastrell

4.1.2.1 Estudio comparativo de los distintos tipos de ciclodextrinas para
incrementar la produccién de trans-resveratrol en suspensiones celulares de

Monastrell

El efecto de diferentes tipos de CD, tanto de origen natural como sintéticas, para
estimular la produccién de t-R en suspensiones celulares de vid se muestra en la
Tabla 4.2. La concentracién de CD que se empled para este ensayo fue de 50 mM con
la finalidad de que actuasen como inductoras y secuestradoras de t-R, excepto en el
caso de la CD natural, que se utilizé a una concentracion de 15 mM debido a que su
méaxima solubilidad en agua a 25°C es 18 mM.

Tabla 4.2 Capacidad de los diferentes tipos de CD para inducir la produccién de t-R en

suspensiones celulares de vid. Nd: no detectado. *CD natural que se utilizd6 a una
concentracion de 15 mM.

t-R g/L
Tipo de CD g/L de CD en el Gamay Monastrell
medio
Sin CD 0 Nd Nd
CDM 66.5 1.53+0.07 1.68+0.06
CDH 69.0 0.50+0.03 0.38+0.05
G2-CD 72.8 0.20+0.02 0.33+0.02
Sulfo-CD 92.6 Nd Nd
CDh* 17.0 0.02+0.00 0.03+0.00

Como se muestra en la Tabla 4.2, las CDM fueron las que dieron lugar a los valores de
producciéon de t-R mas altos tanto en el cv Monastrell como en Gamay, en
comparacion con los datos de produccion obtenidos con CDH. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en ambas lineas celulares con ninguno de los
tratamientos. Por otra parte, la CD natural ramificada G2-CD también fue capaz de
inducir la sintesis de t-R aunque en menor medida que las sintéticas CDM y CDH. Por
ultimo, la sulfo-CD resulté ser toxica para las células a la concentracion ensayada (50
mM).

En las dos lineas celulares se detecté como producto mayoritario el t-R y la aparicién
del isbmero c-R se produjo en la linea celular Gamay ya que en la linea Monastrell se
acumulaba sélo el isémero trans. Este hecho se debe a que la enzima responsable de
la sintesis del resveratrol (estilbeno sintasa) da lugar al isébmero trans y su
transformacion en cis se debe a un proceso de fotoisomerizacién (Bru et al. 2006). Por

tanto, la aparicion de formas cis en el cultivar Gamay se debe a que su crecimiento se
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realiza en condiciones de fotoperiodo mientras que la linea celular Monastrell se crece

en oscuridad.

4.1.2.2 Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas

metiladas al azar

Debido a los excelentes resultados obtenidos en el ensayo anterior con CDM, se
decidié estudiar el efecto que tendria sobre la produccion de t-R, la adicién de distintas
concentraciones de CDM. Los ensayos de elicitacién se realizaron al inicio de la fase
estacionaria ya que el modelo de produccion de metabolitos secundarios mas
extendido es aquel en el que el cese de la actividad proliferativa celular conduce a una

diferenciacién bioquimica del cultivo (Mantell y Smith 1983).
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Figura 4.3 Acumulacion extracelular de t-R a lo largo del tiempo en suspensiones celulares de
Monastrell elicitadas con distintas concentraciones de CDM (5, 10, 25, 50 mM). Control:
triangulos negros; CDM 5 mM: cuadrados blancos; CDM 10 mM: circulos negros; CDM 25 mM:
triangulos blancos; CDM 50 mM: cuadrados negros.

Para averiguar el efecto de la concentracion de CDM sobre la produccién de t-R, las
suspensiones celulares de Monastrell se incubaron en presencia de distintas
concentraciones de CDM (5, 10, 25 y 50 mM) durante 96 horas. Como se aprecia en la
Figura 4.3, los cultivos control (sin CDM) no acumulaban t-R, mientras que, en
presencia de CDM, la produccion de t-R aumenta conforme se incrementa la
concentracion de CDM. De hecho, incluso a las concentraciones mas bajas de CDM
se produce acumulacién de t-R, de manera que éste se incrementa de manera
progresiva hasta las 96 horas de tratamiento. Durante todo este tiempo el medio de

cultivo permanecia transparente y sin turbidez ni precipitacion de particulas, incluso en
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los casos de mayor acumulacion de t-R, lo cual implica un aumento de la solubilidad
del t-R en el medio GB5 debido a la presencia de las CD que forman complejos de
inclusion aumentando la solubilidad del t-R en medios acuosos.

La concentracion de CDM que dio lugar a los valores de producciéon méas elevados fue
la de 50 mM siendo éstos significativamente diferentes al resto de concentraciones
ensayadas, por lo que los ensayos posteriores con CDM se realizaron a esta

concentracion.

4.1.2.3 Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas
metiladas al azar solas o en combinacion con jasmonato de metilo, a distintos

voliumenes de empaquetamiento celular

El objetivo de estos ensayos era determinar cudl era la densidad celular mas
adecuada para la produccion de t-R, utilizando como parametro de medida el VEC.
Dicho pardmetro esta directamente relacionado con la cantidad de biomasa por
volumen de suspension celular total (densidad celular).

En la Figura 4.4 se observan los valores tanto de productividad (t-R mg/g PF) como de
produccion (mg/L) de suspensiones celulares de Monastrell tratadas con CDM. La
cantidad de t-R secretado al medio por las células varia de forma inversa al VEC, ya
que con un VEC del 25% (4.5 mg/g PF), la productividad es 1.6 veces mayor que
cuando se utiliza un VEC del 50% (2.8 mg/g PF) y 3.7 veces mayor que cuando el
VEC es del 75% (1.2 mg/g PF). Un comportamiento similar se observa cuando se
analizan los resultados en mg/L, ya que la concentracion de t-R producido por las
suspensiones celulares aumenta conforme el VEC disminuye. Estas diferencias en los
niveles de produccién de t-R en funcion de las diferentes densidades celulares
ensayadas, aunque no son muy elevadas, son significativamente diferentes y sugieren
que, para obtener una produccion de t-R maxima, habria que trabajar a baja densidad
celular, lo cual haria el proceso de escalado y paso a biorreactores convencionales
inviable, ya que su produccion industrial no seria econémicamente rentable.

Debido a que los complejos de inclusion que forman las CDM con el t-R son de tipo
1:1 (Morales et al. 1998), la produccion de t-R, en cualquiera de estas fases, se podria
incrementar aun mas ya que la concentracion de t-R méaxima producida se encuentra
muy por debajo de la concentracién de CD afadida (66.5 g/L). Esta bien establecido
que el uso combinado de diferentes elicitores puede mejorar la produccion de
metabolitos en multitud de cultivos celulares (Zhao et al. 2000). Por tanto, una manera

de incrementar la produccion seria la adicién de un segundo elicitor. De esta manera,
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la cantidad de t-R producida por las suspensiones celulares con alto y medio VEC se
incrementaria rellenando las CD que quedan vacias. Existen numerosos estudios que
demuestran que el MJ esta implicado en la sefializacion local y sistémica del estrés
bidtico y abidtico (Turner et al. 2002), asi como en la regulacion de procesos
fisiologicos y expresion de genes. Asimismo, se sabe que la adicion exdgena de
jasmonatos desencadena respuestas de defensa a estrés, entre las que se incluyen la
biosintesis de fitoalexinas (Farmer et al. 1992).
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Figura 4.4 Acumulacion extracelular de t-R en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas
con CDM solas o en combinacién con MJ a distintas densidades celulares. Se han
representado tanto la produccién (mg/L) como la productividad de t-R (mg/g PF). En color gris
CDM y en rosa CDM+MJ.

Para comprobar esta hipo6tesis se realiz6 un estudio de la produccién de t-R en
relacion a la biomasa celular en suspensiones celulares elicitadas con CDM y MJ,
como segundo elicitor. Estudios realizados por otros autores (Gunlach et al. 1992;
Mizukami et al. 1993; Ketchum et al. 1999; Sanchez-Sampedro et al. 2005) mostraron
que la concentracion de MJ éptima para la induccion de metabolitos secundarios en
suspensiones celulares de distintas especies vegetales era de 100 uM, por lo que se

decidi6 trabajar a esta concentracion.
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En la Figura 4.4 se muestra la produccion y productividad de t-R en funcion del
aumento de densidad celular en presencia de CDM y MJ. Los valores de produccion
observados utilizando un VEC del 50% fueron 1.4 veces inferiores a los observados
con un VEC del 25%. En cuanto a la produccién de t-R con un VEC del 75% resulté
ser entre 1.3 y 1.9 veces inferior que cuando se utilizan VEC del 50 y del 25%,
respectivamente. La utilizacion de una densidad celular correspondiente a un VEC del
75% no es viable en biorreactores debido a problemas de aireacion y agitacion que
requiere el sistema de produccién. Una alta densidad celular incrementaria la
viscosidad de la suspensién celular, reduciendo, de forma significativa, la eficiencia de
la transferencia de oxigeno en biorreactores. Una forma tradicional de aumentar la
transferencia de oxigeno es aumentando la velocidad de agitacion y/o la aireacion. Sin
embargo, estas estrategias, presentan limitaciones como el dafio celular debido a
estrés causado por el efecto cizalla de las paletas agitadoras y la reduccién de la
productividad debido a la evaporacion de volatiles esenciales (Thanh et al. 2006).
Debido al elevado incremento en la produccién de t-R que supuso la introduccién de
un segundo elicitor (MJ) se procedié a la optimizaciéon de la concentracién de MJ

utilizando una densidad celular intermedia.

4.1.2.4 Elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell a densidad celular
intermedia con ciclodextrinas metiladas al azar y diferentes concentraciones de

jasmonato de metilo

Como se observa en la Figura 4.5, la combinacion de CDM y MJ, a densidad celular
intermedia y a distintas concentraciones de éste Ultimo elicitor, provocé un aumento
significativo de la biosintesis de t-R, incluso a las concentraciones de MJ mas bajas
ensayadas. El pico de productividad maxima se observé en las suspensiones celulares
que contenian 50 mM de CDM y 100 uM de MJ, siendo ésta 3.1 veces superior al
tratamiento s6lo con CDM. Los tratamientos con CDM en presencia de 5y 25 uM de
MJ superaron 1.7 veces el tratamiento solo con CDM. Cuando se utilizaron
concentraciones superiores de MJ (270 y 450 uM) combinadas con CDM (50 mM), la
produccion de t-R observada fue del mismo orden que en los tratamientos realizados
s6lo con CDM (Figura 4.5). El efecto de la adicion de MJ, a concentraciones elevadas,
sobre la produccion de t-R no se debidé a un efecto téxico del etanol requerido para la
disolucién del MJ. Sin embargo se observé una disminucion del crecimiento expresado
en pérdida de PF recogido al final del experimento (Figura 4.5). Esta disminucion del

PF se manifiesta tanto cuando las células se cultivan en presencia de MJ solo o en
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combinacién con CDM. Ademas, en los experimentos control realizados en presencia
de MJ y ausencia de CDM, no se detectd produccién de t-R (datos no mostrados). Por
lo tanto, el efecto de la adicién conjunta de MJ y CD sobre la produccion de t-R no se
debe a un efecto aditivo sino a un efecto sinérgico de ambos elicitores.
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Figura 4.5 Produccién de t-R en suspensiones celulares de Monastrell albina elicitadas con
CDM vy diferentes concentraciones de MJ. Las barras blancas representan la produccién (mg/L)
y en barras violetas la productividad (mg/g PF) de t-R.

4.1.2.5 Efecto de la adicién de ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de

metilo sobre la biomasa celular

Para determinar el efecto que produce la adicion de los elicitores ensayados sobre el
crecimiento celular se partié de un peso fresco inicial de 20 g de células en 100 mL de
medio de cultivo. Transcurridas 96 horas, las células se pesaron y se observd un
aumento del crecimiento, expresado en PF, tanto en las células control como en las
tratadas con MJ, a la concentracion mas baja (5 uM) asi como en aquellas tratadas
s6lo con CDM, no existiendo diferencias significativas entre estos tratamientos. En los
tratamientos con MJ a las concentraciones de 25 y 50 uM no se produjo aumento del
crecimiento pero tampoco disminucion del PF. Sin embargo, cuando se utilizan

concentraciones superiores de 100 uM MJ se producia una disminucién del PF. Por
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ualtimo, en todos los tratamientos combinados de CDM y MJ se produjo un descenso
muy brusco del PF, incluso a las concentraciones mas bajas de MJ.
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Figura 4.6 Efecto de la adicién de distintas concentraciones de MJ sobre el crecimiento de
suspensiones celulares de Monastrell en presencia y ausencia de 50 mM de CDM.

4.1.2.6 Estudio temporal de la produccidon de trans-resveratrol en suspensiones
celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o

jasmonato de metilo

El analisis de la produccién de t-R a lo largo del tiempo se realizé tomando muestras
periddicamente hasta las 288 h. En la Figura 4.7 se muestra el cromatograma de los
estilbenoides procedentes del medio extracelular a tiempo final (288 h) de
suspensiones celulares de Monastrell, tanto en condiciones control como elicitadas. En
la Tabla 4.3 s6lo se muestran los resultados de los tratamientos de las suspensiones
celulares elicitadas con CDM y con la combinacién de éstas con MJ, ya que ni en los
tratamientos control ni en los de MJ se observé produccion de t-R. Sin embargo,
Donnez et al. (2011) obtuvieron 150 mg/L de t-R utilizando la linea celular 41B
elicitada durante 96 h con 200 uM MJ. En los tratamientos con CDM solas o en
combinacién con MJ se observé una acumulacion continua de t-R incrementandose en
el tiempo hasta hasta el final del experimento. La produccion maxima de t-R observada

a las 168 h fue 4 veces superior a la producida en presencia de CDM solas en ese
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mismo tiempo. La productividad (mg/L/dia) de t-R mas elevada en ambos tratamientos
(CDM solas o en combinacion con MJ) se produjo a las 72 h, coincidiendo con la
maxima expresion del gen de la estilbeno sintasa 1 (Lijavetzky et al. 2008).

Tabla 4.3 Acumulacién de t-R en el medio de cultivo a lo largo del tiempo en suspensiones
celulares de Monastrell elicitadas en medio GB5 con CDM en presencia y/o ausencia de MJ

Duracién del CDM CDM+MJ CDM CDM+MJ
tratamiento Jicd ; Joctividad di
(Horas) Produccion t-R (mg/L) Productividad t-R (mg/L/dia)
4 2.1+0.3 9.0+0.1 - -
24 127.6 £0.1 325.2+3.9 127.6 £0.1 325.2+3.9
72 499.5+99 14039+ 3.1 166.5 + 3.3 467.9+1.0
96 539.3+9.7 1542.7 + 8.1 134.8+2.4 385.7+2.0
120 522.2+8.1 2032.9+ 8.8 1044+ 1.6 406.6 £+1.8
144 646.9+2.1 2686.4 £ 9.5 107.8+0.4 4477+ 1.6
168 737.0+ 4.6 3047.6 £9.4 105.3 £ 0.7 4354 +1.3
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Figura 4.7 Cromatograma de los estilbenoides procedentes del medio extracelular de
suspensiones celulares de Monastrell. Se ha representado tanto el tratamiento control (negro)
como en las elicitadas con MJ (blanco), CDM (rojo) y CDM+MJ (verde), transcurridas 168 h de
tratamiento.

Zamboni et al. (2006) analizaron las variaciones en los niveles de t-R en cuatro
genotipos diferentes de Vitis, en respuesta a la elicitacion con CDM. De este modo, los

cultivos celulares obtenidos del cruce entre V. riparia x V. berlandieri y V. amurensis
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producian niveles de t-R superiores (911.3 y 225.2 mg/L, respectivamente) que los
obtenidos en Pinot noir (0.51 mg/L) o Merzling (4.3 mg/L) tras 48 h de tratamiento. Los
resultados obtenidos por estos autores fueron similares a los obtenidos en Monastrell
ya que, la productividad de t-R en cultivos celulares de V. riparia x V. berlandieri fue de
455.6 mg/L/dia y en Monastrell fue de 467.9 mg/L/dia de t-R. Las diferencias en los
niveles de t-R en los diferentes genotipos de Vitis podrian estar relacionadas con los
diferentes niveles de respuestas de defensa. Estos resultados ponen de manifiesto la

importancia de la seleccion de lineas celulares altamente productoras.

4.1.2.6.1 Caracterizacion de la produccién intracelular de estilbenoides en
cultivos celulares de Monastrell elicitados con ciclodextrinas metiladas al azar

y/o jasmonato de metilo

En la Figura 4.8 se muestran los estilbenos presentes en el interior de las células de
Monastrell tanto control como elicitadas durante el méximo tiempo ensayados (168 h).
El analisis cromatogréfico de las muestras revel6 que la concentracion intracelular de
t- y ¢c-R fue considerablemente menor (Tabla 4.4) que la detectada en el medio
extracelular (Tabla 4.3). Sin embargo, en ambos casos el estilbeno mayoritario
detectado fue t-R y el tratamiento que condujo a un mayor incremento fue la
combinacién de CDM+MJ.

Tabla 4.4 Produccion de estilbenos (expresado en ug/g PF) en células de V. vinifera elicitadas
con CDM (50 mM) y MJ (100 uM) solas o en combinacién, transcurridas 168 horas de
tratamiento. Los valores representados son las medias + SD de tres experimentos
independientes.

CONTROL MJ CDM CDM+MJ
trans-piceida 1.170+0.210 0.488+0.058 5.188+1.794 4.135+0.546
cis-piceida 0.330+0.058 0.273+0.058 1.404+0.274 0.799+0.175
trans-resveratrol 0.456+0.125 1.015+0.465 0.319+0.205 24.624+8.322
cis-resveratrol 0.114+0.159 0.194+0.068 0.148+0.011 3.328+0.239
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Figura 4.8 Cromatograma de los estilbenoides intracelulares de Monastrell tanto en células

control (negro) como en las elicitadas con MJ (blanco), CDM (rojo) y CDM+MJ (verde),

transcurridas 168 horas de tratamiento.

4.1.2.7 Efecto del medio mineral basal sobre la producciéon de trans-resveratrol
en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas

al azar y/o jasmonato de metilo

En la Figura 4.9 se muestra la produccion de t-R acumulada en el medio de cultivo por
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM solas 0 en combinacién con
MJ después de 96 y 168 h de estimulacion utilizando el medio MS, como medio
mineral basal para la elicitacion. La produccion de t-R detectada en el medio MS de los
cultivos elicitados durante 96 h con CDM (400 + 10 mg/L) fue similar a la obtenida en
el medio GB5 (540 + 20 mg/L, Tabla 4.3). Esta similitud se mantiene a las 168 h
aungue la produccion de t-R ligeramente superior en el medio MS (737 + 5 mg/L) que
en el GB5 (539 + 10 mg/L, Tabla 4.3). Sin embargo, en los tratamientos combinados
se observaron valores de produccién de t-R superiores en el medio GB5 (1542 + 8
mg/L, Tabla 4.3) que en el MS (933 £ 212 mg/L) a las 96 h de tratamiento. Esta
diferencia en la produccion de t-R se mantiene a las 168 h de tratamiento ya que dicha
produccion en medio MS fue de 1720 + 130 mg/L, mientras que en el medio GB5
alcanzo los 3050 + 10 mg/L (Tabla 4.3).
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Figura 4.9 Produccién de t-R en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas en medio de
cultivo MS con CDM solas (gris) o en combinacion con MJ (rosa).

4.1.2.8 Variacién anual de la produccién de trans-resveratrol en suspensiones
celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y

jasmonato de metilo

La linea celular Monastrell establecida en cultivo in vitro desde 1990 (Apartado 3.1.1
de Materiales y Métodos), a pesar de ser una linea altamente productora de t-R ha
sufrido variaciones en la produccion extracelular de este metabolito a lo largo de los
anos.

Como se observa en la Figura 4.10 entre los afios 2005 y 2006 se produjo el mayor
descenso en la produccion de t-R siendo 1.6 veces en el tratamiento con CDM y de
2.5 veces en el de CDM+MJ. Entre los afios 2006 y 2008 se observd una leve
tendencia al aumento de la produccion pero que no llegé a ser significativamente
diferente entre estos. La produccion media de t-R en el afio 2009 fue la mayor
registrada desde 2006, siendo significativamente diferente a los afios 2006 y 2007 y no
observandose diferencias con los afios 2008 y 2010. Se ha observado una tendencia a
la estabilizacion de la produccion anual de t-R siempre que se renueven las
suspensiones celulares cada afio y se mantengan constantes las condiciones de

elicitacion.
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Figura 4.10 Variacién anual de la produccion de t-R en suspensiones celulares elicitadas
durante 96 horas con CDM separadamente (gris) o en combinacién con MJ (rosa).

4.1.2.9 Efecto de la luz UV-C y UV-A sobre la produccién de trans-resveratrol en
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al

azar y jasmonato de metilo

La luz UV se ha considerado un elicitor fisico que induce la biosintesis de estilbenos
en vid (Douillet-Breuil et al. 1999; Gonzalez-Barrio et al. 2006). Por este motivo, se
estudio el efecto de la exposicion de las suspensiones celulares de Monastrell a la luz
UV-Ay C en presencia de CDM solas o en combinacién con MJ.

Las suspensiones celulares expuestas a la luz UV-C en presencia o ausencia de MJ
dieron lugar a una acumulacion extracelular de t-R insignificante (practicamente cero,
datos no mostrados) en comparacion con la acumulacién producida en los
tratamientos que contenian CDM.

Las suspensiones celulares tratadas con CDM y MJ seguidas de exposiciones cortas o
largas a la luz UV-C dieron lugar a niveles mas bajos de t-R (5 y 30 min, 1.14 + 0.36 y
30 min, 0.20 £ 0.03 mg/g PF, respectivamente) que las no expuestas a luz UV-C (6.72
+ 1.03 mg/g PF), por lo que el efecto de la luz UV-C era claramente perjudicial para la
produccion de t-R. De hecho, exposiciones prolongadas a la luz UV-C de 15 y 30 min
o incluso 120 min (datos no mostrados) daban lugar a una reduccién drastica de la
acumulacién extracelular de t-R aunque no se observo pardeamiento de los cultivos en
ninguno de estos tratamientos. Datos muy similares se observaron cuando las

suspensiones celulares tratados con CDM solas fueron expuestas a la luz UV-C. Solo

107



4.1 Produceidn deg frans-rgsveratrol

el tratamiento CDM no irradiado con luz UV-C mostré diferencias significativas (3.1

mg/g PF), respecto a su homologo no expuesto (CDM+MJ).
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Figura 4.11 Efecto del tiempo de exposicién a la luz UV-C (254 nm, 10 uW/cm?), sobre
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas durante 96 h, en presencia de CDM (a) o

CDM+MJ (b).

Sin embargo, cuando las suspensiones celulares se elicitaron con CDM y MJ y se
expusieron a la luz UV-A, se obtuvieron los maximos niveles de t-R a tiempos largos
(30 y 90 min, 8.26 £ 0.48 y 7.20 + 1.14 mg/g PF, respectivamente), aunque no se
observaron diferencias significativas entre éstas y las no expuestas tratadas con los

elicitores (CDM y MJ, 6.72 + 1.03 mg/g PF).
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Las exposiciones cortas a la luz UV-A dieron lugar a una caida en la produccion de t-
R, en comparacion con los cultivos celulares no expuestos. Esta disminucion fue méas
drastica cuando las células se elicitaron con CDM+MJ (15 min, 3.18 + 0.62 mg/g PF)
que con CDM solas (2.20 + 0.15 mg/g PF). Ademas, se observé que cuando las
suspensiones celulares elicitadas con CDM eran expuestas a luz UV-A durante 30
min, se producia un ligero incremento en la produccién de t-R (4.50 £ 0.30 mg/g PF)

en comparacion con las no expuestas (3.15 + 0.35 mg/g PF).
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Figura 4.12 Efecto del tiempo de exposicién a la luz UV-A (360 nm, 10 pW/cm®), sobre
suspensiones celulares de Monastrell, elicitadas durante 96 h, en presencia de CDM (a) o

CDM+MJ (b).
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Estos resultados sugerian que las exposiciones prolongadas a luz UV-A (30 y 60 min)
sélo incrementaban ligeramente los niveles de t-R cuando las células eran elicitadas
con CDM, pero no incrementaban la produccion de t-R cuando MJ también estaba
presente, lo que sugiere un efecto antagonico entre MJ y luz UV-A ya que durante las
exposiciones cortas se producia un descenso brusco de la produccion de t-R en
presencia de MJ.

Al igual que en el caso de la luz UV-C, cuando las suspensiones celulares se
irradiaron con luz UV-A en presencia o ausencia de MJ (sin CDM) no dieron lugar a
produccién de t-R ni se observé pardeamiento a 15 y 30 min (datos no mostrados). En
este sentido, la luz UV aunque no es beneficiosa para la produccién de este metabolito
no resulta perjudicial para el cultivo celular.

Son escasos los articulos que se pueden encontrar en los que se muestren los efectos
de la luz UV-C sobre la produccidon de t-R en cultivos celulares de vid y la mayoria de
las investigaciones realizadas estan dirigidas al aumento del contenido de estilbenos
en uvas (Adrian et al. 2000; Versari et al. 2001; Cantos et al. 2003; Gonzalez-Barrio et
al. 2006), hojas (Douillet-Breuil et al. 1999; Pezet et al. 2003) y callos (Keller et al.
2000; Keskin & Kunter 2008).

Keller et al. (2000) observaron que so6lo eran capaces de producir estilbenos los callos
cv Cabernet-Sauvignon irradiados con luz UV-C que se encontraban en crecimiento
activo, mientras que los callos mas viejos habian perdido esta capacidad. Keskin y
Kunter (2008) obtuvieron resultados similares en callos de Cabernet-Sauvignon
irradiados con luz UV-C. Estos autores observaron que el efecto de la luz UV-C sobre
la produccion de t-R dependia de la edad del callo, ya que la mayor produccion de t-R
se encontrd en los callos de 12 dias (62.66 + 0.40 ug/g PF) en comparacién con los
valores que obtuvieron con los callos de 15 dias (18.12 + 0.10 pg/g PF) a un mismo
tiempo de exposicion a la luz UV (15 min). Los resultados obtenidos por Keskin y
Kunter (2008) podrian explicar los bajos niveles de t-R obtenidos cuando los cultivos
de Monastrell se irradiaron con luz UV-C (15 min) y se elicitaron con CDM solas (0.16
+ 0.21 mg/g PF) o en combinacién con MJ (0.24 + 0.29 mg/g PF) ya que estos
experimentos de elicitacion se realizaron utilizando cultivos de Monastrell de 12-14

dias, los cuales estan entrando en fase estacionaria.
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4.1.2.10 Efecto de la adicion de fosetil de aluminio sobre la produccién de trans-
resveratrol en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con

ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de metilo

FAI, es un compuesto quimico que se utiliza como fungicida sistémico contra el mildia
de la vid, ya que actua reprimiendo el desarrollo de P. viticola (causante de dicha
enfermedad) en los lugares de la planta en donde se ha producido la infeccién por el
hongo. Aunque el FAI (1.5 mM) o sus productos de hidrolisis no son capaces de
provocar la activacion de las reacciones de defensa tipicas en las células de vid
cultivadas in vitro (produccién de t-R y derivados), se trata de un compuesto que
disminuye la presencia de ciertas peroxidasas extracelulares acidas (A, y As) y basicas
(B, y B3) (LOpez-Serrano et al. 1997) a la concentraciébn antes mencionada. Las
peroxidasas son las responsables del acoplamiento oxidativo de las unidades de t-R
para la sintesis de viniferinas (Langcake y Pryce 1977), por lo que una disminucion de
las isoenzimas extracelulares podria resultar en un aumento de la concentracion del t-
R en el medio de cultivo que a su vez se encuentra fuertemente inducido por la
elicitacion conjunta con CDM y MJ.

Por este motivo se estudi6 el efecto de este compuesto sobre las suspensiones
celulares de Monastrell en presencia de CDM separadamente o en combinaciéon con
MJ.
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Figura 4.13 Produccion de t-R en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM
solas o0 en combinacién con MJ y/o fosetil de aluminio. En barras blancas se ha representado la
produccion (mg/L) y en barras violetas la productividad de t-R (mg/g PF).
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En la Figura 4.13 se muestra la produccion extracelular de t-R en suspensiones
celulares elicitadas con CDM solas o en combinacion con MJ y/o FAI. Los tratamientos
con MJ o FAI solos, asi como la combinacion de ambos, no dio lugar a la produccion
de t-R por lo que no se han representado en la Figura 4.13. Cuando se utiliz6 FAI en
combinacién con CDM se produjo una disminucion de la produccion de t-R que no fue
significativamente diferente del tratamiento con CDM solas. Siguiendo la misma
tendencia, el tratamiento combinado de CDM con MJ y FAI condujo a una caida
drastica de la produccion extracelular de t-R (620 + 20 mg/L) con respecto al
tratamiento homdélogo, sin FAI (1280 + 60 mg/L).

4.1.2.11 Efecto de distintas concentraciones de sacarosa y jasmonato de metilo
sobre la produccién de trans-resveratrol en suspensiones celulares de
Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar

Para estudiar el efecto de distintas concentraciones de sacarosa y MJ sobre la
produccién extracelular de t-R, las suspensiones celulares de Monastrell se elicitaron
en medios que contenian 10, 20 y 30 g/L de sacarosa y concentraciones variables de
MJ (25, 50, 100 y 270 uM), manteniendo la misma concentracion de CDM (50 mM) en
todos los experimentos. Como puede observarse en la Figura 4.14, la concentracion
de MJ mas apropiada para incrementar la produccién de t-R depende de los niveles de
sacarosa en el medio de cultivo ya que cuando las suspensiones celulares se
elicitaron en presencia de CDM y MJ en medios suplementados con 10 g/L de
sacarosa, la produccién maxima de t-R se observé en los tratamientos que contenian
25 pM de MJ, alcanzando un valor de 2097.6 + 132,3 mg/L, que se mantiene
constante conforme la concentracién de MJ aumenta en estos medios (10 g/L).
Cuando las suspensiones celulares se elicitaron en medios de cultivo suplementados
con 20 g/L de sacarosa, los niveles maximos de t-R (2714.9 = 205.2 mg/L) se
alcanzaron en los tratamientos combinados de CDM y 100 uM MJ, no observandose
diferencias significativas entre estas condiciones y las suspensiones celulares
elicitadas en medios suplementados con 30 g/L de sacarosa y tratadas con CDM 50
uM MJ (2518.5 + 105.8).

Como se aprecia en la Figura 4.14, la produccion mas baja de t-R se obtuvo en los
tratamientos que contenian solo CDM (613-772 mg/L), no observandose diferencias
significativas al suplementar los medios de cultivo con las diferentes concentraciones

de sacarosa.
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Figura 4.14 Produccién de t-R por suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM
solas o en combinacion con MJ en medios de cultivo con distintas concentraciones de
sacarosa. Se ha representado la produccién (mg/L) y productividad (mg/g PF) de t-R de los
medios que contenian 10 g/L (blanco), 20 g/L (rosa) y 30 g/L (gris) de sacarosa.

La tendencia de la productividad de t-R en mg/g PF o en mg/g PF/dia fue similar a los
datos de produccion descritos. Sin embargo, cuando se analiza la productividad de t-R
en relacion a la sacarosa consumida (mg/g PF/g de sacarosa) se observé que con 10
g/L 'y 25 uM MJ la productividad era de 1.0 mg/g PF/g sacarosa mientras que para los
medios suplementados con 20 y 30 g/L de sacarosa eran de 0.7 y 0.4 mg/g PF/g
sacarosa, respectivamente. Aunque el crecimiento celular no se vio afectado por la
elicitacion en los medios de cultivo con las diferentes concentraciones de sacarosa,
este nutriente podria ser un factor limitante de la produccion de t-R en las
suspensiones celulares elicitadas en concentraciones bajas de sacarosa (10 g/L). Los
resultados obtenidos por Larronde et al. (1998) podrian apoyar este comportamiento
de las suspensiones celulares ya que cuando analiz6 el efecto de la adicion de

distintas concentraciones de sacarosa (34-68 g/L) sobre el contenido de polifenoles en
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suspensiones celulares de Gamay Fréaux, observaron que la sacarosa producia una
fuerte estimulacion de la acumulacion de antocianinas mientras que apenas se
producia acumulacion de estilbenos. Asimismo, Belhadj et al. (2008) estudiaron el
efecto de MJ (20 uM) en combinacion con un suplemento de sacarosa (27 g/L) sobre
la produccion de estilbenos. En estos ensayos, la acumulacion maxima de t-R en los
medios de cultivo, después de 18 h de tratamiento, fue de 52 nmol/g PF. En
condiciones similares de elicitacion (25 uM MJ y 20 g/L de sacarosa) y en presencia
de CDM, las suspensiones celulares de Monastrell produjeron 45 pmol de t-R/g PF
(1026 mg/L), lo que supone unas 865 veces mas que los niveles alcanzados por
Belhadj et al. (2008). Estos resultados muestran la dependencia de la concentracion
de la fuente carbonada ya que, solo cuando ésta constituye un factor limitante (10 g/L)
afecta a la produccion de t-R. Sin embargo, cuando la sacarosa se encuentra en el
medio de cultivo a concentraciones mayores, conforme esta concentracion es mayor,

menor es el requerimiento de MJ.

4.1.2.12 Efecto de la aireacién del medio de cultivo sobre la produccién de trans-
resveratrol por suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con

ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo

La determinaciéon del efecto del volumen de aire de matraces de diferente capacidad
sobre la produccién de t-R en suspensiones celulares de vid, se realiz6 con matraces
de 250, 500 y 1000 mL de capacidad, a los que se afiadi6 100 mL de suspension
celular a una densidad celular de 200 g PF /L.

A pesar de que la superficie de aireacién en el matraz de 1000 mL es 2.4y 1.5 veces
mayor que en los matraces de 250 y 500 mL respectivamente, no se encontraron
diferencias significativas entre los tres volimenes ensayados a igualdad de
tratamiento. Como se observa en la Figura 4.15, en los tratamientos que contenian
s6lo CDM, los valores maximos de produccion alcanzados se situaron sobre los 700
mg/L de t-R en todos los volimenes ensayados. Ademds, no se observaron
diferencias significativas en la produccién de t-R relacionadas con la superficie de
aireacion en cada uno de los tamafios de matraz ensayados. Sin embargo la
productividad de t-R observada en matraces de 250 mL (3.33 mg/g PF) fue
significativamente diferente a la observada en 500 y 1000 mL (4.11 y 4.88 mg/g PF,

respectivamente).
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Figura 4.15 Efecto de la aireacion del medio de cultivo sobre la produccion de t-R (mg/L) y la
productividad (mg/g PF) en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM solas o
en combinacién con MJ. Se ha representado tanto la producciéon (mg/L) como la productividad
(mg/g PF). Los tratamientos con CDM se representan en barras grises y los de CDM+MJ en
rosa.

En los tratamientos combinados de CDM y MJ se observé una ligera disminucién en la
produccién de t-R conforme aumentaba la capacidad del matraz que contenia la
suspension celular. La produccién de t-R encontrada en los matraces de 250 mL (1450
mg/L) resulté ser significativamente diferente a la analizada en los matraces de 1000
mL (1110 mg/L), no apreciandose diferencias significativas entre la produccién de t-R
en matraces de 500 mL (1270 mg/L) y la de los otros dos volumenes. Sin embargo, en
los valores de productividad, no se aprecian diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos. Esta tendencia de la productividad en los tratamientos
combinados de CDM y MJ con el aumento del volumen del matraz podria ser debida a
mayor evaporacion del MJ conforme aumenta la superficie de contacto entre la
suspension celular y la atmosfera interna del matraz. Por lo tanto, la produccion de t-R
no se ve afectada por la disponibilidad de oxigeno determinada por la aireacion y

agitacion de la suspension celular en los matraces de diferente capacidad analizados.
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El contenido gaseoso de los cultivos celulares vegetales es un factor importante para
la produccion de biomasa y de metabolitos secundarios. El intercambio de gases entre
la fase liquida y gaseosa es especialmente importante para el escalado de los cultivos
celulares (Thanh et al. 2006). Sin embargo, en matraces agitados no se puede
controlar el aporte de oxigeno, por lo que se optimiza la superficie de contacto entre
suspension celular y atmdsfera interna en la que el oxigeno se encuentra disuelto en
un 20%. En estas condiciones, no se ha encontrado un efecto significativo del oxigeno
sobre la produccién ni sobre la productividad, por lo que el aumento del volumen del
matraz podria interferir en la disponibilidad de MJ. Estudios realizados en biorreactores
con cultivos celulares y de raices de P. ginseng para la produccién tanto de biomasa
como de saponina (Thanh et al. 2006; Cheol-Seung et al. 2006) mostraron que la tasa
Optima de oxigeno era del 40%, mientras que en un porcentaje demasiado bajo (20.8 y
30%) o elevado (50%) resultaban perjudiciales tanto para el crecimiento como para la

produccién de saponina.

4.1.2.13 Efecto del escalado sobre la produccién de trans-resveratrol por
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al

azar y/o jasmonato de metilo

Para realizar estos ensayos se utilizaron matraces de 250, 500, 1000, 2000 y 5000 mL
de capacidad a los que se adicionaron 100, 200, 400, 800 y 1500 mL de suspension
celular, respectivamente. Para evitar el estrés que supone para el cultivo, el aumento
del volumen del matraz, el paso de las suspensiones celulares a matraces de mayor
tamafio se hizo de forma progresiva, manteniendo la suspension celular en el nuevo
volumen durante, al menos tres subcultivos, antes de comenzar los experimentos.

En la Figura 4.16 se observa que los cultivos elicitados con CDM solas proporcionan
un ligero aumento de la produccién y de la productividad conforme aumenta el tamafio
del matraz hasta 1 L (400 mL de suspension celular), donde se obtuvieron los mejores
resultados de produccion (762 + 71 mg/L) y de productividad (4.5 + 0.3 mg/g PF) de t-
R con este tratamiento. A continuacién se observo una ligera caida de la produccion y
de la productividad conforme aumentaba la capacidad del matraz. Por otra parte, las
suspensiones celulares elicitadas con CDM y MJ en matraces de 500 mL (200 mL de
suspension celular) dieron lugar a los mayores niveles de produccion de t-R (2140 £
90 mg/L) siendo significativamente diferente al resto de volumenes, cuya produccion
oscil6 entre 941 £ 90 y 1094 + 180 mg/g PF en matraces de 1 y 5 L respectivamente.

Sin embargo, estas diferencias disminuyen cuando se observan los datos de
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productividad ya que se obtuvieron 9.9 + 0.3 y 8.6 + 0.3 mg/g PF en matraces de 500

mL y 5 L, respectivamente.
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Figura 4.16 Efecto del escalado sobre la produccion (mg/L) y la productividad (mg/g PF) de t-R
por suspensiones celulares de Monastrell elicitadas solas o en combinaciéon con MJ. El
tratamiento con CDM se representa en barras grises y el tratamiento combinado de CDM+MJ
en barras rosa.

En la bibliografia, no se recogen articulos en donde se analice el efecto del escalado
en matraces de diferente capacidad ya que lo que se analiza fundamentalmente es la
produccion de metabolitos en biorreactores. Ferri et al. (2011) realizaron el escalado
de suspensiones celulares de V. vinifera cv Barbera en biorreactores de 1 L con 800
mL de suspension celular consistente en biomasa celular con cultivos celulares de 14
dias al 50% (v/v, indculo/medio fresco). Esto autores realizaron la elicitacion con
quitosan (50 y 100 mg/L) (Ferri et al. 2009) y en sus mejores condiciones de elicitacion

en ese volumen de suspension celular, obtuvieron una mezcla de estilbenoides entre
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los que se encontraba t- y c-R, tanto en el interior como en el exterior celular y cuyos
valores maximos fueron obtenidos el dia 15 tras la elicitacion (6 uM/g PS, de la mezcla
de isbmeros t- y c-R). En nuestro sistema en discontinuo, trabajando con el mismo
volumen de suspension celular en matraces de 2 L se obtuvieron 197 uM/g PS (450
mg/L) de t-R en el tratamiento con CDM y 310 uM/g PS (710 mg/L) de t-R con
CDM+MJ en 96 h y sin aparicion de derivados de resveratrol ni deteccion de la forma
cis. Sin embargo, a pesar de trabajar en el mismo volumen y densidad celular, estos
sistemas no son comparables ya que en nuestro caso trabajamos con matraces
(sistema discontinuo), mientras que un biorreactor es un sistema continuo que permite
controlar todas las variables que puedan afectar al cultivo, ademas del
aprovechamiento de las células durante varios ciclos de elicitacion. Por este motivo, se
decidié ensayar la capacidad de las células de Monastrell para producir t-R durante
ciclos de elicitacion continuos en matraces de 500 mL ya que fue donde se observaron
los valores mas altos de produccion y productividad.

4.1.2.14 Efecto de ciclos de elicitacion continua sobre la produccion de trans-
resveratrol en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con

ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo

La capacidad de las suspensiones para producir t-R a lo largo de sucesivos ciclos de
elicitacion se ensaydé mediante la recogida de células, lavado y transferencia de las
mismas a nuevos medios de elicitacién idénticos al de procedencia. La duracion de
cada ciclo de elicitacion fue de 96 horas.

Como se observa en la Figura 4.17, en presencia s6lo de CDM tras el primer ciclo de
elicitacion la produccién de t-R fue de 520 mg/L, observandose en el siguiente ciclo
una disminucién de la produccion de un 47.0% con respecto al primero. Asimismo, en
el tercer ciclo, esta disminucion ya alcanzaba el 78.8% respecto al primero. A partir del
cuarto ciclo la produccién ya es del orden de 13 veces menor que en el primero
(reduccion del 92.3%). En cada uno de los ciclos las diferencias eran
significativamente diferentes respecto al tratamiento anterior.

En el caso de los tratamientos combinados de CDM y MJ se observé que la
produccion en el primer y segundo ciclo era de 2130 y 2030 mg/L de t-R,
respectivamente, no observandose diferencias significativas entre ellos. En el tercer
ciclo de elicitacion se produjo un aumento considerable de t-R (3260 mg/L), volviendo
a los niveles de partida en el cuarto ciclo (1800 mg/L de t-R). En los ciclos 5y 6 se

observé una produccion de t-R de 1100 y 810 mg/L, respectivamente, produccion que
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disminuy6 hasta 610 y 390 mg/L en los ciclos 7 y 8, respectivamente. Tanto en los
tratamientos con CDM solas como en los combinados con MJ, la productividad y la
significancia de los datos siguen la misma tendencia que en el caso de la produccién.
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Figura 4.17 Efecto de ciclos de elicitacion continuos sobre la producciéon de t-R (mg/L) y
productividad (mg/g PF) en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM solas o
en combinacién con MJ. El tratamiento con CDM se representa en barras grises y el de
CDM+MJ en barras rosa.

La re-elicitacién de los cultivos celulares puede realizarse de distintas formas, asi
Wang y Zhong (2002) consiguieron aumentar la produccion de taxol en matraces hasta
un 60% tras una segunda adicién de MJ (sin cambiar el medio de cultivo). Asimismo,
la re-elicitacion de cultivos celulares de Escholztia californica, con cambio de medio de
cultivo, resultdé ser un método efectivo para aumentar la produccion de alcaloides
(Byun 2000). Sin embargo, la re-elicitacion de cultivos celulares de S. marianum con
MJ parece no ser la solucion mas adecuada para aumentar la produccion de silimarina
(Sanchez-Sampedro et al. 2009). Por el contrario, cuando la re-elicitacion de estos
cultivos iba acompafiada de un cambio de medio fresco, se conseguian evitar los

efectos toxicos causados por la acumulacion de altas concentraciones de MJ en el
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medio pero a las 48 horas no se observaban diferencias significativas entre los que
habian recibido una o mas dosis de MJ. Para evitar los efectos negativos o la
insensibilidad de los cultivos de S. marianum a la exposicién repetida de MJ, Sanchez-
Sampedro et al. (2009) llevo a cabo un método semi-continuo en el cual los ciclos de
elicitacién iban seguidos de ciclos de descanso, en los que solo se afiadia medio
fresco (sin MJ). Este sistema permitié una alta produccién de silimarina a lo largo del
tiempo y sin pérdida de productividad. Por el contrario, en el caso de Monastrell, el
cambio de medio de cultivo por otro con una nueva dosis de elicitores (CDM+MJ)
permite continuar la produccién de t-R, aunque se observé un ligero pardeamiento de
las células en el tratamiento combinado de CDM+MJ a partir del ciclo 4, sin embargo
no se observo esta respuesta de las suspensiones celulares en el tratamiento de CDM

solas.

4.1.2.15 Efecto de la adicion de compuestos implicados en respuestas de
defensa (acido salicilico y etileno) sobre la produccién de trans-resveratrol en
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al

azar y/o jasmonato de metilo

El efecto que tienen determinados compuestos tales como SA y ET sobre la
produccion de t-R se determindé mediante la adicion de estas moléculas a cultivos
celulares elicitados con CDM solas o en combinacién con MJ (Figura 4.18). Como se
observa en la figura, los tratamientos combinados con CDM y ET dieron lugar a un
aumento de la acumulacién extracelular de t-R aunque éste no llegdé a ser
significativamente diferente de los tratamientos que contenian CDM solas. En las
suspensiones celulares tratadas con CDM y SA se producia una disminucion de la
produccion de t-R que tampoco fue significativamente diferente de los tratamientos
s6lo con CDM. Ademas, las suspensiones celulares tratadas con CDM y MJ tanto en
presencia como ausencia de ET, dieron lugar a los valores mas elevados de
produccion. En contraste con estos resultados, la combinacion de CDM con SA en
presencia de MJ y/o ET produjo una disminucién de la produccion de t-R respecto a
su correspondiente tratamiento sin SA. Finalmente, en los tratamientos que contenian
los cuatro compuestos simultdneamente se observaron niveles de t-R similares a los
obtenidos en los tratamientos con CDM y MJ en presencia y ausencia de ET. Los
tratamientos que no contenian CDM no se han representado en la figura por los bajos

niveles de t-R observados en ellos.
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A la vista de los resultados obtenidos, se puede deducir que SA ejerce un efecto
negativo y antagénico con MJ/ET sobre la produccion de t-R en suspensiones de

Monastrell elicitadas con CDM.
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Figura 4.18 Efecto de la adicion de compuestos relacionados con la defensa sobre la
produccion de t-R (mg/L, barras blancas) y productividad (mg/g PF, barras violetas) en
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM y/o MJ. SA y ET se adicionaron a
100 y 500 uM, respectivamente.

Los jasmonatos actian como transductores de sefiales de los elicitores para la
produccion de metabolitos secundarios (Farmer et al. 2003). La aplicacion exdgena de
jasmonatos tanto a cultivos celulares como a plantas completas es capaz de estimular
la biosintesis de terpenoides, flavonoides, alcaloides y compuestos fendlicos
(Gundlach et al. 1992; Mueller et al. 1993; Tamogami et al. 1997).

El ET es un compuesto que produce la liberacion de la hormona volétil, etileno, que
regula un amplio rango de procesos en las plantas, que abarcan desde el crecimiento
y el desarrollo a respuestas de defensa. Sin embargo, no es una sefial comun en la
induccién del metabolismo secundario. A pesar de esto, existen evidencias de
acumulacién de metabolitos secundarios debido al ET, aunque en algunos casos
puede afectar también de forma negativa (Zhao et al. 2005). El ET es capaz de

aumentar la produccion de flavonoides, antocianinas y estilbenoides en cultivos
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celulares de V. vinifera mediante la sobre-expresion de los genes implicados en su
ruta biosintética (Chung et al. 2001; El-Kereamy et al. 2003). La produccién inducida
de algunos metabolitos secundarios por elicitores requiere la presencia de ET como
sefial, aunque la optimizacion de su concentracion en el cultivo es crucial para que
resulte eficaz. De esta manera, altas concentraciones de ET pueden inhibir la
biosintesis de metabolitos secundarios, mientras que concentraciones bajas son
capaces de promover la produccién de los mismos (Pan et al. 2000; Zhao et al.
2004a). Linden y Phisalaphong (2000), observaron que la adicion de oligosacaridos
potenciaba la produccion de taxol inducida por jasmonato de metilo en T. canadensis.
El efecto sinérgico de estos dos compuestos sobre la produccién de taxol estaba
regulado por ET, el cual era producido por el cultivo como respuesta a la elicitacion.

Por otra parte, SA actia como inductor de SAR en la interaccion planta-patégeno. Sin
embargo, no es un inductor universal de la biosintesis de metabolitos de defensa en
plantas. SA se acumula en el lugar de la infeccion durante ataques de patdégenos o
como respuesta hipersensible. Asimismo, los elicitores fungicos también estimulan la
acumulacién de SA en algunos cultivos celulares pero, generalmente la induccién de
los metabolitos secundarios por elicitores fungicos son independientes de SA (Zhao et
al. 2005). Sin embargo, SA induce la expresion de genes relacionados con la
biosintesis de determinados metabolitos secundarios en plantas (Taguchi et al. 2001),
como es el caso de los alcaloides indélicos en C. roseus (Zhao et al. 2000) y
pilocarpina en hojas de Pilocarpus jaborandi (Avancini et al. 2003). Li et al. (2008)
observaron un aumento de la produccién de t-R en frutos de vid de distintos cultivares
rociados con 100 mg/L de SA sin embargo, no existen muchas evidencias que nos
ayuden a interpretar el mecanismo por el cual la aplicacion exégena de SA es capaz
de inducir la sintesis y acumulacion de t-R en frutos de vid. Estudios realizados en
tabaco y Arabidopsis mostraron que la adicion exdégena de SA inducia la expresion de
genes relacionados con la patogénesis asi como el aumento de la resistencia a
enfermedades (Yang et al. 1997; Ryals et al. 1996). En cultivos celulares de E.
californica, la adicion de SA (1.5 mg/L) daba lugar a valores inferiores (396.8 + 15.0
mg/L) de dihidrosanguinarina que los tratamientos con MJ (100 uM) (509.0 = 7.4
mg/L). Por otro lado, Spoel et al. (2003) observaron que las respuestas
desencadenadas por ET, SA y jasmonatos podian inhibirse entre si, lo que sugeria la
existencia de interferencias entre sus rutas biosintéticas, permitiendo de este modo,

gue la planta adapte el tipo de respuesta en funcién del patégeno que la ataque.
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4.2 Senalizacidn

4.2.1 Implicacién del calcio en la produccion de trans-resveratrol
desencadenada por ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de

metilo

Durante el proceso de elicitacion se desencadenan eventos de sefalizacion que
conducen a la induccién o aumento de la produccion de metabolitos secundarios. Por
esta razén se estudié el mecanismo molecular implicado en el proceso de elicitacion
de suspensiones celulares de Monastrell, en el cual se incluyen los eventos tempranos
de la ruta de sefializacion y su relacion con eventos tardios, en particular con la
biosintesis y acumulacién de t-R.

La implicacion del Ca®* y el origen del mismo en la via de sefalizacién desencadenada
por CDM en presencia y ausencia de MJ se estudié6 mediante el uso de compuestos
que regulan la entrada de Ca*" asi como la utilizacion de medios de cultivo que no
contenian Ca”". Para averiguar si el origen del Ca**es extracelular, las suspensiones
celulares de Monastrell se elicitaron en medios de cultivo carentes de Ca®* o se
trataron con compuestos que inhibian la entrada de Ca®* desde el medio de cultivo
especificamente, un quelante de Ca?*, EGTA y un bloqueante de Ca?", concretamente
La*® que es un inhibidor competitivo de los canales de Ca?* de la membrana
plasmatica. Para averiguar si el origen del Ca* es intracelular, las suspensiones
celulares de Monastrell se trataron con compuestos que inhiben la liberacién del Ca**
desde los almacenes internos, concretamente RR y Neo que inhiben los canales Ca**

dependientes de rianodina y de IP3, respectivamente.

4.2.1.1 Efecto de la carencia de calcio y de la presencia de EGTA sobre la
produccién de trans-resveratrol en suspensiones celulares de Monastrell

elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo

Para realizar el estudio de la implicacion del Ca®* en la produccién de t-R se utilizaron
medios de cultivo carentes de Ca? y medios de cultivo completos a los que se
afadieron distintas concentraciones de EGTA (0.1, 0.5, 3.0 y 5.0 mM), en presencia y
ausencia de CDM y/o MJ.

En la Figura 4.19 se observa que la produccién de t-R a las 96 horas de elicitacién con
CDM solas o en combinacién con MJ de suspensiones celulares de Monastrell
(alrededor de 500 y 1300 mg/L, respectivamente) no fue significativamente diferente
de la produccién obtenida con los elicitores combinados con 0.1 y 0.5 mM de EGTA.

Cuando se utilizan concentraciones de EGTA de 0.1 y 0.5 mM y el pH del medio de
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cultivo se ajusta a 6.0, la concentracién de Ca*" libre en el medio es de 904 y 534 puM,
respectivamente, por lo que estas concentraciones de Ca®* resultan suficientes para
gue se desencadene la sefial que induce la produccion de t-R. En medios carentes de
Ca?*, las suspensiones celulares elicitadas con CDM solas o en combinacién con MJ
secretan t-R a los medios de cultivo alcanzando bajos niveles de produccion (97.9 £
2.8y 397.4 + 10.1 mg/L, respectivamente) similares a los que se alcanzan en medios
de elicitacion a los que se adicionaron 3 mM de EGTA (59.0 + 0.8 y 327.4 + 1.8 mgl/L,
respectivamente). Sin embargo, esta disminucion en la produccién de t-R fue mas
drastica cuando las suspensiones celulares se elicitaron con CDM separadamente o
en combinacién con MJ vy 5 mM de EGTA (352 + 20 y 68.0 + 2.1 mg/L,
respectivamente). Esta concentracion de EGTA (5 mM) deja libre en el medio de
cultivo una concentracién de Ca®* de 10 uM, lo que sugiere que esta minima
concentracion de Ca** podria dirigir la escasa produccion de t-R observada.

Los tratamientos control con/sin distintas concentraciones de EGTA y en presencia/
ausencia de MJ no dieron lugar a produccion alguna de t-R.
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Figura 4.19 Efecto de la carencia de Ca** (-Ca2+) y de la adicién de distintas concentraciones
de EGTA (0.1, 0.5, 3.0 y 5.0 mM) sobre la producciéon de t-R (mg/L, barras blancas) y
productividad (mg/g PF, barras violetas) en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con
CDM y/o MJ durante 96 horas.
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Estos resultados, aunque se realizaron a tiempo final de 96 h, ponen de manifiesto la
existencia de una dependencia parcial de la produccién de t-R del Ca®* extracelular ya
que se observa un fuerte descenso de la produccién cuando en el medio de cultivo no
hay Ca®* (0 se encuentra en cantidades traza). De hecho, la produccién de t-R en en
suspensiones celulares tratadas con CDM o con CDM+MJ en medios carentes de Ca**
fue del 18.4% y del 29.2%, respectivamente, en comparacion con suspensiones
celulares tratadas con CDM o CDM y MJ en medios completos. Estas diferencias en la
produccién de t-R podrian deberse al equilibrio homeostatico alcanzado por el Ca?",
transcurridas 96 h, por lo que seria importante determinar el tiempo minimo de
elicitacion necesario que permitiese observar la produccién de t-R, antes de que se

produzca dicho equilibrio.

4.2.1.2 Estudio temporal de la produccion de trans-resveratrol en presencia de
distintas concentraciones de calcio en suspensiones celulares de Monastrell
elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar

Debido a la dependencia de Ca?* del medio extracelular para la produccion de t-R, se
realizaron ensayos adicionando distintas concentraciones de Ca** (0.0, 0.5, 1.0, 2.5y
5.0 mM) al medio de cultivo y analizando la produccion de t-R a diferentes tiempos de
elicitacion (6, 12, 24, 72 y 96 h).
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Figura 4.20 Efecto de la concentracién de Ca®* sobre la produccién de t-R (mg/L) en
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM. Las distintas concentraciones de
Ca” se han representado en barras blancas (0 mM), violetas (0.5 mM), azules (1 mM), verdes
(2.5 mM) y rosas (5 mM).
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En la Figura 4.20 se observa que la produccion de t-R comienza a detectarse a partir
de las 24 h. Asimismo, no se observaron diferencias significativas en la produccién de
t-R a este tiempo cuando se adicionan distintas concentraciones de Ca®* en el rango
de 0-1 mM alcanzando valores proximos a 400 mg/L. Cuando se analiz6 la produccion
de t-R a tiempos superiores, el aumento de la concentracién de Ca®* del medio de
cultivo no modifico significativamente la produccion de t-R manteniéndose ésta
constante y con valores proximos a 600 mg/L. Por todo ello, para el estudio de los
eventos tempranos de sefializacion dependientes de Ca®" se seleccioné la
concentracién de Ca?* 1 mM vy el tiempo de 24 horas de elicitacién para realizar los

siguientes ensayos.

4.2.1.3 Efecto de antagonistas y bloqueadores de los flujos de calcio intra y
extracelular sobre la produccién de trans-resveratrol en suspensiones celulares
de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de

metilo

Para averiguar si la produccién de t-R depende de los flujos de Ca*" extracelular y/o
intracelular se realiz6 la elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell, durante
24 horas, en medios de cultivo completos a los que se afiadieron un secuestrante de
Ca®*, EGTA (5 mM) y/o un inhibidor de la entrada de Ca®" extracelular, La** (500 uM,
Lecourieux et al. 2006) y como inhibidores de la liberacién de Ca?* intracelular RR (10
uM, Allen et al. 1995) y/o Neo (100 uM, Lecourieux et al. 2005), en presencia de CDM
solas 0 en combinacion con MJ.

Como se muestra en las Figuras 4.21 a y b, la produccién y acumulacién extracelular
de t-R cuando las suspensiones celulares se elicitan en presencia de CDM solas o en
combinaciéon con MJ durante 24 horas se reducia cuando se afiadia EGTA o La™. Este
descenso en la produccién de t-R era mas drastico en presencia del competidor por
los canales de Ca®" que por la presencia del agente quelante. Este hecho puede
deberse a la pequefia cantidad de Ca®* (10 uM) que queda libre en el medio de cultivo
cuando se adiciona 5 mM de EGTA. Estos resultados sugieren que la produccion de t-
R inducida por la presencia de CDM solas o0 en combinacién con MJ es dependiente

del flujo de Ca?* procedente del medio de cultivo.
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Figura 4.21 Efecto de diferentes bloqueadores y antagonistas de los flujos de Ca*" extracelular
e intracelular en la acumulacion extracellular de t-R en suspensiones celulares de Monastrell

elicitadas con CDM (a) o CDM+MJ (b) durante 24 h.
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También se ensayd el efecto de antagonistas implicados en la inhibicién de la
liberacion de Ca*" procedente de los almacenes internos en particular RR, un inhibidor
de los canales de Ca* intracelulares dependientes de rianodina y Neo, un inhibidor de
fosfolipasa-C especifica de la via de los inositidos fosfato.

Como puede observarse en la Figura 4.21 b, la produccion de t-R fue parcialmente
dependiente de la liberacion de Ca* desde los almacenes internos cuando las
suspensiones celulares de Monastrell se elicitaron con CDM y MJ ya que la presencia
de Neo o RR provocé un descenso de la produccion de t-R. Sin embargo, no se
observé un descenso en la produccion de t-R en células pre-tratadas con RR y
elicitadas con CDM (Figura 4.21 a), lo cual sugiere que la ruta de sefalizacién dirigida
por MJ, podria estar implicada la liberacién de Ca? intracelular, a través de canales de
Ca?" dependientes de rianodina. Estos resultados sugieren que se debe producir un
incremento de la concentracion de Ca?* citosélico para que tenga lugar la produccién
de t-R inducida por CDM solas o en combinacién con MJ, y que dicha produccion
depende de la toma de Ca*" desde el medio extracelular y/o de la movilizacién del
Ca?" desde los organulos intracelulares. Sin embargo, esta dependencia no fue total
ya que cuando se adicionaron todos los bloqueadores especificos de los canales de
Ca®* y EGTA a suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM solas o en
combinacién con MJ se observd una baja produccion de t-R a las 24 horas de
tratamiento (Figuras 4.21 ay b).

Para averiguar si esta baja produccién de t-R se debe al Ca** que contiene el medio
de cultivo, las elicitaciones se realizaron en medios de cultivo carentes de Ca®*
afiadiendo EGTA y los bloqueadores y antagonistas mencionados anteriormente.

En la Figura 4.22 se observa que la producciéon de t-R en suspensiones celulares
elicitadas durante 24 h con CDM en medios carentes de Ca*" es de 24 mg/L lo que
significa una disminucién de 17 veces en la produccion de t-R en suspensiones
celulares elicitadas con CDM en medios completos. Esta produccién disminuye de
manera similar, en suspensiones celulares elicitadas durante 24 h con CDM en medios
carentes de Ca*" y en presencia de EGTA y bloqueadores especificos de los canales
de Ca** llegando a valores de t-R de 5 mg/L. Estos valores de t-R tan bajos podrian
indicar la existencia de una ruta de biosintesis de t-R independiente de la elevacion del
Ca®* citosolico. Ademas, la produccién de t-R a tiempos mas largos (96 h) se
incrementa alcanzédndose valores de 58 mg/L en suspensiones celulares elicitadas con
CDM en medios carentes de Ca*" y valores de 24 mg/L cuando la elicitacion se realiza

en presencia de EGTA y bloqueadores especificos de canales de Ca*".
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Figura 4.22 Efecto de diferentes bloqueadores y antagonistas de los flujos de Ca® extracelular
e intracelular, en ausencia de Ca** en el medio de cultivo, sobre la acumulacién extracelular de
t-R (mg/L) en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM durante 24 y 96 h
(barras blancas y grises, respectivamente).

Se han utilizado una serie de compuestos que actian sobre las rutas de sefializacién
con el fin de analizar la secuencia de respuestas celulares activadas por los elicitores.
Se demuestra que el Ca*" juega un papel esencial en la produccion de t-R al igual que
han sugerido otros autores (Garcia-Brugger et al. 2006; Lecourieux et al. 2006). Los
resultados obtenidos en este estudio proporcionan evidencias de la participacion del
Ca®" como mediador en la produccién de t-R inducida por elicitores en suspensiones
celulares de Monastrell. Se sugiere que la biosintesis de t-R depende de un
incremento en la concentracion de Ca** citosélico que proviene de la entrada de Ca**
extracelular y de la movilizacion de Ca** de los organulos ya que el tratamiento con
secuestrantes y bloqueadores especificos de los canales de Ca* (Figura 4.21 a y b)
que inhiben el flujo de Ca®* del pool intracelular y su entrada desde el medio de cultivo
disminuyen los niveles de t-R. Sin embargo, en contraste con los resultados obtenidos
por Faurie et al. (2009), la liberacion del Ca®* intracelular via canales dependientes de
receptores de rianodina, parece estar relacionada con la via que dirige la produccion

de t-R en suspensiones celulares tratadas con MJ, ya que la acumulacion extracelular
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de t-R no se vio afectada cuando las suspensiones celulares de Monastrell se
elicitaron con CDM (Figura 4.21 a 'y b).

4.2.2 Implicacion de eventos de fosforilacion/defosforilacion en la
produccion de trans-resveratrol dirigida por ciclodextrinas metiladas al

azar y/o jasmonato de metilo

Para determinar la posible implicacion de eventos de fosforilacion/defosforilacion en la
ruta de sefializacion dirigida hacia la produccion de t-R en suspensiones celulares de
Monastrell elicitadas con CDM o CDM y MJ se realizaron experimentos en presencia
de inhibidores de PK tales como genisteina (Gen), estaurosporina (Est),
bisindolilmaleimida (BIM) y apigenina (Ap). También se estudio el efecto de inhibidores
de PP como 6xido de fenilarsina (OFA) y cantaridina (Can). Como puede observarse
en la Figura 4.23, la produccion de t-R dirigida por CDM separadamente o en
combinacién con MJ fue fuertemente dependiente de eventos de desfosforilacion de
tirosin-proteinas ya que la acumulacién de t-R se redujo drasticamente cuando las
suspensiones celulares de Monastrell pre-tratadas con OFA se elicitaron con CDM
solas o0 en combinacion con MJ, mientras que el pre-tratamiento de los cultivos
elicitados con inhibidores de serin/treonin PK y PP (Est, BIM y Can) no dieron lugar a
un descenso significativo de la produccion de t-R (Figura 4.23 a y b). Ademas, Ap
provocO un descenso del estado de fosforilacion de algunas proteinas, a través de
MAPK lo que dio lugar a un descenso importante en la producciéon de t-R en
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM o CDM y MJ.

El proceso de fosforilacion y defosforilacion de proteinas no sélo esta implicado en las
vias de transduccion de sefiales desencadenadas por elicitores sino que también
participa directamente en la regulacion de la biosintesis de metabolitos secundarios,
aunque la identidad de la mayoria de las PK y la funcién de fosforilacion de proteinas
esta por resolver (Zhao et al. 2005). En este estudio, los eventos de
fosforilacion/desfosforilacion parecen estar implicados en las rutas de sefializacion
desencadenadas por CDM solas o en combinacién con MJ (Figura 4.23 a y b). Sin
embargo, mientras que los eventos de desfosforilacion de Tyr-proteinas y MAPK
parecen estar implicados en la produccién de t-R, no se observa una dependencia
clara de Ser/Thr PK y PP en la produccion de t-R dirigida por CDM y se requieren
estudios mas profundos para asignar una posible implicacion de estas PK y PP en la
produccion de t-R dirigida por CDM y MJ (Figura 4.23 a 'y b).
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Figura 4.23 Efecto de diferentes inhibidores de PK y PP en la produccion (mg/L, barras
blancas) y productividad (mg/g PF, barras violetas) de t-R extracelular en suspensiones
celulares de Monastrell elicitadas con CDM (a) o CDM+MJ (b).

4.2.3 Implicaciéon H,O, y NO en la produccion de trans-resveratrol
desencadenada por ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de

metilo

Las reacciones de defensa incluyen la produccién de O,” y H,O, que estan mediadas
por una NADPH oxidasa y superéxido dismutasa de membrana. Ademas, el H,O, es
una molécula clave implicada en la cascada de sefializacion dirigida por elicitores
(Lecourieux et al. 2006). La produccion de estas especies reactivas es inhibida por DPI
tal como describe Desikan et al. (1996). Cuando se estudio el efecto de este inhibidor

para determinar el papel del H,O, en la produccion de t-R inducido por CDM solas o
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en combinacion con MJ en suspensiones celulares de Monastrell, se observé un
descenso drastico en los niveles de t-R debido al pre-tratamiento con DPI. Estos
resultados sugieren que la biosintesis de H,O, tiene una participacion importante en la

ruta de sefalizacion para la produccion de t-R (Figura 4.24 a y b).
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Figura 4.24 Efecto de diferentes efectores en la produccion extracelular de t-R en
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM (A) o CDM+MJ (B).

También existen evidencias de la produccion de NO en células vegetales
(Wendehenne et al. 2004). Para estudiar la posible implicacion del NO en la ruta de
sefializacién dirigida por CDM solas o en combinacién con MJ para la produccion de t-

R, las suspensiones celulares de Monastrell se pre-trataron con compuestos que
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actuaban inhibiendo la NO sintetasa (L-NNA), secuestrando NO (cPTiO) o donando
NO (NPS). En la Figura 4.24 a y b se observa que la produccion de t-R es
parcialmente dependiente de NO ya que se observé un descenso de la produccion de
t-R cuando se afiade cPTiO. Ademas, una Oxido nitrico sintasa es responsable de la
biosintesis de NO ya que el pre-tratamiento con L-NNA de las suspensiones celulares
dio lugar a un descenso significativo de la producciéon de t-R. Asimismo, el pre-
tratamiento de los cultivos con NPS, daba lugar a un descenso de la biosintesis de t-R,

lo cual sugiere que altas concentraciones de NO inhiben dicha produccion.
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4.3.1 Caracteristicas de la peroxidasa de Monastrell en presencia de

elicitores

4.3.1.1 Patrén isoenzimatico de peroxidasas extracelulares de suspensiones
celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar

El andlisis isoenziméatico de la peroxidasa extracelular realizado mediante
isoelectroenfoque analitico reveld la presencia de cinco bandas detectadas en los
medios de cultivo de suspensiones celulares con distintos VEC elicitadas con CDM.
Como puede apreciarse en la Figura 4.25, el patron de isoenzimas de peroxidasa
extracelular practicamente no varia a las diferentes densidades celulares
ensayadas, si bien, disminuye la intensidad de las bandas dependiendo del VEC.
Con la finalidad de observar las isoenzimas de elevado pl, los patrones
isoenziméticos se determinaron tanto en condiciones de equilibrio como de no
equilibrio, una vez establecido el gradiente de pH. De esta manera, en la zona mas
bésica del gel obtenido en condiciones de no equilibrio, se detecté una banda de
pl>9 que no aparece en condiciones de equilibrio, debido a su naturaleza
fuertemente bésica.
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Figura 4.25 Patrén de isoenzimas de peroxidasa basica extracelular de suspensiones
celulares de Monastrell revelado por IEF en no equilibrio (izquierda) y en equilibrio
(derecha). Células tratadas con CDM en todos los casos, siendo la densidad de las
suspensiones celulares baja en la calle 1, mediaenla 2y altaenla 3.

Estos resultados estan de acuerdo con los patrones de isoenzimas de peroxidasa
descritos por otros autores (Calderén et al. 1992a; Ros Barcel6 et al. 2003; Bru et
al. 2006) que detectan la presencia de las bandas tercera y quinta como

isoenzimas de peroxidasa de naturaleza basica constitutivas ya que se encuentran
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en los medios de cultivo tanto de suspensiones celulares control, como de las
elicitadas, siendo sus pls proximos a 8.2 y 9.4, respectivamente. Por tanto, la banda
que presenta mayor actividad, de pl aproximado a 8.2, se corresponderia, segun la
nomenclatura utilizada por Calderén et al. (1992b), con la isoenzima basica de
peroxidasa, B4. Esta isoenzima de peroxidasa resultd ser la mayoritaria en los
cultivos celulares de Monastrell.

Ademas, el patron de isoenzimas correspondiente a los cultivos elicitados mostré
una banda de pl superior a la B4, descrita por Ros Barcel6 et al. (2003) inducible en
variedades sensibles a P. viticola, como el cv. Monastrell y, constitutiva en
variedades resistentes a este hongo, tales como cruces entre V. viticola y V.
rupestris. Esta isoenzima también se observé tanto en hojas como en tallos de los
cultivares resistentes, sin embargo no aparecia ni en tallos ni en hojas de las
variedades susceptibles, por lo que se concluye que los genes de resistencia que
codifican esta isoenzima de peroxidasa se encuentran presentes tanto en los
cultivares resistentes como en los sensibles, con la diferencia de que, en estos

ultimos, estan quiescentes en ausencia de elicitor.

4.3.1.2 Patrén isoenzimético de peroxidasas extracelulares de suspensiones
celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o luz
uv-C

Como se observa en la Figura 4.26, el patron de isoenzimas de peroxidasa
extracelular correspondiente a los ensayos de elicitacion con CDs y UV, mostré la
presencia de, al menos, dos isoenzimas comunes a todos los tratamientos. Los pls
de dichas isoformas de peroxidasa estaban préximos a 7.6 y 8.2. Este hecho
permiti6 su identificacibn como las isoenzimas de peroxidasa basicas B2 y B4
respectivamente segun la nomenclatura de Calderdn et al. (1992b). A la vista de los
resultados y debido a la presencia de la isoenzima B2 tanto en controles como en
las suspensiones elicitadas, esta isoenzima, también es constitutiva al igual que la
B4 descrita en el apartado anterior. Estos resultados coinciden con los obtenidos en
suspensiones celulares de la variedad Gamay no sometidas a ningun tratamiento
(Garcia JJ 2006).

Por otra parte, en la Figura 4.26 también se observa una tercera banda de pl
superior a 8.5, también observada por Calder6n et al. (1992a) y detectada solo en
el patron isoenzimatico de la peroxidasa extracelular en presencia de CDM solas o

en combinacién con luz UV. Sin embargo esta isoenzima de peroxidasa no se ha
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Figura 4.26 Isoelectroenfoque analitico del patron de isoenzimas de peroxidasa del medio
de cultivo de suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM y luz UV-C. En la
calle 1 el tratamiento control, enla 2 luz UV, enla 3 CDMyenla4 CDMy luz UV.

detectado en el medio de cultivo de suspensiones celulares control, ni en el
tratamiento sélo con luz UV. Estos datos sugieren que la sintesis de esta isoforma
de peroxidasa esta inducida por elicitores de naturaleza bidtica tales como las
CDM, pero no es etimulada por la presencia de elicitores abiéticos como la luz UV-
C, ya que, en estas condiciones de tratamiento con luz UV no se detecta su
presencia. Por lo tanto, esta isoenzima inducible se define como un marcador de
resistencia, presente en los cultivos celulares de Monastrell tal como indica Ros
Barcel6 et al. (2003).

4.3.1.3 Patrén isoenzimético de peroxidasas extracelulares de suspensiones
celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y

jasmonato de metilo

El patrén de isoenzimas de peroxidasa correspondiente a los ensayos de elicitacion
conjunta con CDM y MJ a diferentes densidades celulares reveld la presencia de
cuatro bandas observandose mayor actividad cuanto mayor es el indculo inicial de
células utilizado en la elicitacion. Entre las bandas observadas, destaca la
presencia de la isoenzima de peroxidasa mayoritaria de pH 8.2, constitutiva
denominada B4 (Calder6n et al. 1992a y 1992b) presente tanto en controles como
en tratamientos con CDM, luz UV-C y/o MJ. Asimismo la primera banda, con pl
proximo a 7.6, constitutiva e identificada como isoenzima B2 por Calderén et al.
(1992b), aunque presenta menor actividad se ha detectado en todos los
tratamientos mencionados anteriormente. Estos resultados también coinciden con
los descritos en suspensiones celulares de otras variedades como Gamay (Garcia

JJ 2006) en los que coincide el patron de isoenzimas de peroxidasa extracelular
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con el de Monastrell. Por otro lado y presentando la menor actividad, se observo
una banda de pl > 8.5 que ha sido identificada por Ros Barcel6 et al. (2003) como
marcadora de resistencia e inducible en especies sensibles como es el caso de
Monastrell (Figura 4.27).

1 2 3
55
I
o
7.5 <
— .
@
9.5L

Figura 4.27 lIsoelectroenfoque analitico del medio de cultivo de suspensiones celulares
elcitadas con CDM y MJ a distintas densidades celulares: baja densidad (1), densidad
media (2), alta densidad (3).

4.3.1.4 Actividad peroxidasa y produccién de H,O, en suspensiones celulares
de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de

metilo

La actividad peroxidasa y la concentracion de H,O, se determind en el medio de
cultivo de suspensiones celulares de Monastrell que habian sido elicitadas con
CDMy MJ.

Como se aprecia en la Tabla 4.5, la elicitacibn con CDM y/o MJ produce una
disminucion de la actividad peroxidasa extracelular. Por otra parte, la elicitacion con
CDM solas da lugar a una produccién similar de H,O, que el control siendo a su vez
semejante a los niveles alcanzados en suspensiones celulares de otras variedades
como Gamay (1.71 uM; Garcia JJ 2006) por lo que las CDM podrian estar actuando
como protectoras frente a estas ROS. Sin embargo, la presencia de MJ produce un
aumento del H,O, aunque vaya acompafiado de CDM, probablemente porque el
posible efecto protector de las CDM no sea suficiente. En cualquier caso, la
concentracion de H,O,, analizada en los medios de cultivo para detectar la

existencia de estrés celular, es baja (de orden uM), por lo que en principio no
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representa ningun riesgo para la supervivencia de las células en suspension y, por

lo tanto, para la produccion de t-R.

Tabla 4.5 Actividad enzimatica y concentracion de H,O, de
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM (50 mM) y/o

MJ (100 uM).
Tratamiento Actividad (nKat/mL) [H202] (uM)
Control 129 177
MJ - 2.04
CDM 27.51 1.42
CDM+MJ 28.49 3.91

Ademas, esta suposicion se corrobora mediante la observacién de las células al
microscopio de fluorescencia utilizando como marcador de viabilidad 3°,6"-diacetil-
fluoresceina (DAF), segun el protocolo establecido por Huang et al. (1986). Una vez
que el fluor6foro penetra en la células, los grupos acetilo se hidrolizan por
hidrolasas ligadas a la membrana (Stubberfield y Shaw 1990), y por las esterasas
citoplasméticas (Steward et al. 1999). La fluoresceina queda libre, emitiendo
fluorescencia verde a 490 nm cuando se ilumina con luz UV.

El tratamiento de las células con DAF ha permitido observar que la actividad celular
se concentra principalmente, alrededor de la membrana plasmatica y en los anillos

de division celular, presentando mayor intensidad durante la fase exponencial.

Figura 4.28 Células de Monastrell tefiidas con el marcador fluorescente 3°,6 -diacetil-
fluoresceina (DAF), segun el protocolo establecido por Huang et al. (1986).
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4.3.2 Patron de proteinas extracelulares totales de suspensiones

celulares de Monastrell elicitadas.
4.3.2.1 Elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de metilo

La determinacion de proteinas extracelulares presentes en el medio de cultivo de
suspensiones celulares elicitadas con CDM en presencia y ausencia de distintas
concentraciones de MJ, se realiz6 mediante electroforesis desnaturalizante sobre
geles de poliacrilamida reveladas posteriormente con tincion de plata. En la Figura
4.29 se observan cinco bandas de proteinas que muestran unos pesos moleculares
aproximados de 22, 25, 40, 49 y 56 kDa.
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Figura 4.29 Patrén de proteinas totales del medio extracelular de suspensiones celulares de
Monastrell realizado mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes y tefiido con
tincién de plata. La calle M se corresponde con el marcador de peso molecular, y las otras
con los distintos tratamientos, siendo: (1) CDM+MJ 450 uM, (2) CDM+MJ 270 uM, (3) CDM.

Como se observa en la Figura 4.29, las proteinas mayoritarias que presentan pesos
moleculares de 22 y 25 kDa, podrian corresponderse con las identificadas por
Hayasaka et al. (2001), como proteinas solubles del tipo taumatina y quitinasas,
presentes en distintas variedades de V. vinifera, con masas moleculares de 21y 26
KDa, respectivamente. La diferencia entre las masas moleculares obtenidas para
una misma proteina en estos dos casos, podria deberse a pequefias diferencias
encontradas en su patrén de glicosilacion, aunque no se descarta que estas
diferencias se deban a los métodos utilizados para obtener las masas moleculares,
como ha sucedido en otros trabajos (Pocock et al. 2000). Estas proteinas estan

relacionadas con los mecanismos de defensa de las plantas frente a infecciones,
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heridas y situaciones de estrés (Boller 1987; Linthorst 1991; Stintzi et al. 1993), no
estando su sintesis necesariamente ligada a la presencia de factores inductores
(Clendennen y May 1997; Fils-Lycaon et al. 1996; McCollum 1997; Pressey 1997).
Aunque se haya encontrado coincidencia entre los pesos moleculares de las
proteinas descritas por Hayasaka et al. (2001) y las encontradas en los geles de la
Figura 4.29 no se descarta que pueda tratarse de dos quitinasas, dada la gran
variabilidad de pesos moleculares de este tipo de proteinas dentro del género Vitis
(Salzman et al. 1998; Pocock et al. 2000; Hayasaka et al. 2001; Pastorello et al.
2003).

Las peroxidasas vegetales de secrecion son glicoproteinas cuyo peso molecular
generalmente esta comprendido entre 40 y 45 kDa, rango en el que se incluyen
algunas de las peroxidasas, entre las que se encuentran las isoenzimas de
cacahuete (42 y 40 kDa, Chibbar et al. 1984), de tomate (46 kDa, Jen et al. 1980), o
de tabaco (36 kDa, Gazaryan y Lagrimini 1995), aunque en ocasiones, se han
determinado pesos moleculares aparentes, que quedan fuera de este intervalo,
variando entre 33 y 70 kDa como es el caso de las peroxidasas del fruto de fresa
(58.1y 65.5 kDa, Civello et al. 1995), del pimiento (59 kDa, Pomar et al. 1997) o de
una isoenzima &cida de aguacate (60 kDa, Sanchez-Romero 1995). Por este
motivo, la banda de 40 KDa podria corresponderse a una isoforma de peroxidasa,
debido a la proximidad de su peso molecular con el de otras isoformas descritas en
la bibliografia. La glicosilacion de esta enzima varia entre el 0 y el 25%, siendo los
principales azucares que presenta la N-acetilglucosamina, la manosa, la fucosa y la
xilosa. La glicosilacion es uno de los factores principales que determinan la inusual
estabilidad térmica de las peroxidasas vegetales de secrecién (McEldoon y Dordrick
1996) ya que la eliminacién de estos oligosacéaridos normalmente afecta la cinética
de las peroxidasas, su estabilidad térmica, su resistencia a las proteasas (por
ejemplo tripsina), su estructura secundaria, y sus propiedades inmunolégicas
(Sanchez-Romero et al. 1994; Tams y Welinder 1995; Duarte-Vazquez et al. 2003).
Asimismo, esta gran variabilidad en el patron de glicosilacién da lugar a isoformas
con distintos pesos moleculares por lo que las bandas de 49 y 56 kDa también
podrian corresponderse con isoformas de peroxidasa con distinto grado de

glicosilacion.

145



4.3 {Indlisis Protgdmico

4.3.3 Identificacion del proteoma extracelular de suspensiones
celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar

y/o jasmonato de metilo mediante la técnica label-free

En general, un uUnico gen, puede dar lugar a mdultiples proteinas debido a
fendmenos de procesamiento alternativo del mRNA y a modificaciones post-
traduccionales, ademdas, para una misma especie, los polimorfismos en las
secuencias, generan también variantes alélicas de las proteinas. Por ello, si bien las
bases de datos de proteinas generadas a partir del genoma de un organismo son
una herramienta fundamental para la identificacion de proteinas a partir de
espectros de masas (MS) de péptidos, sin embargo éstas no constituyen un reflejo
exacto del complemento proteico de ese organismo (Patel el al. 2009).

Una de las maneras de abordar el estudio del proteoma se basa en la separacion
de proteinas en geles de poliacrilamida mediante electroforesis mono- o
bidimensional. Posteriormente se realiza la digestion de las proteinas del gel y las
MS de los péptidos extraidos se utilizan para interrogar las bases de datos e
identificar las proteinas. Sin embargo, estas técnicas presentan una serie de
inconvenientes asociadas al uso del gel, tales como el corto rango dinAmico de los
métodos de deteccion, la limitada resolucion del gel y el rendimiento limitado de las
muestras (Ong et al. 2001).

Por otro lado, se han desarrollado una serie de técnicas, no basadas en gel, para el
analisis de muestras complejas de proteinas, también llamadas experimentos
“shotgun”, donde todo el proteoma es digerido sin separacion previa (Patel el al.
2009) y posteriormente, el peptidoma resultante es sometido a separacion
cromatogréfica simple (fase reversa) u ortogonal (intercambio catiénico-fase
reversa) y analizado en linea en un espectrometro de masas. La interrogacion de
las bases de datos con el paquete de MS genera listas de péptidos que han de ser
ensamblados en proteinas mediante inferencia dando como resultado una lista de
proteinas en la muestra (Nesvizhskii y Aebersold 2005). En proteémica cuantitativa
no basada en geles, se han desarrollado técnicas que usan marcaje isotépico
estable: de aminoéacidos (SILAC) (Ong et al. 2002), péptidos marcados con isGtopos
estables (Kuhn 2004), péptidos sintetizados quimicamente (Gerber 2003), marcaje
de masas en tandem (TMT) (Thompson 2003) y marcaje isobéarico para
cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ) (Ross 2004), entre otras. Sin embargo,

también presentan algunas limitaciones como la compleja preparacion de las
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muestras, la necesidad de una mayor concentracién de la muestra y el marcaje
incompleto (Patel el al. 2009).

Para resolver estos problemas, en los udltimos afios se han desarrollado unas
técnicas que no requieren marcaje isotdpico y se les denomina “label-free”. La
cuantificacién puede basarse en diferentes atributos, tales como la suma de scores
de péptidos idénticos (PMSS) (Allet 2004) y el muestreo de espectros (SpS) (Liu
2004). Estas técnicas pueden combinarse con la evaluacién estadistica para
detectar proteinas que se estan expresando de forma diferencial (Colinge 2005).
Asimismo, se ha observado que las técnicas ESI proporcionan sefiales cuya
intensidad se correlaciona linealmente con el incremento de la concentracion
(Chelius et al. 2002). Ultimamente, se ha publicado una metodologia que se basa
en los cambios de sefial de cada masa y su correspondiente Rt (AMRT) para
reflejar las concentraciones relativas de una muestra respecto a otra (Silva 2005);
ademas, esta metodologia ya se ha desarrollado para realizar cuantificacion relativa
y absoluta (Silva 2006a y 2006b).

En este caso, se ha utilizado la aproximacion label-free, para la identificacion del
proteoma extracelular de suspensiones celulares de vid y las variaciones que sufre
debido a la elicitacién con CDM y/o MJ. Para el analisis de los datos se ha utilizado
el software Progenesis LC-MS (NonLinear Dynamics) que permite la cuantificacion
de proteinas en base a las sefiales de intensidad de los precursores en barridos MS
y su identificacibn mediante el uso de sus correspondientes barridos MS/MS. En
este software se han subido las carreras LC-MS de cada una de las muestras y se
ha seleccionado la carrera mas representativa como referencia para el alineamiento
de las otras con respecto a ésta. El alineamiento de las carreras se lleva a cabo
para corregir la variabilidad que se produce de una inyeccién a otra en el tiempo de
retencioén por la elucion de los péptidos durante la separacién cromatogréafica. Para
ello, se realiz6 un alineamiento manual seguido del alineamiento automatico para
conseguir el resto de vectores y asi lograr mejores resultados.

Se seleccionaron 2266 posibles precursores peptidicos (features) por su carga (+2
0 +3) y su Rt (20-60 min). Dado que la velocidad de barrido del espectrémetro no
permite aislar y fragmentar todos los precursores que coeluyen en un pico
cromatografico, sélo un porcentaje de ellos lleva asociado espectros de MS/MS que
hacen posible su identificacion (ver método de adquisicion en el apartado 3.5.8.2 de
Materiales y Métodos). Los precursores cuyas variaciones de intensidad entre los

diferentes grupos de muestras tenian un valor p<0.05 y p<0.01 en un test ANOVA
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se etiquetaron especificamente, asi como aquellos de los que se disponia de su
espectro de MS/MS. En total, el conjunto de espectros MS/MS posibilité la
identificacion mediante busqueda en Mascot contra NCBInr de 343 secuencias
peptidicas Unicas con un score igual 0 mayor que 25, que representan un 15% de
los precursores seleccionados. Tras ensamblar los péptidos en proteinas, los
conflictos de asignacién definitiva de péptidos a proteinas se resolvieron priorizando
Vitis frente a otras especies, la secuencia de score mas alto y la homogeneidad de
los perfiles de abundancia entre los grupos de muestras. En la tabla 4.6 se

muestran las identificaciones cuyo umbral de score era igual o superior a 60.
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Tabla 4.6 Proteinas con score superior a 60

N° Acceso N° péptidos Score Nombre*

0i|225455195 28 1528.79  Peroxidasa 5 [Vitis vinifera]

0i|225459180 18 1064.61 Peroxidasa cationica 1 [Arabidopsis thaliana]

0i[147811111 14 809.77 Familia de proteinas glicerofosforil diéster fosfodiesterasa [Nicotiana tabacum]
gi|2254 9 533.55 Peroxidasa cationica 1 [Arabidopsis thaliana]

gi|225439623 11 486.13 Peroxidasa catidnica 1 [Arabidopsis thaliana]

gi|225453022 9 421.87 Proteina PR-4 [Vitis vinifera]

gi|147838866 8 382.11 Peroxidasa de clase Il GvPx2b [Vitis vinifera]

gi|225439625 7 353.94 Peroxidasa catidnica 1 [Arabidopsis thaliana]

gi|225430555 8 325.23 Familia de proteinas aspartil proteasas [Arabidopsis thaliana]
0i|147846526 8 323.39 Precursor de reticulina oxidasa

gi|225434078 5 291.98 Quitinasa de clase IV [Vitis vinifera]

gi|3511147 4 280.44 Proteina PR-4 [Vitis vinifera]

0i|37992763 9 276.81 B-1,3-glucanasa [Vitis riparia]

0i|225441373 8 260.67 B-1,3-glucanasa

0i|225434381 5 230.16 Peroxidasa 4 [Vitis vinifera]

gi|225429117 2 225.79 Proteina relacionada con la patogénesis 1

0i|147814943 3 206.84  Alfa-amilasa

gi|2306811 6 182.45 Quitinasa de clase IV [Vitis vinifera]

gi|6273385 3 178.63 Proteina tipo taumatina 1SCULTL2 [Vitis vinifera]
0i|225434050 3 172.20 Quitinasa de clase IV

gi|225432965 5 167.36 Inhibidor de proteasas [Vitis vinifera]

gi|1839046 3 156.66 Proteina tipo osmotina [Vitis vinifera]

0i|147860594 2 155.29 Peroxidasa de clase Il GvPx2b [Vitis vinifera]

0i|147823287 2 142.92 Factor de tipo inhibidor de tripsina

gi|225432971 2 137.06 Inhibidor de proteasa 2 ][Vitis berlandieri x Vitis riparia]
gi|2306813 6 133.60 Endoquitinasa de clase IV [Vitis vinifera]

gi|147784683 2 132.07 Proteina de secrecidn basica de tipo NtPRp27

0i|225457600 3 131.48 B-1,3-glucanasa [Vitis vinifera]

gi|225459538 3 128.86 Proteina que contiene un dominio de unién LysM a peptidoglicano
gi|225439627 3 127.74 Peroxidasa de clase Il

0i|225466091 2 127.57 Proteina SKUS5 de tipo oxidasa de cobre | [Arabidopsis thaliana]




gi|225427492 2 123.57 Proteina de union a Acyl-CoA

gi|225428879 3 112.3 Granulina; Peptidasa C1A, papaina [Medicago trunculata]

gi|225453525 2 111.77 Precursor similar a beta expansina 1

gi|225429131 6 111.35 Proteina PR-1

gi|225470066 3 106.52 Inhibidor bifuncional de la transferencia de lipidos /proteina similar a albimina de almacenamiento en
semillas 2s

gi|147805839 2 98.57 Quitinasa extracelularde clase | [Vitis vinifera]

0i|225441645 3 85.32 B-1,3-glucanasa &cida [Vitis vinifera]

0i|225462505 1 78.14 Endotransglicosilasa de xiloglucano/precursor de hidrolasa XTH-14 [Populus tremula x Populus
tremuloides]

gi|225451467 1 72.91 Proteina similar a peroxidasa 55 [Arabidopsis thaliana]

gi|225447360 2 72.69 Similar a proteina de secrecion 38 rica en repeticiones de cisteina [Arabidopsis thaliana]

gi|225456525 2 70.15 Proteina similar a la protein de tipo MtN19 [Vitis vinifera]

gi|225445051 1 64.87 Familia de proteinas a las fosfatasas acidas de clase B [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]

0i|1549400 1 64.59 B-1,3-glucanasa [Vitis vinifera]

gi|225448120 2 62.27 Inhibidor de endopeptidasa tipo serina

gi|147862366 2 59.83 Proteina 3 tipo heparanasa [Arabidopsis thaliana]

Se han resaltado en amarillo las proteinas encontradas en los andlisis label free y microsecuenciacion.
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4.3.3.1 Anotacién y analisis de ontologia

Como puede observarse en la distribucion de la funcion molecular para las secuencias
encontradas (Figura 4.30), la mayor parte de las anotaciones se corresponden con
proteinas de tipo peroxidasa (y proteinas unidas a grupos hemo), asi como proteinas
aceptoras/donadoras de electrones. En otro grupo podrian incluirse las anotaciones
que hacen referencia a las PRp inducidas como respuesta de defensa contra
patdégenos asi como estreses naturales causados por frio, sequia, estrés osmético, luz
UV, toxicidad causada por metales, etc. Entre estas proteinas se encuentran aquellas
con actividad quitinasa asi como las de unién a quitina, también las que tienen
actividad endopeptidasa, transferasa e hidrolasa, todas ellas con caracteristicas de
respuestas de defensa. También se ha encontrado un grupo de anotacién bastante
numeroso de proteinas de unién a calcio, las cuales estan relacionadas con eventos
de sefializacion desencadenados durante los estados de estrés descritos

anteriormente.

quitinasa (8) e
o uni6n a grupo hemo (11)

endopeptidasa (5)

transferasa (5)

unidn a quitina (8) —_

~____transporte de electrones (12)

peroxidasa (12)——~
N___ hidrolasa (5)

unidn a calcio (12)

Figura 4.30 Distribucién de secuencias segun su funcién molecular. Los datos se han filtrado
utilizando un cutoff=5.0, por lo que el grafico se ha realizado utilizando las anotaciones en
términos GO presentes al menos en 5 secuencias.

En la grafica de distribucion de las secuencias segun su pertenencia a los distintos
componentes celulares (Figura 4.31), la mayoria se correspondian a proteinas
relacionadas con el sistema de endomembranas, como vesiculas citoplasmicas
delimitadas por membrana y proteinas presentes en la vacuola asi como otras
proteinas ancladas a la membrana plasmatica. Otro grupo de anotaciones bastante

numeroso es el de las proteinas presentes en la pared celular vegetal y el apoplasto.
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También se encontraron algunas anotaciones como proteinas mitocondriales siendo
las que presentaron menor abundancia de anotaciones.

Estos resultados apoyarian la identificacion de las proteinas en términos de funcién y
localizacién caracteristicos de pared celular y apoplasto ya que las muestras
procedian de medio extracelular de suspensiones celulares de Monastrell
correspondiéndose con la mayoria de las anotaciones asignadas a estos productos
génicos. El hecho de que aparezcan anotaciones de vacuola, vesiculas citoplasmicas
y mitocondria puede explicarse en base a la multiple localizaciébn de una proteina
durante su biogénesis o a la existencia de isoformas localizadas en diferentes
compartimentos celulares. Dado que las anotaciones han sido capturadas de
secuencias homoélogas, esta multiplicidad de ubicaciones subcelulares es asumible
como “artefacto” del mecanismo de anotacion empleado. No obstante, el origen de la
muestra protéica, medio extracelular del cultivo, queda perfectamente reflejado en el

resultado de la anotacion.

pared celular (9)

vacuola {16)

I

ancladas a memhrana.

plasmatica (6) >

____ apoplasto (23)

. sistemas de endo-
membranas (8)

vesiculas unidas a memhrana 2
citoplasmatica (42)

mitocondria (7)

Figura 4.31 Distribucién de secuencias por componente celular. Los datos se han filtrado
utilizando un cutoff=6.0, por lo que el grafico se ha realizado utilizando las anotaciones en
términos GO presentes en al menos 6 secuencias.

En la Figura 4.32 se muestra la distribucion de secuencias segun el proceso biolégico
en el que participan potencialmente. Como puede observarse, la mayoria de las
anotaciones hacen referencia a respuestas de defensa frente a estimulos abidticos,
otros organismos, respuesta inmune innata y estrés oxidativo (oxidacion-reduccion,
transporte electrénico, reacciones de peroxidasas). En otro grupo de anotaciones se
encontrarian las relacionadas con procesos catabdlicos generales y del catabolismo
de carbohidratos, asi como otros procesos metabdlicos relacionados con la pared

celular, biopolimeros y polisacaridos; considerando el grafico de funciones
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moleculares, el tipo de carbohidrato es quitina y beta-glucanos, que esta
estrechamente relacionado con la respuesta de defensa. El ultimo grupo de
anotaciones se corresponderia con procesos relacionados con el desarrollo.

Estos resultados indican que el metabolismo celular se encuentra desviado hacia
procesos relacionados con la defensa, caracterizando el equivalente al espacio
apoplastico como un entorno especializado en respuesta inmune y defensa a través de
diferentes proteinas, como peroxidasas, quitinasas, -1,3-glucanasas, proteasas, PRp
y proteinas inhibidoras de proteasas, las cuales podrian neutralizar la accion de

proteasas liberadas por hongos o controlar la actividad de proteasas propias.

respuestas estimulos abidticos {10).
cataholismo carhohidratos (10)

oxidacion-reduccidn (12)

peroxidacion {11)

transporte electrones (12 catabolismo
™ _ celular(13)

-

respuestas a

organismos (13) respuesta inmune

—_innata{13)

metabolismo de la

pared celular{11)____ respuestas a

estrés oxidativo {12)

metabolismo de
polimeros celulares (11)

\ metaholismo de
desarrollo (13) ./ '

polisacaridos {(15)

Figura 4.32 Distribucion de secuencias por proceso biolégico. Los datos se han filtrado
utilizando un cutoff=10, por lo que el grafico se ha realizado utilizando las anotaciones en
términos GO de al menos un 10% del conjunto de secuencias.

4.3.3.2 Andlisis diferencial

Para determinar los cambios significativos en la expresion de proteinas se han tomado
aquellas identificaciones con ANOVA p<0.05 o préximo a éste, por lo que la lista ha
guedado reducida a 11 proteinas (Figuras desde 4.33 a 4.38). El tratamiento de las
suspensiones celulares con MJ provocé una disminucién de los niveles de proteinas
diferenciales con respecto al tratamiento control en la mitad de estas proteinas
mientras que en la otra mitad, los tratamientos con CDM solas 0 en combinacién con
MJ provocaron una acumulacion. Este fenédmeno también se observo igualmente en
los andlisis electroforéticos bidimensionales de los medios de cultivo elicitados de la
variedad Gamay (Martinez-Esteso et al. 2009). La proteina que resultd ser mas
abundante fue la peroxidasa 5 de V. vinifera (Figura 4.33; gi|225455195) mostrando su

mayor expresion en los tratamientos con CDM solas o en combinacién con MJ, no
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existiendo diferencias significativas entre estos tratamientos. La mayor expresion de
esta peroxidasa fue de 14 y 35 veces mas que en el tratamiento con CDM. Esta
peroxidasa pertenece al grupo de peroxidasas de secrecion de clase Ill. Dentro del
mismo orden de magnitud encontramos una proteina similar a la peroxidasa catiénica
1 de A. thaliana (Figura 4.33; gi|225439625), la cual se expresé fuertemente en el
tratamiento control y en menor medida, en CDM (2.7 veces menos que en el control).
Sin embargo, esta expresion se redujo con respecto a los tratamientos control, 20 y 53
veces en los tratamientos que contenian MJ solo o en combinacion con CDM,
respectivamente. Este tipo de proteinas pertenecientes a las peroxidasas secretoras
de clase lll se inducen en respuesta a estrés, heridas o ataques de patdgenos. Las
peroxidasas pertenecen a la subfamilia de proteinas PR-9 segun la clasificacion de
van Loon et al. (2006) y una de sus funciones consiste en limitar la expansién de la
infeccibn mediante el establecimiento de barreras estructurales o mediante la
produccibn de ROS y/o especies reactivas de nitrogeno (Passardi et al. 2004).
Ademas, las peroxidasas son capaces de producir la oxidacion del t-R en presencia de
H,0, exdgeno. De hecho, cuando se adiciona t-R a un extracto enzimatico procedente
de un medio de cultivo elicitado, se produce la formacion de dimeros del t-R (Martinez-
Esteso et al. 2009). Estos dimeros (viniferinas) manifiestan una actividad antifiingica

mas elevada que el t-R.

2,5e+9 = 1,2e+9 -
gi|225455195 gi|225439625
v} © ]
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s S 4,0e+8 I
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g 5,0e+8 g 2,0e+8 -
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Figura 4.33 Abundancia normalizada (p<0.05) de la peroxidasa 5 de V. vinifera (gi|225455195)
y la peroxidasa catiénica de A. thaliana (gi|225439625) a la derecha, encontradas en los
distintos tratamientos

La reduccion de la expresion de proteinas causada por MJ también la encontramos en
las proteinas PR-1 (Figura 4.34; gi|225429117 y i|163914225, esta Ultima con un
valor p~0.05), cuya expresion es constitutiva ya que se detectaron en los tratamientos

control aunque también se expresé en menor medida, en los tratamientos con CDM.
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Sin embargo, su expresion estuvo fuertemente reprimida en presencia de MJ solo o en
combinacién con CDM (Figura 4.34). Estas proteinas PR-1 se han descrito en tomate
(Niderman et al. 1995) y tabaco (Kiba et al. 2003) y se caracterizan por poseer una
elevada actividad antifingica (Niderman et al. 1995). Aunque estas proteinas son
constitutivas se inducen en presencia de patdgenos o SA por lo que se utilizan como
marcador en SAR (Tornero et al. 1994).
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Figura 4.34 Abundancia normalizada de las PR-1 i|225429117 (p<0.05) a la izquierda y
0i|163914225 (p~0.05) a la derecha, encontradas en los distintos tratamientos.

Entre las proteinas relacionadas con la defensa y el estrés también se identificd una -
1,3-glucanasa de V. riparia (Figura 4.35; gi|37992763), la cual era fuertemente
inducida por MJ. Ademds, su expresidon se incrementd, en menor medida, en
presencia de CDM. Sin embargo, la combinacién de ambos elicitores no provocé un
efecto aditivo ni sinérgico ya que los niveles de expresion de esta proteina se
redujeron a la mitad con respecto al tratamiento con MJ. Martinez-Esteso et al. (2009)
detectaron la presencia de estas proteinas en suspensiones celulares de V. vinifera cv
Gamay tanto en los tratamientos control como elicitados con CDM, lo cual puede estar
relacionado con la diferente resistencia de los cultivares a patdégenos, a la vez que
indica que los tratamientos aplicados pueden potencialmente mejorar la resistencia en
Monastrell. Estas proteinas PR también se han encontrado en suspensiones celulares
control y elicitadas con MJ de C. annuum (Sabater-Jara et al. 2010) asi como en
medios de cultivo de suspensiones celulares de Zinnia elegans, Cycas revoluta y T.
baccata lo que sugiere que su expresion es constitutiva ya que estan implicadas en

crecimiento, desarrollo y respuestas de defensa (Novo Uzal et al. 2009).
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Figura 4.35 Abundancia normalizada (p<0.05) de la f-1,3-glucanasa de V. riparia
(gi|37992763), encontradas en los distintos tratamientos.

El efecto inhibidor de MJ se observé en la expresion de determinadas proteinas
apoplasticas tales como aquellas que contienen dominios de union LysM a
peptidoglicano (Figura 4.36; Qi|225459538). Asi, la presencia de MJ disminuyd su
expresion en 67 veces con respecto al tratamiento control mientras que en el
tratamiento combinado se redujo su expresion casi tres veces con respecto al control
(Figura 4.36). En el reino vegetal, las proteinas que contienen dominios LysM actdan
Como receptores que se unen a quitina y, a su vez, pueden tener o no actividad
quitinasa. La quitina es el mayor componente de la pared celular de los hongos por lo
que estas proteinas con dominios LysM se han asociado a respuestas de defensa
contra hongos. Aunque las proteinas LysM se unen a oligobmeros de N-acetil
glucosamina y peptidoglicano, también pueden encontrarse asociados a carbohidratos
(Zhang et al. 2009). Ademas, se encontraron secuencias que presentaban homologias
con las de la familia de las glicerofosforil diéster fosfodiesterasas de Nicotiana
tabacum (Figura 4.36; gi|147811111), que se expresaba de forma constitutiva ya que
se observo en tratamientos control. En este caso, MJ también ejerce efecto inhibidor
de su expresion aunque éste es contrarrestado cuando se adicionan CDM, no
observandose diferencias significativas entre los tratamientos en presencia de CDM
solas y en combinacion con MJ con respecto al control (Figura 4.36). Glicerofosforil
diéster fosfodiesterasa se encuentra en una gran diversidad de organismos en los que
se observa la presencia de dominios altamente conservados entre especies que
podrian contener residuos esenciales para su actividad enzimatica (van der Rest et al.
2004). En este sentido, los estudios del péptido sefial de esta proteina realizados en

Daucus y A. thaliana mostraron la existencia de una alta similaridad. Ademas, cuando
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se analizaron EST en otras especies vegetales (Solanum lycopersicum, S. tuberosum,
Zea mays, Medicago truncatula, Hordeum vulgare y Oryza sativa) se observo la
existencia de este péptido por lo que se trata de una familia de proteinas altamente
conservada entre especies. Esta enzima parece estar implicada en el metabolismo de
fosfolipidos y se localiza en la superficie de las células actuando en la remodelacion de
la matriz extracelular y en la sefializacion celular (Borner et al. 2002 y 2003). Ademas,
existen evidencias de que esta proteina participa en numerosos procesos fisiol6gicos
(Borner et al. 2003) encontrandose localizada en diferentes compartimentos celulares
(Choi y Sano 2007).
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Figura 4.36 Abundancia normalizada (p<0.05) de las proteinas apoplasticas LysM

(0i|225459538) a la izquierda y glicerofosforil diéster fosfodiesterasa (gi|147811111) a la

derecha, encontradas en los distintos tratamientos.
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Por otra parte, entre las proteinas diferenciales también destacan dos grupos de
proteinas que se inducen en presencia de MJ, una reticulina oxidasa (gi|147846526) y
una proteina similar a heparanasa (gi|147862366) (Figura 4.37). Ambas presentaban
un patrén de expresion similar ya que ni en el tratamiento control ni en el de CDM se
observa un efecto estimulador de su expresion.

La reticulina oxidasa (Berberine bridge enzyme) cataliza la formacién de (S)-esculerina
a partir de (S)-reticulina, dirigiendose a la formacibn de alcaloides de
benzofenantridina. Estos compuestos son citotoxicos y se encuentran ampliamente
distribuidos en algunas especies de la familia Papaveraceae y Fumaraceae
aumentando en respuesta a ataques patdgenos (Dittrich y Kutchan 1991; Dixon 2001).
En este sentido, Custers et al. (2004) observaron que la adicién de SA sobre hojas de
lechuga y girasol inducia la expresion de una fraccion proteica que presentaba
actividad antifangica. Ademas, estas proteinas contenian secuencias que presentaban
alta homologia con la reticulina oxidasa de E. californica y P. somniferum. Estos

autores también observaron que se producia la activacion de los genes que
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codificaban para esta proteina cuando se producia una infeccién fungica. La reticulina
oxidasa puede usar una gran variedad de azucares reducidos, sobre todo hexosas que
se acumulan en la planta, tras la infeccion por patégenos, dando lugar a la produccion
de H,0,.

Asimismo se encontraron secuencias que presentaban homologias con la proteina 3
similar a heparanasa de A. thaliana la cual se sintetiza en el Aparato de Golgi en forma
de proenzima y se transfiere a los endosomas/lisosomas para su transporte a la
superficie celular donde ejerce su actividad glucuronidasa, participando en el

metabolismo y remodelado de la pared celular (UniProt KB 2012).
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Figura 4.37 Abundancia normalizada (p<0.05) de las proteinas apoplasticas reticulina oxidasa
(0i|147846526) a la izquierda y heparanasa (gi|147862366) a la derecha, encontradas en los
distintos tratamientos

Por Ultimo, se identificaron otras dos proteinas diferenciales con un valor p~0.05
(0i|147846526 y gi|147862366) que eran inducidas por MJ y se encontraban ausentes
los tratamientos control (Figura 4.38). La primera pertenece a las peroxidasas
secretoras de clase lll que se caracterizan por presentar un gran numero de
isoenzimas, siendo algunas de ellas inducidas por patégenos y heridas. Asi, se
identificO una peroxidasa 4 de V. vinifera (gi|225434381) que se expresé en el
tratamiento con MJ y no se detecté con CDM. Sin embargo, presenté una abundancia
8 veces superior en el tratamiento con CDM y MJ respecto a MJ solo. Es una PR-9
(Van Loon et al. 2006) que participa en numerosos procesos fisiolégicos como
lignificacion, suberizacion, cicatrizacion de heridas y defensa contra patégenos (Hiraga
et al. 2001). La segunda proteina presentd coincidencia con una Xxiloglucano
endotransglicosilasa de Populus tremula x Populus tremuloides (gi|225462505). Esta
proteina esta implicada en el metabolismo de la pared celular catalizando la ruptura y
union de xiloglucano, uno de los componentes mayoritarios de las hemicelulosas de

paredes celulares vegetales (Song et al. 2011) y por lo tanto es una enzima
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responsable de la modificacion de la arquitectura de la pared celular durante el
crecimiento del cultivo (Bricefio et al. 2012).
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Figura 4.39 Abundancia normalizada (p~0.05) de una peroxidasa 4 de V. vinifera
(0i|225434381) a la izquierda y de una xiloglucano endotransglicosilasa de Populus tremula x
Populus tremuloides (gi|225462505) a la derecha, encontradas en los distintos tratamientos.

Por otra parte, ademas de estas proteinas que se expresan de forma diferencial en los
distintos tratamientos identificamos por homologia de secuencias peptidicas, otras
proteinas que, con un elevado score, presentaban un valor p superior a 0.05 lo que se
interpreta como proteinas constitutivas cuyos niveles de expresion no sufren cambios
con los distintos tratamientos. Entre estas proteinas se encuentran ciertas peroxidasas
de clase lll, proteinas de tipo PR-4, PR-5, NtPRp-27, quitinasas y endoquitinasas de

clase IV.

Las PR-4 tienen en comun un dominio C-terminal Barwin. Este término procede de
“proteina basica de semilla de cebada que es capaz de unir débilmente un analogo de
quitina” es decir, un oligosacarido tetramérico -1,4 de N-acetilglucosamina (Svensson
& Svendsen 1992). Estas proteinas se clasifican como endoquitinasas (Neuhaus et al.
1996) debido a que en una de ellas se encontré una débil actividad quitinasa (Brunner
et al. 1998). Estas proteinas se inducen por ataques de patdgenos y etileno en
Arabidopsis y melocotonero (Gu et al. 2002; Ruperti et al. 2002) asi como por 0zono
en plantas de Arabidopsis (Rao et al 2002). PR-4 también se ha encontrado en el
néctar extrafloral de la acacia donde tenia un efecto protector frente a infecciones
fungicas (Gonzalez-Teuber et al. 2009). La presencia de esta proteina en el medio de
cultivo esta de acuerdo con los resultados obtenidos por Guevara-Morato et al. (2010)
que sugieren una localizacion apoplastica debido a que PR-4 se sintetiza en forma de

preproteina y posteriormente pierde un péptido sefial en el extremo C-terminal.
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Asimismo, Linhorst et al. (1991) observaron otras PR-4 como las PR-P2 de tomate y
PR-4 de tabaco en el apoplasto.

NtPRp-27 se ha descrito en suspensiones celulares de C. annuum y C. chinense
(Sabater-Jara et al. 2010 y 2011) asi como de N. tabacum y S. tuberosum. Estas
proteinas se expresan en respuesta a infecciones por hongos o virus, lesiones
mecénicas asi como moléculas sefial como SA, ET y MJ coincidiendo con lo que
ocurre con muchas PRp que acumulan transcritos en respuesta a estos compuestos
(Okushima et al. 2000; Zhen-Dong et al. 2003; Elvira et al. 2008).

La mayoria de las PR-5 conocidas desempefian una importante funcién en la defensa
contra hongos patégenos (Cheong et al. 1997; Vu y Huynh 1994; Koiwa et al. 1997).
Entre las proteinas pertenecientes a este grupo se encuentra la osmotina. La actividad
antifingica de esta proteina esta correlacionada con la permeabilizaciéon de la
membrana plasmatica como se ha observado con la zeamatina en maiz (Roberts y
Selitrennikoff 1990). La osmotina proporciona un aumento de la resistencia contra
patdgenos (SAR) por lo que ha sido ampliamente utilizada en la produccion de cultivos
transgénicos de patatas (Bengyella et al. 2010). La actividad antifingica de la
osmotina se ha demostrado en diversos ensayos in vitro contra Phytophtora infestans,
Candida albicans, Neurospora crassa y T. reesei (Woloshuk et al. 1991; Vigers et al.
1992). Entre las principales condiciones de estrés que inducen la sintesis de esta
proteina se encuentran el NaCl, deshidratacion, etileno, heridas, acido abscisico, virus
del mosaico del tabaco, hongos y luz UV (LaRosa et al. 1992). Esta proteina puede
inducirse de forma constitutiva en condiciones de campo dando lugar a un aumento de
la resistencia del cultivo a las plagas (Liu et al. 1993). En este sentido, la osmotina
induce la lisis de esporas, inhibe su germinacién o reduce la viabilidad en siete
especies de hongos (Abada et al. 1996).

Dentro del grupo de las PR-5 también se encuentra la proteina similar a taumatina
(TLP). Estas proteinas se dividen en basicas (vacuolares) y acidas (apoplasticas)
(Stintzi et al. 1993; Fils-Lycaon et al. 1996). Las TLP presentan diversas funciones
entre las que destacan su actividad antifingica, proteccion frente a la congelacion y
estan implicadas en la maduracion del fruto. TLP se encuentra localizada
fundamentalmente en frutos y semillas (Neale et al. 1990; Jayasankar et al. 2003) y se
acumula en determinadas especies entre las que se encuentra Vitis (Tattershall et al.
1997). Asimismo, Fagoaga et al. (2001) encontraron una PRp (PR23) inducida en
tomate cuando se infectaba con el viroide de la exocortis de los citricos. Esta PR23

pertenece a la familia de las TLP y mostraba homologia con una secuencia peptidica
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casi completa de una proteina NP24 de tomate inducida por salinidad, la cual
pertenece a la familia de las osmotinas (Rodrigo et al. 1993). Estas dos proteinas
presentaban una actividad muy alta frente algunos hongos fitopatégenos lo que
sugiere que estas dos proteinas, codificadas por genes diferentes, se inducen en
diferentes situaciones de estrés (Bricefio et al. 2012).

Ademas de participar en respuestas de defensa, las PR-5 participan en procesos de
crecimiento y desarrollo por lo que pueden encontrarse en forma constitutiva y
aumentar sus niveles en presencia de elicitores (Tornero et al. 1994; Zhu et al. 1995;
Kim y Hwang 2000).

Las quitinasas vegetales son proteinas monoméricas de entre 25-40 KDa. En una
primera clasificacion se consideran glicosil hidrolasas. Henrissat (1993) incluye las
quitinasas vegetales junto con las flngicas y bacterianas. Otros autores proponen
cuatro clases de quitinasas vegetales, basadas en la secuencia de aminoécidos,
algunas de las cuales pueden estar presentes en la misma planta (Shinshi et al. 1995;
Collinge et al. 1993). Las quitinasas de clase |, Il y IV tienen dominios cataliticos
homologos. Este dominio es homélogo a la aglutinina del germen de trigo y es
responsable de unir la enzima a quitina (Hart et al. 1995). Los diferentes tipos de
quitinasas se diferencian por su estructura, propiedades enzimoldgicas, localizacion
espacial y temporal, regulacién y funcion (Kasprzewska 2003). Estas enzimas pueden
estar implicadas en crecimiento y desarrollo asi como en respuestas de defensa. Las
quitinasas difieren en la especificidad de sustrato (Brunner et al. 1998) y muchas de
estas enzimas no muestran propiedades antifungicas en ensayos “in vitro” (Shinya et
al. 2007). Estos autores observaron un aumento de la induccion de la expresion del
gen de la quitinasa de clase IV de N. tabacum, el cual era inducido por elicitores
fungicos. Tanto las caracteristicas transcripcionales como post-traduccionales de su
producto génico (NtChitlV) indicaban que estan implicadas en respuestas a infeccion
frente a patdgenos. En este sentido, Ott et al. (2006) observaron la induccion de
quitinasas extracelulares en respuesta a elicitores bacterianos. Estas NtChitlV sufren
la escision proteolitica de la region N-terminal lo que reduce su actividad antifangica y
su especificidad de sustrato. Sin embargo, estas enzimas carentes del extremo N-
terminal pueden degradar las paredes celulares del patégeno dando lugar a la
amplificacion de la sefial desencadenada por el elicitor mediante la liberacién de un
elicitor secundario procedente de las paredes del patéogeno favoreciendo la
transmision de esta sefal a las zonas que rodean al lugar de la infeccion (Shinya et al.
2007).
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Las endoquitinasas son enzimas capaces hidrolizar internamente polimeros de N-
acetil glucosamina (quitina) de la pared celular de los hongos liberando polisacéridos
(Hart et al. 1995). En este sentido, Hengel et al. (1998) observaron la presencia de la
proteina EP3 (endoquitinasa de clase V), en suspensiones celulares de zanahoria, la
cual se encontraba presente tanto en los controles como en los elicitados con
quitosan, P. infestans o B. cinerea.

Harfouche et al. (2008) observaron que durante el estado de SAR de nodulos de
Castanaea sativa se producia un aumento de la expresion de los genes que codifican
para endoquitinasas. Sin embargo, también encontraron estas enzimas en cultivos
control por lo que propusieron que este hecho podia explicarse tanto por las
condiciones de cultivo, las cuales pueden influir en la expresion de los genes, como
por las pequefias concentraciones de etileno que se generan en el interior de los
matraces, afectando asi a la expresion de los genes de las endoquitinasas.
Transcurridos siete dias no observaron un aumento en la expresién de estos genes

por lo que su expresion esta limitada a un nivel umbral.

4.3.4 ldentificacion del proteoma extracelular de suspensiones celulares
de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o
moléculas sefal (jasmonato de metilo, acido salicilico) y etileno mediante

microsecuenciacion

Las respuestas de defensa inducidas estan reguladas a través de una red de
transduccién de sefiales mediada por pequefias moléculas que actian como segundos
mensajeros, tales como SA, JA y ET. Estos reguladores, dirigen la expresién de una
serie de genes que codifican proteinas antimicrobianas o enzimas que catalizan la
produccion de metabolitos de defensa (Chong et al. 2008).

El perfil proteémico extracelular de suspensiones celulares de Monastrell se realiz6 en
condiciones control y de elicitacion con CDM solas o combinadas con MJ, en
presencia de SA y ET. Como se muestra en la Figura 4.39, el patron de proteinas
extracelular de suspensiones celulares elicitadas con CDM solas o combinadas con
moléculas sefial fue mas complejo que cuando se analiz6 el perfil proteémico de los
tratamientos que no contenian CDM, siendo el perfil m&s sencillo el mostrado en
presencia de SA. Por este motivo se seleccionaron los tratamientos control, CDM y SA
como tratamientos representativos del patron de proteinas totales encontradas en

presencia de estas moléculas en cualquiera de sus combinaciones, para la
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microsecuenciacion de bandas de proteinas tanto constitutivas como expresadas de

forma diferencial.
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Figura 4.39 Patrén de proteinas totales del medio extracelular de suspensiones celulares de
Monastrell realizado mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes. M: marcador de
peso molecular; 1: control; 2: CDM; 3: MJ; 4: ET; 5: SA; 6: CDM+MJ; 7: CDM+ET; 8: DCM+SA,;
9: MJ+ET; 10: MJ+SA; 11: CDM+MJ+ET; 12: CDM+MJ+SA.
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Aqui, como se observa en la Tabla 4.7 a, los péptidos tripticos inducidos por SA se
encontraron exclusivamente en la banda 1, la cual tenia un peso molecular aparente
de 28 KDa. Estos contenian secuencias de aminoacidos que presentaban homologias
con peroxidasas de clase Ill tales como una peroxidasa 73 de V. vinifera
(0i|225438962), la peroxidasa ATP9a de A. thaliana (gi|1546708) asi como otras dos
que presentaban homologias con las de Gossypium hirsutum (gi|19698446) y M.
truncatula (gi|357452877), encontrandose todas ellas incluidas dentro del grupo de
proteinas PR-9. Ademas se encontraron fragmentos tripticos que presentaron
homologia con una B-1,3-glucosidasa (glucan endo-1,3-B-glucosidasa) de V. vinifera
(gi|225441645), perteneciente a las proteinas PR-2. Estos resultados muestran que la
aplicacion exdgena de SA induce la acumulacion extracelular de PRp, lo cual sugiere
la posible implicacién de SA como mediador de la expresion de productos génicos
relacionados con respuestas de defensa.

Por otra parte, se encontraron fragmentos tripticos inducidos por CDM (Tabla 4.7 b),
en las bandas 1 (28 KDa) y 2 (37 KDa), siendo esta ultima inducida integramente por
la presencia de CDM en los cultivos celulares. Los péptidos tripticos correspondientes
a la banda 1, presentaron homologia con una peroxidasa 5 de V. vinifera
(0i|359490769) coincidente con la descrita en el analisis proteémico del label free y
observada, casi exclusivamente, en los tratamientos que contenian CDM. En la banda
2, se identificaron cinco fragmentos tripticos que se correspondian con una mananasa
(manan endo-1,4-beta-manosidasa) 7 de V. vinifera (gi|225458217).

Ademas de las proteinas inducidas por SA y CDM se observl la presencia de
peroxidasas, proteinas PR y proteinas apoplasticas, en las bandas 1, 3, 4 y 5, tanto en
los tratamientos control como en los que contenian SA o CDM por lo que su expresiéon
es constitutiva (Tabla 4.7 c). En la banda 1, destacé la presencia de dos peroxidasas
de V. vinifera, asi como una peroxidasa 67 de A. thaliana (gi|15237187) y un producto
similar al precursor de la peroxidasa 12 de V. vinifera (gi|7453849). En esta misma
banda también se observé la presencia de otras proteinas PR tales como una
quitinasa de clase IV de V. vinifera (gi|33413754) y una B-1,3-glucanasa de V. riparia
(0i[37992763). Esta ultima, (gi|225457600) también se encontré en la banda 3, de
peso molecular aparente 41 KDa.

En la banda 4 (peso molecular aparente 49.3 KDa), se observé la presencia de una
proteina inhibidora de poligalacturonasa de V. vinifera (gi|13172312) (PR-6) y en la

banda 5, de peso molecular aparente 54.2 KDa, se detectaron trece fragmentos
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peptidicos que presentaban homologia con una proteina apoplastica similar a la
reticulina oxidasa de V. vinifera (gi|225444139).

Todas las peroxidasas se encontraron en la banda 1 y fueron las proteinas mas
abundantes detectadas en el medio extracelular tanto de suspensiones celulares
control como en las tratadas con elicitor o moléculas sefial. Las peroxidasas estan
implicadas en una gran variedad de procesos fisiol6gicos debido al gran nimero de
isoformas y a la versatilidad para catalizar un gran nimero de reacciones enzimaticas
(Passardi et al. 2004). Debido a la importancia que tienen las peroxidasas en el
crecimiento y defensa de las plantas, durante la evolucibn se ha producido
repetidamente la amplificacion y modificacién estructural de los genes que las
expresan, para evitar su pérdida y garantizar su continuidad (Hiraga et al. 2001). Entre
los procesos fisiolégicos en los que estan implicadas destacan las reacciones de
endurecimiento e impermeabilizacion de la pared celular en respuesta a factores
externos como heridas, pérdida de agua o invasion por patégenos (Veitch 2004). Mei
et al. (2009) estudiaron la peroxidasa de G. hirsutum (GhPOX1) y observaron que la
adicion de inhibidores de la produccién de ROS reducian significativamente la
elongacion de las fibras en cultivos de 6vulos de G. hirsutum. Estos resultados
coincidian con los de Dunand et al. (2007) que observaron que para la elongacion de
las células de la raiz en Arabidopsis era necesaria la presencia de O,". Estos
resultados sugieren que esta peroxidasa se induce en respuesta a estrés oxidativo
causado por la presencia de SA. En contraste con estos resultados Hiraga et al. (2001)
mostraron que la infeccién por patégenos o las heridas en tomate inducen la sintesis
de una serie de proteinas acidas y basicas relacionadas con la defensa en las que ni
SA, ni ET ni JA estaban implicados.

Entre los fragmentos inducidos por SA encontramos algunos que presentaban
homologia con las secuencias de aminoacidos de la peroxidasa ATP9a concretamente
con los péptidos sefal caracteristicos de las peroxidasas secretoras de clase lll. Las
peroxidasas mas relacionadas con la ATP9a muestran una homologia del 70 % en su
secuencia de aminoacidos con otras especies tales como M. sativa y Spinacea
oleracea, implicadas en respuestas de defensa contra patoégenos (El-Turk et al. 1996).
Las peroxidasas de origen ort6logo en especies vegetales distantes como Arabidopsis
y G. hirsutum presentan homologias del 85 % en la secuencia de amino4cidos. Sin
embargo, no se puede concluir que éstas tengan funciones bioldgicas equivalentes a

las de M. sativa. En general, se encontraron secuencias de regiones altamente
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conservadas de peroxidasas de clase Il tales como GEIR, VAL y GGP (Passardi et al.
2004).

Las B-1,3-glucanasas encontradas tanto en el tratamiento con SA como en el control,
son hidrolasas implicadas en reacciones de defensa de las plantas contra patégenos.
Estas enzimas estan reguladas por auxinas, citoquininas y etileno y se expresan en
respuesta a infeccion viral, bacteriana y fungica (Sperisen et al. 1991).

Las B-1,3-glucanasas catalizan la hidrélisis de p-1,3-glucano, un polimero formado por
unidades de glucosa unidas por enlaces B-1-3. Este polimero es un componente
estructural de las paredes celulares de muchos hongos patégenos, asi como de las
paredes de ciertos tipos de células vegetales en determinados estados del desarrollo
(Shi et al. 2006). Estas enzimas digieren las paredes celulares dando lugar a la
liberacion de elicitores de naturaleza oligosacaridica, que promueven la produccién de
otras PRp y de fitoalexinas. Ademas de su papel en la defensa de las plantas, estas
enzimas también estan implicadas en otras funciones bioldgicas tales como la division
celular, germinacion de semillas, dormancia de las yemas, formacion de flores y
maduracion de frutos (Morohashi y Matsushima 2000; Buchner et al. 2002; Akiyama et
al. 2004). Estas proteinas se dividen en cuatro clases: B-1,3-glucanasas I, Il, Il y IV.
Las de tipo | son basicas y se encuentran en la vacuola y contienen una secuencia
sefal en el extremo C-terminal responsable de su localizacién intracelular (Shinshi et
al 1988). Las de clase I, lll y IV son acidas y no tienen la secuencia sefial en el
extremo C-terminal, por lo que se secretan al apoplasto y podrian ser las detectadas
en los cultivos celulares de Monastrell. Shi et al. (2006) compararon la secuencia de
FaBG2-3 (una B-1,3-glucanasa clonada a partir de tejidos de fresa) con las B-1,3-
glucanasas de clase Il de otras especies vegetales y observaron que esta proteina
mostraba una alta homologia con las enzimas de Glycine max, Cicer arietinum y V.
riparia (AAR06588; gi|37992763) (63% identidad y 79% de similitud) la cual también se
detect6 como proteina constitutiva en los medios extracelulares de Monastrell. Estos
autores observaron que al inocular con dos hongos distintos se producia la induccién
de estas proteinas después de 48 h de incubacién y que el nivel de induccion
dependia de la velocidad de invasion del patégeno. En cualquier caso, la presencia de
estas enzimas en tratamientos control estaria justificada debido a que también

intervienen en procesos de desarrollo celular.

Las quitinasas vegetales se inducen en respuesta a una infeccion por patégenos y al
tratamiento con elicitores. Estas proteinas juegan un importante papel en el sistema de

defensa de las plantas y son consideradas marcadores de resistencia en las plantas.
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Debido a que las quitinasas hidrolizan los enlaces internos f-1,4-glicosidicos de la
quitina es de esperar que estén implicados en la liberacion de elicitores de tipo
quitinoligosacaridicos de las paredes celulares durante una infeccion fungica (Shinya
et al. 2007). Benhamou et al. (1990) y Mauch et al. (1988) demostraron los efectos
antifingicos de algunas quitinasas, especialmente cuando se encontraban
acompafiadas de B-1,3-glucanasas. Se han descrito distintos tipos de quitinasas en
plantas (Kasprzewska 2003) por lo que ademas de participar en respuestas de
defensa, también intervienen en la resistencia frente a estrés abidtico y desarrollo de la
planta (Minic et al. 1998, Wiweger et al 2003). Shinya et al. (2009) estudiaron la
regulacién de la transcripcién de la quitinasa IV de N. tabacum y encontraron que el
promotor contenia una secuencia W box (GGTAAAGTCAA). Las secuencias W box se
encuentran situadas en los promotores de diversos genes relacionados con la defensa
y actlan como elementos de respuesta a elicitores en plantas (Yamamoto et al. 2004)
asi como elementos cis responsables de la induccion de la expresion de estos genes.

SA y MJ participan como mediadores en la regulacién positiva 0 negativa de un gran
nuimero de genes relacionados con la defensa, incluidas las quitinasas (Kunkel y
Brooks 2002). Asimismo pueden regular de forma antagbnica la expresion de
determinados genes relacionados con la defensa. En un estudio realizado por Shinya
et al. (2007) se observé que SA o MJ por separado podian atenuar la expresién
inducida por la elicitacion de la quitinasa de clase IV de N. tabacum. En nuestro caso,
esta enzima se ha localizado en los medios extracelulares control pero no se ha

detectado en los elicitados ni con SA ni con CDM.

Las proteinas inhibidoras de poligalacturonasas pertenecen a las proteinas PR-6.
Estas proteinas interfieren en la infeccion fungica inhibiendo la degradacion de la
pared celular vegetal causada por las poligalacturonasas fungicas. Bézier et al. (2002)
aislaron y caracterizaron el gen que codificaba para la proteina inhibidora de
poligalacturonasa en V. vinifera. Estos genes se inducian durante la infeccion con B.
cinerea como respuesta de defensa temprana. Las proteinas inhibidoras de
poligalacturonasas inhiben la actividad de poligalacturonasas secretadas por hongos
fitopatdgenos e incrementan la estabilidad in vitro de los oligogalacturénidos activados

por elicitor (Cervone et al 1989).

Las manan endo-(1,4)-B-manosidasas son las enzimas responsables de la escision
enzimatica de los galactomananos hasta sus unidades monoméricas. En V. vinifera se

han identificado 15 genes para esta enzima (F-IPCfG, 2007). Los mananos son
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polisacéridos de hemicelulosa presentes en las paredes celulares primarias de las
plantas. Estos polimeros tienen dos funciones principales; como polisacaridos de
reserva que proporcionan energia para las semillas en crecimiento y como
componentes estructurales del entramado hemicelulosa-celulosa. En relacién a sus
funciones, estas enzimas se activan durante la germinacion de las semillas y los
procesos de crecimiento o senescencia (Schroder et al. 2009). Parece ser que las
manan endo-(1,4)-B-manosidasas realizan un papel similar a las xiloglucan
endotransglicosilasas/hidrolasas en la remodelacion de la pared celular. Asimismo, la
presencia de estas enzimas es necesaria como ocurre durante la sintesis de celulosa
en la que se requiere la presencia de las celulasas para el correcto ensamblaje de sus
unidades en la pared celular (Hrmova et al. 2006). Las endo--mananasas son poco
especificas en cuanto al sustrato que hidrolizan (Schréder et al. 2009), esto podria
explicar su presencia exclusivamente en el tratamiento con CDM, lo cual puede

deberse a la estructura oligosacaridica similar a la de los mananos que hidrolizan.

La reticulina oxidasa, también denominada enzima de unién a berberina, pertenece a
la familia de las oxidorreductasas unidas a FAD dependientes de oxigeno. Esta
enzima es la responsable de la biosintesis de los alcaloides bencilisoquinolina y
cataliza la oxidacion estereoespecifica asi como la formacion de enlaces C-C de la
reticulina, siendo ésta un precursor de la morfina (Winkler et al. 2009). Custers et al.
(2004) identificaron reticulina oxidasa en hojas de dos miembros de la familia de las
compuestas tratadas con SA. Ademas, esta enzima es comun en la familia de las
Papaveraceas. En estudios realizados en girasol, Dittrich y Kutchan (1991) observaron
que la expresién de los genes que codificaban para esta proteina se activaban en caso
de infeccion fungica. Esta proteina puede usar una gran variedad de azlcares
reducidos, sobre todo hexosas que se acumulan en la planta tras una infeccién por
patdgenos, dando lugar a producciéon de H,O,. Asimismo, Custers et al. (2004) al
afadir SA a hojas de Lactuca sativa y girasol observaron que la fraccion de proteinas
que tenia actividad antifingica contenia secuencias que presentaban una alta
homologia a la reticulina oxidasa de E. californica y P. somniferum. La reticulina
oxidasa cataliza la formacion de alcaloides de benzofenantridina que se sintetizan en
ciertas especies de plantas de las familias de las Papaveraceas y las Fumaraceas en
respuesta a ataques patdgenos, actuando asi como fitoalexinas (Dittrich y Kutchan
1991; Dixon 2001).
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Tabla 4.7 a Péptidos tripticos inducidos por SA

Bandas de Péptidos tripticos inducidos por SA NUumero de acceso Proteina Masa Scores?
proteina nominal
28 kDa FYNGLLPR CAN83571 Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa 52210 161
(banda 1) 0i|225441645 V. vinifera
DHPDNLSLAGDGFDTVIK XP_002284278 Peroxidasa 73 (Peroxidasa de clase Ill) 203
VSCADILTMATR gi|225438962 V. vinifera 35826
DSVVILGGPDWDVK AAL93151 Peroxidasa de clase Il 34830 99
0i|19698446 Gossypium hirsutum
QFDNVYYKNLQQGK CAA67362 Peroxidasa ATP9a (Peroxidasa de clase IlI) 34642 188
VSCADILTMATR gi|1546708 Arabidopsis thaliana
XP_00359671.1
ISPLTGTNGEIR 0i|357452877 Peroxidasa 34432 72

Medicago truncatula

Se han subrayado las secuencias consenso de las peroxidasas.

#Mascot Scores



Tabla 4.7 b Péptidos tripticos inducidos por CDM

Bandas de Péptidos tripticos inducidos por CDM Numero de Proteina Masa nominal Scores®

proteina acceso

28 kDa DSVEITGGLGYDVPAG XP_003634164 Peroxidasa 5 35394 158
(banda 1) GLFTSDQTLLTDTTTATQVR 0i|359490769 V. vinifera

37 kDa ISSAFAEAAGHGLTIAR CBI19729 Mannan endo-1,4-beta- 48835 386
(banda 2) LVLSLANNYESFGGK 0i|225458217 manosidasa 7
QYVDWAR V. vinifera
GQGQYLTSDDDFFR

NHIQDAQNVLR




Tabla 4.7 ¢ Péptidos tripticos constitutivos

Bandas de Péptidos tripticos constitutivos NUmero de acceso Proteina Masa nominal Scores®
proteina
28 kDa MGASILR XP_002269918 Peroxidasa 33929 161
(banda 1) DMVALSGAHTIGQAR gi| 225434381 V. vinifera
FKAQGLSTR NP_200647 Peroxidasa 35142 104
0i|15237187 Arabidopsis thaliana
GFEVIDSAK AAF63024 Precursor de peroxidasa 12 36813 93
0i|7453849 (Spinacia oleracea)
GYEVIDTIK XP_002285723 Peroxidasa catiénica 33659 511
MGNLSPLTGTNGEIR 0i|225459180 V. vinifera
DSVVALGGPTWTLQLGR
SQVESLCPGVVSCADIVAVAAR
DSTTASLSTANSDLPGPASDLSTLISR
NVQSAITSAGLQGQIK AAR06588 B-1,3-glucanasa 36776 68
0i|37992763 V. riparia
FGTEGSTDDSLR AAM95447 Quitinasa de clase IV 243
AAFLDALNSYPR AINSIECDGGNTAAVNAR gi|33413754 V. vinifera
41kDa NFGILNGDGSK XP_002272900 Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa 49405 134
(banda 3) VAQLLQSTLIDK gi|225457600 V. vinifera



49.3 kDa
(banda 4)

54.2 kDa
(banda 5)

STQIVDFSR
SLTSLDLSHNK

DVDIGVTK
IDNDLFIR
NEQSIPPLK
VLLQPVTVNK
SDYVQTPISK
TAVDPTNFFR
TGLVFNPYGGR
KSDYVQTPISK

YGLSIDQLVDAK
LVAVPETVTVFR

LYSYMTPFVSK

KYGLSIDQLVDAK
MSEIPSSETAFPHR

AAK14075
0i|13172312

XP_002268606.1
0i|225444139

Proteina inhibidora de poligalacturonasa
V. vinifera

Proteina similar a reticulina oxidasa
V. vinifera

37522

59382

106

860

Se han subrayado las secuencias consenso de las peroxidasas. En negrita se han representado las regiones altamente conservadas de la -1,3-

glucanasa y de la proteina inhibidora de poligalacturonasa.
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1. El crecimiento de las suspensiones celulares de Monastrell en dos medios
minerales (GB5 y MS) no mostro diferencias significativas a pesar de que GB5 es mas
pobre en fuente nitrogenada que el MS, por lo que se decididé continuar con el medio
mineral GB5 ya que al ser mas pobre en nutrientes lo hacen mas adecuado para la
produccion de t-R. Asimismo, de entre las distintas concentraciones de sacarosa
utilizadas se seleccion6 la de 20 g/L con el fin de compatibilizar un buen crecimiento
celular con la maxima produccién de t-R. Utilizando esta concentracién de fuente

carbonada se calcularon los parametros Vexp igual a 2.9 y Ta de 16 dias.

2. Se estudié la produccion de t-R con CD de distinta naturaleza observandose
diferencias significativas entre el uso de CDM y el resto por lo que se seleccion6 ésta
para la realizacion de los experimentos posteriores. Asimismo el uso de CDM a
distintas concentraciones a lo largo del tiempo revelé que 50 mM de CDM y 96 h de
tratamiento eran las condiciones mas adecuadas para la produccion de t-R con este

elicitor.

3. La elicitacion de suspensiones celulares de Monastrell a distintas densidades
celulares mostraron que la mayor produccion de t-R tenia lugar a densidad celular baja
lo cual hace inviable su paso a biorreacctor. Sin embargo, el uso de un segundo
elicitor biético como MJ, a distintas concentraciones y a distintos densidades celulares
revel6 que se producia un efecto sinérgico en la produccién de t-R cuando MJ se
usaba a una concentracion de 100 uM, haciendo posible el uso de densidades
celulares mayores. Se selecciond una densidad celular intermedia por no presentar

diferencias significativas con la densidad celular baja.

4. La adicion de MJ en combinacién con CDM alarga la fase de produccion de t-R
hasta las 168 h. Los compuestos producidos por las células de Monastrell son
secretados al medio de cultivo siendo el t-R el compuesto mayoritario, detectdndose
trazas de c-R en el medio extracelular. En el interior de las células el contenido de

estilbenoides fue del orden de 1000 veces menor detectandose t-R, ¢-R, t-P y c-P.

5. El uso del medio mineral MS para la elicitacion de las suspensiones celulares de
Monastrell con CDM y MJ tampoco condujo al aumento de la produccién de t-R no
existiendo diferencias significativas respecto al medio mineral GB5 a las 96 h y
reduciéndose a la midad a las 168 h, por lo que se corrobora la mayor eficiencia del

medio mineral GB5 para la produccion de t-R en estas condiciones.

6. El uso de CDM solas o en combinacién con MJ con un elicitor abiético como la luz

UV-A o C no dio lugar a un aumento significativo de la produccién de t-R a ninguno de
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los tiempos de irradiacion ensayados. En el caso de las irradiaciones con luz UV-A, se
observo un descenso en la produccion en los tiempos de exposicion cortos (5 y 15
min) mientras que a partir de 30 min la produccion se recupera hasta los niveles
alcanzados con los tratamientos con CDM solas 0 en combinacion con MJ. En el caso
de las irradiaciones con luz UV-C resultaron ser muy perjudiciales para la produccion
de t-R tanto si se hacian en presencia de CDM solas o en combinaciéon con MJ y a
cualquiera de los tiempos de exposicién ensayados.

7. El uso de un fungicida sistémico como el FAI no produjo el aumento de la
produccién de t-R cuando se combin6é con CDM solas y resultd tener un efecto
antagonico con MJ cuando se ensay6 en combinacién con CDM y MJ.

8. El uso de distintas concentraciones de sacarosa (10, 20 y 30 g/L) en suspensiones
celulares elicitadas con CDM solas o en combinacion con distintas concentraciones de
MJ (25, 50, 100, 270 uM) mostr6 que la concentracion Optima de MJ varia
dependiendo de la concentracién de sacarosa usada. Los niveles de t-R mas elevados
se alcanzan cuando se utilizan 20 g/L de sacarosa y 100 uM de MJ y con 30 g/L de
sacarosa y 50 uM de MJ no observandose diferencias significativas entre estos
valores.

9. El aumento de la superficie de aireacion de los cultivos en matraces agitados no dio
lugar a diferencias significativas en la produccién de t-R en los elicitados solo con
CDM o en combinacién con MJ, aunque si se observaron diferencias significativas
entre la productividad de los matraces de 250 y 1000 mL. En relacién al escalado los
niveles de produccién mas elevados se encuentran en los matraces de 1000 y 5000
mL aunque los valores de productividad maxima se observaron en matraces de 500 y
5000 mL.

10. La reutilizacion de las suspensiones celulares de Monastrell durante varios ciclos
de elicitacion continuos para la produccion de t-R es posible cuando se utiliza CDM en
combinacién con MJ, obteniéndose altos niveles de producciéon hasta cuatro ciclos
seguidos. Sin embargo cuando se utilizan solo CDM la producciébn comienza a
descender bruscamente en el segundo ciclo de elicitacion.

11. El uso de SA y/o ET en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM
solas 0 en combinacion con MJ mostré un efecto aditivo en la produccién de t-R
cuando se utiliz6 ET, sin embargo SA tenia un efecto antag6nico que producia la
disminucidn de la produccion de t-R en cualquiera de los tratamientos.

12. El uso de bloqueadores de los canales de Ca** extracelular e intracelulares

disminuye la produccién de t-R, lo cual indica una dependiencia de los flujos de Ca®".
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El uso de inhibidores de PK y PP en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas
con CDM solas o en combinacion con MJ produjo un descenso significativo de la
produccion de t-R cuando se utiliz6 un inhibidor de MAPK (Ap) y un inhibidor de PP
(OFA), por lo que la produccion es parcialmente dependiente de eventos de
fosforilacion y desfosforilacién. El uso de un inhibidor de la NADPH oxidasa (DPI) en
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM solas 0 en combinacién con
MJ provoco una inhibicién de la produccion de t-R con lo cual ésta es dependiente de
la produccion de H,O,. Sin embargo el uso de un inhibidor de NO sintasa (L-NNA) y un
secuestrador de NO (cPTiO) produjeron un descenso significativo de la produccién de
t-R pero no su inhibicién total por lo que la produccion es parcialmente dependiente de
NO.

13. El analisis mediante label-free y microsecuenciacion del proteoma extracelular de
suspensiones celulares elicitadas mostrd la presencia de PRp cuyas secuencias de
amino&cidos eran homdlogas a -1,3-glucanasas, peroxidasas de clase Il y una 3-1,4-
mananasa, sugiriendo que las moléculas que han desencadenado su sintesis podrian
mediar la expresion de los productos génicos relacionados con la defensa en
Monastrell. Aparte de las proteinas inducidas por la elicitacion se identificaron otras
proteinas que se encontraban presentes en tratamientos control y elicitados. Entre
estas proteinas se incluian quitinasas, proteinas inhibidoras de poligalacturonasa y
proteinas similares a reticulina oxidasa las cuales estan implicadas en la remodelacion

de la pared celular durante el crecimiento y la prevencién de ataques patégenos.
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