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1.1 Vitis vinifera 

La familia de las Vitáceas comprende setenta géneros en los que se incluyen casi mil 

especies. Cerca de 470 de estas especies son leñosas, en su mayoría lianoides, 

poseen hojas esparcidas, compuestas o simples pero profundamente lobuladas, con 

estípulas y abundantes zarcillos derivados de modificaciones en las inflorescencias. 

Se distribuyen por las regiones templado-cálidas. Las flores, muy pequeñas, son 

actinomorfas, unisexuales o hermafroditas, muestran una estructura pentámera 

(raramente tetrámera), y están provistas de un disco en el ápice del pedúnculo. El 

perianto está 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 últimos están en número de 5, mientras el 

gineceo, formado por 2 carpelos, cada uno con 2 óvulos, es súpero 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 Cáucaso 

y cultivada en toda la cuenca del Mediterráneo desde la antigüedad.  

 

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 más importantes, con una superficie de cerca de 9 millones de hectáreas. 

La principal especie cultivada es V. vinifera L. La domesticación de V. vinifera ocurrió 

hace mucho tiempo como lo demuestran las semillas de 5000 años de edad que se 

encuentran en Jericó. 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 extendió desde la cuenca del Mediterráneo hasta el 

Lejano Oriente y se introdujo más tarde en el Nuevo Mundo, en particular, por los 

colonos de los países vinícolas de la zona del Mediterráneo. La rápida domesticación 

de la vid fue apoyada por los múltiples usos de la uva para la producción 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 variación 

en V. vinifera era insuficiente para permitir el cultivo universal y llevó a la 

domesticación 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 llamada: Alcayata, Garrut, Gayata, Mataró, 

Monastrell, Morastrell, Morrastrell, Mourvedre, Murviedro y Verema Blanca), es una 

variedad de uva tinta española 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 ásperos en juventud. Esta cepa 

requiere un cultivo delicado y temperatura (Tª) elevada. Los racimos son grandes y 

densos, las uvas son pequeñas, redondas y con piel gruesa. Muy sensible a la sequía 

pero poco sensible a Botrytis cinerea, medianamente sensible al oídio y ácaros así 

como al mildiú y a la podredumbre ácida. 

 

Figura 1.2 V. vinifera L. cv Monastrell. 

1.1.2 Química 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 vinificación, 

sin embargo, las hojas no se utilizan normalmente como vegetales comestibles por el 

hombre. Por lo tanto, se hará hincapié en los fitoquímicos presentes en los tejidos de 

los frutos. La química 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 cáncer en las poblaciones humanas. En este sentido, existe una 

correlación significativa en los datos epidemiológicos generados en todo el mundo, y 

en experimentos con animales, entre la ingesta dietética y muchos tipos de cáncer. 

Estos incluyen las catequinas del té verde, el licopeno, isoflavonas de la soja, 

compuestos fenólicos 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 investigación 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.  

 

Figura 1.3 Inicio de la ruta fenilpropanoide a partir de la desaminación de la fenilalanina por la 
acción 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 

formación de derivados de uno, dos o más anillos aromáticos (C6), cada anillo con un 

patrón característico de sustitución y con diferentes modificaciones del residuo de 

propano de la Phe (C3). Los ácidos hidroxicinámicos (C6-C3) entre los que se incluyen 

p-cumárico, cafeico, ferúlico y sinápico, presentan diferentes grados de hidroxilación y 

metilación en C6. La escisión de un fragmento de C2 de la cadena lateral alifática del 

ácido p-cumárico conduce a la formación de los ácidos hidroxibenzoicos (C6-C1), tales 

como salicílico, siríngico, gálico y vanílico (Herrmann 1989).  

La condensación de tres residuos C2 con un ácido hidroxicinámico activo produce dos 

clases de metabolitos con un segundo anillo aromático vinculados a la fracción 

fenilpropanoide, los flavonoides (C6-C3-C6) y los estilbenos (C6-C2-C6) (Iwashina 2000) 

(Figuras 1.4 y 1.6).  

La estructura química básica de los flavonoides es el núcleo flavano, compuesto por 

15 átomos de carbono dispuestos en tres anillos: dos anillos de benceno en 

combinación con un anillo pirano que contiene oxígeno (Figura 1.4). 

 

Proantocianidinas Antocianidinas  

Figura 1.4 Estructura de algunos flavonoides. 
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Entre los flavonoides destacan las antocianidinas por ser los pigmentos más 

abundantes en la piel de las uvas. Asimismo, se encuentran otros compuestos de 

interés como kaempferol, quercetina, apigenina y catequinas. Estas últimas, 

constituyen la unidad monomérica para la biosíntesis 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 polimerización, lo que las 

hace fácimente extraíbles durante el proceso de fabricación del vino, y se localizan en 

la vacuola y la pared celular, confiriéndole importantes propiedades organolépticas al 

vino, tales como la astringencia, amargor, coloración 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 fenólicos 

de bajo peso molecular localizados de forma específica 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 Vitáceas, Pináceas, Aracáceas (o palmáceas), 

Mirtáceas, Fagáceas, Liliáceas, Fabáceas (o leguminosas) y Moráceas. En la familia 

de las Vitáceas, destaca la especie V. vinifera, que es la más importante en la 

producción mundial de uvas de mesa, pasas y producción 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 última 

etapa de la síntesis 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 (glucósido de resveratrol), ε-

viniferina (dímero resveratrol), y -viniferina (trímero resveratrol) descubiertos en 

hojas. Otros estilbenoides se identificaron en cultivos celulares, piceatanol, δ-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 1977a y 1977b; Langcake et al. 1979; 

Pezet y Pont 1988; Waffo-Teguo et al. 1996b y 2001; Vitrac et al. 2002).  
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trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Piceida Pterostilbeno

Piceatanol Astringina  

Figura 1.5 Estructura de algunos estilbenos. 

-viniferina -viniferina

-viniferina  

Figura 1.6 Oligómeros del t-R. 
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La estructura química de algunas viniferinas se basa en el esqueleto químico 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 ácidos tricarboxílicos (Figura 1.7) (Schröder y Schröder 1990) siendo una 

peroxidasa, la enzima que lleva a cabo el acoplamiento oxidativo de monómeros de t-

R, originando los distintos tipos de oligómeros conocidos como viniferinas. En cultivos 

de células de vid, la única enzima descrita hasta el momento con actividad fenol-

oxidasa, capaz de oxidar al resveratrol, ha sido la peroxidasa (Morales y Ros Barceló 

1997; Morales et al. 1997). 

La mayoría de las isoenzimas de peroxidasa capaces de oxidar los 4-hidroxiestilbenos 

son constitutivas (Calderón 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 sólo de la planta o de la célula en sí 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 síntesis de estilbenos puede 

inducirse como respuesta a la infección por patógenos (Langcake y Pryce 1976) o a 

factores abióticos. La expresión de estos genes se induce de forma diferente 

dependiendo de cual sea la señal externa que reciba la planta (Preisig-Müller et al. 

1999; Brehm et al. 1999). 

Las viniferinas son consideradas fitoalexinas (phyton –planta; alexein –defensa) 

(Reichling 1999) por presentar actividad biológica frente a un amplio rango de agentes 

fitopatógenos (Jeandet y Bessis 1989). Así, estudios realizados en cultivos celulares 

elicitados con hidrolizados de paredes celulares de fitopatógenos generan como 

respuesta de defensa, la síntesis de H2O2, la inducción de enzimas de la biosíntesis de 

fitoalexinas y la síntesis y acumulación de fitoalexinas específicas de la planta 

(Reichling 1999). Por ello, la presencia de viniferinas a concentraciones 

biológicamente significativas se ha asociado a estados infectivos o inducidos, ya que 

en celulas sanas o no inducidas, la concentración 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 interacción entre la planta y el patógeno se encuentran muy localizadas en la zona 

de infección siendo su concentración total en la planta extremadamente baja, por lo 

que los métodos clásicos de extracción con fines comerciales resultan muy costosos. 

La ventaja de la utilización 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 síntesis está en función de la biomasa de células elicitadas y de 

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

et al. 2006). 

 

Figura 1.7 Ruta biosintética del t-R. 
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1.1.2.2 El resveratrol y sus propiedades 

La unidad estilbénica más interesante en cuanto a las propiedades mostradas para la 

salud humana es el t-R, que además es el más abundante en el reino vegetal. Se ha 

demostrado que el t-R es el hidroxiestilbeno mayoritario en los frutos de vid en estados 

infectivos (Langcake y Pryce 1977a) y en condiciones de estrés abiótico (Creasy y 

Coffee 1988; Dercks y Creasy 1989; Calderón et al. 1993a; Adrian et al. 1996; Adrian 

et al. 2000). El t-R fue identificado químicamente 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 raíces 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 

Vitáceas. Las propiedades de los compuestos procedentes de la vid probablemente se 

deban al efecto combinado de todos sus compuestos bioactivos más que de una o 

unas pocas moléculas, aunque el resveratrol constituye el ejemplo más estudiado de 

entre los compuestos biológicamente activos de las uvas (Iriti et al. 2006; Pezzuto et 

al. 2008). Entre las propiedades del resveratrol se encuentran: 

 Prevención contra el cáncer 

La quimioprevención es una estrategia de parada o marcha atrás de la carcinogénesis 

mediante el uso de agentes quimiopreventivos. A nivel molecular se ha propuesto que 

las interacciones con los factores de transcripción y los receptores podrían 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 inhibía el 

desarrollo de lesiones preneoplásicas en cultivos de glándula mamaria de ratón 

tratados con un carcinógeno, así como la formación de tumores en la piel de ratones 

(Jang et al. 1997).  

Asimismo, se ha observado que existe una correlación directa entre la inflamación 

crónica y diversos tipos de cáncer, ya que durante la inflamación se produce un 

aumento de la expresión 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) así como la cascada de las prostaglandinas, inhibiendo las tres 

etapas de la carcinogénesis (Subbaramaian et al. 2003). 
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El resveratrol también actúa inhibiendo dos importantes factores de la transcripción, 

NF B, implicado en la ruta de señalización que media la inflamación, oncogénesis 

(angiogénesis y metástasis) y apoptosis y el activador de la proteína 1 (AP-1) que 

regula la expresión de los genes implicados en la adaptación, diferenciación y 

proliferación celular (Holmes-McNary y Baldwin 2000; Pervaiz 2003). 

Otro mecanismo por el que el resveratrol ejerce actividad quimiopreventiva es 

mediante su interacción con los receptores de andrógenos y estrógenos (Iriti y Faoro 

2010). En algunos tipos de tumor, como leucemia, el resveratrol activa la vía 

mitocondrial de la apoptosis mediante la sobre-expresión de proteínas proapoptóticas 

como p53 y Bax e impide la expresión de proteínas inhibidoras de la muerte celular 

como Bcl-2 (Roman et al. 2002). En líneas celulares de melanoma humano, el 

resveratrol induce apoptosis mediante la activación de proteín kinasas activadas por 

mitógeno (MAPK) (Niles et al. 2003), mientras que en líneas celulares de cáncer de 

páncreas humano, induce apoptosis por la vía de las caspasas 3 y 8, detiene el ciclo 

celular en fase G1 e inhibe la expansión del tumor por la matriz extracelular (Cui et al. 

2008). 

 

 Aterogénesis, hipertensión y cardioprotección  

En las enfermedades cardiovasculares tiene lugar un proceso inflamatorio en el que se 

produce la hidrólisis de fosfolípidos de la membrana plasmática liberando ácido 

araquidónico 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 

plaquetas favoreciendo la formación de las placas de ateroma (Smith 1989). Como se 

menciona en el apartado anterior, el resveratrol inhibe a estas dos enzimas impidiendo 

la formación de mediadores de la inflamación, previniendo la agregación plaquetaria. 

También se ha observado en individuos cuya dieta se ha suplementado con 

resveratrol, que se produce una modificación del perfil de lipoproteínas, dando lugar a 

un aumento de las lipoproteínas de alta densidad (HDL) y a un descenso de las 

lipoproteínas de baja densidad (LDL), así como de otros marcadores de la inflamación 

asociados a riesgo cardiovascular (Castilla et al. 2006). También se produce un 

descenso de los niveles del factor de necrosis tumoral  (TNF- ) y de las 

concentraciones de triglicéridos plasmáticos (Zern et al. 2005). 

El resveratrol también actúa induciendo la liberación de óxido nítrico (NO) por la óxido 

nítrico sintasa endotelial, el descenso de la producción de endotelina 1 y la supresión 

de NF B (mediada por TNF ). 
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Además, el resveratrol incrementa los niveles de activadores del plasminógeno 

transformándolo en plasmina, el cual es responsable de la degradación de la fibrina 

del trombo, disolviendo el coágulo (Zou et al. 2000). 

 

 Neuroprotección y envejecimiento 

El resveratrol promueve la degradación intracelular de los péptidos  amiloides  que se 

depositan en las neuronas causando su degeneración (Marambaud et al 2005). 

Asimismo, reduce la citotoxicidad inducida por NO y por la acumulación intracelular de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) (Bastianetto et al. 2000). Todos los inhibidores 

polifenólicos eficaces están compuestos por al menos dos anillos fenólicos con 2-6 

uniones atómicas y un mínimo de tres grupos -OH en los anillos aromáticos. Estas 

características estructurales son esenciales para la interacción no covalente con las 

estructuras en lámina  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 restricción calórica, sugiriendo que este 

compuesto comparte rutas metabólicas comunes a la restricción calórica (Howitz et al. 

2003). Este proceso está mediado por proteínas de la familia de los reguladores 

silenciosos de la información (SIRT). Las SIRT están 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 Evolución del conocimiento de los metabolitos secundarios 

El fenómeno del metabolismo secundario y su diferenciación del metabolismo primario 

fue reconocido en la segunda mitad del siglo XIX. En 1873, Julius Sachs, uno de los 

padres fundadores de la fisiología de plantas, dio la siguiente definición: “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 formación 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 orgánicos que no 

parecen tener una función directa en el crecimiento y desarrollo. Estas sustancias se 

conocen con el nombre de metabolitos secundarios y no tienen función reconocida o 

directa en los procesos de fotosíntesis, respiración, transporte de solutos, síntesis de 
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proteínas, asimilación de nutrientes, diferenciación o formación de biomoléculas. Estos 

compuestos tienen una distribución 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.  

Podría considerarse que el estudio de los metabolitos secundarios comenzó en 1806, 

cuando Friedrich Wilhelm Sertürner aisló la morfina (“principium somniferum”) de la 

adormidera. Esta fue la primera demostración de que el principio activo de una droga 

de origen vegetal podía aislarse y atribuírsele este efecto a un único compuesto 

químico, lo cual inició la química de productos naturales. 

Pero no fue hasta mediados del siglo XX que se produjo un gran avance en la 

enzimología del metabolismo secundario, apoyada por dos grandes avances 

tecnológicos:  

1. La introducción de la columna de cromatografía en la química de proteínas, 

con nuevos disolventes, permitiendo una separación rápida y selectiva de las 

proteínas por tamaño de exclusión, intercambio iónico y cromatografía de afinidad.  

2. El uso de cultivo de órganos 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 

que, en algunas ocasiones, superaban a las de la planta de procedencia (Zenk 1991). 

Transcurridos unos años, se desvaneció la euforia que supuso en un principio el uso 

de los cultivos celulares vegetales como factorías de productos naturales de alto valor 

añadido, sin embargo, los cultivos celulares se habían convertido en una poderosa 

herramienta para el estudio de la bioquímica vegetal. Un gran número de rutas 

biosintéticas se caracterizaron a nivel enzimático gracias al uso de suspensiones 

celulares en estos años.  

A pesar del éxito de la aplicación 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 mayoría 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 caracterización molecular de las vías del metabolismo 

secundario a nivel genético, abrieron nuevas perspectivas. Otra ventaja que 

proporcionaron las herramientas moleculares fue la localización específica de las rutas 

del metabolismo secundario, las cuales no solo están bien organizadas 

bioquímicamente sino que también están expresadas en determinados tipos celulares. 

 

1.2.2 Biotecnología y metabolitos secundarios de plantas 

1.2.2.1 Funciones de los metabolitos secundarios 

La funcionalidad de los metabolitos secundarios comenzó a estudiarse por los 

químicos orgánicos del siglo XX, interesándose por estas sustancias a las que 

denominaron “productos naturales”, debido a su utilización como drogas, venenos o 

saborizantes (Taiz y Zeiger 2002). 

En cuanto a las funciones que desempeñan los metabolitos secundarios en las 

plantas, inicialmente se consideraron productos de desecho o de detoxificación (Peach 

1950; Reznik 1960). Este punto de vista cambió en los años setenta con el aumento 

del conocimiento del metabolismo secundario. A partir de este momento dejaron de 

considerarse como productos finales inertes del metabolismo, considerándose 

componentes dinámicos del metabolismo de las plantas (Robinson 1974; Barz & 

Köster 1980). Así se les ha reconocido i) un papel ecológico debido a las 

características que poseen, tales como su sabor amargo o su toxicidad, protegiendo a 

las plantas de su ingestión por herbívoros y de la infección por patógenos microbianos. 

Sin embargo, Fraenkel (1959) y más tarde Ehrlich & Raven (1964) destacaron la 

importancia de las ii) respuestas recíprocas que se producen entre organismos 

estrechamente relacionados, sirviendo así como atrayentes de polinizadores y 

dispersadores de semillas y como agentes en la competencia planta-planta, siendo 

ésta, la base de la variación genética en la coevolución de determinadas especies.  

Por otra parte, una característica inherente de los metabolitos secundarios es su alta 

diversidad y plasticidad genética, que garantiza una adaptación de las plantas a las 

demandas de su entorno, que a su vez, está continuamente sometido a cambios. En 

general, los metabolitos secundarios ejercen un iii) papel primordial en la ecología de 

las plantas, principalmente como fitoalexinas. Estos compuestos están implicados en 

la defensa contra los patógenos y fitófagos, así como en la tolerancia a condiciones 

abióticas (clima adverso, alta radiación ultravioleta (UV), foto-oxidación, estrés hídrico) 

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 (biótico y abiótico) ya que es indispensable para la supervivencia del individuo 

en su medio ambiente. El rápido avance del conocimiento de los mecanismos de 

diversificación evolutiva de los genes implicados en el metabolismo secundario es 

quizás el descubrimiento más importante que apoya la función ecológica del 

metabolismo secundario. La duplicación de los genes y la adquisición de una nueva 

función del duplicado, que no subyace a las estrictas funciones del gen de 

procedencia, parece ser la clave que explica la evolución de esta diversidad 

metabólica. Si un gen que dirige una función esencial se duplica, la copia del gen se 

libera de la función principal; por tanto puede ocurrir que sea eliminado por 

inactivación, o bien que sea modificado y que adquiera una nueva función. De este 

modo los genes duplicados pueden evolucionar de formas distintas:  

1) bien mediante continuas modificaciones de su función a lo largo de la 

especialización 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 función en un nuevo ambiente 

bioquímico como consecuencia de una única copia del gen original.  

Gracias a esta evolución genética, los metabolitos secundarios han alcanzado 

funciones tan diversas como la de actuar como señal molecular dentro de la planta, o 

entre la planta que los produce con otras plantas, microorganismos, herbívoros, 

insectos polinizadores o animales que dispersan semillas. Asimismo, los metabolitos 

secundarios sirven como arsenal químico para defenderse de predadores o entrar en 

competición con otras plantas (sustancias alelopáticas) siendo algunos de estos 

compuestos constitutivos y otros inducidos en respuesta a una agresión (fitoalexinas) 

(Sánchez-Sampedro 2006). 

El aumento del conocimiento de la información genética y el gran desarrollo de las 

herramientas genéticas de las que se disponen en la actualidad, permitirán el avance 

de la caracterización molecular completa de las rutas del metabolismo secundario que 

servirán como base para su aplicación biotecnológica en medicina y agricultura 

(Hartmann 2007). 

 

1.2.3 Biotecnología y cultivos celulares 

Podría decirse que la biotecnología se inició hace unos 10000 años cuando el hombre 

de la Edad de Piedra empieza a utilizar los seres vivos y sus productos. Otros autores  

apuntan que la biotecnología comenzó hace algo menos de 6000 años, 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 está haciendo biotecnología. Este término se acuñó hace algo más 

de un siglo, concretamente, a partir de la repercusión que tuvo para la ciencia la 

aplicación de los estudios sobre la “evolución 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 biotecnología puede ser definida desde diferentes puntos de vista. Así por ejemplo, 

El Mansouri y Quesada (1996), la definen como “una tecnología que tiene como 

finalidad, introducir en el mercado un producto al que se le supone un valor añadido 

que lo identifica como mejor, más limpio, más 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) definió la biotecnología como “un conjunto de técnicas que 

permiten la utilización de seres vivos o parte de éstos para producir o modificar 

productos, mejorar plantas o animales o desarrollar microorganismos con propósitos 

industriales y comerciales”. En ese mismo año, el directorio holandés para la 

cooperación internacional emplearía la siguiente definición: “Biotecnología es el uso 

integrado de la genética molecular, la bioquímica, la microbiología y la tecnología de 

procesos para suplir bienes y servicios, empleando microorganismos, o células y 

tejidos de organismos superiores”. 

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

 La primera etapa se caracteriza por el proceso de fermentación, básico en la 

fabricación de vino, pan y cerveza, conocido desde 2000 años antes de Cristo, 

y por la selección empírica de plantas y animales. Esta etapa se extendió hasta 

mediados del siglo XIX. 

 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 manipulación 

sistemática de las bases de la herencia y el aprovechamiento de los beneficios 

de la hibridación y el cruzamiento de seres vivos. En el ámbito de la 

biotecnología vegetal, la llamada “Revolución Verde”(1) constituyó el más 

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

                                                 
(1)

 Revolución Verde: término que el administrador de la Agencia Estadounidense para el Desarrollo 
Internacional (USAID), acuñara en 1968 para referirse a la mejora en la producción de trigo llevada a 
cabo en la India y Pakistán.  
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variedades híbridas y las prácticas intensivas con abonos y pesticidas llevaron 

a grandes aumentos de producción en muchos países que antes tenían graves 

problemas de suministros de alimentos. 

 La tercera etapa se inicia con el descubrimiento de la estructura del ADN por 

Watson y Crick (1953) y las posteriores aplicaciones de la tecnología del ADN 

recombinante, que han posibilitado la manipulación del genoma de cualquier 

ser vivo. 

 

1.2.3.1 Evolución de la Biotecnología Vegetal 

El cultivo de tejidos (principios de siglo XX) y la biología molecular (años 70) han sido 

los pilares sobre los que históricamente se ha impulsado el desarrollo de esta 

disciplina. El cultivo de células y tejidos vegetales se han fundamentado por un lado, 

en la teoría celular de Schleiden (1838) y Schwann (1839), que dio lugar al concepto 

de totipotencialidad (Morgan, 1902), según 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 teoría formulada por Darwin 

sobre la regulación 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 años 30. Estos 

estudios estuvieron fuertemente influenciados por el descubrimiento de la primera 

sustancia natural reguladora del crecimiento vegetal, la auxina ácido indolacético 

(descrita por Went en 1926 e identificada químicamente por Kögl en 1934). 

Años más tarde, en 1939, White en Estados Unidos y, Roger Gautheret y Pierre 

Nobercourt en Francia, publicaron simultáneamente sus famosos experimentos sobre 

cultivo in vitro de células vegetales, que significaron la base para los posteriores 

estudios de organogénesis in vitro. White también observó que algunas raíces 

subcultivadas, frecuentemente se encontraban libres de virus. Esta observación llevó 

posteriormente al establecimiento de cultivos de meristemos libres de virus (Morel y 

Martin 1952) y sirvió para establecer las bases de las actuales técnicas de 

micropropagación. Posteriormente, el descubrimiento de las citoquininas, 

concretamente la quinetina (Miller y Skoog 1955) y el hallazgo de que éstas, en 

combinación con las auxinas, regulan la morfogénesis de brotes (Skoog y Miller 1957), 

fueron dos descubrimientos decisivos en el desarrollo de técnicas para la 

regeneración: organogénesis y embriogénesis somática. Pero no sería hasta 1958 

cuando se presentara la evidencia inequívoca de la totipotencia de las células 
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vegetales completamente aisladas gracias a los estudios de embriogénesis somática 

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 teoría de Schleiden y Schwann. 

Por otro lado, el aislamiento (Cocking 1960) y fusión de protoplastos vegetales (Power 

1970; Carlson 1972; Melchers 1974), así como la regeneración de plantas a partir de 

la obtención de híbridos somáticos (Melchers 1978), generó 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: 

 La introducción directa de ADN, lo que ha facilitado los estudios sobre 

transformación genética y creación de variantes genéticas.  

 Estudios fitopatológicos (interacción con virus, bacterias, nemátodos y otros 

patógenos).  

 Estudios fisiológicos relacionados con el metabolismo primario y secundario, 

los ciclos celulares, la morfogénesis y el desarrollo celular y tisular. 

Paralelamente a los progresos realizados en regeneración 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 producción de plantas transgénicas. 

El descubrimiento de la arquitectura tridimensional del ADN por Watson y Crick (1953), 

el aislamiento de las enzimas de restricción (Smith 1970) y el desarrollo de la 

tecnología del ADN recombinante han sido determinantes para alcanzar el éxito en la 

mejora genética de plantas. Esta metodología, junto con la obtención de híbridos 

somáticos a partir de la fusión de protoplastos y la electroporación de los mismos 

(Dekeyser 1990) han constituido las técnicas más utilizadas hasta ahora para 

transformación o manipulación genética, produciendo plantas transgénicas en 

especies de cultivo importantes, en las que se han integrado de manera estable genes 

de importancia agronómica. Asimismo, el sistema de microinyección (Crossway 1985), 

y el sistema de aceleración de partículas o biolística (Sanford 1987) han mostrado ser 

en ciertos casos, otras herramientas valiosas para la transformación 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, órganos, 

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

 Ocurre a micro-escala. 

 Crecen en condiciones ambientales optimizadas y estériles, salvando los 

problemas ocasionados por las condiciones geográficas, climáticas y de 

tiempo. 

 No responden al patrón normal de desarrollo de una planta cultivada in vivo. 

Las perspectivas y uso de los métodos de propagación in vitro de células y tejidos 

vegetales se han centrado hasta ahora en la micropropagación acelerada de material 

vegetal seleccionado o transformado, la propagación de variedades libres de virus, el 

mantenimiento de bancos de germoplasma, la obtención de plantas resistentes o 

tolerantes a estrés abiótico, la obtención de plantas resistentes a herbicidas, 

insecticidas, fungicidas y nematicidas, la obtención de plantas resistentes a 

enfermedades y plagas, la obtención de plantas que produzcan frutos con mayor valor 

nutricional, la obtención de plantas capaces de fijar nitrógeno, la producción de 

metabolitos secundarios, la biotransformación de compuestos orgánicos y la 

producción de híbridos somáticos y cíbridos. 

 

1.2.3.2.1 Selección del explanto y línea celular 

Una de las condiciones más importantes a la hora de iniciar un cultivo in vitro, es la 

elección del explanto del cual derivará el cultivo. Lo más apropiado es seleccionar 

aquél que combine una buena tasa de síntesis y acumulación de los productos de 

interés siendo imprescindible que retenga la capacidad para expresar la ruta de 

síntesis del compuesto de interés, en cultivo.  

Una vez obtenido el cultivo de células en suspensión en un medio líquido adecuado, 

hay que tener en cuenta que en una misma población celular pueden aparecer 

diferencias tales como en el tamaño, cariotipo y comportamiento metabólico. La rotura 

de la organización que asegura la comunicación 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). Además, la heterogeneidad en la 

actividad bioquímica existente dentro de una población celular ha sido explotada para 

obtener líneas 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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clonación somática (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 validación 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-selección clonal. Por otro lado, hay evidencias de la 

existencia de líneas celulares con una producción estable después de varios años 

(Yamada y Hashimoto 1990). 

En conclusión además de la selección de líneas altamente productivas es necesario 

asegurar la estabilidad de la producción 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 manipulación de 

los siguientes factores: 

Factores físicos: 

 Tª: Cada tipo de células presenta un rango de Tª óptima de crecimiento, que 

generalmente oscila entre 20 y 25 ºC. Existen pocos estudios sobre los efectos 

de la Tª en la acumulación de metabolitos secundarios, pero algunos de los 

ensayos realizados, muestran efectos dramáticos en el crecimiento y 

acumulación del producto dependiendo de la Tª (Fowler 1988). 

 Luz: Se han realizado estudios para determinar el efecto de la luz sobre la 

producción de metabolitos secundarios y se ha comprobado que puede actuar 

tanto inhibiendo la producción (Otha y Yatazawa 1978; Hobbs y Yeoman 1991), 

como aumentándola (Stickland y Sunderland 1972; Berlin et al. 1986). 

 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.  

 Aireación y agitación: a nivel de laboratorio se realiza mediante el uso de 

agitadores orbitales cuya velocidad de giro se determina empíricamente y 

puede oscilar entre 30 y 150 rpm. A escala industrial, estos procesos son 

vitales para la oxigenación del cultivo y por lo tanto, para la producción de 

metabolitos (Fowler 1988; Westphal 1990; Payne et al. 1991; Schlatmann et al. 

1993). 
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Factores químicos: 

 pH: el crecimiento óptimo de las células vegetales en cultivo se produce entre 

5.5 y 6.0, y normalmente disminuye durante la asimilación de las sales de 

amonio y aumenta con la asimilación 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). 

 Composición del medio de cultivo: el medio de cultivo consta básicamente de 

un aporte inorgánico (macro- y microelementos), un aporte orgánico (azúcares, 

vitaminas, aminoácidos, etc.) y reguladores del crecimiento. Muchos de los 

constituyentes son determinantes del crecimiento celular y de la acumulación 

de metabolitos secundarios (Stafford et al. 1986; Misawa 1985). Generalmente, 

los metabolitos secundarios se acumulan cuando la división celular ya ha 

concluido y las células dejan de sintetizar las biomoléculas necesarias para la 

formación de nuevas células por lo que éstas derivan su actividad metabólica 

hacia el metabolismo secundario. De este modo, mediante el desarrollo de 

estrategias nutricionales se podría inhibir la división y expansión celular y 

aumentar la diferenciación celular y la capacidad para sintetizar y acumular 

metabolitos secundarios (Yeoman 1987). 

Es sabido que la reducción o insuficiencia de nitrógeno y/o fosfato está asociada con 

una limitación 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 variación 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 producción de metabolitos secundarios (Mantell y Smith 1983; Davies 

1972; Yamakawa et al. 1983; Cormier et al. 1990; Do y Cormier 1991). 

La interacción del nitrógeno con concentraciones variables de sacarosa muestra que 

tanto las altas como las bajas concentraciones de sacarosa dan lugar a la acumulación 

de antocianinas en suspensiones celulares de V. vinifera (Yamakawa et al. 1983) 

sugiriendo que existe una proporción óptima C:N para la producción 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 están 

implicadas en la diferenciación celular. 
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1.2.3.3 Cultivos celulares vegetales y producción de metabolitos secundarios 

Las técnicas de cultivo de células vegetales se introdujeron a finales de los años 60 

como una posible herramienta para el estudio y la producción de metabolitos 

secundarios. Posteriormente se comprobó que la aplicación de la biotecnología no 

daba los resultados esperados ya que en un elevado porcentaje de casos, la 

producción de metabolitos secundarios era inferior a la de la planta nativa y este 

descenso se atribuyó a la ausencia de diferenciación (necesaria para la correcta 

expresión de las rutas metabólicas). 

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 geográficos, estacionales y ambientales.  

 Posibilidad de sistemas de producción estables, que aseguren la obtención 

continua de producto, con calidad y productividad uniformes. 

 Escasos requerimientos de espacio para el desarrollo de la producción. 

 Sistemas renovables que proporcionan poblaciones uniformes. 

 Proceso de purificación del producto de interés más fácil siendo óptimo cuando 

el producto se libera al medio. 

 Producción del compuesto de interés a gran escala. 

 Permite el estudio de rutas biosintéticas, aislamiento de enzimas, regulación 

del metabolismo y acumulación de estos compuestos. 

 Utilización a nivel genético para clonar genes de enzimas reguladoras una vez 

purificadas. 

 Posibilidad de obtención de productos nuevos que no son sintetizados por las 

plantas de forma natural. 

 Fuente de enzimas para catalizar reacciones de biotransformación con 

especificidad estero- y regiospecífica. 

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 diferenciación necesaria para la producción de los metabolitos secundarios 

de interés, son diferentes. La correlación entre la acumulación del metabolito y el 

aumento de biomasa puede seguir distintos modelos según la línea 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 correlación negativa es el más 

extendido y se basa en la acumulación del producto durante la fase estacionaria, es 

decir, cuando el cese de la actividad proliferativa celular conduce a una diferenciación 

bioquímica del cultivo (Mantell y Smith 1983). Existen otros casos en los que se puede 

observar acumulación del metabolito secundario en la fase de latencia, pero esto 

podría ser debido a una continua producción 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 formación 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 interacción del tejido con patógenos 

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 organización tisular que 

mantenían en el tejido original (Thorpe 1980; Wagley et al. 1987), mediante el proceso 

conocido como desdiferenciación.  

Las suspensiones celulares se obtienen mediante la transferencia de una porción de 

callo friable a un medio de cultivo líquido (Rashid 1988). Estas suspensiones celulares 

deben estar en agitación, para garantizar un aporte equitativo de los nutrientes y del 

oxígeno a todas las células en suspensión.  

Tanto el cultivo de callos como de células en suspensión se emplean para 

regeneración de plantas por organogénesis y embriogénesis somática. También se 

utilizan para la obtención de protoplastos, así como para la obtención de metabolitos 

secundarios. 

 

1.2.4 Estrategias para aumentar la producción de metabolitos secundarios 

mediante cultivo in vitro de células, órganos y tejidos vegetales 

La utilización de cultivos celulares para la producción de metabolitos secundarios 

presenta una serie de ventajas sobre los cultivos agrónomos como son: la 

independencia estacional para la producción de dicho compuesto, la ausencia de 

restricciones de género y especie, la independencia de órganos muy específicos y de 
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determinados estados de estrés o de la disponibilidad de nutrientes (Verpoorte et al. 

2002). También presenta ventajas respecto a otros sistemas de producción de 

metabolitos ya que las condiciones de producción son más suaves que con otros 

métodos; existe una mayor especificidad de transformación biológica que en la síntesis 

química (ej. síntesis de isómeros); permite la síntesis de compuestos que no se 

pueden obtener por otros métodos; y se puede realizar una selección de líneas 

sobreproductoras. Sin embargo, la falta de conocimiento que se tiene de las rutas de 

biosíntesis y su regulación (Verpoorte y Memelink 2002, Sevón 2002) y las dificultades 

de adaptación de los cultivos celulares a las condiciones y sistemas de cultivo hacen 

que aun sean muy pocos los metabolitos de alto valor añadido que se han obtenido 

mediante procesos biotecnológicos. En este apartado se presentan algunas de las 

estrategias biotecnológicas que se han usado para intentar aumentar la producción de 

metabolitos secundarios vegetales. 

 

1.2.4.1 Adición de precursores de los metabolitos secundarios 

La biosíntesis de los compuestos producidos en el metabolismo secundario vegetal 

depende de la constitución genética de la planta. La expresión de genes específicos 

implicados en la síntesis de las enzimas correspondientes a este metabolismo está 

restringida a estados específicos del desarrollo del organismo, a células 

especializadas o a periodos de estrés de distinta naturaleza. 

Los precursores del metabolismo secundario proceden de rutas metabólicas básicas 

del metabolismo primario, como la glucólisis, el ciclo de Krebs o la ruta del ácido 

siquímico. Asimismo los metabolitos secundarios se pueden dividir en tres grandes 

grupos atendiendo a su estructura: terpenos, compuestos nitrogenados y compuestos 

fenólicos. Los terpenos se sintetizan a partir del isopentenil pirofosfato, producido en la 

ruta del ácido mevalónico. Los compuestos nitrogenados o alcaloides se sintetizan a 

partir de aminoácidos aromáticos producidos en la ruta del ácido siquímico y, 

aminoácidos alifáticos producidos en la ruta de los ácidos tricarboxílicos. Los 

compuestos fenólicos se sintetizan a partir de los aminoácidos aromáticos producidos 

en la ruta del ácido siquímico. 

Pese a la gran variedad de metabolitos secundarios existentes, el número 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 concentración de moléculas precursoras e 

inhibidoras. 
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Se han realizado estudios en los que se demuestra que la adición de valina e 

isoleucina a cultivos de brotes de Hypericum perforatum daba lugar a la síntesis de 

hiperforina y adhiperforina. Asimismo, la adición de treonina, un precursor de 

isoleucina, estimulaba la acumulación de adhiperforina (Karppinen et al. 2007). Del 

mismo modo, la producción de triterpenos en callos y suspensiones celulares de 

Centella asiatica aumentaba al añadir leucina (Kiong et al. 2005). También se ha 

estudiado la adición del alcohol coniferílico, precursor de flavolignanos, a 

suspensiones celulares de Silybum marianum (Tumova et al. 2006) y usado en forma 

de complejos con -ciclodextrinas como precursor de podofilotoxina en suspensiones 

celulares de Podophyllum hexandrum. En este sentido también se ha realizado la 

adición de fenilalanina para intentar incrementar la producción de t-R en cultivos 

celulares de vid. Kiselev et al. (2007) mostraron que la adición de 0.1 mM de 

fenilalanina a callos de V. amurensis daba lugar a un ligero incremento de la 

producción de t-R mientras que la adición de concentraciones mayores no 

aumentaban la producción de este metabolito. Saigne-Soulard et al. (2006) analizaron 

la influencia de 1 mM fenilalanina en la biosíntesis de estilbenos en cultivos celulares 

de V. vinifera cv Gamay Fréaux y observaron que se producía aumento de la 

producción 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 producción de 

estilbenos a los 14 días de cultivo. Sin embargo, Yue et al. (2011) mostraron que el 

aumento de la producción de t-R al añadir 1-3 mM de fenilalanina no era significativo. 

Por otra parte, Cheng et al. (2006) estudiaron el efecto de la adición de alanina a 

cultivos celulares de V. labrusca tanto en la producción de t-R como en la expresión de 

genes. Estos autores observaron que el uso de 50 mg/L de de alanina daba lugar a un 

incremento significativo de la producción de t-R tanto en el medio de cultivo como en 

las células.  

 

1.2.4.2 Producción de metabolitos secundarios en cultivos de tejidos y órganos 

vegetales 

En muchos casos, los metabolitos secundarios pueden producirse en callos o 

suspensiones celulares, en otros, para conseguir la producción de un determinado 

metabolito se requiere una estructura diferenciada de órganos o microplantas 

(Dörnenberg y Knorr 1997). Esto suele ocurrir cuando un metabolito es producido en 

tejidos vegetales especializados o glándulas como ocurre en la producción de 
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saponina en raíces de Panax ginseng. Esto también sucede en especies herbáceas 

como H. perforatum, la cual acumula hipericina e hiperforinas (antidepresivos) en 

glándulas foliares. Asimismo, en raíces de Nicotiana tabacum tiene lugar la 

transformación de lisina en anabasina mientras que la conversión 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 diferenciación en 

órganos. En la especie C. roseus se necesita cierto grado de diferenciación para poder 

sintetizar vincristina o vinblastina. La producción de ciertos metabolitos secundarios en 

estructuras especializadas constituye un mecanismo para mantener secuestrados 

estos compuestos potencialmente tóxicos (Karuppusamy 2009). De esta manera, el 

uso de cultivo in vitro de bulbos de Fritillaria unibracteata para la producción 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 ácido 1-naftalenacético (ANA) y tidiazurón en el primer 

caso y ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-benciladenina (BA) en el segundo, dio 

lugar a niveles de producción 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 composición de metabolitos que las plantas de 

origen, observándose que la producción estaba fuertemente afectada por la presencia 

de BA en el medio de cultivo (Vinterhalter et al. 2008). 

 

1.2.4.3 Elicitación 

Las plantas, a lo largo de la evolución han desarrollado mecanismos especiales de 

defensa que les permiten hacer frente a microorganismos, herbívoros o incluso a 

factores ambientales desfavorables. Estos mecanismos incluyen desde el desarrollo 

de características físicas particulares (espinas o cortezas) hasta la biosíntesis 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 agresión externa o 

encontrarse compartimentalizados en forma de protoxinas que, al hidrolizarse, se 

transforman en compuestos alelopáticos activos.  

Estas respuestas están mediadas en parte por moléculas de diverso origen que se 

denominan elicitores y que, introducidas en pequeñas concentraciones en un sistema 

celular vivo, son capaces de perturbar el metabolismo, consiguiendo incrementar la 

producción de un metabolito en particular. Así, el proceso de elicitación se define como 
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la inducción o aumento de la biosíntesis de metabolitos debido a la adición de 

pequeñas cantidades de elicitores.  

Tabla 1.1 Clasificación de los elicitores. 

Clasificación de los elicitores 

Bióticos Abióticos 
Composición definida Composición compleja Químicos Físicos 

Ciclodextrinas Homogenado fúngico Sales metales 
pesados 

Radiación UV 

Jasmonatos Extracto de levadura Fosetil aluminio Estrés térmico 
Acido salicílico Esporas de hongos Ozono Estrés osmótico 
Etefón (etileno)  Benzotiodiazol Heridas 

Pectina    
Quitina    

El empleo de elicitores es un método muy común para aumentar la producción de 

metabolitos secundarios en cultivos in vitro de células vegetales. 

Muchos de los elicitores utilizados en la estimulación del metabolismo secundario en 

cultivos de células vegetales son de origen biológico como el extracto de levadura 

(Sánchez-Sampedro et al. 2005 y 2006); quitosan (Jin et al. 1999); ácido DL- -

aminobutírico (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 

biológico o abióticos 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 (López-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 físico la propia herida 

que sufre la planta cuando es mordida por un herbívoro (Dixon et al. 1989; Whitehead 

y Threlfall 1992; Boller 1995; Kessler y Baldwin 2002). Recientemente, Jeong y Park 

(2007) han usado selenio, NiSO4 y NaCl como elicitores de cultivos de raíces 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 biótico, provocado por la infección con B. 

cinerea, Plasmopara viticola, Erysiphe necator, Rhizopus stolonifer, Aspergillus sp. 

Además, los extractos de estos hongos así como los productos de enzimas fúngicas 

que actúan sobre las paredes celulares vegetales, también son capaces de inducir la 

síntesis de viniferinas (Liswidowati et al. 1991; Calderón et al. 1993a). El uso de 

quitosan en cultivos celulares de V. vinifera cv. Barbera condujo a un aumento en la 

producción de t-R endógeno, 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 

fúngico (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 -1,3-glucano procedente del alga Laminaria digitata, así como a la presencia de 

oligogalacturónidos como el procedente de la purificación de glicoproteínas de B. 

cinerea (endopoligalacturonasa 1) (Poinssot et al. 2003). También se ha demostrado la 

eficacia de ciertos oligosacáridos como las ciclodextrinas (CD) a la hora de estimular la 

producción 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 bióticos 

a) Ciclodextrinas 

Las CD son oligosacáridos cíclicos formados por 6, 7 u 8 unidades de glucopiranosa 

unidas por enlaces glucosídicos  (1->4) (Saenger 1980), que se denominan y 

CD, respectivamente. Estos compuestos naturales son producidos a partir de la 

degradación enzimática del almidón por acción de la enzima ciclodextrín-glicosil-

transferasa (Szejtli 1982), y segregados por distintos microorganismos del género 

Bacillus (Nakamura y Horikoshi 1977).  

 
Figura 1.8 Esquema de las -, - y -CD. 

Las CD tienen forma de anillo tronco cónico con los C2 y C3 de los residuos de glucosa 

hacia el interior del anillo y con el C6 hacia el exterior. A su vez, los –OH del C6 de las 

CD se encuentran situados en la cara ancha del tronco cónico mientras que los –OH 

de los C2 y C3 lo hacen en la cara estrecha de dicho cono. Esta disposición química le 

confiere un interior altamente apolar (grupos –CH) y una superficie exterior hidrofílica 
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debida a los grupos -OH (Griffit y Bender 1973). Por esta razón, la principal 

característica de las CD es la formación de complejos de inclusión, nombre que 

reciben las estructuras formadas por la unión de la CD con una molécula (orgánica, 

inorgánica o ión) en su cavidad hidrofóbica (López-Nicolás et al. 1995). 

Estudios realizados en cultivos celulares de V. vinifera ponen de manifiesto que la 

incubación de estas células con -CD, a una concentración de 50 mM, es inocua para 

las células, salvo la presencia de la sulfo- -CD que resulta letal a dicha concentración, 

como se observó por microscopía y por el pardeamiento de los cultivos (Bru et al. 

2006). Estos autores describieron las CD como elicitores de la síntesis de fitoalexinas 

del siguiente modo: (i) la fracción de las pectinas de las paredes celulares contiene 

éteres y ésteres, derivados de azúcares tales como metil galacturonato, 3-acetil 

galacturonato, 2-O-metil xilosa y 2-O-metil-4-acetil fucosa; (ii) el tratamiento de una 

suspensión celular con enzimas pectolíticos libera oligosacáridos de pectina, los 

cuales actúan como elicitores de la síntesis de fitoalexinas (Negrel y Javelle 1995). En 

este sentido, las CD modificadas se parecen a los oligosacáridos pécticos alquil-

derivados liberados de forma natural de las paredes celulares durante un ataque 

fúngico y además participan en la inducción de una cascada de eventos celulares que 

dan lugar al aumento de la síntesis de fitoalexinas.  

Por otra parte, la CD natural ramificada G2- -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 sustituída es casi insignificante comparada con los derivados 

ramificados. Así para que estos oligosacáridos actúen como elicitores parece ser 

importante que algunos grupos hidroxilo sean sustituidos por algún grupo alquilo sin 

carga que no sea muy voluminoso (Bru et al. 2006). 

La actividad peroxidasa y el análisis de los patrones isoenzimáticos 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 

utilización de CD es que, además de ser capaces de estimular la síntesis de 

fitoalexinas (t-R, en el caso de vid), son capaces de secuestrar el t-R para formar 

complejos de inclusión de elevada estabilidad (López-Nicolás y García-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 señal como inductoras de la síntesis de metabolitos secundarios 

Conocidas las rutas de señalización que conducen a la síntesis de los metabolitos 

secundarios, la adición exógena de moléculas implicadas en la transducción de la 

señal que conduce a la biosíntesis de estos compuestos debería incrementar su 

producción. En este sentido se ha realizado el estudio de tres compuestos 

principalmente: jasmonatos, ácido salicílico y etileno. 

i) Jasmonatos: Ruta de los octadecanoides 

Esta ruta es una vía de señalización que implica a un grupo de compuestos conocidos 

como octadecanoides. En la Figura 1.9 se muestra la ruta de biosíntesis de algunos 

jasmonatos a partir del ácido linolénico. La activación de esta ruta genera dos 

compuestos activos biológicamente, el ácido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) y el ácido 

jasmónico (JA) y sus derivados, principalmente su éster metílico (jasmonato de metilo, 

MJ), conocidos colectivamente como jasmonatos. Desde el punto de vista químico son 

derivados de ácidos grasos que presentan un esqueleto de 12 carbonos sintetizado a 

partir del ácido linolénico. Este ácido por acción de una lipoxigenasa, una aleno-óxido 

sintasa y una aleno-óxido ciclasa se convierte en el intermediario OPDA que se 

transformará en ácido jasmónico por una reducción y tres ciclos de -oxidación 

(Mueller 1997). 

El papel de los jasmonatos en el crecimiento y desarrollo vegetal es muy variado 

ejerciendo efectos muy diversos en la morfología y fisiología vegetal (Sembdner y 

Parthier 1993). Entre estos efectos se encuentran la resistencia a patógenos e 

insectos, maduración de frutos, floración, crecimiento de la raíz y senescencia 

(Creelman y Mullet 1997). La aplicación exógena de estos compuestos puede 

estimular de manera directa la acumulación 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 

señalización por sí solas son insuficientes para aumentar la producción de metabolitos 

secundarios (Singh et al. 1998). La aplicación exógena de los jasmonatos y 

concretamente MJ induce la transcripción coordinada de los genes que participan en 

las rutas del metabolismo secundario y se ha visto que la regulación se logra mediante 

factores de transcripción que interaccionan con regiones promotoras del ADN y 

modulan la tasa de iniciación de la síntesis de RNAm por la polimerasa II. 

Modificaciones proteicas posteriores o interacciones entre proteínas también serían 

esenciales en la regulación de estos factores de transcripción y a ese nivel, la 

fosforilación de proteínas parece ser crucial. 
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Por otra parte, se ha visto que existen puntos de conexión entre su propia ruta de 

señalización y la de otras moléculas, por ejemplo, JA actúa sinérgicamente con el 

etileno y antagónicamente con las auxinas o el ácido salicílico (Sasaki et al. 2001). 

 

Figura 1.9 Ruta de los octadecanoides 

 

 



  1. Introducción 

37 

 

ii) Acido salicílico 

El ácido salicílico (SA) Figura 1.10, es un compuesto de naturaleza fenólica que actúa 

como regulador endógeno de diversos procesos fisiológicos en plantas. Este 

compuesto induce la floración en un amplio rango de plantas, controla la entrada de 

hierro por las raíces y la conductividad estomática. Existen referencias que indican la 

participación de SA en la regulación de la señal responsable de la inducción de la 

expresión de los genes de senescencia en Arabidopsis. Además, SA actua como 

regulador del gravitropismo en algunas plantas e inhibe la maduración de ciertos frutos 

en otras (Shakirova et al. 2003). 

 

 

Figura 1.10 Estructura del ácido salicílico 

En los últimos 20 años, el SA ha llamado la atención de los investigadores debido a su 

habilidad para inducir resistencia sistémica adquirida (SAR) contra diferentes 

patógenos de plantas, lo cual se pone de manifiesto con la aparición de proteínas 

relacionadas con la patogénesis (PRp) ya que SA actúa como señal para la inducción 

de la expresión 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 

así como al déficit hídrico, a las baja y/o alta Tª en maíz, 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 expresión de genes como los que codifican 

para la elongación celular (Arabidopsis), para proteínas de choque térmico (tabaco), 

lectinas (maíz), así como para la activación de protein kinasas en situaciones de estrés 

osmótico (tabaco).  

iii) Etileno 

El etileno (ET) es el hidrocarburo insaturado más simple de naturaleza gaseosa 

producido por la mayoría de los tejidos y tipos de células vegetales. Este compuesto 

actúa como hormona vegetal regulando diversos procesos fisiológicos del crecimiento 

y del desarrollo que incluyen la germinación de semillas, crecimiento y desarrollo de 
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hojas, raíces, tallos y flores, maduración de frutos,  senescencia y abscisión de 

órganos. La síntesis de ET está regulada por señales del desarrollo y otras hormonas 

tales como auxinas, giberelinas, citoquininas y brasinoesteroides. Asimismo, su 

síntesis se incrementa fuertemente en diversas situaciones de estrés como heridas, 

salinidad, sequía, baja Tª, ozono, inundación y ataques de patógenos e insectos (Yoo 

et al. 2009). En este sentido, ET junto a JA controlan las respuestas inducidas por 

necrótrofos así como la respuesta sistémica desencadenada por rizobacterias no 

patógenas que colonizan la raíz (Glazebrook 2005; Pieterse et al. 2009). Estudios 

realizados en Arabidopsis y así como en Vitis mostraron que ET combinado con JA 

regulan la expresión de un conjunto de marcadores de defensa entre los que se 

encuentran las PRp, tales como -1,3-glucanasas (PR-2), proteínas tipo taumatina 

(PR-5) y quitinasas básicas (PR-3) (Thomma et al. 1998; Belhadj et al. 2006 y 2008). 

 

Figura 1.11 A la izquierda se muestra la estructura del etefón (compuesto liberador de etileno) 
y a la derecha la molécula de etileno.  

1.2.4.3.2 Elicitores abióticos 

a) Fosetil de Aluminio 

El fosetil de aluminio (FAl) o tris[etil fosfonato] de Al3+ es un compuesto que está 

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 (López-

Serrano et al. 1997). López-Serrano et al. (1994) observaron que al añadir FAl a 

cultivos celulares de vid se reducía el nivel de peroxidasas extracelulares. Este efecto 

debido a los iones de Al3+ se revertía parcialmente al añadir etileno (López-Serrano et 

al. 1996a), estando implicados factores celulares difundibles mediados por Al3+, 

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

 

Figura 1.12 Estructura del fosetil de aluminio 
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b) Radiación ultravioleta 

Se denomina radiación UV a la radiación electromagnética cuya longitud de onda está 

comprendida desde longitudes de onda desde 400 nm hasta menores de 280 nm por 

lo que se suelen diferenciar tres bandas de radiación UV: UV-A, UV-B y UV-C. 

i) UV-A: Banda comprendida desde los 320 a los 400 nm. Es la más cercana al 

espectro visible y no es absorbida por el ozono por lo que llega a la superficie 

terrestre. 

ii) UV-B: Banda comprendida entre los 280 a los 320 nm que es absorbida casi 

totalmente por el ozono, aunque algunas radiaciones llegan a la superficie de la 

Tierra. Es una radiación dañina, especialmente para el ADN.  

iii) UV-C: Banda de radiaciones menores de 280 nm. Este tipo de radiación es 

extremadamente peligrosa, pero es absorbida completamente por el ozono y el 

oxígeno.  

Entre las funciones de los metabolitos secundarios producidos por las plantas se 

encuentra la protección frente a determinadas situaciones de estrés como la 

exposición 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 daño 

fotoquímico debido al carácter absorbente de los compuestos procedentes de la ruta 

fenilpropanoide (Mazza et al. 2000). 

 

1.2.4.4 Ingeniería metabólica 

A pesar de los esfuerzos que se han realizado hasta ahora en el campo de la 

producción in vitro de fitoquímicos, tan solo se han desarrollado con éxito unos pocos 

procesos industriales para la producción de estos metabolitos como es el caso de la 

sikonina, berberina, ginsenósidos y taxol (Ramachandra y Ravishankar 2002). Sin 

embargo, en muchos casos la producción es insuficiente para su comercialización. 

Una herramienta complementaria al uso de cultivos in vitro para la producción de 

metabolitos secundarios es el uso de las técnicas de ingeniería genética aplicadas a 

estos cultivos dando lugar a lo que se conoce como ingeniería metabólica. 

Según la definición dada por Bailey (1991), la ingeniería metabólica es “la mejora de 

las actividades celulares mediante la manipulación de las funciones enzimáticas, de 

transporte y de regulación de la célula con el uso de la tecnología 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 metabólicas, por manipulación genética, dirigida del material 

vegetal en cuestión (cultivos celulares o tejidos). 

Para aumentar la producción de metabolitos secundarios mediante técnicas de 

ingeniería genética pueden explotarse cuatro posibilidades: i) aumentar la actividad de 

las enzimas limitantes de una ruta de biosíntesis determinada; ii) inducir la expresión 

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 expresión de los genes que codifican las 

enzimas activas, por lo que las estrategias desarrolladas se han basado en la 

introducción de genes aislados de organismos muy eficientes, con promotores que han 

intensificado la expresión de un gen. En los dos últimos 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 expresión fenotípica 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 regulación, compartimentalización y transporte. 

Estas plantas modificadas genéticamente pueden, a su vez, ser utilizadas como 

“biorreactores naturales” para la producción de compuestos bioactivos de alto valor 

añadido (Ramachandra y Ravishankar 2002).  

Muchos de los compuestos aislados con actividad biológica pertenecen al grupo de los 

alcaloides. A pesar de que sus efectos han sido ampliamente estudiados, sus rutas 

metabólicas aun no están totalmente claras. Sin embargo, ya se han clonado algunos 

genes de las rutas biosíntéticas de la escopolamina, nicotina y berberina haciendo 

posible el uso de la ingeniería metabólica para la obtención de estos alcaloides 

(Karuppusamy 2009). 

 

1.2.5 Producción de metabolitos secundarios a gran escala 

Una de las aplicaciones más extendidas del cultivo in vitro de células/tejidos vegetales 

es la obtención de metabolitos a nivel industrial. Sin embargo, la dificultad principal 

para la explotación comercial de estos compuestos es su escalado. Estos cultivos 

pueden sufrir estrés mecánico causado por la agitación, ocasionando daños en las 



  1. Introducción 

41 

 

células/tejidos. Así, 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 

que se alargue en el tiempo (Karuppusami 2009). 

Los metabolitos secundarios se sintetizan en menor cantidad que los primarios y sus 

aplicaciones comerciales son más específicas, 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. 

Tabla1.2 Metabolitos secundarios y aplicaciones descritas.  

Producto Uso Especie vegetal Referencia 

Ácido rosmarínico Ind. química Coleus blumei Rosevear (1984) 

Ajmalicina Antihipertensivo C. roseus Asada y Shuler (1989) 

Sikonina Antibacterial 
Lithospermum 
erythrorhizon 

Tabata y Fujita (1985) 

Berberina Analgésico intestinal Coptis japonica Matsubara et al. (1989) 

Piretrina Insecticida 
Chrysanthemum 
cinerariasfolium 

Uchio et al. (1981) 

Codeína Sedante Papaver somniferum Furuya et al. (1972) 

Escopolamina Antihipertensivo Datura stramonium Evans y Partridge (1953) 

Mentol Aromatizante Mentha spp. Leung y Foster (1996) 

Digitoxina Estimulante cardíaco 
Digitalis lanata 

D. purpurea 
Alfermann et al. (1980) 

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 Anticancerígeno Taxus baccata Cusidó et al. (1999) 

Capsicina 
Insecticida y 
saborizante 

Capsicum frutescens 

C. annuum 

Lindsey y Yeoman (1984) 

Johnson et al. (1990) 

El cultivo de células vegetales para la producción de metabolitos comienza a escala de 

laboratorio y su estudio va encaminado en la mayoría de los casos, al establecimiento 

de las condiciones de cultivo y al ajuste de los parámetros de crecimiento de las 

células, con el fin de optimizar la producción del metabolito. Cuando además se quiere 

comercializar el producto a nivel industrial, es necesario realizar un escalado en 

sistemas que garanticen la producción 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 producción a gran escala 

(Ravinshankar y Venkataraman 1993), entre los que se encuentran: 

- Tecnológicos 

- Inestabilidad de las líneas celulares 

- Pérdida de productividad 

- Lento crecimiento celular 

- Escalado  

Estos problemas derivan de: 

 El mayor tamaño, complejidad estructural y fisiológica y tiempo de duplicación 

de las células vegetales en comparación con los microorganismos que hace 

más difícil su adaptación a los cultivos a gran escala. Además, 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 suspensión que presentan la característica 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 disminución del rendimiento en la 

producción 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 producción del metabolito. 

Sin embargo, algunas dificultades derivadas de la producción de metabolitos 

secundarios a partir de cultivos celulares vegetales se han resuelto mediante: 

 El diseño de tanques de agitación con burbujeo de aire estéril (Wagner y 

Vogelmann 1977; Scragg y Fowler 1984; Jolicoeur et al. 1992) que solucionan 

los problemas de cizalladura y oxigenación. 

 La iniciación del cultivo con una décima parte de biomasa respecto al volumen 

total de medio fresco (Fowler 1986). 

 El mantenimiento de los cultivos con una agitación vigorosa, la utilización de 

biorreactores con el sistema de burbujeo, la filtración las suspensiones 

celulares o la realización de los tratamientos enzimáticos para romper las 

uniones celulares. 

 La disminución de la variabilidad epigenética se consigue adecuando las 

condiciones de cultivo a rangos que no originen estrés celular.  

 La utilización 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 óptimo para la producción del 

metabolito de interés. 

 

1.2.6 Rendimiento de la producción de metabolitos 

La producción 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 producción resulte óptima 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. 

ii) La localización subcelular de la síntesis y acumulación 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 más sencilla la extracción. Los 

casos más complejos se presentan cuando el metabolito se almacena en orgánulos, 

por lo que se requieren métodos para la lisis o la permeabilización celular que 

complican y encarecen la purificación del metabolito. 

iii) Los métodos de extracción y purificación del compuesto  

Estos dependerán 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 purificación) y resultar sencillos y 

poco costosos. 

iv) Conocimiento de las rutas de biosíntesis de los metabolitos 

Mediante estudios realizados en las décadas de los 60 y 70, gracias al marcaje 

radiactivo de intermedios de las rutas de biosíntesis y técnicas de resonancia 

magnética nuclear se han podido deducir algunas rutas que conducen a la síntesis de 

metabolitos (Eisenreich y Bacher 2000). 

Por otra parte, la tecnología del ADN recombinante ha abierto una nueva posibilidad 

para la modificación directa de genes relacionados con las rutas de biosíntesis (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 

biosíntesis. 

 

1.3 Señalización inducida por elicitación 

El conocimiento de la regulación de los eventos de señalización que conducen a la 

activación de la ruta de biosíntesis del t-R podría resultar de gran interés para 

aumentar la producción de este metabolito. 

El primer paso en el mecanismo de elicitación es común en los sistemas animales y 

vegetales e implica la percepción del estímulo por parte de proteínas receptoras de 

membrana desencadenándose una serie de respuestas que divergen haciéndose 

específicas de animales o plantas. Estas respuestas se integran en las denominadas 

“redes de señalización”.  

El contacto de la planta con compuestos derivados de patógenos, moléculas derivadas 

de plantas o compuestos químicos sintéticos pueden inducir la activación de las 

defensas naturales de las plantas protegiéndolas de un amplio rango de patógenos 
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(Faurie et al. 2009). El evento más temprano en la inducción de las defensas de las 

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

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

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

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

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

 Cambios en los flujos de iones a través de la membrana (Mathieu et al. 1991): 

flujos de Ca2+ al citoplasma desde el medio extracelular y movilización de 

reservorios de Ca2+ intracelulares (Mithofer et al. 2001, Castañeda y Pérez 1996, 

Gelli et al. 1997); estimulación de flujos de K+ y Cl- (Bach et al. 1993, Ivashikina et 

al. 2001); acidificación del citoplasma causada por la inactivación de ATP-asas de 

H+ (Lebrun-García et al. 1999; Armero y Tena 2001), despolarización de la 

membrana plasmática (Pugin et al. 1997) y alcalinización del medio extracelular 

(Bolwell et al. 1995). 

 Cambios rápidos en la fosforilación y defosforilación de proteínas (Felix et al. 1991; 

Yang et al. 1997; Romeis 2001), estimulación MAPK (Droillard et al. 2000; Agrawal 

et al. 2002), activación de proteínas-G (Kelly et al. 1995, Luan 1998; Roos et al. 

1999). 

 Síntesis de segundos mensajeros: inosítidos fosfatos (IP3) y diacilglicerol (DAG) 

(Mahady et al. 1998) capaces de mediar en la liberación de Ca2+ intracelular, NO 

(Delledone et al. 2002, Huang et al. 2002) y en la ruta de señalización de los 

octadecanoides (Piel et al. 1997). 

 Activación de NAD(P)H oxidasas responsables de la generación de ROS tales 

como el anión superóxido (O2
•-) y peróxido de hidrógeno (H2O2) que podrían tener 

un efecto antimicrobiano directo así como contribuir a la generación de derivados 

de ácidos grasos y estar implicados en la unión de proteínas ricas en prolina a la 

pared celular (Dixon et al. 1994, Low y Merida 1996).  

 La producción de intermediarios como JA, SA y ET que activan la expresión de 

genes de defensa (Nürnberger et al. 2004)  

 Reorganización del citoesqueleto (Kobayashi et al. 1995). 

 Acumulación de PRp como quitinasas, glucanasas, endopoligalacturonasas que 

contribuyen a la liberación de oligómeros pécticos de señalización (elicitores 

endógenos), glicoproteínas ricas en hidroxiprolina e inhibidores de proteasas 

(Stinzi et al. 1993, Benhamou 1996; Moreno et al. 1996). 
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 Muerte celular en el lugar de la infección (respuesta hipersensible (HR)) (Kelli et al. 

1995). 

 Cambios estructurales de la pared celular (lignificación de las paredes celulares, 

deposición de callosa, activación de la ruta fenilpropanoide) (Kauss et al. 1989). 

 Activación transcripcional de los correspondientes genes de defensa (Memelink et 

al. 2001, Cormack et al. 2002). 

 Síntesis o acumulación de metabolitos secundarios (Pedras et al. 2002, Schopfer 

et al. 1998). 

 SAR (Lebrun-García et al. 1999). 

En cualquier caso, no todos los elicitores siguen esta serie de acontecimientos ya 

que otros actúan a través de receptores de membrana plasmática, mientras que 

ciertos péptidos bacterianos son capaces de entrar en la célula infectada y ser 

transportados a distintos orgánulos actuando ellos mismos como segundos 

mensajeros y transductores de la señal. 

 

 

Figura 1.14 Esquema de los eventos de señalización desencadenados después de la 
percepción de un elicitor por un receptor de membrana. Tomado de García-Brugger et al. 
(2006).  
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1.3.1 Implicación del calcio en la señalización intracelular inducida por la 

elicitación  

La percepción del elicitor activa a efectores acoplados al receptor tales como proteínas 

de unión a GTP (proteínas-G) o protein kinasas (PK) y protein fosfatasas (PP) que 

además movilizan o generan diversas moléculas señal directa o indirectamente (Ca2+, 

NO y ROS). 

Una de las primeras respuestas detectadas es la modificación de la permeabilidad de 

la membrana plasmática a determinados iones, en particular, Ca2+, H+, K+, así como 

flujos de algunos aniones (Nürnberger y Scheel 2001). Entre estos iones, el Ca2+ 

constituye el segundo mensajero principal en numerosas rutas de señalización de 

plantas (Yang et al. 1997). Para la activación de las respuestas de defensa son 

esenciales cambios específicos de la concentración de Ca2+ citosólico ([Ca2+]cit) 

(Lecourieux et al 2002). Estas variaciones pueden estar causadas por la entrada de 

Ca2+ desde el medio extracelular, por la movilización del Ca2+ de los orgánulos o por 

ambas. 

Estos eventos de señalización regulan muchos procesos dirigidos a la amplificación de 

las respuestas de defensa (Lecourieux-Ouaked et al. 2000). Uno de los eventos clave 

para regular las respuestas de defensa lo constituye la fosforilación/desfosforilación de 

proteínas (Félix y Boller 2003). En este sentido, las PK tales como las MAPK regulan 

la transducción de la señal desencadenada por el elicitor de forma positiva, mientras 

que las PP 1, 2A o ambas se encargan de la regulación negativa para evitar una 

activación constitutiva en condiciones normales. Lecourieux-Ouaked et al. (2000) 

demostraron que en presencia de estaurosporina (un inhibidor general de 

Serin/Treonin PK), se inhibió el incremento de [Ca2+]cit dirigido por criptogeína en 

células de tabaco. Estos datos sugieren la implicación de eventos de 

fosforilación/desfosforilación de proteínas entre el reconocimiento del elicitor y la 

activación de canales permeables a Ca2+. Asimismo, Nühse et al. (2003) identificaron 

la sintaxina entre las proteínas fosforiladas aisladas de la membrana plasmática de 

células de Arabidopsis elicitadas con el péptido flagelina. La sintaxina es fosforilada 

por PK dependientes de Ca2+ y está involucrada en la fusión de membranas y la 

exocitosis, por lo que la señal de Ca2+ podría estimular la exocitosis de metabolitos 

relacionados con la defensa.   

Por otra parte, la biosíntesis 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 Ca2+ y de fosforilación de proteínas (Yoshioka et al. 2009). El Ca2+ induce 
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una rápida producción de O2
•- y de H2O2 a través de la activación del complejo NADPH 

oxidasa localizado en la membrana plasmática (Faurie et al. 2009). Asimismo, varios 

autores han sugerido que el incremento de H2O2 podría provocar un incremento de la 

entrada de Ca2+ por activación de canales de Ca2+ sensibles a H2O2 (Lecourieux et al. 

2006). Del mismo modo, cuando las plantas se someten a estrés, se desencadena la 

producción de NO (Wendehenne et al. 2004) y numerosos trabajos describen la 

estrecha relación entre la biosíntesis de NO y el Ca2+ (Ma et al. 2008, Yoshioka et al. 

2009). De hecho, cuando las células de tabaco se elicitan con criptogeína se produce 

un rápido incremento de la producción de NO dependiente de Ca2+ (Lamotte et al. 

2004). Asimismo, el NO puede estar implicado en el incremento de [Ca2+]cit (Durner et 

al. 1998). Lamotte et al. (2004) demostraron que el NO biosintetizado por células de 

tabaco elicitadas con criptogeína participaba en las variaciones de [Ca2+]cit 

promoviendo su movilización desde los almacenes internos de Ca2+ (Wendehenne et 

al. 2004).  

 

1.3.2 Implicación de las especies reactivas de oxígeno y del óxido nítrico en la 

señalización intracelular inducida por elicitores 

1.3.2.1 ROS 

Las ROS son formas parcialmente reducidas/activadas de oxígeno atmosférico que 

conducen a la formación de radicales O2
•-, H2O2 o hidroxilo (HO•) (Nanda et al. 2010). 

Las ROS son capaces de realizar una oxidación de los componentes subcelulares y 

pueden conducir a una destrucción oxidativa de la célula (Dat et al. 2000, Shetty et al. 

2008). En condiciones normales de crecimiento, la producción de ROS en las plantas 

es baja, sin embargo en condiciones de sequía, calor, estrés mecánico, ataque de 

patógenos 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 fotosíntesis y la respiración considerándose 

tradicionalmente subproductos del metabolismo aeróbico (Asada y Takahashi 1987). 

Entre las enzimas que producen ROS se encuentran las NADPH oxidasas y las amino 

oxidasas. Estas enzimas participan en la producción 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 plasmática, utiliza NADPH citosólico como poder reductor para generar O2
•-

 

que dismuta a H2O2 espontáneamente, o por acción de una superóxido dismutasa 
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(Lherminier et al. 2009). Las NADPH oxidasas de membrana se activan generalmente 

en respuesta a la infección por patógenos 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 está regulada por Ca2+ libre o unido a calmodulina y 

eventos de fosforilación (Lecourieux et al. 2002). 

Las ROS desempeñan un papel como segundos mensajeros en respuesta a diferentes 

situaciones de estrés biótico y abiótico (Torres et al. 2002, Rossard et al. 2010) 

El H2O2 es estable en solución, tiene una vida media relativamente larga y además 

tiene la capacidad de difundir a otras células. La estabilidad del H2O2 lo convierte en la 

especie más apropiada para actuar como molécula señal. En cuanto a su modo de 

acción, el H2O2 puede modificar la regulación de la expresión génica, bien activando 

sensores de ROS o bien, mediante la oxidación de otras moléculas señal o incluso 

modificando la actividad de factores de transcripción. Uno de los primeros efectos de 

H2O2 consiste en la activación de canales de Ca2+ de la membrana plasmática (Murata 

et al. 2001) lo que conduce a un aumento de los niveles de [Ca2+]cit (Leucorieux et al. 

2006). Además, el H2O2 activa la cascada de fosforilación de proteínas dirigida por las 

MAPKs (Jonak et al. 2002). El H2O2 también regula las PK mediante inhibición de PP 

(Gupta y Luan 2003).  

Por otra parte, las plantas reaccionan frente a la invasión de un patógeno 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 producción de H2O2 se incrementa por la 

activación de NADPH oxidasas, peroxidasas de pared celular y aminooxidasas 

apoplásticas, y por la disminución de actividades antioxidantes como la ascorbato 

peroxidasa y la catalasa (Grant y Loake 2000, Rossard et al. 2010). La reducción de 

estas enzimas es dependiente de SA y NO. Como consecuencia de ello, se estimula la 

acumulación de ROS y la muerte celular programada (Klessig et al. 2000).  

El estallido oxidativo y su función señalizadora también se produce en otras 

situaciones de estrés como la sequía (Schilmiller y Howe 2005), radiación UV 

(Yannarelli et al. 2006), alta Tª (Suzuki y Mittler 2006) y metales pesados. Sin 

embargo, el estrés abiótico conlleva una inducción de los sistemas antioxidantes que 

controlan los niveles tóxicos de las ROS. Además, los análisis transcriptómicos 

demuestran un solapamiento en las respuestas a estrés biótico y abiótico, lo que 

sugiere que la señalización en plantas es una compleja red de interconexiones que 

tienen en común 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, García-Pineda 2010). En plantas, el NO 

participa en un gran número de procesos fisiológicos. Estos incluyen la germinación, el 

desarrollo de la raíz, el control de los movimiento estomáticos, la floración, el 

crecimiento del tubo polínico 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 abióticos (baja y alta Tª, 

disponibilidad de hierro, estrés por salinidad o sequía y presencia de metales pesados) 

y bióticos (interacciones simbióticas o patogénicas) (Delledone et al. 1998, García-

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). Además, debido a la naturaleza 

química del NO, su efecto biológico puede estar influenciado por la intensidad, 

duración y localización de la señal de NO. El 30% de los procesos regulados por NO 

están 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 proteínas las cuales afectan directa o indirectamente al metabolismo 

de la planta y a la expresión de genes (Baudoin 2010), tales como los que codifican 

para PRp y enzimas implicadas en la síntesis y respuesta al JA y ET (Murgia et al. 

2004, Huang et al. 2002, Guo et al. 2003).  

Estos procesos de señalización transcurren a través de una cascada que incluye 

guanosín monofosfato cíclico (Pasqualini et al. 2009) y adenosín difosfato ribosa 

cíclica (ADPRc) y en la activación de MAPKs (Kumar y Klessig 2000) 

Existen evidencias que indican que la producción de NO en plantas es dependiente de 

enzimas como la óxido nítrico sintasa (NOS) y la nitrato reductasa, así como otras 

fuentes de producción no enzimáticas. 

La producción de NO ocurre a través de diferentes rutas enzimáticas. Ali et al. (2007) 

observaron que la ruta de biosíntesis de NO a través de la enzima NOS es regulada 

por la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular y/o por la movilización de Ca2+ 

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 Ca2+ a través de ADPc, GMPc y PK. De esta manera, el NO ejerce su 

función sobre GMPc que activa ADPc, que a su vez actúa como segundo mensajero 

movilizando y liberando Ca2+ desde el retículo endoplásmico 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 están implicadas en respuestas a 

hormonas y señales medioambientales (Capone et al. 2004) en numerosas especies 

vegetales, como en pepino (Pagnussat et al. 2002), tabaco (Yamamoto et al. 2003) y 

Arabidopsis. La síntesis del NO y la transducción de su señal también están 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 relación al papel del NO en respuesta a estrés abiótico se ha demostrado que la 

síntesis de NO puede ser inducida por alta Tª, salinidad, sequía y ozono (Goul et al. 

2003; Wendehenne et al. 2004; Zhang et al. 2007). Sin embargo, su síntesis no se 

induce por situaciones de estrés lumínico y daño mecánico, por lo que no se puede 

considerar la producción 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 Proteínas extracelulares 

En el apoplasto se producen importantes procesos de comunicación intercelular, 

especialmente los relacionados con la defensa y el desarrollo (Kusumawati et al. 

2008). Al conjunto de proteínas secretadas al apoplasto se le denomina secretoma. 

Estas proteínas pueden encontrarse libres en el espacio apoplástico o ancladas en la 

pared celular o en la membrana. A pesar de la importancia de estas proteínas en el 

estrés ambiental o frente a patógenos, 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 apoplástico sin dañar el material 

vegetal y contaminar las muestras con proteínas citoplásmicas. Debido a la 

importancia del apoplasto se hace necesaria una identificación fidedigna de las 

proteínas procedentes de este compartimento con el fin de determinar su función. La 

ventaja que ofrece el uso de suspensiones celulares es que durante el aislamiento de 

las proteínas, el daño celular es mínimo o no se produce (Kusumawati et al. 2008).  

 

1.4.1 Proteínas relacionadas con la patogénesis (PRp) 

El término PRp hace referencia a aquellas proteínas que no solo se encuentran a 

concentraciones detectables en tejidos sanos, sino que su acumulación a nivel de 

proteína se ha demostrado en condiciones patológicas y situaciones relacionadas en, 

al menos, dos o más combinaciones planta-patógeno (Van Loon et al. 1999 y 2006). El 

término condiciones patológicas en este caso se utiliza para indicar el ataque directo 
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de patógenos de diverso origen tales como hongos, bacterias, virus, insectos y 

herbívoros. También se incluye i) la aplicación de compuestos químicos que mimetizan 

el efecto del ataque por un patógeno (hormonas como ET, JA, SA) y ii) respuestas a 

heridas que dan lugar a proteínas que se acumulan durante la infección (Sels et al. 

2008). Van Loon et al. (2006) (Tabla 1.3) propusieron el término “proteínas inducibles 

relacionadas con la defensa” para evitar las posibles confusiones que podría causar la 

definición propuesta para estas proteínas, debido a que durante estas condiciones 

patológicas se produce un aumento de numerosas actividades enzimáticas que no son 

consideradas PRp. Algunas de estas PRp muestran actividad antimicrobiana in vitro y 

su acumulación 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 adición de elicitores, como MJ, promueven la activación 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- -glucosidasas ( -1,3-glucanasas), 

las cuales desempeñan un importante papel en el sistema de defensa de las plantas 

sirviendo a su vez como marcadores de resistencia. 

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

Familia Tipo Tamaño 
(kDa) 

Propiedades Diana 
antimicrobiana 

propuesta 

Referencia 
original 

PR-1 PR-1a Tabaco  15 Antifúngica Desconocida Antoniw et 
al.1980 

PR-2 PR-2 Tabaco  30 -1,3-glucanasa -1,3-
glucanos 

Antoniw et 
al.1980 

PR-3 P, Q Tabaco  25-30 Quitinasas clase I, 
II, IV, V, VI, VI 

Quitina Van Loon 1982 

PR-4 R Tabaco 15-20 Quitinasas clase I, 
II 

Quitina Van Loon 1982 

PR-5 S Tabaco  25 Taumatina Membrana Van Loon 1982 
PR-6 Inhibidor I 

Tomate 
8 Inhibidor de 

proteinasas 
-* Green y Ryan 

1972 
PR-7 P69 Tomate 75 Endoproteinasa -* Vera y Conejero 

1972  
PR-8 Quitianasa 

Pepino 
28 Quitinasa clase III Quitina Metraux et al. 

1988 
PR-9 Peroxidasa 

formadora de 
lignina Tabaco 

35 Peroxidasa -* Lagrimini et al. 
1987 

PR-10 PR-1 Perejil 17 Ribonucleasa -* Somssich et al. 
1986 

PR-11 Quitinasa de 
clase V Tabaco 

40 Quitinasa clase I Quitina Melchers et al. 
1994 

PR-12 Rs-AFP3 
Rábano 

5 Defensina Membrana Terras et al. 
1995 

PR-13 THI2.1 
Arabidopsis  

5 Tionina Membrana Epple et al. 
1995 

PR-14 LTP4 Cebada 9 Proteína de 
transferencia de 

Membrana García-Olmedo 
et al. 1995 
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lípidos 
PR-15 OxOa (germina) 

Cebada 
20 Oxalato oxidasa -* Zhang et al. 

1995 
PR-16 OxOLP 20 Similar a oxalato 

oxidasa 
-* Wei et al. 1998 

PR-17 PRp27 27 Antifúngica, 
antiviral 

-* Sabater-Jara et 
al. 2011 

*No se ha observado actividad antimicrobiana “in vitro” 

 

1.4.2 Peroxidasas 

Las peroxidasas vegetales están ampliamente distribuidas dentro de este reino (Siegel 

1993). Estas enzimas se encuentran en la mayoría de las plantas vasculares, 

incluyendo las plantas terrestres primitivas como los helechos, musgos y líquenes 

(Duroux y Welinder 2003). Estudios filogenéticos sugieren que las peroxidasas de 

clase III, surgieron con la aparición de las plantas terrestres (Duroux y Welinder 2003) 

y es posible que esta clase de enzimas confiriera una de las características 

responsables de la adaptación de las plantas a su nueva vida en la Tierra, con el 

recubrimiento de los tejidos vasculares con ligninas. Así, no resulta sorprendente que 

las enzimas responsables de la polimerización oxidativa de los monolignoles 

aparezcan de forma temprana en la evolución de las plantas terrestres, y que estas 

enzimas se hayan conservado durante la evolución vegetal. Las plantas son los únicos 

organismos vivientes capaces de conducir el carbono desde el metabolismo primario 

al secundario a través de la biosíntesis de ligninas y se acepta que la adquisición 

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 órganos aéreos de la planta, sino también porque 

otros productos (los flavonoides) actúan como protectores contra la radiación UV. 

La peroxidasa es una enzima constitutiva (Calderón et al. 1992a), sus niveles están 

fuertemente regulados durante el desarrollo celular de la planta (Kochhar et al. 1979; 

Cuenca et al. 1989; García-Florenciano et al. 1990) y en respuesta a factores 

ambientales bióticos (Morales et al. 1998) y abióticos (López-Serrano et al. 1994; 

Reuveni y Reuveni 1995; López-Serrano y Ros Barceló 1996) de manera que 

determinados elicitores, como la luz UV-C y Trichoderma viride inducen cambios 

específicos en los niveles de isoenzimas de peroxidasa, que dan lugar a cambios 

fisiológicos y metabólicos específicos en la vid (Ros Barceló et al. 2003). Para llegar a 

comprender bien la regulación metabólica de la peroxidasa, algunos autores han 

estudiado cómo cambian los niveles de H2O2 y de peroxidasa en respuesta a cambios 

en el medio ambiente. Sin embargo, los resultados obtenidos no son siempre fáciles 
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de interpretar. En algunos casos, se ha observado un aumento de la actividad 

peroxidasa durante los procesos de lignificación 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; Calderón et al. 1994b). En este sentido, se ha descrito que la 

actividad de algunas isoenzimas de peroxidasa es más patente en las variedades 

resistentes a infecciones microbianas que en las sensibles (Hoos y Blaich 1988; 

Calderón et al. 1994a). Sin embargo, el aumento de la actividad enzimática no siempre 

coincide con la expresión del fenómeno 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 

bioquímicos que sí están implicados directamente en los mecanismos de defensa de la 

planta, como son la síntesis de viniferinas (Calderón et al. 1994b; Ros Barceló et al. 

2003), las modificaciones de la pared celular por la deposición de diferentes 

compuestos (Ros Barceló 2003) o la generación de quinonas y ROS (Zapata et al. 

1992). 

 

1.4.2.1 Características generales de las peroxidasas 

1.4.2.1.1 Naturaleza química de las peroxidasas 

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7; donador de hidrógeno: H2O2 oxido-reductasa) son 

glicoproteínas combinadas no covalentemente con un grupo prostético, principalmente 

protohematina IX (Dunford y Stillman 1976) cuyo átomo de hierro presenta un estado 

de oxidación +3 [Fe(III)]. Este átomo de hierro está pentacoordinado con cuatro 

nitrógenos pirrólicos del grupo hemo y con el nitrógeno de una histidina proximal, la 

cual se ha conservado a lo largo de la evolución. La sexta posición de coordinación 

está libre, lo que determina un alto estado de spin para el hierro (Banci 1997). En la 

estructura de la molécula se observan dos átomos de Ca2+ (Banci 1997) que se 

consideran esenciales para su estabilidad, además de resultar ser un activador de la 

enzima (Converso y Fernández 1996). 

La mayoría de las secuencias aminoacídicas de peroxidasas establecidas hasta la 

fecha, contienen entre 300 y 400 aminoácidos, 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 glicosilación. Su función esencial consiste en catalizar la 

oxidación de un gran número de sustratos a expensas de H2O2, en una reacción de 

tipo: 

2 RH + H2O2      2 R• + 2 H2O 
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Este peculiar mecanismo de catálisis las hace capaces de utilizar un amplio rango de 

compuestos naturales como sustratos, como la extensina que es una proteína de la 

pared celular, reguladores del crecimiento como el ácido indolil-3-acético (AIA), 

compuestos fenólicos como el ácido benzoico, estilbenos, flavonoles, alcoholes 

cinamílicos y antocianinas. 

 

1.4.2.1.2 Clasificación 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 

fúngicas, bacterianas y vegetales. Dentro de esta última 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 citosólica y cloroplástica de plantas 

superiores se incluyen en este grupo. 

- Clase II: todas las peroxidasas de secreción de origen fúngico (manganeso 

peroxidasas) pertenecen a esta clase. 

- Clase III: todas las peroxidasas de secreción vegetales, las cuales se encuentran 

localizadas en las vacuolas y en las paredes celulares pertenecen a este 

grupo. Actúan sobre una extensa variedad de compuestos fenólicos mostrando 

una extraordinaria e inusual estabilidad térmica. 

 

1.4.2.1.3 Polimorfismo enzimático de las peroxidasas 

Las peroxidasas de clase III están codificadas por una gran familia multigénica en 

plantas (Hiraga et al. 2000), presentando además un alto grado de polimorfismo. El 

estudio de dicho polimorfismo mediante isoelectroenfoque (IEF) ha permitido su 

clasificación  en (Pedreño et al. 1996): 

- isoenzimas ácidas (pI < 7) 

- isoenzimas básicas (7.0 < pI < 9.2) e  

- isoenzimas fuertemente básicas (pI > 9.2)  

En la mayoría de los casos, el polimorfismo varía con la variedad y con el órgano 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 rábano muestran que 

existe una gran homología (50-95%) entre los genes secuenciados de peroxidasa, lo 
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que indica que más de una isoenzima determinada por IEF tiene su origen en un único 

gen, por lo que este alto grado de variabilidad entre isoenzimas de peroxidasas puede 

estar causado por diferentes patrones de glicosilación (Green y Oliver 1991) o puede 

ser debido a la heterogeneidad producida por las interacciones conformacionales entre 

las formas isoenzimáticas y los compuestos fenólicos presentes en las células 

vegetales (Ros Barceló et al. 1987). 

 

1.4.2.2 Localización tisular y subcelular de las peroxidasas 

Probablemente para compensar su amplio rango de especificidad de substrato, la 

peroxidasa es una enzima que muestra una compartimentalización tisular específica 

en plantas, sobre todo en vid. De este modo, los estudios realizados para determinar 

su localización indican que en tallos, la peroxidasa se encuentra localizada en los 

tejidos meristemáticos (Crevecoeur et al. 1997), en las células epidérmicas (Goldberg 

et al. 1987; Hendriks y van Loon 1990; Ferrer y Ros Barceló 1994) y en los haces 

vasculares (Czaninski y Catesson 1969; Ros Barceló et al. 2002). En éstos últimos 

mediante estudios histoquímicos (Ferrer y Ros Barceló 1994), citoquímicos (Hepler et 

al. 1972, Czaninski 1978, Ros Barceló 1995) e immunocitoquímicos (Kim et al. 1988, 

Smith et al. 1994) se ha demostrado que está 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 patrón 

isoenzimático está constituido casi exclusivamente por una peroxidasa fuertemente 

básica cuyos niveles aumentan durante el desarrollo del fruto (Kochhar et al. 1979; 

Calderón et al. 1993b). Esta localización tisular específica puede observarse también 

en hojas y brotes, donde la peroxidasa se localiza principalmente en células 

epidérmicas y haces vasculares (Ros Barceló 2003). 

Las peroxidasas muestran un patrón de compartimentalización subcelular similar en 

diferentes especies vegetales. Este patrón de localización subcelular revela algunas 

particularidades de algunas isoenzimas de peroxidasa (Calderón et al. 1993b). El 

conjunto de isoenzimas de peroxidasa (ácidas y básicas) se encuentra en las paredes 

celulares y en el apoplasto; sin embargo sólo las más básicas se encuentran 

colocalizadas en las vacuolas. Esto implica un alto grado de compartimentalización 

para estas isoenzimas de peroxidasa fuertemente básicas. Así por ejemplo, en las 

células meristemáticas, cambiales y del mesófilo, la peroxidasa está localizada 

principalmente en la vacuola, bien en forma soluble (Crevecoeur et al. 1997), o bien 

firmemente ligada a la cara interna del tonoplasto (Ros Barceló et al. 1991; Sottomayor 
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y Ros Barceló 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 Barceló 

1995; Ros Barceló et al. 2002). 

Tanto la localización vacuolar como parietal de las isoenzimas de peroxidasa se 

corresponden con sus funciones fisiológicas más reconocidas durante el desarrollo 

celular en la planta. 

 

1.4.2.3 Peroxidasas de la vid 

La mayoría de los problemas encontrados a la hora de establecer las funciones 

fisiológicas desempeñadas por las peroxidasas en las plantas radica en la presencia 

de un elevado número de isoenzimas (Gaspar et al. 1982). Esta abundancia de 

isoenzimas dificulta, en gran medida, la purificación de las mismas, lo cual supone un 

grave inconveniente cuando se pretenden evaluar las características 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 

fenólica puede modificar su capacidad para oxidar a aquellos dadores de electrones 

usados para la determinación de su actividad (Gaspar et al. 1985), de modo que 

dichos compuestos fenólicos se extraen conjuntamente con la enzima cuando se 

produce la ruptura celular interaccionando con ella (García-Florenciano et al. 1990) e 

impidiendo su detección en determinados órganos de la vid como frutos inmaduros 

(Zapata et al. 1993). 

En el caso particular de los frutos de vid, los patrones isoenzimáticos de peroxidasas 

separadas por IEF muestran una sorprendente simplicidad y similitud resultados que, 

en líneas generales, están de acuerdo con los obtenidos por otros autores (Lee et al. 

1983; Sciancalepore et al. 1985; Robinson et al. 1990). Sin embargo, los patrones 

isoenzimáticos de la peroxidasa procedente de cultivos celulares son más complejos, 

mostrando la presencia adicional de un grupo de peroxidasas fuertemente ácidas y 

otro grupo débilmente básicas (Calderón et al. 1992a y 1992b). El mayor número de 

isoenzimas en los cultivos que en los propios frutos, apoyaría la idea acerca de la 

represión, probablemente inducida por factores hormonales y ambientales, de los 

genes que codifican para las peroxidasas en el fruto (Calderón et al. 1992c; Zapata et 

al. 1994). 
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Los estudios realizados sobre localización 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% 

(García-Florenciano et al. 1991). 

Estudios más detallados han mostrado que la peroxidasa presente en el interior de la 

célula se encuentra localizada en forma soluble en las vacuolas, encontrándose 

probablemente en equilibrio con aquellas isoenzimas ligadas a la superficie interna del 

tonoplasto (Ferrer et al. 1990; García-Florenciano et al. 1991; Calderón et al. 1992b). 

Además, el análisis de los patrones isoenzimáticos de la peroxidasa localizada en las 

vacuolas muestra la presencia mayoritaria de la isoenzima B5 (Calderón et al. 1992b; 

García-Florenciano et al. 1991). Esta isoenzima también se encuentra localizada a 

nivel de la pared celular (García-Florenciano et al. 1991; Calderón et al. 1992b) y es la 

principal componente del polimorfismo enzimático de la peroxidasa en el fruto (Zapata 

et al. 1994). 

 

1.4.2.4 Funciones fisiológicas de las peroxidasas 

Las funciones fisiológicas desempeñadas por las peroxidasas en las plantas vienen 

determinadas por su localización subcelular y, por tanto, por la disponibilidad de 

sustratos. Precisamente, debido al peculiar mecanismo de acción de esta enzima, la 

cantidad de posibles sustratos es muy elevada, motivo por el cual la peroxidasa ha 

sido implicada en multitud de procesos fisiológicos. Sin embargo, la funcionalidad de 

una enzima in vivo depende de otros muchos factores, como por ejemplo la presencia 

de inhibidores endógenos co-localizados con la enzima. 

Entre sus funciones cabe destacar: 

i) Control del crecimiento celular. Esta ha sido la función que ha merecido el mayor 

número 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 endógenos del AIA. Hay que tener en cuenta que 

el AIA está compartimentalizado en el citosol y las vacuolas de las células de vid 

contienen inhibidores del catabolismo del AIA mediado por peroxidasa (García-

Florenciano et al. 1992). Sin embargo, hay fuertes razones para pensar que las 

peroxidasas extracelulares pueden controlar los niveles de AIA durante la formación 

de raíces adventicias en esquejes de vid (Moncousin et al. 1988) y este catabolismo 

está controlado por los niveles de protectores de AIA (inhibidores del catabolismo de 
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AIA). Se ha observado una situación similar en el caso de los protectores de AIA que 

regulan la actividad AIA oxidasa de las peroxidasas extracelulares durante el ciclo de 

crecimiento en suspensiones celulares de vid (García-Florenciano et al. 1991). 

Por otro lado, la peroxidasa está implicada en el entrecruzamiento de la extensina, 

proteína estructural de la pared celular de naturaleza glicoproteica que desempeña 

diversos procesos fisiológicos en plantas entre los que se encuentran el aumento de la 

fuerza mecánica de la planta, que supone una forma de defensa primaria, impidiendo 

el paso de los patógenos hasta que las defensas dependientes de factores de 

transcripción se expresen. 

ii) Síntesis de ligninas. Las peroxidasas participan en la polimerización oxidativa  de 

los alcoholes cinamílicos: alcohol p-cumarílico, alcohol coniferílico y alcohol sinapílico. 

Esta reacción es necesaria para la síntesis 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) Oxidación de resveratrol y síntesis de viniferinas. La síntesis de derivados del 

resveratrol requiere el acoplamiento oxidativo de unidades estilbénicas mediante la 

actuación de una enzima que retire un átomo de hidrógeno (Langcake y Pryce 1977a y 

b) en un proceso similar a la síntesis de ligninas. La acumulación de estos compuestos 

en las paredes celulares de las plantas que los biosintetizan (incluída la vid) en 

respuesta a infección fúngica (Calderón et al. 1994b; Dai et al. 1995a y 1995b), 

coincidiendo con la localización tisular de la isoenzima de peroxidasa que oxida 

hidroxiestilbenos con elevada eficacia catalítica (Calderón et al. 1994a) sugiere que la 

deposición de estilbenos y la lignificación probablemente forman parte de una 

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

iv) Recambio metabólico de los compuestos fenólicos almacenados en la vacuola. El 

papel de las peroxidasas vacuolares en la biosíntesis y degradación oxidativa de 

sustratos fenólicos fue descrita por primera vez por Takahama en 1988. Otros estudios 

(Pérez et al. 2002) sugieren que la peroxidasa participa en el recambio y degradación 

de los fenoles vacuolares, de manera que esta reacción se acopla bajo situaciones de 

estrés a la eliminación de H2O2 de la vacuola, donde la eficiencia de los enzimas 

detoxificantes de H2O2, como catalasa o ascorbato peroxidasa son insuficientes. 

v) Respuestas del sistema peroxidasa/H2O2 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 producción de H2O2 que va acompañada de un incremento de la 
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actividad peroxidasa. Asimismo, se ha detectado que la radiación UV-C induce 

cambios específicos 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 

H2O2 y el O2
•-, las principales especies ROS (Ros Barceló et al. 1996; Papadakis y 

Roubelakis-Angelakis 1999), fenómeno 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 producción de t-R en suspensiones celulares de Monastrell en 

sistemas en discontinuo (matraces en agitación), utilizando elicitores de distinta 

naturaleza (CDM, MJ, luz UV, FAl, SA y ET) y análisis de algunos factores para su 

escalado y producción en biorreactores. 

3. Estudio de la implicación del Ca2+, eventos de fosforilación y desfosforilación de 

proteínas, NO y H2O2 en la ruta de señalización celular que dirige la producción de t-R 

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

4. Estudio del proteoma extracelular de suspensiones celulares de Monastrell en 

condiciones control y elicitadas con CDM solas o en combinación con MJ mediante 

label-free y mediante microsecuenciación en suspensiones celulares elicitadas con 

CDM solas o en combinación con MJ/SA/ET.  
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3.1 Material vegetal y condiciones de cultivo 

3.1.1 Inducción y mantenimiento de callos 

Los callos de V. vinifera cv Monastrell se obtuvieron en el año 1995 a partir de frutos 

inmaduros de este cultivar de vid siguiendo la metodología 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 línea 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 caseína (250 

mg/L) y sacarosa (20 g/L). Los callos se mantuvieron en oscuridad a 25ºC y se 

utilizaron para la obtención de suspensiones celulares. 

 

3.1.2 Iniciación 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 contenían 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 procedió a su transferencia en 

matraces de 500 mL de capacidad que contenían 200 mL de suspensión celular. Se 

mantuvieron en agitación a 105 rpm en iguales condiciones de oscuridad y Tª que las 

descritas anteriormente y se subcultivaron cada 14-16 días.  

Tabla 3.1 Composición de los medios GB5 y MS. 

Reactivo GB5 MS 

Macronutrientes (mg/L) 

(NH4)NO3 - 1650.0 

KNO3 2527.5 1900.0 

CaCl2.2H2O 150.0 440.0 

MgSO4.7H2O 246.5 370.0 

(NH4)2SO4 134.0 - 

H2KPO4 - 170 

Micronutrientes   

NaH2PO2.H2O 150.0 - 

KI 0.75 0.83 

H3BO3 3.0 6.18 

MnSO4.H2O 3.0 16.9 

ZnSO4.7H2O 2.0 8.62 

Na2MoO4.2H2O 0.25 0.24 

Tabla 3. Composición del medio de cultivo Gamborg B5 (GB5) para Vitis vinifera cv. Monastrell.  
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CuSO4.5H2O 0.025 0.025 

CoCl2.6H2O 0.025 0.024 

Hormonas   

ANA 0.1 1 

Quinetina 0.2 1 

Vitaminas   

Pantotenato cálcico* 1 1 

Mioinositol* 100 100 

Biotina* 0,01 0.01 

Piridoxina* 1 1 

Tiamina* 1 2 

Acido nicotínico* 1 3 

Otros componentes   

Hidrolizado de caseína 250 250 

Sacarosa 20000 20000 

* (Morel y Wetmore 1951) 

 

3.2 Medida del crecimiento celular 

3.2.1 Curva de crecimiento 

Para la realización de la curva de crecimiento se partió 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 día siguiente del inicio de la suspensión 

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

curva, considerando este tiempo cero (t0). El resto de las muestras se recogieron con 

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

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

pH y la conductividad, parámetros cuya medida se describe a continuación: 

 Volumen de empaquetamiento celular (VEC): indica el porcentaje de volumen 

celular en relación al volumen total de suspensión celular. Para su 

determinación se tomaron dos alícuotas de 3-5 mL de suspensión celular en 

agitación, por matraz y día de recogida, utilizando una pipeta estéril para cada 

muestra. A continuación, se centrifugaron a 100 g, durante cinco minutos a 

4ºC, en una centrífuga refrigerada Heraeus Sepatech. 

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

cultivo de las células y se midió el pH del medio en un pH-metro CRISON Basic 
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20 y la conductividad del medio, en un conductivímetro CRISON micro CM 

2100.  

 Peso fresco (PF): las alícuotas recogidas de cada suspensión se filtraron 

utilizando una bomba de vacío hasta eliminar el medio extracelular. 

Posteriormente, las células se lavaron con agua fría, se filtraron de nuevo y se 

pesaron en una balanza de precisión 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 ºC durante 24 h. Pasado ese tiempo, se pesaron y se calculó el 

peso seco restando el peso de los filtros. 

La caracterización de las curvas de crecimiento se realizó en base a  los parámetros 

cinéticos “velocidad de crecimiento en la fase exponencial”, “volumen de 

empaquetamiento celular máximo” y “tiempo de agotamiento”, obtenidos a partir de los 

datos cinéticos de las curvas de crecimiento, como se indica a continuación: 

 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=  VEC /  t 

 Biomasa máxima (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 comenzaría a provocar estrés y muerte celular. 

Ta = (VECmax – VECt0) / Vexp 

siendo VECt0, la biomasa inicial a t0 si el cultivo se desarrollara en continuo 

crecimiento exponencial. 

 

3.3 Elicitación 

Como metodología común a todos los ensayos de elicitación, en primer lugar se 

filtraron las células utilizando un embudo Büchner esmerilado con placa filtrante de 

borosilicato, acoplado a un matraz Kitasato. A continuación, se realizó un ligero vacío 

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 volvió a aplicar vacío. A continuación se pesaron las 

células y se añadieron 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 producción de t-R a lo largo del tiempo, que se dejaron hasta 

168 horas.  

Transcurrido este tiempo de incubación, se recogieron muestras de VEC de cada 

tratamiento. A continuación se separó el medio de cultivo de las células, siguiendo el 

mismo procedimiento descrito anteriormente, en ausencia de esterilidad. Las células 

se lavaron con agua fría y se filtraron realizando un ligero vacío y a continuación se 

pesaron. Asimismo, se midió el volumen de medio de cultivo recogido tras la 

elicitación. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado. 

 

3.3.1 Adición de elicitores 

3.3.1.1 Reactivos 

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

Tabla 3.2 Elicitores  

Elicitor 
Concentración 

mM 
Casa comercial 

Ciclodextrinas naturales 
sin sustituyentes 

15 Sigma-Aldrich (España) 

G2- -ciclodextrinas 50 
Ensuko Sugar Refining Co. 

(Japón) 
Ciclodextrinas 
hidroxipropiladas al azar 

50 Sigma-Aldrich (España) 

Ciclodextrinas metiladas 
al azar 

50 Wacker Chemie (Alemania) 

Sulfo- -ciclodextrinas 50 Sigma-Aldrich (España) 

Jasmonato de metilo 0.1 Duchefa (España) 

Fosetil de aluminio 1.5 
Rhône-Poulenc Agrochemie 

(España) 

Ácido salicílico 0.1 Sigma-Aldrich (España) 

Etefón 1 Sigma-Aldrich (España) 

 

3.3.1.2 Metodología 

 Elicitación con ciclodextrinas de distinta naturaleza 

Para la elicitación 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- -CD)) y tres CD sintéticas (CDM, CDH y sulfo-CD). Estos 

experimentos se realizaron a una concentración de CD de 50 mM salvo para la CD 

natural sin ramificaciones, que se utilizó a una concentración de 15 mM, ya que su 

límite de solubilidad era de 18 mM. Se utilizó esta concentración elevada de CD para 
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que estos compuestos actuasen como secuestradores de compuestos apolares, que 

es su uso más generalizado, y además como inductores de la síntesis de t-R. 

 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell con distintas 

concentraciones de ciclodextrinas metiladas al azar  

Con la finalidad de encontrar la concentración de CDM óptima se realizaron 

experimentos de elicitación con distintas concentraciones de esta CDM: 5, 10, 25 y 50 

mM. Para ello, distintas cantidades de CDM se añadieron a los medios de cultivo y se 

esterilizaron a 121ºC durante 20 min antes de ser utilizados como medios de 

elicitación.  

 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas 

metiladas al azar solas o en combinación con metil jasmonato a distintos volúmenes 

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 realizó la elicitación de las 

suspensiones de Monastrell con 50 mM de CDM (Bru et al. 2006) solas o en 

combinación con 100 M de MJ (Gunlach et al. 1992; Mizukami et al. 1993; Ketchum 

et al. 1999; Sanchez-Sampedro et al. 2005). El MJ se adicionó a los medios de cultivo 

una vez esterilizados, mediante filtración utilizando filtros de 0.22 m y realizando el 

proceso en la cabina de flujo laminar. 

 Elicitación 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 M) se realizaron tanto en 

presencia como en ausencia de CDM. Además se realizó un tratamiento control sin 

elicitores y un tratamiento sólo con CDM. Asimismo, se realizó un tratamiento que 

contenía etanol a la máxima concentración empleada en el experimento (1%) para 

corroborar que la producción 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. 

 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas 

metiladas al azar y/o metil jasmonato a diferentes concentraciones sacarosa 

Para realizar estos experimentos se utilizó la línea celular de Monastrell crecida con 20 

g/L de sacarosa. La elicitación se realizó adicionando diferentes concentraciones de 

MJ (25, 50, 100 y 270 M), individualmente o en combinación con CDM a una 
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concentración fija (50 mM) utilizando un medio de cultivo suplementado con 10, 15 ó 

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

 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell con ácido salicílico y etefón 

(etileno) 

La elicitación de las suspensiones celulares de Monastrell con SA y ET se realizó 

utilizando cuatro concentraciones distintas de estos compuestos en combinación 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 adición de CDM los 

niveles más elevados de producción de t-R se emplearon posteriormente en un 

experimento en el que se combinaron con CDM y MJ. 

 Elicitación 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 FAl de una pureza del 97%a 1.5 mM (López-

Serrano et al. 1997) sólo o en combinación con los anteriores elicitores CDM (50 mM) 

y/o MJ (100 M). 

 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de 

ciclodextrinas metiladas al azar, jasmonato de metilo y luz UV-A o C 

Para realizar estas elicitaciones se utilizaron matraces de 100 mL de capacidad con 20 

mL de medio de elicitación que contenía 50 mM CDM, 100 M MJ y 4 g de PF de 

células (equivalente a una densidad intermedia, correspondiente a un VEC de 50%). 

Una vez añadidas las células a los medios de elicitación, se realizaron irradiaciones 

con luz UV-A o C (10mW/cm2; 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 lámpara. Se realizaron controles en presencia y ausencia de elicitores 

y/o luz UV. 

La irradiación con luz UV se realizó en condiciones asépticas trabajando en el interior 

de una cabina de flujo laminar y en agitación continua a 100 rpm. Para ello, dentro de 

la cabina se introdujo un agitador orbital y sobre éste se colocó la lámpara de luz UV, 

de modo que las suspensiones podían mantenerse en agitación continua durante todo 

el tratamiento con la luz UV. Para que la irradiación con luz UV fuese directa sobre las 

células, las suspensiones se trasvasaron a vasos de plástico 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 Señalización 

3.3.2.1 Reactivos 

Para el estudio de la ruta de señalización implicada en la producción de t-R se 

utilizaron los compuestos que se muestran en la Tabla 3.3. Estos compuestos se 

adquirieron en Sigma-Aldrich (España). 

 

3.3.2.2 Metodología 

Estos experimentos se realizaron según se describe en el apartado 3.3 Elicitación. 

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 M). 

En este caso, los compuestos utilizados para estudiar el mecanismo de señalización 

se añadieron una hora y media antes que los elicitores con el propósito de que estas 

moléculas tuviesen tiempo suficiente para actuar sobre sus dianas. 

 

 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell a distintas concentraciones 

de calcio. 

Para determinar la concentración óptima de Ca2+ 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 composición al medio GB5 pero con distintas 

concentraciones de Ca2+ (0.0, 0.5, 1.0, 2.5 y 5.0 mM). Asimismo, para determinar el 

tiempo mínimo de elicitación requerido para detectar t-R se realizaron diferentes 

muestreos periódicos desde tiempo 0 hasta las 168 horas. 

 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de 

antagonistas de calcio. 

Para comprobar si la producción de t-R era dependiente de la entrada de Ca2+ 

extracelular se utilizó EGTA, un agente secuestrador de Ca2+. Se ensayaron diferentes 

concentraciones de EGTA (0.1, 0.5, 3.0 y 5.0 mM) para secuestrar el Ca2+ del medio 

de cultivo. Para cada concentración de EGTA quedó una concentración de Ca2+ 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. 
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Tabla 3.3 Reactivos utilizados para estudiar la señalización inducida por elicitores 

 Compuesto Abreviatura 
Concentración 

M 

Efecto 

Calcio    

 

Acido etilen glicol-
bis(2-aminoetileter)-
N,N,N’,N’-
tetraacético 

EGTA 5000 Secuestrador de Ca
2+

 extracelular 

 Cloruro de lantano La
3+

 500 
Bloqueador de canales de Ca

2+
 

extracelular 

 Neomicina Neo 100 
Bloqueador de Ca

2+
 intracelular 

dependiente de IP3 

 Rojo rutenio RR 10 
Bloqueador de Ca

2+
 intracelular 

dependiente de receptores de rianodina 

Inhibidores de protein kinasas    

 Genisteína Gen 10 Tirosin protein kinasa (Tyr-PK) 

 Estaurosporina Est 
5 Serin/Treonin protein kinasa (Ser/Thr-

PK) 

 Apigenina Ap 
500 Protein kinasa activada por mitógeno 

(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 H2O2    

 

Carboxi-2-fenil-
4,4,5,5,-
tetrametilimidazolelin
e-1-oxyl-3-óxido 

cPTiO 500 Secuestrador de NO del medio 

 N -nitro-L-arginina L-NNA 100 
Inhibidor irreversible de NO sintasa 
constitutiva y reversible de NO sintasa 
inducible 

 Nitroprusiato sódico NPS 10 Libera NO in situ 

 
Cloruro de difenilen 
iodonio 

DPI 10 Inhibidor específico de NADPH oxidasa 
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Tabla 3.4 Concentraciones de EGTA utilizadas 
para secuestrar el Ca

2+
 del medio extracelular. 

[EGTA] mM [Ca
+2

 libre] M 

0.1 904.0 
0.5 534.0 
3.0 20.0 
5.0 9.6 

En cualquiera de los casos siempre queda una concentración de Ca2+ libre por lo que 

también se utilizó un bloqueador de los canales de entrada del Ca2+ extracelular, LaCl3 

a una concentración de 0.5 mM (Lecourieux et al. 2005). Para comprobar si estos 

compuestos podían actuar como elicitores por sí mismos se utilizaron también en 

ausencia de CDM y MJ. La producción de t-R en estos experimentos se midió a las 24 

horas. Estos compuestos se añadieron 1 h 30 min antes de realizar la elicitación con 

CDM y/o MJ.  

El estudio de la dependencia de la producción de t-R de la liberación del Ca2+ desde 

los almacenes internos se realizó mediante la elicitación de las suspensiones celulares 

de Monastrell con CDM y/o MJ, en presencia de neomicina (Neo, 100 M) y/o rojo 

rutenio (RR, 10 M). Neo actúa en los compartimentos subcelulares sobre la salida de 

Ca2+ dependiente de la vía de los inosítidos fosfato (IP3) y RR bloquea la liberación de 

Ca2+ desde los compartimentos intracelulares dependientes de receptores de 

rianodina. Estos compuestos se añadieron 1 h 30 min antes de realizar la elicitación 

con CDM y/o MJ. 

 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de inhibidores 

de protein kinasas y protein fosfatasas 

Para determinar la implicación de PK en la cascada de señalización que dirige la 

biosíntesis de t-R se utilizaron inhibidores específicos de Tyr-PK (Gen), Ser/Thr-PK 

(Est), MAPK (Ap) y PK-C (BIM). En el estudio de la posible implicación de PP en la 

cascada de señalización que dirige la biosíntesis de t-R, se utilizó un inhibidor de PP-

2A (Can) y otro de Tyr-PP (OFA) a las concentraciones detalladas en la Tabla 3.3. 

Estos compuestos se añadieron 1 h 30 min antes de realizar la elicitación con CDM y/o 

MJ. 

 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell en presencia de inhibidores 

de H2O2 y NO 

Para comprobar si NO y/o H2O2 están implicados en la cascada de señalización que 

conduce a la biosíntesis de t-R desencadenada por la adición de elicitores se utilizó 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 añadieron 1 

h 30 min antes de realizar la elicitación con CDM y/o MJ. 

 

3.4 Determinación de estilbenoides 

3.4.1 Extracción de resveratrol y derivados 

3.4.1.1 Extracción de resveratrol y derivados del medio extracelular de 

suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al 

azar y/o jasmonato de metilo 

La extracción de los compuestos presentes en los medios de cultivo de Monastrell se 

realizó mediante una partición de fases con acetato de etilo (1:1, v/v) y con la finalidad 

de obtener una clara separación de fases se añadió directamente al medio extracelular 

NaHCO3 al 3% (p/v) y 10% de NaCl (p/v). Transcurrida una hora, la fase orgánica se 

recogió y se realizó una segunda extracción de la fase acuosa durante una hora más 

con el fin de recoger todos los estilbenos presentes en el medio extracelular. Pasado 

ese tiempo se recogió la fase orgánica (acetato de etilo) y se evaporó en un rotavapor 

a 40 ºC a vacío, el residuo seco se resuspendió en 1 mL de metanol para su posterior 

análisis cromatográfico con un HPLC-DAD. 

 

3.4.1.2 Extracción de resveratrol y derivados intracelulares de suspensiones 

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

jasmonato de metilo 

La extracción de los metabolitos celulares se realizó homogeneizando las células de 

Monastrell con metanol 70 % (1:2, peso/volumen) y dejando el homogenado durante 

24 horas a 4ºC en la oscuridad. A continuación, se separaron las células por filtración 

y el sobrenadante se llevó a sequedad con N2. El residuo seco fue extraído por 

partición de fases con acetato de etilo y agua (1:10) durante un periodo de tres horas. 

Transcurrido ese tiempo se recogió la fase orgánica (acetato de etilo) y se evaporó en 

un rotavapor a 40 ºC a vacío; el residuo seco se resuspendió en 1 mL de metanol para 

su posterior análisis por HPLC. 

 

3.4.2 Análisis de estilbenoides 

Para la determinación y cuantificación de estilbenoides presentes en las muestras se 

utilizaron los siguientes equipos: 
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3.4.2.1 Reactivos 

Como fase móvil se utilizaron ácido acético y acetonitrilo grado HPLC, ambos de 

Panreac (España). Las fases acuosas se filtraron a vacío mediante filtros de 45 m 

(Pall Corporation, USA). Para la identificación del t-R se utilizó un patrón comercial de 

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

 

3.4.2.2 Equipos de cromatografía y espectrometría 

Para la identificación y cuantificación de los estilbenos presentes en el medio de 

cultivo y en las células de Monastrell se utilizó de manera rutinaria un sistema 

cromatográfico HPLC-DAD de WatersTM 600 con bomba binaria, detector de longitud 

de onda variable (WatersTM PDA 996) e inyector manual con loop de 20 L. Los datos 

fueron integrados con el programa EmpowerTM 2 de Waters. Se utilizó una columna 

Spherisorb ODS 2 de fase reversa (4.6 x 250 mm, 5 m). En ciertas ocasiones, 

también se utilizó un cromatógrafo líquido Agilent 1100 con automuestreador, 

desgasificador, columna termostatizada y doble bomba binaria, detector de Diode-

Array asociado a espectrometría de masas de trampa iónica (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 metanólicos procedentes de la extracción de estilbenoides intra- y 

extracelulares se filtraron utilizando filtros de nylon de 0.22 m tamaño de poro y 13 

mm de diámetro de Membrane-Solutions. Posteriormente se almacenaron en viales 

ámbar de borosilicato de 2 mL de Labbox. 

La fase móvil consistió en un gradiente de ácido 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 
determinación de t-R mediante HPLC. 

Tiempo (min) Acido Acético 1% 
(A) 

Acetonitrilo % 
(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 enzimáticas 

3.5.1 Medida de la actividad peroxidasa en el medio extracelular 

Los ensayos cinéticos y las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo 

en un espectrofotómetro Kontron-Uvikon modelo 923. Las actividades enzimáticas 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 determinó en un medio de reacción que contenía tampón 

acetato sódico 50 mM, pH 5,0 utilizando como sustratos H2O2 500 μM y 4-metoxi-α-

naphtol (4MN) 1.0 mM. La medida de la actividad peroxidasa se realizó mediante la 

estimación espectrofotométrica directa debida a la aparición de productos coloreados 

por la oxidación del 4-metoxi- -naftol (Ferrer et al. 1990) y se expresó en katales, 

siendo el coeficiente de extinción para el 4-MN 593=21000 M-1cm-1 (Ferrer et al. 1990). 

En todos los casos las reacciones enzimáticas se iniciaron mediante la adición de la 

enzima. 

 

3.5.2 Determinación de los niveles de peróxido de hidrógeno mediante el método 

del naranja de xilenol 

Los niveles del H2O2 se midieron mediante el método del naranja de xilenol (3´,3´´-

bis[N,N-bis(carboximetil)aminometil]-o-cresolsulfonoptaleina) (Jiang et al. 1990; Wolff 

1994; Bellincampi et al. 2000), basado en la oxidación del Fe2+ mediante el peróxido 

(Fe2+ + ROOH → Fe3+
 + RO.+ OH-), seguido por la detección del Fe3+ con la sal de 

sodio del naranja de xilenol. Este método presenta una elevada sensibilidad para 

detectar niveles bajos de H2O2 en agua, siendo el coeficiente de extinción molar de 1,5 

x 104 M-1 cm-1 a 560 nm. 

  

Figura 3.1 Sal de sodio del naranja de xilenol 

Para determinar la concentración de H2O2 en el cultivo celular se añadieron 500 μl de 

la mezcla de reactivo (sulfato ferroso amónico [(NH4)2 Fe(SO4)2 · 6H2O] 500 μM, H2SO4 

50 mM, naranja de xilenol 200 μM y sorbitol 200 mM) a 500 μl del cultivo tomados en 
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agitación. Tras un tiempo de incubación de 45 min, se midió la absorbancia del 

complejo naranja de xilenol-hierro a 560 nm en un espectofotómetro Kontron-Uvikon 

modelo 923. Los valores de absorbancia obtenidos se extrapolaron en la recta patrón 

obtenida a partir de concentraciones conocidas de H2O2.  

 

3.5.3 Determinación del patrón isoenzimático mediante isoelectroenfoque 

analítico 

La electroforesis se realizó en un sistema MiniProtean III de Bio-Rad. Así, para la 

preparación de los geles de 1 mm de espesor, se añadieron en un balón de vacío, 

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 desgasificó durante 10 min, y 

a continuación se adicionó persulfato amónico (0.1 g/mL) al 0.06%. La disolución se 

vertió entre los cristales con ayuda de una pipeta y se dejó polimerizar durante 45 min 

a Tª ambiente. Tanto las muestras que se analizaron por IEF como las destinadas a 

SDS-PAGE fueron dializadas previamente con tampón acetato sódico 50 mM (pH 5) 

durante 24 horas en oscuridad y frío (4ºC). Las muestras dializadas se diluyeron con 

tampón de carga compuesto por glicerol al 3 %, anfolinas al 6 % y agua destilada. 

Como marcador se utilizó citocromo C a una concentración de 3 mg/ml. 

Como disoluciones de electrodo se utilizaron ácido acético 20 mM para el ánodo e 

hidróxido sódico 25 mM para el cátodo. Los electrodos se conectaron a una fuente 

eléctrica (Consort E832) programable en dos etapas, en la primera se aplicó 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 máxima de 150 W. El desarrollo del IEF se realizó a 4 ºC. 

El revelado se realizó incubando los geles en presencia de 4-metoxi- -naftol (1 mM) y 

H2O2 (0.5 mM) en tampón acetato sódico 50 mM (pH 5.0). Transcurridos 20 min de 

reacción, los geles se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de reactivos 

y se fotografiaron. 

 

3.5.4 Determinación del patrón de proteínas mediante electroforesis en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 

En este tipo de electroforesis las proteínas 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 preparó el gel separador, compuesto por acrilamida/ bisacrilamida 

al 10 %, tampón Tris-HCl (1.5 M, pH=8.8) al 25 % y SDS al 0.1 %. La mezcla se 

desgasificó durante 15 min, tras los cuales se añadió persulfato amónico al 0.05 % y 

TEMED al 0.15 %. Posteriormente, el medio de polimerización se vertió entre los 

cristales del mismo sistema MiniProtean III de Bio-Rad utilizado para el IEF y se dejó 

polimerizar durante 45 min. Antes de comenzar la polimerización se añade un poco de 

agua sobre el medio de polimerización para la obtención de un buen frente.  

El gel concentrador se preparó a partir de acrilamida/ bisacrilamida al 4 %, tampón 

Tris-HCl (0.5M, pH=6.8) al 25 % y SDS al 0.1 %. Después de desgasificar durante 15 

min, se añadió persulfato amónico al 0.08 % y TEMED al 0.2 %. Esta disolución se 

añadió sobre el gel separador polimerizado, eliminando previamente el agua que lo 

recubría y dejando polimerizar durante otros 45 min. 

Las muestras dializadas se prepararon en tampón de carga y agua destilada (2:1, v/v) 

y se desnaturalizaron por calentamiento en un baño a 100 ºC durante 10 min. 

El tampón de carga se preparó al 12.5 % a partir de tampón Tris-HCl (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 utilizó un estándar de peso molecular que 

contenía fosforilasa b (103000 Da), seroalbúmina (77000 Da), ovalbúmina (50000 Da), 

anhidrasa carbónica (34300 Da), inhibidor de tripsina de soja (28800 Da) y lisozima 

(20700 Da). 

La migración del gel se realizó en tampón 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 Tª ambiente. 

Para el revelado, los geles se incubaron durante 30 min en una solución de fijación 

con etanol puro al 40 % y ácido acético glacial al 10 % en agua destilada. El siguiente 

paso fue la sensibilización en una disolución de etanol al 30 %, glutaraldehido al 0.125 

%, tiosulfato sódico al 0.2 % y acetato sódico al 6.8 %. A continuación, se realizaron 3 

lavados de 5 min a los geles con agua destilada y se incubaron durante 20 min, en una 

disolución que contenía nitrato de plata al 0.25 % y formaldehído al 0.015 %. Se 

volvieron a lavar los geles 3 veces con agua destilada y se reveló con una disolución 

que contenía carbonato sódico al 2.5 % y formaldehído al 0.0074 %.  

Por último, la reacción se detuvo con EDTA-Na2 al 1.46 %, conservando los geles en 

agua destilada hasta el momento de ser fotografiados. 
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3.5.5 Determinación del contenido en proteínas total mediante la utilización del 

reactivo de Bradford 

Para la medida de la proteína 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 proteínas con una concentración entre 1 y 20 

mg, utilizando albúmina de suero bovino (fracción V) como estándar para su 

valoración.  

Las muestras y los estándares se diluyeron con agua destilada en un volumen de 0.8 

ml al que se añadieron 0.2 ml del reactivo concentrado. Posteriormente se agitaron y 

después de 15 min de reacción se tomó lectura de la absorbancia a 595 nm. 

Con los valores de absorbancia de la albúmina se realizó la recta patrón y mediante 

extrapolación en dicha recta, se calculó la concentración de proteína total en las 

alícuotas de las suspensiones celulares. 

 

3.5.6 Microsecuenciación de bandas de proteínas del medio extracelular de 

suspensiones celulares de Monastrell  

Los análisis proteómicos se realizaron en el Servicio de proteómica del Centro 

Nacional de Biotecnología (CNB) del Consejo Superior de Investigaciones Científicas 

(CSIC) de Madrid. 

Las bandas de interés del gel se recortaron manualmente, se depositaron en placas de 

96 pocillos y se procesaron automáticamente en un Proteineer DP (Bruker Daltonics, 

Bremen, Alemania). Para la digestión proteica (Schevchenco et al. 1996), las piezas 

del gel se lavaron con bicarbonato amónico 50 mM y se trataron con acetonitrilo. Las 

proteínas se redujeron con ditiotreitol (DDT) 10 mM en bicarbonato amónico 50 mM. 

La digestión de las proteínas se realizó con tripsina de cerdo modificada (Promega, 

Madison WI) a una concentración final de 15 ng/µL en bicarbonato amónico 25 mM 

durante 4 h a 37°C. Los péptidos se eluyeron del gel con ácido trifluoroacético 0.5% en 

agua durante 30 min a 25 ° C. 

 

 Espectrometría MALDI-TOF/TOF 

El espectro de masas se obtuvo mediante análisis automático en un espectrómetro 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 análisis de datos obtenidos directamente. Cada espectro se calibró 

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. Además, 

todos los contaminantes conocidos se excluyeron durante el proceso. Los parámetros 

usados para analizar los datos establecieron un umbral de fondo de 20 (relación señal 

/ruido) y una resolución superior a 4000 (FWHM). Para la identificación de proteínas, 

las masas de los péptidos trípticos se transfirieron a la interfaz Bio Tools 2.0 (de 

Bruker Daltonics) para buscar en la base de datos del NCBlnr usando el software 

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

búsqueda fueron los siguientes: carbamidometil cisteína como modificación fija debido 

al tratamiento con yodoacetamida, metioninas oxidadas como modificación variable, 

una tolerancia de masa peptídica de 80 ppm y tolerancia de hasta un sitio de ruptura 

tríptica sin digerir. En todas las identificaciones proteicas, la probabilidad de 

puntuaciones fue superior a la mínima puntuación establecida como significativa con 

un valor p <0.05. 

 Espectrometría de masas ESI 

La ionización por electronebulización (Electrospray Ionization, ESI) genera una amplia 

colección de iones metaestables, fácilmente fragmentables, pero requiere una 

purificación previa de las muestras por cromatografía capilar de alta resolución (nano-

HPLC). La confinación de los iones generados en una trampa iónica y su posterior 

fragmentación en una cámara de colisión, permite la obtención de información 

secuencial. Para ello, el primer paso consistió en una digestión de la muestra, la cual 

se disolvió en 180 L de tampón de digestión compuesto por urea 8 M, bicarbonato de 

amonio 25 mM, DTT 10 mM. Se incubó a 37°C durante 1 h una alícuota 

correspondiente a 5 µL. Posteriormente, se añadió yodoacetamida a una 

concentración final de 50 mM y se incubó a Tª ambiente durante 45 min en oscuridad. 

La muestra se diluyó 5 veces con bicarbonato de amonio 25 mM y se le añadió tripsina 

recombinante (Roche, Alemania) en una proporción 1:25, incubándose toda la noche a 

37° C. 

Los péptidos trípticos resultantes se secaron y se disolvieron en tampón ESI (0.5% de 

ácido acético en agua). La cromatografía líquida del análisis ESI MS/MS se realizó de 

la siguiente manera: las fracciones se depositaron en una columna de fase reversa 

C18 de 100 mm x 100 µm I.D. (New Objetive, Woburn, MA) y se fraccionaron en un 

sistema cromatográfico Famos-Switchos-Ultimate (LCPackings, Países Bajos) con un 

gradiente lineal del 5-40 % de tampón ESI B (90 % de acetonitrilo, 0.5 % de ácido 

acético en agua) a 450 nl/min durante 90 min. Los péptidos eluidos de la columna se 

http://www.matrixsciencie.com/


  Materiales y Métodos 
 

83 

 

analizaron directamente en un espectrómetro de masas de trampa iónica Esquire 3000 

plus (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). Los espectros de fragmentación MS/MS se 

obtuvieron mediante conmutación automática entre el modo MS y MS/MS usando 

exclusión dinámica. Las búsquedas de la base de datos se llevaron a cabo a través de 

las últimas versiones de las bases de datos NCBlnr y SwissProt usando el sofware 

MASCOT (http://www.matrixscience.com/home.html).  

 

3.5.7 Técnicas bioinformáticas 

3.5.7.1 Búsqueda de secuencias en la base de datos 

Las secuencias de proteínas de diferentes especies vegetales se han contrastado y 

por homología se han identificado en una de las bases de datos más importantes y 

comúnmente utilizadas del National Center of Biotechnology (NCBI, 

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

 

3.5.7.2 Alineamiento de proteínas 

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

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

Instituto Europeo de Bioinformática (EBI). ClustalW es un programa de alineamientos 

de secuencias múltiples para ADN o proteínas. Este programa construye el 

alineamiento de secuencias múltiples biológicamente 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 fácilmente apreciables (Thompsom et al. 1994). 

 

3.5.7.3 Búsqueda de secuencias homólogas 

La búsqueda de secuencias homólogas se realizó mediante la técnica algorítmica 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a través de la página del EBI. El BLAST 

constituye una herramienta muy útil para la búsqueda de alineamientos locales 

básicos y proporciona información sobre la estructura y la función de la nueva proteína 

encontrada. Para realizar la búsqueda de las secuencias homólogas 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 realizó el BLAST fueron las 

especificadas por defecto en la página del EBI, excepto en aquellos casos en los que 

http://www.matrixscience/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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era necesario ampliar la búsqueda, para lo que se disminuyó el umbral, o se quitó el 

filtro para encontrar un mayor número de secuencias. 

 

3.5.8 Extracción de proteínas e identificación mediante label-free 

3.5.8.1 Extracción 

La extracción de las proteínas extracelulares se realizó según Martinez-Esteso et al. 

(2009). Para ello 30 g de proteína se digirió 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 extraídos se secaron realizando vacío y se resuspendieron 

en 0.1% de ácido fórmico a una concentración final de 1 µg/µL. 

 

3.5.8.2 Análisis de MS y MS/MS 

El análisis de LC-MS/MS se realizó utilizando un sisteman Agilent 1100 HPLC-

ChipCube/MS Interface acoplado a un espectrómetro de masas Agilent XCTplus Ion 

Trap equipado con una fuente de nano-ESI. La separación de las muestras se realizó 

usando un ProtID-Chip-150 (II) que cuenta con una columna de 4 mm y 40 nL de 

enriquecimiento y una columna de separación analítica de 150 mm x 75 µm (5 µm, 

ZORBAX 300SB-C18). La cromatografía se realizó con un gradiente lineal de 

acetonitrilo 5-60% en ácido fórmico con un flujo constante de 0.3 μL/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 ionización de 1.8 kV y un ICC de 400000 o 150 ms de 

acumulación. Los espectros de MS/MS se obtuvieron mediante conmutación 

automatizada con preferencia por los iones con dos cargas, un umbral de 105 y una 

amplitud de fragmentación de 1.3 V. 

 

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

Cada uno de los archivos LC-MS generados se convirtió a mzXML para poder ser 

utilizados por el software de análisis de label-free Progenesis LC-MS (Nonlinear 

Dynamics) v2.5. La cuantificación se realizó en base a la intensidad del pico. La 

identificación se realizó mediante la búsqueda con Mascot. Las proteínas 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 normalización. Los archivos con más picos característicos 

se usaron como referencia, de modo que los tiempos de retención y el resto de 

medidas se alinearon y las intensidades (área bajo los picos) se normalizaron. La 

corrección de las variaciones experimentales se llevó cabo mediante el cálculo de la 

distribución de todos los ratios (log(ratio)).  

Una vez que las características se han convertido en una lista de datos de intensidad, 

se filtran para incluir sólo aquellas que tengan dos o tres cargas, las cuales aparecen 

en una ventana de tiempo de retención 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 características 

se calculan de forma automática. Para la identificación de proteínas, todos los 

espectros de MS/MS se lanzaron en una única búsqueda Mascot de la base de datos 

NCBInr usando la siguiente configuración: 1 escisión; taxonomía: Viridiplantae;  como 

modificaciones fijas se seleccionaron: carbamidometilación de las cisteínas, 

desaminación de asparagina o glutamina, oxidación de metionina y de piroglutamato 

N-terminal de glutamina o glutamato y como modificaciones variables, tolerancia 

peptídica de 1.2 Da; tolerancia iónica de 0.6 Da; carga peptídica 2+ y 3+.  

Cada archivo XML de la búsqueda de resultados se importó a Progenesis LC-MS que 

asigna identidades de péptidos y proteínas a las correspondientes características. Las 

identificaciones se filtraron por la aplicación de Mascot con un score superior a 25 y 

restringiendo la búsqueda al género Vitis. Una vez que se determinó a qué proteína 

pertenecía cada péptido se resolvieron los conflictos de asignación de acuerdo con la 

puntuación Mascot, o se quedaron sin resolver en caso de tener la misma puntuación, 

que se correspondería con la misma secuencia. Los datos cuantitativos de proteínas 

se calculan como el promedio de sus características constitutivas y cuantitativas de los 

datos normalizados. La calidad de la cuantificación se determina de acuerdo con un 

ANOVA cuyo p-value se calcula en base a los datos normalizados de las 

características. 

 

3.5.8.4 Análisis ontológico 

El análisis ontológico de los genes de las proteínas identificadas se realizó 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 proteínas identificadas y/o cuantificadas de la 

web del NCBI. Los archivos FASTA se cargaron en Blast2GO y se ejecutó en primer 

lugar para incorporar la descripción de la secuencia mediante la realización de una 

búsqueda BLASTp contra NCBInr (e-valor de 1*10-50, 100 para el número 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*10-6, HSP-Hit de 0, 

anotación de corte 55, y un peso GO de 5). La anotación automática realizada por 

Blast2GO se revisó manualmente para garantizar la asignación precisa. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados y Discusión  

 

 

 

 



 
            

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1 Caracterización de la producción de trans-

resveratrol en suspensiones celulares elicitadas de 

Vitis vinifera cv Monastrell 
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4.1.1 Caracterización del crecimiento de las suspensiones celulares de vid 

para la producción de biomasa 

La determinación del perfil de crecimiento se realizó en suspensiones celulares, 

previamente estabilizadas a lo largo de los subcultivos, con el fin de determinar con 

exactitud la duración de las distintas fases del crecimiento. Para ello, se tomaron 

muestras periódicas desde el inicio hasta los 23 días de cultivo, en las que se midieron 

parámetros característicos del crecimiento como el VEC y la conductividad del medio 

del cultivo además del pH. 

 

4.1.1.1 Cinética de crecimiento celular en función del medio mineral: Gamborg B5 

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 más 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 máximo del 83% en medio GB5 y del 86 

% en MS. Asimismo, se observó que el tiempo de agotamiento de los nutrientes se 

producía entre los días 14 y 15. 

En la Figura 4.1 b se muestra la variación 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 más acusado en el 

medio MS que en GB5.  

En la Figura 4.1 c se representa la variación del pH del medio durante el crecimiento 

celular a lo largo del tiempo. En ambos medios de cultivo, el pH se ajustó inicialmente 

a 6.0 y a continuación, se observó una disminución 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 día 1 cambió esta tendencia, observándose un aumento continuo del pH 

hasta el día 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 sólo 

hasta el día 3, observándose ligeras oscilaciones de pH alrededor de 6.0, el resto del 

tiempo. Esta variación del pH no sólo depende de la disponibilidad de las fuentes 
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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 decidió proseguir con los estudios de caracterización del crecimiento 

con el medio GB5 ya que posee un menor contenido mineral lo que resulta más 

propicio para la producción de metabolitos secundarios. 

 

Figura 4.1 Parámetros cinéticos de crecimiento de suspensiones celulares de Monastrell 
albina, crecidas en dos medios minerales (GB5 y MS). Los círculos blancos representan los 
datos registrados con la línea celular crecida en GB5 y los triángulos blancos, los de la línea 
crecida en MS. 
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4.1.1.2 Cinética del crecimiento celular en medio Gamborg B5 a diferentes 

concentraciones de sacarosa 

La caracterización del crecimiento en relación al medio GB5 con distintas 

concentraciones de sacarosa (10, 15 y 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 

concentración de sacarosa que contiene el medio de cultivo. Así, los cultivos celulares 

crecidos en 20 g/L de sacarosa alcanzaron una biomasa máxima del 83% mientras 

que los crecidos en 15 y 10 g/L de sacarosa no sobrepasaron el 80% aunque no se 

observaron diferencias significativas entre ellas. Tampoco se observaron cambios 

significativos en el Ta que se situó entre los días 14-15. 

Tabla 4.1 Parámetros cinéticos para la determinación del crecimiento de suspensiones 
celulares de Monastrell. 

Medio de 
cultivo 

Fuente 
carbonada 

(g/L) 

Inóculo 
inicial (g/L) 

VECmax 
(%v/v) 

Vexp 

Rendimiento 
biomasa 

( VEC/g 
sacarosa) 

GB5 
10 200 79 5.2 1.93 

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 parámetros cinéticos en el contenido 

de azúcares no modificaron sustancialmente la producción de biomasa celular. 

El aumento en la concentración de sacarosa en el medio de cultivo tiene un efecto 

positivo sobre la Vexp y la biomasa máxima (VECmax), ya que éstas aumentan 

conforme se incrementa la concentración 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 proliferación celular mientras que el 

metabolismo secundario, al que está asociada la biosíntesis de t-R, se ralentiza. El 

efecto negativo de la fuente carbonada sobre la producción de t-R se explica si se 

tiene en cuenta que la sacarosa es un sustrato fácilmente metabolizable por las 

células vegetales crecidas en condiciones heterótrofas y que, por tanto, favorece los 

procesos del metabolismo primario relacionados con la incorporación de carbono y la 

obtención de energía a partir de la hidrólisis 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 líneas crecidas con 20, 15 y 
10 g/L de sacarosa, se han representado con círculos, cuadrados y rombos, respectivamente.  

La conductividad del medio GB5 (Figura 4.2 b) muestra una variación inversamente 

proporcional a la velocidad de crecimiento. La conductividad del medio está 

directamente relacionada con la concentración de iones en el medio. Por tanto, se 

observa que, cuando las células están en la fase de mayor actividad metabólica (fase 

exponencial) consumen una mayor cantidad de nutrientes minerales disminuyendo 

enormemente su concentración en el medio de cultivo. Sin embargo, durante la fase 
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“lag” y “estacionaria”, el metabolismo primario está reducido, por lo que las variaciones 

de la conductividad son también menores. 

En la Figura 4.2 c se muestra la variación del pH del medio de cultivo de suspensiones 

celulares de V. vinifera cv Monastrell a lo largo del tiempo. La primera muestra se tomó 

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 ó 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 día 

9 del cultivo. El pH está condicionado por el metabolismo celular que, en el caso de las 

células cultivadas in vitro, dependerá principalmente, de la composición del medio de 

cultivo. El 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 

incorporación les reporte un menor coste energético. Sin embargo, la incorporación de 

nitrógeno no sólo depende del coste energético para la planta, sino también de la 

relación 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, 

está directamente relacionado con la utilización de la fuente carbonada para la 

obtención de energía. 

En el medio GB5 se encuentra una mayor disponibilidad de nitratos que de iones 

amonio. A este hecho hay que añadir que las células en suspensión están creciendo 

en condiciones heterótrofas, obteniendo la energía a partir de la oxidación de la 

sacarosa, generando intermedios respiratorios más simples y poder reductor. De este 

modo, empiezan consumiendo primero los nitratos debido a la mayor disponibilidad de 

aquellos 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 reducción 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 más 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 acompañada de la 

salida de protones. 
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4.1.2 Caracterización de la producción extracelular de trans-resveratrol en 

suspensiones celulares de Monastrell 

4.1.2.1 Estudio comparativo de los distintos tipos de ciclodextrinas para 

incrementar la producción de trans-resveratrol en suspensiones celulares de 

Monastrell 

El efecto de diferentes tipos de CD, tanto de origen natural como sintéticas, para 

estimular la producción de t-R en suspensiones celulares de vid se muestra en la 

Tabla 4.2. La concentración de CD que se empleó 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 utilizó a una concentración de 15 mM debido a que su 

máxima solubilidad en agua a 25ºC es 18 mM.  

Tabla 4.2 Capacidad de los diferentes tipos de CD para inducir la producción de t-R en 
suspensiones celulares de vid. Nd: no detectado. *CD natural que se utilizó a una 
concentración de 15 mM. 

  t-R g/L 

Tipo de CD 
g/L de CD en el 

medio  
Gamay Monastrell  

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 
CD* 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 

producción de t-R más altos tanto en el cv Monastrell como en Gamay, en 

comparación con los datos de producción obtenidos con CDH. Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas en ambas líneas celulares con ninguno de los 

tratamientos. Por otra parte, la CD natural ramificada G2-CD también fue capaz de 

inducir la síntesis de t-R aunque en menor medida que las sintéticas CDM y CDH. Por 

último, la sulfo-CD resultó ser tóxica para las células a la concentración ensayada (50 

mM).  

En las dos líneas celulares se detectó como producto mayoritario el t-R y la aparición 

del isómero c-R se produjo en la línea celular Gamay ya que en la línea Monastrell se 

acumulaba sólo el isómero trans. Este hecho se debe a que la enzima responsable de 

la síntesis del resveratrol (estilbeno sintasa) da lugar al isómero trans y su 

transformación en cis se debe a un proceso de fotoisomerización (Bru et al. 2006). Por 

tanto, la aparición de formas cis en el cultivar Gamay se debe a que su crecimiento se 
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realiza en condiciones de fotoperíodo mientras que la línea celular Monastrell se crece 

en oscuridad. 

 

4.1.2.2 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas 

metiladas al azar 

Debido a los excelentes resultados obtenidos en el ensayo anterior con CDM, se 

decidió estudiar el efecto que tendría sobre la producción de t-R, la adición de distintas 

concentraciones de CDM. Los ensayos de elicitación se realizaron al inicio de la fase 

estacionaria ya que el modelo de producción de metabolitos secundarios más 

extendido es aquel en el que el cese de la actividad proliferativa celular conduce a una 

diferenciación bioquímica del cultivo (Mantell y Smith 1983). 
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Figura 4.3 Acumulación 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: 
triángulos negros; CDM 5 mM: cuadrados blancos; CDM 10 mM: círculos negros; CDM 25 mM: 
triángulos blancos; CDM 50 mM: cuadrados negros. 

Para averiguar el efecto de la concentración de CDM sobre la producción 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 producción de t-R aumenta conforme se incrementa la 

concentración de CDM. De hecho, incluso a las concentraciones más bajas de CDM 

se produce acumulación 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 permanecía transparente y sin turbidez ni precipitación de partículas, incluso en 
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los casos de mayor acumulación 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 

inclusión aumentando la solubilidad del t-R en medios acuosos. 

La concentración de CDM que dio lugar a los valores de producción más 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 

concentración. 

 

4.1.2.3 Elicitación de suspensiones celulares de Monastrell con ciclodextrinas 

metiladas al azar solas o en combinación con jasmonato de metilo, a distintos 

volúmenes de empaquetamiento celular  

El objetivo de estos ensayos era determinar cuál era la densidad celular más 

adecuada para la producción de t-R, utilizando como parámetro de medida el VEC. 

Dicho parámetro está directamente relacionado con la cantidad de biomasa por 

volumen de suspensión celular total (densidad celular).  

En la Figura 4.4 se observan los valores tanto de productividad (t-R mg/g PF) como de 

producción (mg/L) de suspensiones celulares de Monastrell tratadas con CDM. La 

cantidad de t-R secretado al medio por las células varía 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 concentración de t-R producido por las 

suspensiones celulares aumenta conforme el VEC disminuye. Estas diferencias en los 

niveles de producción de t-R en función de las diferentes densidades celulares 

ensayadas, aunque no son muy elevadas, son significativamente diferentes y sugieren 

que, para obtener una producción de t-R máxima, habría que trabajar a baja densidad 

celular, lo cual haría el proceso de escalado y paso a biorreactores convencionales 

inviable, ya que su producción industrial no sería económicamente rentable.  

Debido a que los complejos de inclusión que forman las CDM con el t-R son de tipo 

1:1 (Morales et al. 1998), la producción de t-R, en cualquiera de estas fases, se podría 

incrementar aun más ya que la concentración de t-R máxima producida se encuentra 

muy por debajo de la concentración de CD añadida (66.5 g/L). Está bien establecido 

que el uso combinado de diferentes elicitores puede mejorar la producción de 

metabolitos en multitud de cultivos celulares (Zhao et al. 2000). Por tanto, una manera 

de incrementar la producción sería la adición 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 

incrementaría rellenando las CD que quedan vacías. Existen numerosos estudios que 

demuestran que el MJ está implicado en la señalización local y sistémica del estrés 

biótico y abiótico (Turner et al. 2002), así como en la regulación de procesos 

fisiológicos y expresión de genes. Asimismo, se sabe que la adición exógena de 

jasmonatos desencadena respuestas de defensa a estrés, entre las que se incluyen la 

biosíntesis de fitoalexinas (Farmer et al. 1992). 

 

Figura 4.4 Acumulación extracelular de t-R en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas 
con CDM solas o en combinación con MJ a distintas densidades celulares. Se han 
representado tanto la producción (mg/L) como la productividad de t-R (mg/g PF). En color gris 
CDM y en rosa CDM+MJ. 

Para comprobar esta hipótesis se realizó un estudio de la producción de t-R en 

relación 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 concentración de MJ óptima para la inducción de metabolitos secundarios en 

suspensiones celulares de distintas especies vegetales era de 100 M, por lo que se 

decidió trabajar a esta concentración. 
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En la Figura 4.4 se muestra la producción y productividad de t-R en función del 

aumento de densidad celular en presencia de CDM y MJ. Los valores de producción 

observados utilizando un VEC del 50% fueron 1.4 veces inferiores a los observados 

con un VEC del 25%. En cuanto a la producción de t-R con un VEC del 75% resultó 

ser entre 1.3 y 1.9 veces inferior que cuando se utilizan VEC del 50 y del 25%, 

respectivamente. La utilización de una densidad celular correspondiente a un VEC del 

75% no es viable en biorreactores debido a problemas de aireación y agitación que 

requiere el sistema de producción. Una alta densidad celular incrementaría la 

viscosidad de la suspensión celular, reduciendo, de forma significativa, la eficiencia de 

la transferencia de oxígeno en biorreactores. Una forma tradicional de aumentar la 

transferencia de oxígeno es aumentando la velocidad de agitación y/o la aireación. Sin 

embargo, estas estrategias, presentan limitaciones como el daño celular debido a 

estrés causado por el efecto cizalla de las paletas agitadoras y la reducción de la 

productividad debido a la evaporación de volátiles esenciales (Thanh et al. 2006). 

Debido al elevado incremento en la producción de t-R que supuso la introducción de 

un segundo elicitor (MJ) se procedió a la optimización de la concentración de MJ 

utilizando una densidad celular intermedia. 

 

4.1.2.4 Elicitación 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 combinación de CDM y MJ, a densidad celular 

intermedia y a distintas concentraciones de éste último elicitor, provocó un aumento 

significativo de la biosíntesis de t-R, incluso a las concentraciones de MJ más bajas 

ensayadas. El pico de productividad máxima se observó en las suspensiones celulares 

que contenían 50  mM de CDM y 100 M de MJ, siendo ésta 3.1 veces superior al 

tratamiento sólo con CDM. Los tratamientos con CDM en presencia de 5 y 25 M de 

MJ superaron 1.7 veces el tratamiento solo con CDM. Cuando se utilizaron 

concentraciones superiores de MJ (270 y 450 M) combinadas con CDM (50 mM), la 

producción de t-R observada fue del mismo orden que en los tratamientos realizados 

sólo con CDM (Figura 4.5). El efecto de la adición de MJ, a concentraciones elevadas, 

sobre la producción de t-R no se debió a un efecto tóxico del etanol requerido para la 

disolución del MJ. Sin embargo se observó una disminución del crecimiento expresado 

en pérdida de PF recogido al final del experimento (Figura 4.5). Esta disminución del 

PF se manifiesta tanto cuando las células se cultivan en presencia de MJ solo o en 
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combinación con CDM. Además, en los experimentos control realizados en presencia 

de MJ y ausencia de CDM, no se detectó producción de t-R (datos no mostrados). Por 

lo tanto, el efecto de la adición conjunta de MJ y CD sobre la producción de t-R no se 

debe a un efecto aditivo sino a un efecto sinérgico de ambos elicitores. 

 

Figura 4.5 Producción de t-R en suspensiones celulares de Monastrell albina elicitadas con 
CDM y diferentes concentraciones de MJ. Las barras blancas representan la producción (mg/L) 
y en barras violetas la productividad (mg/g PF) de t-R. 

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

metilo sobre la biomasa celular 

Para determinar el efecto que produce la adición de los elicitores ensayados sobre el 

crecimiento celular se partió 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 observó un 

aumento del crecimiento, expresado en PF, tanto en las células control como en las 

tratadas con MJ, a la concentración más baja (5 M) así como en aquellas tratadas 

sólo con CDM, no existiendo diferencias significativas entre estos tratamientos. En los 

tratamientos con MJ a las concentraciones de 25 y 50 M no se produjo aumento del 

crecimiento pero tampoco disminución del PF. Sin embargo, cuando se utilizan 

concentraciones superiores de 100 M MJ se producía una disminución del PF. Por 
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último, en todos los tratamientos combinados de CDM y MJ se produjo un descenso 

muy brusco del PF, incluso a las concentraciones más bajas de MJ.  

 

 

Figura 4.6 Efecto de la adición 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 producción de trans-resveratrol en suspensiones 

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

jasmonato de metilo  

El análisis de la producción de t-R a lo largo del tiempo se realizó tomando muestras 

periódicamente 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 sólo se muestran los resultados de los tratamientos de las suspensiones 

celulares elicitadas con CDM y con la combinación de éstas con MJ, ya que ni en los 

tratamientos control ni en los de MJ se observó producción de t-R. Sin embargo, 

Donnez et al. (2011) obtuvieron 150 mg/L de t-R utilizando la línea celular 41B 

elicitada durante 96 h con 200 M MJ. En los tratamientos con CDM solas o en 

combinación con MJ se observó una acumulación continua de t-R incrementándose en 

el tiempo hasta hasta el final del experimento. La producción máxima 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/día) de t-R más elevada en ambos tratamientos 

(CDM solas o en combinación con MJ) se produjo a las 72 h, coincidiendo con la 

máxima expresión del gen de la estilbeno sintasa 1 (Lijavetzky et al. 2008).  

Tabla 4.3 Acumulación 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 

Duración del 

tratamiento 

(Horas) 

CDM CDM+MJ CDM CDM+MJ 

Producción t-R (mg/L) Productividad t-R (mg/L/día) 

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 ± 9.9 1403.9 ± 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 ± 8.8 104.4 ± 1.6 406.6 ± 1.8 

144 646.9 ± 2.1 2686.4 ± 9.5 107.8 ± 0.4 447.7 ± 1.6 

168 737.0 ± 4.6 3047.6 ± 9.4 105.3 ± 0.7 435.4 ± 1.3 

 

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 elicitación con CDM. De este modo, los 

cultivos celulares obtenidos del cruce entre V. riparia x V. berlandieri y V. amurensis 
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producían 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/día y en Monastrell fue de 467.9 mg/L/día de t-R. Las diferencias en los 

niveles de t-R en los diferentes genotipos de Vitis podrían estar relacionadas con los 

diferentes niveles de respuestas de defensa. Estos resultados ponen de manifiesto la 

importancia de la selección de líneas celulares altamente productoras.  

 
4.1.2.6.1 Caracterización de la producción 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 máximo tiempo ensayados (168 h).  

El análisis cromatográfico de las muestras reveló que la concentración 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 

combinación de CDM+MJ. 

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

  CONTROL MJ CDM CDM+MJ 

trans-piceída 1.170±0.210 0.488±0.058 5.188±1.794 4.135±0.546 

cis-piceída 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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Tiempo (min)

Tiempo (min)  
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 producción 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 producción de t-R acumulada en el medio de cultivo por 

suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM solas o en combinación con 

MJ después de 96 y 168 h de estimulación utilizando el medio MS, como medio 

mineral basal para la elicitación. La producción 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 

aunque la producción 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 producción 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 producción de t-R se mantiene a las 168 h de tratamiento ya que dicha 

producción en medio MS fue de 1720 ± 130 mg/L, mientras que en el medio GB5 

alcanzó los 3050 ± 10 mg/L (Tabla 4.3). 
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Figura 4.9 Producción de t-R en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas en medio de 
cultivo MS con CDM solas (gris) o en combinación con MJ (rosa).  

4.1.2.8 Variación anual de la producción de trans-resveratrol en suspensiones 

celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y 

jasmonato de metilo 

La línea celular Monastrell establecida en cultivo in vitro desde 1990 (Apartado 3.1.1 

de Materiales y Métodos), a pesar de ser una línea altamente productora de t-R ha 

sufrido variaciones en la producción extracelular de este metabolito a lo largo de los 

años. 

Como se observa en la Figura 4.10 entre los años 2005 y 2006 se produjo el mayor 

descenso en la producción de t-R siendo 1.6 veces en el tratamiento con CDM y de 

2.5 veces en el de CDM+MJ. Entre los años 2006 y 2008 se observó una leve 

tendencia al aumento de la producción pero que no llegó a ser significativamente 

diferente entre estos. La producción media de t-R en el año 2009 fue la mayor 

registrada desde 2006, siendo significativamente diferente a los años 2006 y 2007 y no 

observándose diferencias con los años 2008 y 2010. Se ha observado una tendencia a 

la estabilización de la producción anual de t-R siempre que se renueven las 

suspensiones celulares cada año y se mantengan constantes las condiciones de 

elicitación. 
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Figura 4.10 Variación anual de la producción de t-R en suspensiones celulares elicitadas 
durante 96 horas con CDM separadamente (gris) o en combinación con MJ (rosa). 

4.1.2.9 Efecto de la luz UV-C y UV-A sobre la producción 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 físico que induce la biosíntesis de estilbenos 

en vid (Douillet-Breuil et al. 1999; González-Barrio et al. 2006). Por este motivo, se 

estudió el efecto de la exposición de las suspensiones celulares de Monastrell a la luz 

UV-A y C en presencia de CDM solas o en combinación con MJ. 

Las suspensiones celulares expuestas a la luz UV-C en presencia o ausencia de MJ 

dieron lugar a una acumulación extracelular de t-R insignificante (prácticamente cero, 

datos no mostrados) en comparación con la acumulación producida en los 

tratamientos que contenían CDM.  

Las suspensiones celulares tratadas con CDM y MJ seguidas de exposiciones cortas o 

largas a la luz UV-C dieron lugar a niveles más 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 

producción 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 reducción drástica de la 

acumulación extracelular de t-R aunque no se observó 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 
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el tratamiento CDM no irradiado con luz UV-C mostró diferencias significativas (3.1 

mg/g PF), respecto a su homólogo no expuesto (CDM+MJ). 

 

Figura 4.11 Efecto del tiempo de exposición a la luz UV-C (254 nm, 10 W/cm
2
), 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 máximos 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 caída  en la producción de t-

R, en comparación con los cultivos celulares no expuestos. Esta disminución fue más 

drástica 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). Además, se observó que cuando las 

suspensiones celulares elicitadas con CDM eran expuestas a luz UV-A durante 30 

min, se producía un ligero incremento en la producción de t-R (4.50 ± 0.30 mg/g PF) 

en comparación con las no expuestas (3.15 ± 0.35 mg/g PF).  

 

Figura 4.12 Efecto del tiempo de exposición a la luz UV-A (360 nm, 10 W/cm
2
), sobre 

suspensiones celulares de Monastrell, elicitadas durante 96 h, en presencia de CDM (a) o 
CDM+MJ (b).  
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Estos resultados sugerían que las exposiciones prolongadas a luz UV-A (30 y 60 min) 

sólo incrementaban ligeramente los niveles de t-R cuando las células eran elicitadas 

con CDM, pero no incrementaban la producción de t-R cuando MJ también estaba 

presente, lo que sugiere un efecto antagónico entre MJ y luz UV-A ya que durante las 

exposiciones cortas se producía un descenso brusco de la producción 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 

producción de t-R ni se observó pardeamiento a 15 y 30 min (datos no mostrados). En 

este sentido, la luz UV aunque no es beneficiosa para la producción de este metabolito 

no resulta perjudicial para el cultivo celular. 

Son escasos los artículos que se pueden encontrar en los que se muestren los efectos 

de la luz UV-C sobre la producción de t-R en cultivos celulares de vid y la mayoría de 

las investigaciones realizadas están dirigidas al aumento del contenido de estilbenos 

en uvas (Adrian et al. 2000; Versari et al. 2001; Cantos et al. 2003; González-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 sólo 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 más viejos habían 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 producción de t-R dependía de la edad del callo, ya que la mayor producción de t-R 

se encontró en los callos de 12 días (62.66 ± 0.40 µg/g PF) en comparación con los 

valores que obtuvieron con los callos de 15 días (18.12 ± 0.10 µg/g PF) a un mismo 

tiempo de exposición a la luz UV (15 min). Los resultados obtenidos por Keskin y 

Kunter (2008) podrían 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 combinación con MJ (0.24 ± 0.29 mg/g PF) ya que estos 

experimentos de elicitación se realizaron utilizando cultivos de Monastrell de 12-14 

días, los cuales están entrando en fase estacionaria.  
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4.1.2.10 Efecto de la adición de fosetil de aluminio sobre la producción de trans-

resveratrol en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con 

ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de metilo 

FAl, es un compuesto químico que se utiliza como fungicida sistémico contra el mildiú 

de la vid, ya que actúa reprimiendo el desarrollo de P. viticola (causante de dicha 

enfermedad) en los lugares de la planta en donde se ha producido la infección por el 

hongo. Aunque el FAl (1.5 mM) o sus productos de hidrólisis no son capaces de 

provocar la activación de las reacciones de defensa típicas en las células de vid 

cultivadas in vitro (producción de t-R y derivados), se trata de un compuesto que 

disminuye la presencia de ciertas peroxidasas extracelulares ácidas (A2 y A3) y básicas 

(B2 y B3) (López-Serrano et al. 1997) a la concentración antes mencionada. Las 

peroxidasas son las responsables del acoplamiento oxidativo de las unidades de t-R 

para la síntesis de viniferinas (Langcake y Pryce 1977), por lo que una disminución de 

las isoenzimas extracelulares podría resultar en un aumento de la concentración del t-

R en el medio de cultivo que a su vez se encuentra fuertemente inducido por la 

elicitación conjunta con CDM y MJ.  

Por este motivo se estudió el efecto de este compuesto sobre las suspensiones 

celulares de Monastrell  en presencia de CDM separadamente o en combinación con 

MJ.  

 

Figura 4.13 Producción de t-R en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM 
solas o en combinación con MJ y/o fosetil de aluminio. En barras blancas se ha representado la 
producción (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 producción extracelular de t-R en suspensiones 

celulares elicitadas con CDM solas o en combinación con MJ y/o FAl. Los tratamientos 

con MJ o FAl solos, así como la combinación de ambos, no dio lugar a la producción 

de t-R por lo que no se han representado en la Figura 4.13. Cuando se utilizó FAl en 

combinación con CDM se produjo una disminución de la producción 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 FAl condujo a una caída 

drástica de la producción extracelular de t-R (620 ± 20 mg/L) con respecto al 

tratamiento homólogo, sin FAl (1280 ± 60 mg/L).  

 

4.1.2.11 Efecto de distintas concentraciones de sacarosa y jasmonato de metilo 

sobre la producción 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 

producción extracelular de t-R, las suspensiones celulares de Monastrell se elicitaron 

en medios que contenían 10, 20 y 30 g/L de sacarosa y concentraciones variables de 

MJ (25, 50, 100 y 270 M), manteniendo la misma concentración de CDM (50 mM) en 

todos los experimentos. Como puede observarse en la Figura 4.14, la concentración 

de MJ más apropiada para incrementar la producción 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 producción máxima de t-R se observó en los tratamientos que contenían 

25 M de MJ, alcanzando un valor de 2097.6 ± 132,3 mg/L, que se mantiene 

constante conforme la concentración 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 máximos de t-R (2714.9 ± 205.2 mg/L) se 

alcanzaron en los tratamientos combinados de CDM y 100 M MJ, no observándose 

diferencias significativas entre estas condiciones y las suspensiones celulares 

elicitadas en medios suplementados con 30 g/L de sacarosa y tratadas con CDM 50 

M MJ (2518.5 ± 105.8). 

Como se aprecia en la Figura 4.14, la producción más baja de t-R se obtuvo en los 

tratamientos que contenían solo CDM (613-772 mg/L), no observándose diferencias 

significativas al suplementar los medios de cultivo con las diferentes concentraciones 

de sacarosa.  
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Figura 4.14 Producción de t-R por suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM 
solas o en combinación con MJ en medios de cultivo con distintas concentraciones de 
sacarosa. Se ha representado la producción (mg/L) y productividad (mg/g PF) de t-R de los 
medios que contenían 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/día fue similar a los 

datos de producción descritos. Sin embargo, cuando se analiza la productividad de t-R 

en relación a la sacarosa consumida (mg/g PF/g de sacarosa) se observó que con 10 

g/L y 25 M 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 

elicitación en los medios de cultivo con las diferentes concentraciones de sacarosa, 

este nutriente podría ser un factor limitante de la producción de t-R en las 

suspensiones celulares elicitadas en concentraciones bajas de sacarosa (10 g/L). Los 

resultados obtenidos por Larronde et al. (1998) podrían apoyar este comportamiento 

de las suspensiones celulares ya que cuando analizó el efecto de la adición 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 producía una 

fuerte estimulación de la acumulación de antocianinas mientras que apenas se 

producía acumulación de estilbenos. Asimismo, Belhadj et al. (2008) estudiaron el 

efecto de MJ (20 M) en combinación con un suplemento de sacarosa (27 g/L) sobre 

la producción de estilbenos. En estos ensayos, la acumulación máxima de t-R en los 

medios de cultivo, después de 18 h de tratamiento, fue de 52 nmol/g PF. En 

condiciones similares de elicitación (25 M MJ y 20 g/L de sacarosa) y en presencia 

de CDM, las suspensiones celulares de Monastrell produjeron 45 mol de t-R/g PF 

(1026 mg/L), lo que supone unas 865 veces más que los niveles alcanzados por 

Belhadj et al. (2008). Estos resultados muestran la dependencia de la concentración 

de la fuente carbonada ya que, solo cuando ésta constituye un factor limitante (10 g/L) 

afecta a la producción de t-R. Sin embargo, cuando la sacarosa se encuentra en el 

medio de cultivo a concentraciones mayores, conforme esta concentración es mayor, 

menor es el requerimiento de MJ. 

 

4.1.2.12 Efecto de la aireación del medio de cultivo sobre la producción de trans-

resveratrol por suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con 

ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de metilo 

La determinación del efecto del volumen de aire de matraces de diferente capacidad 

sobre la producción de t-R en suspensiones celulares de vid, se realizó con matraces 

de 250, 500 y 1000 mL de capacidad, a los que se añadió 100 mL de suspensión 

celular a una densidad celular de 200 g PF /L. 

A pesar de que la superficie de aireación en el matraz de 1000 mL es 2.4 y 1.5 veces 

mayor que en los matraces de 250 y 500 mL respectivamente, no se encontraron 

diferencias significativas entre los tres volúmenes ensayados a igualdad de 

tratamiento. Como se observa en la Figura 4.15, en los tratamientos que contenían 

sólo CDM, los valores máximos de producción alcanzados se situaron sobre los 700 

mg/L de t-R en todos los volúmenes ensayados. Además, no se observaron 

diferencias significativas en la producción de t-R relacionadas con la superficie de 

aireación en cada uno de los tamaños 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 aireación del medio de cultivo sobre la producción de t-R (mg/L) y la 
productividad (mg/g PF) en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM solas o 
en combinación con MJ. Se ha representado tanto la producción (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 observó una ligera disminución en la 

producción de t-R conforme aumentaba la capacidad del matraz que contenía la 

suspensión celular. La producción de t-R encontrada en los matraces de 250 mL (1450 

mg/L) resultó ser significativamente diferente a la analizada en los matraces de 1000 

mL (1110 mg/L), no apreciándose diferencias significativas entre la producción de t-R 

en matraces de 500 mL (1270 mg/L) y la de los otros dos volúmenes. 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 podría ser debida a 

mayor evaporación del MJ conforme aumenta la superficie de contacto entre la 

suspensión celular y la atmósfera interna del matraz. Por lo tanto, la producción de t-R 

no se ve afectada por la disponibilidad de oxígeno determinada por la aireación y 

agitación de la suspensión 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 producción de biomasa y de metabolitos secundarios. El intercambio de gases entre 

la fase líquida 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 oxígeno, por lo que se optimiza la superficie de contacto entre 

suspensión celular y atmósfera interna en la que el oxígeno se encuentra disuelto en 

un 20%. En estas condiciones, no se ha encontrado un efecto significativo del oxígeno 

sobre la producción ni sobre la productividad, por lo que el aumento del volumen del 

matraz podría interferir en la disponibilidad de MJ. Estudios realizados en biorreactores 

con cultivos celulares y de raíces de P. ginseng para la producción tanto de biomasa 

como de saponina (Thanh et al. 2006; Cheol-Seung et al. 2006) mostraron que la tasa 

óptima de oxígeno 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 

producción de saponina.  

 

4.1.2.13 Efecto del escalado sobre la producción 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 suspensión 

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 

tamaño se hizo de forma progresiva, manteniendo la suspensión 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 producción y de la productividad conforme aumenta el tamaño 

del matraz hasta 1 L (400 mL de suspensión celular), donde se obtuvieron los mejores 

resultados de producción (762 ± 71 mg/L) y de productividad (4.5 ± 0.3 mg/g PF) de t-

R con este tratamiento. A continuación se observó una ligera caída de la producción 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 

suspensión celular) dieron lugar a los mayores niveles de producción de t-R (2140 ± 

90 mg/L) siendo significativamente diferente al resto de volúmenes, cuya producción 

osciló 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. 

 

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

En la bibliografía, no se recogen artículos en donde se analice el efecto del escalado 

en matraces de diferente capacidad ya que lo que se analiza fundamentalmente es la 

producción 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 suspensión celular consistente en biomasa celular con cultivos celulares de 14 

días al 50% (v/v, inóculo/medio fresco). Esto autores realizaron la elicitación con 

quitosán (50 y 100 mg/L) (Ferri et al. 2009) y en sus mejores condiciones de elicitación 

en ese volumen de suspensión 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 máximos fueron obtenidos el día 15 tras la elicitación (6 M/g PS, de la mezcla 

de isómeros t- y c-R). En nuestro sistema en discontinuo, trabajando con el mismo 

volumen de suspensión celular en matraces de 2 L se obtuvieron 197 M/g PS (450 

mg/L) de t-R en el tratamiento con CDM y 310 M/g PS (710 mg/L) de t-R con 

CDM+MJ en 96 h y sin aparición de derivados de resveratrol ni detección 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, además del 

aprovechamiento de las células durante varios ciclos de elicitación. Por este motivo, se 

decidió ensayar la capacidad de las células de Monastrell para producir t-R durante 

ciclos de elicitación continuos en matraces de 500 mL ya que fue donde se observaron 

los valores más altos de producción y productividad. 

 

4.1.2.14 Efecto de ciclos de elicitación continua sobre la producción 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 

elicitación se ensayó mediante la recogida de células, lavado y transferencia de las 

mismas a nuevos medios de elicitación idénticos al de procedencia. La duración de 

cada ciclo de elicitación fue de 96 horas. 

Como se observa en la Figura 4.17, en presencia sólo de CDM tras el primer ciclo de 

elicitación la producción de t-R fue de 520 mg/L, observándose en el siguiente ciclo 

una disminución de la producción de un 47.0% con respecto al primero. Asimismo, en 

el tercer ciclo, esta disminución ya alcanzaba el 78.8% respecto al primero. A partir del 

cuarto ciclo la producción ya es del orden de 13 veces menor que en el primero 

(reducción 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 observó que la 

producción en el primer y segundo ciclo era de 2130 y 2030 mg/L de t-R, 

respectivamente, no observándose diferencias significativas entre ellos. En el tercer 

ciclo de elicitación 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 5 y 6 se 

observó una producción de t-R de 1100 y 810 mg/L, respectivamente, producción que 
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disminuyó 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 producción.  

 

Figura 4.17 Efecto de ciclos de elicitación continuos sobre la producción de t-R (mg/L) y 
productividad (mg/g PF) en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM solas o 
en combinación con MJ. El tratamiento con CDM se representa en barras grises y el de 
CDM+MJ en barras rosa.  

La re-elicitación de los cultivos celulares puede realizarse de distintas formas, así 

Wang y Zhong (2002) consiguieron aumentar la producción de taxol en matraces hasta 

un 60% tras una segunda adición de MJ (sin cambiar el medio de cultivo). Asimismo, 

la re-elicitación de cultivos celulares de Escholztia californica, con cambio de medio de 

cultivo, resultó ser un método efectivo para aumentar la producción de alcaloides 

(Byun 2000). Sin embargo, la re-elicitación de cultivos celulares de S. marianum con 

MJ parece no ser la solución más adecuada para aumentar la producción de silimarina 

(Sánchez-Sampedro et al. 2009). Por el contrario, cuando la re-elicitación de estos 

cultivos iba acompañada de un cambio de medio fresco, se conseguían evitar los 

efectos tóxicos causados por la acumulación 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 

habían recibido una o más dosis de MJ. Para evitar los efectos negativos o la 

insensibilidad de los cultivos de S. marianum a la exposición repetida de MJ, Sánchez-

Sampedro et al. (2009) llevó a cabo un método semi-continuo en el cual los ciclos de 

elicitación iban seguidos de ciclos de descanso, en los que sólo se añadía medio 

fresco (sin MJ). Este sistema permitió una alta producción 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 producción de t-R, aunque se observó un ligero pardeamiento de 

las células en el tratamiento combinado de CDM+MJ a partir del ciclo 4, sin embargo 

no se observó esta respuesta de las suspensiones celulares en el tratamiento de CDM 

solas.  

 

4.1.2.15 Efecto de la adición de compuestos implicados en respuestas de 

defensa (ácido salicílico y etileno) sobre la producción 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 

producción de t-R se determinó mediante la adición de estas moléculas a cultivos 

celulares elicitados con CDM solas o en combinación 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 acumulación extracelular de t-R aunque éste no llegó a ser 

significativamente diferente de los tratamientos que contenían CDM solas. En las 

suspensiones celulares tratadas con CDM y SA se producía una disminución de la 

producción de t-R que tampoco fue significativamente diferente de los tratamientos 

sólo con CDM. Además, las suspensiones celulares tratadas con CDM y MJ tanto en 

presencia como ausencia de ET, dieron lugar a los valores más elevados de 

producción. En contraste con estos resultados, la combinación de CDM con SA en 

presencia de MJ y/o ET produjo una disminución  de la producción de t-R respecto a 

su correspondiente tratamiento sin SA. Finalmente, en los tratamientos que contenían 

los cuatro compuestos simultáneamente 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 contenían 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 antagónico con MJ/ET sobre la producción de t-R en suspensiones de 

Monastrell elicitadas con CDM. 

 

 

Figura 4.18 Efecto de la adición de compuestos relacionados con la defensa sobre la 
producción 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 M, respectivamente.  

 

Los jasmonatos actúan como transductores de señales de los elicitores para la 

producción de metabolitos secundarios (Farmer et al. 2003). La aplicación exógena de 

jasmonatos tanto a cultivos celulares como a plantas completas es capaz de estimular 

la biosíntesis de terpenoides, flavonoides, alcaloides y compuestos fenólicos 

(Gundlach et al. 1992; Mueller et al. 1993; Tamogami et al. 1997). 

El ET es un compuesto que produce la liberación de la hormona volátil, 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 señal común en la 

inducción del metabolismo secundario. A pesar de esto, existen evidencias de 

acumulación 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 producción de flavonoides, antocianinas y estilbenoides en cultivos 
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celulares de V. vinifera mediante la sobre-expresión de los genes implicados en su 

ruta biosintética (Chung et al. 2001; El-Kereamy et al. 2003). La producción inducida 

de algunos metabolitos secundarios por elicitores requiere la presencia de ET como 

señal, aunque la optimización de su concentración en el cultivo es crucial para que 

resulte eficaz. De esta manera, altas concentraciones de ET pueden inhibir la 

biosíntesis de metabolitos secundarios, mientras que concentraciones bajas son  

capaces de promover la producción de los mismos (Pan et al. 2000; Zhao et al. 

2004a). Linden y Phisalaphong (2000), observaron que la adición de oligosacáridos 

potenciaba la producción de taxol inducida por jasmonato de metilo en T. canadensis. 

El efecto sinérgico de estos dos compuestos sobre la producción de taxol estaba 

regulado por ET, el cual era producido por el cultivo como respuesta a la elicitación.  

Por otra parte, SA actúa como inductor de SAR en la interacción planta-patógeno. Sin 

embargo, no es un inductor universal de la biosíntesis de metabolitos de defensa en 

plantas. SA se acumula en el lugar de la infección durante ataques de patógenos o 

como respuesta hipersensible. Asimismo, los elicitores fúngicos también estimulan la 

acumulación de SA en algunos cultivos celulares pero, generalmente la inducción de 

los metabolitos secundarios por elicitores fúngicos son independientes de SA (Zhao et 

al. 2005). Sin embargo, SA induce la expresión de genes relacionados con la 

biosíntesis de determinados metabolitos secundarios en plantas (Taguchi et al. 2001), 

como es el caso de los alcaloides indólicos 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 producción 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 aplicación exógena de SA es capaz 

de inducir la síntesis y acumulación de t-R en frutos de vid. Estudios realizados en 

tabaco y Arabidopsis mostraron que la adición exógena de SA inducía la expresión de 

genes relacionados con la patogénesis así como el aumento de la resistencia a 

enfermedades (Yang et al. 1997; Ryals et al. 1996). En cultivos celulares de E. 

californica, la adición 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 M) (509.0 ± 7.4 

mg/L). Por otro lado, Spoel et al. (2003) observaron que las respuestas 

desencadenadas por ET, SA y jasmonatos podían inhibirse entre sí, lo que sugería la 

existencia de interferencias entre sus rutas biosintéticas, permitiendo de este modo, 

que la planta adapte el tipo de respuesta en función del patógeno que la ataque. 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Señalización de la producción de trans-

resveratrol en suspensiones celulares elicitadas de 

Vitis vinifera cv Monastrell 

 

 
 

 

 

 

 

 



            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  4.2 Señalización 

125 

 

4.2.1 Implicación del calcio en la producción de trans-resveratrol 

desencadenada por ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de 

metilo 

Durante el proceso de elicitación se desencadenan eventos de señalización que 

conducen a la inducción o aumento de la producción de metabolitos secundarios. Por 

esta razón se estudió el mecanismo molecular implicado en el proceso de elicitación 

de suspensiones celulares de Monastrell, en el cual se incluyen los eventos tempranos 

de la ruta de señalización y su relación con eventos tardíos, en particular con la 

biosíntesis y acumulación de t-R. 

La implicación del Ca2+ y el origen del mismo en la vía de señalización desencadenada 

por CDM en presencia y ausencia de MJ se estudió mediante el uso de compuestos 

que regulan la entrada de Ca2+ así como la utilización de medios de cultivo que no 

contenían Ca2+. Para averiguar si el origen del Ca2+es extracelular, las suspensiones 

celulares de Monastrell se elicitaron en medios de cultivo carentes de Ca2+ o se 

trataron con compuestos que inhibían la entrada de Ca2+ desde el medio de cultivo 

específicamente, un quelante de Ca2+, EGTA y un bloqueante de Ca2+, concretamente 

La+3 que es un inhibidor competitivo de los canales de Ca2+ de la membrana 

plasmática. Para averiguar si el origen del Ca2+ es intracelular, las suspensiones 

celulares de Monastrell se trataron con compuestos que inhiben la liberación del Ca2+ 

desde los almacenes internos, concretamente RR y Neo que inhiben los canales Ca2+ 

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 

producción 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 implicación del Ca2+ en la producción de t-R se utilizaron 

medios de cultivo carentes de Ca2+ y medios de cultivo completos a los que se 

añadieron 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 producción de t-R a las 96 horas de elicitación con 

CDM solas o en combinación con MJ de suspensiones celulares de Monastrell 

(alrededor de 500 y 1300 mg/L, respectivamente) no fue significativamente diferente 

de la producción 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 concentración de Ca2+ libre en el medio es de 904 y 534 M, 

respectivamente, por lo que estas concentraciones de Ca2+ resultan suficientes para 

que se desencadene la señal que induce la producción de t-R. En medios carentes de 

Ca2+, las suspensiones celulares elicitadas con CDM solas o en combinación con MJ 

secretan t-R a los medios de cultivo alcanzando bajos niveles de producción (97.9 ± 

2.8 y 397.4 ± 10.1 mg/L, respectivamente) similares a los que se alcanzan en medios 

de elicitación a los que se adicionaron 3 mM de EGTA (59.0 ± 0.8 y 327.4 ± 1.8 mg/L, 

respectivamente). Sin embargo, esta disminución en la producción de t-R fue más 

drástica cuando las suspensiones celulares se elicitaron  con CDM separadamente o 

en combinación con MJ y 5 mM de EGTA (35.2 ± 2.0 y 68.0 ± 2.1 mg/L, 

respectivamente). Esta concentración de EGTA (5 mM) deja libre en el medio de 

cultivo una concentración de Ca2+ de 10 M, lo que sugiere que esta mínima 

concentración de Ca2+ podría dirigir la escasa producción de t-R observada.  

Los tratamientos control con/sin distintas concentraciones de EGTA y en presencia/ 

ausencia de MJ no dieron lugar a producción alguna de t-R.  

 

Figura 4.19 Efecto de la carencia de Ca
2+

 (-Ca2+) y de la adición de distintas concentraciones 
de EGTA (0.1, 0.5, 3.0 y 5.0 mM) sobre la producción 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 producción de t-R del Ca2+ extracelular ya 

que se observa un fuerte descenso de la producción cuando en el medio de cultivo no 

hay Ca2+ (o se encuentra en cantidades traza). De hecho, la producción de t-R en en 

suspensiones celulares tratadas con CDM o con CDM+MJ en medios carentes de Ca2+ 

fue del 18.4% y del 29.2%, respectivamente, en comparación con suspensiones 

celulares tratadas con CDM o CDM y MJ en medios completos. Estas diferencias en la 

producción de t-R podrían deberse al equilibrio homeostático alcanzado por el Ca2+, 

transcurridas 96 h, por lo que sería importante determinar el tiempo mínimo de 

elicitación necesario que permitiese observar la producción de t-R, antes de que se 

produzca dicho equilibrio. 

 

4.2.1.2 Estudio temporal de la producción 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 Ca2+ del medio extracelular para la producción de t-R, se 

realizaron ensayos adicionando distintas concentraciones de Ca2+ (0.0, 0.5, 1.0, 2.5 y 

5.0 mM) al medio de cultivo y analizando la producción de t-R a diferentes tiempos de 

elicitación (6, 12, 24, 72 y 96 h). 

 

Figura 4.20 Efecto de la concentración de Ca
2+

 sobre la producción de t-R (mg/L) en 
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM. Las distintas concentraciones de 
Ca

2+
 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 producción de t-R comienza a detectarse a partir 

de las 24 h. Asimismo, no se observaron diferencias significativas en la producción de 

t-R a este tiempo cuando se adicionan distintas concentraciones de Ca2+ en el rango 

de 0-1 mM alcanzando valores próximos a 400 mg/L. Cuando se analizó la producción 

de t-R a tiempos superiores, el aumento de la concentración de Ca2+ del medio de 

cultivo no modificó significativamente la producción de t-R manteniéndose ésta 

constante y con valores próximos a 600 mg/L. Por todo ello, para el estudio de los 

eventos tempranos de señalización dependientes de Ca2+ se seleccionó la 

concentración de Ca2+ 1 mM y el tiempo de 24 horas de elicitación para realizar los 

siguientes ensayos.  

 

4.2.1.3 Efecto de antagonistas y bloqueadores de los flujos de calcio intra y 

extracelular sobre la producción de trans-resveratrol en suspensiones celulares 

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

metilo 

Para averiguar si la producción de t-R depende de los flujos de Ca2+ extracelular y/o 

intracelular se realizó la elicitación de suspensiones celulares de Monastrell, durante 

24 horas, en medios de cultivo completos a los que se añadieron un secuestrante de 

Ca2+
, EGTA (5 mM) y/o un inhibidor de la entrada de Ca2+ extracelular, La3+ (500 M, 

Lecourieux et al. 2006) y como inhibidores de la liberación de Ca2+ intracelular RR (10 

M, Allen et al. 1995) y/o Neo (100 M, Lecourieux et al. 2005), en presencia de CDM 

solas o en combinación con MJ.  

Como se muestra en las Figuras 4.21 a y b, la producción y acumulación extracelular 

de t-R cuando las suspensiones celulares se elicitan en presencia de CDM solas o en 

combinación con MJ durante 24 horas se reducía cuando se añadía EGTA o La+3. Este 

descenso en la producción de t-R era más drástico en presencia del competidor por 

los canales de Ca2+ que por la presencia del agente quelante. Este hecho puede 

deberse a la pequeña cantidad de Ca2+ (10 M) que queda libre en el medio de cultivo 

cuando se adiciona 5 mM de EGTA. Estos resultados sugieren que la producción de t-

R inducida por la presencia de CDM solas o en combinación con MJ es dependiente 

del flujo de Ca2+ procedente del medio de cultivo. 
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Figura 4.21 Efecto de diferentes bloqueadores y antagonistas de los flujos de Ca
2+

 extracelular 
e intracelular en la acumulación 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 ensayó el efecto de antagonistas implicados en la inhibición de la 

liberación de Ca2+ procedente de los almacenes internos en particular RR, un inhibidor 

de los canales de Ca2+ intracelulares dependientes de rianodina y Neo, un inhibidor de 

fosfolipasa-C específica de la vía de los inosítidos fosfato.  

Como puede observarse en la Figura 4.21 b, la producción de t-R fue parcialmente 

dependiente de la liberación de Ca2+ desde los almacenes internos cuando las 

suspensiones celulares de Monastrell se elicitaron con CDM y MJ ya que la presencia 

de Neo o RR provocó un descenso de la producción de t-R. Sin embargo, no se 

observó un descenso en la producción de t-R en células pre-tratadas con RR y 

elicitadas con CDM (Figura 4.21 a), lo cual sugiere que la ruta de señalización dirigida 

por MJ, podría estar implicada la liberación de Ca2+ intracelular, a través de canales de 

Ca2+ dependientes de rianodina. Estos resultados sugieren que se debe producir un 

incremento de la concentración de Ca2+ citosólico para que tenga lugar la producción 

de t-R inducida por CDM solas o en combinación con MJ, y que dicha producción 

depende de la toma de Ca2+ desde el medio extracelular y/o de la movilización del 

Ca2+ desde los orgánulos intracelulares. Sin embargo, esta dependencia no fue total 

ya que cuando se adicionaron todos los bloqueadores específicos de los canales de 

Ca2+ y EGTA a suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM solas o en 

combinación con MJ se observó una baja producción de t-R a las 24 horas de 

tratamiento (Figuras 4.21 a y b). 

Para averiguar si esta baja producción de t-R se debe al Ca2+ que contiene el medio 

de cultivo, las elicitaciones se realizaron en medios de cultivo carentes de Ca2+ 

añadiendo EGTA y los bloqueadores y antagonistas mencionados anteriormente. 

En la Figura 4.22 se observa que la producción de t-R en suspensiones celulares 

elicitadas durante 24 h con CDM en medios carentes de Ca2+ es de 24 mg/L lo que 

significa una disminución de 17 veces en la producción de t-R en suspensiones 

celulares elicitadas con CDM en medios completos. Esta producción disminuye de 

manera similar, en suspensiones celulares elicitadas durante 24 h con CDM en medios 

carentes de Ca2+ y en presencia de EGTA y bloqueadores específicos de los canales 

de Ca2+ llegando a valores de t-R de 5 mg/L. Estos valores de t-R tan bajos podrían 

indicar la existencia de una ruta de biosíntesis de t-R independiente de la elevación del 

Ca2+ citosólico. Además, la producción de t-R a tiempos más largos (96 h) se 

incrementa alcanzándose valores de 58 mg/L en suspensiones celulares elicitadas con 

CDM en medios carentes de Ca2+ y valores de 24 mg/L cuando la elicitación se realiza 

en presencia de EGTA y bloqueadores específicos de canales de Ca
2+

. 
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Figura 4.22 Efecto de diferentes bloqueadores y antagonistas de los flujos de Ca

2+
 extracelular 

e intracelular, en ausencia de Ca
2+

 en el medio de cultivo, sobre la acumulación 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 actúan sobre las rutas de señalización 

con el fin de analizar la secuencia de respuestas celulares activadas por los elicitores. 

Se demuestra que el Ca2+ juega un papel esencial en la producción 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 participación del 

Ca2+ como mediador en la producción de t-R inducida por elicitores en suspensiones 

celulares de Monastrell. Se sugiere que la biosíntesis de t-R depende de un 

incremento en la concentración de Ca2+ citosólico que proviene de la entrada de Ca2+ 

extracelular y de la movilización de Ca2+ de los orgánulos ya que el tratamiento con 

secuestrantes y bloqueadores específicos de los canales de Ca2+ (Figura 4.21 a y b) 

que inhiben el flujo de Ca2+ 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 liberación del Ca2+ intracelular vía canales dependientes de 

receptores de rianodina, parece estar relacionada con la vía que dirige la producción 

de t-R en suspensiones celulares tratadas con MJ, ya que la acumulación 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 Implicación de eventos de fosforilación/defosforilación en la 

producción de trans-resveratrol dirigida por ciclodextrinas metiladas al 

azar y/o jasmonato de metilo 

Para determinar la posible implicación de eventos de fosforilación/defosforilación en la 

ruta de señalización dirigida hacia la producción 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 genisteína (Gen), estaurosporina (Est), 

bisindolilmaleimida (BIM) y apigenina (Ap). También se estudió el efecto de inhibidores 

de PP como óxido de fenilarsina (OFA) y cantaridina (Can). Como puede observarse 

en la Figura 4.23, la producción de t-R dirigida por CDM separadamente o en 

combinación con MJ fue fuertemente dependiente de eventos de desfosforilación de 

tirosin-proteínas ya que la acumulación de t-R se redujo drásticamente cuando las 

suspensiones celulares de Monastrell pre-tratadas con OFA se elicitaron con CDM 

solas o en combinación 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 producción de t-R (Figura 4.23 a y b). Además, Ap 

provocó un descenso del estado de fosforilación de algunas proteínas, a través de 

MAPK lo que dio lugar a un descenso importante en la producción de t-R en 

suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM o CDM y MJ.  

El proceso de fosforilación y defosforilación de proteínas no sólo está implicado en las 

vías de transducción de señales desencadenadas por elicitores sino que también 

participa directamente en la regulación de la biosíntesis de metabolitos secundarios, 

aunque la identidad de la mayoría de las PK y la función de fosforilación de proteínas 

está por resolver (Zhao et al. 2005). En este estudio, los eventos de 

fosforilación/desfosforilación parecen estar implicados en las rutas de señalización 

desencadenadas por CDM solas o en combinación con MJ (Figura 4.23 a y b). Sin 

embargo, mientras que los eventos de desfosforilación de Tyr-proteínas y MAPK 

parecen estar implicados en la producción de t-R, no se observa una dependencia 

clara de Ser/Thr PK y PP en la producción de t-R dirigida por CDM y se requieren 

estudios más profundos para asignar una posible implicación de estas PK y PP en la 

producción 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 producción (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 Implicación H2O2 y NO en la producción de trans-resveratrol 

desencadenada por ciclodextrinas metiladas al azar y/o jasmonato de 

metilo 

Las reacciones de defensa incluyen la producción de O2
•- y H2O2 que están mediadas 

por una NADPH oxidasa y superóxido dismutasa de membrana. Además, el H2O2 es 

una molécula clave implicada en la cascada de señalización dirigida por elicitores 

(Lecourieux et al. 2006). La producción de estas especies reactivas es inhibida por DPI 

tal como describe Desikan et al. (1996). Cuando se estudió el efecto de este inhibidor 

para determinar el papel del H2O2 en la producción de t-R inducido por CDM solas o 
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en combinación con MJ en suspensiones celulares de Monastrell, se observó un 

descenso drástico en los niveles de t-R debido al pre-tratamiento con DPI. Estos 

resultados sugieren que la biosíntesis de H2O2 tiene una participación importante en la 

ruta de señalización para la producción de t-R (Figura 4.24 a y b).  

  

  
Figura 4.24 Efecto de diferentes efectores en la producción extracelular de t-R en 
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM (A) o CDM+MJ (B). 

También existen evidencias de la producción de NO en células vegetales 

(Wendehenne et al. 2004). Para estudiar la posible implicación del NO en la ruta de 

señalización dirigida por CDM solas o en combinación con MJ para la producción 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 producción de t-R es 

parcialmente dependiente de NO ya que se observó un descenso de la producción de 

t-R cuando se añade cPTiO. Además, una óxido nítrico sintasa es responsable de la 

biosíntesis de NO ya que el pre-tratamiento con L-NNA de las suspensiones celulares 

dio lugar a un descenso significativo de la producción de t-R. Asimismo, el pre-

tratamiento de los cultivos con NPS, daba lugar a un descenso de la biosíntesis de t-R, 

lo cual sugiere que altas concentraciones de NO inhiben dicha producción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Proteínas extracelulares expresadas en 

suspensiones celulares elicitadas de Vitis vinifera cv 

Monastrell 
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4.3.1 Características de la peroxidasa de Monastrell en presencia de 

elicitores  

4.3.1.1 Patrón isoenzimático de peroxidasas extracelulares de suspensiones 

celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar 

El análisis isoenzimático de la peroxidasa extracelular realizado mediante 

isoelectroenfoque analítico reveló 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 patrón de isoenzimas de peroxidasa 

extracelular prácticamente no varía 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 pI, los patrones 

isoenzimáticos se determinaron tanto en condiciones de equilibrio como de no 

equilibrio, una vez establecido el gradiente de pH. De esta manera, en la zona más 

básica del gel obtenido en condiciones de no equilibrio, se detectó una banda de 

pI>9 que no aparece  en condiciones de equilibrio, debido a su naturaleza 

fuertemente básica.  

 

Figura 4.25 Patrón de isoenzimas de peroxidasa básica 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, media en la 2 y alta en la 3. 

Estos resultados están de acuerdo con los patrones de isoenzimas de peroxidasa 

descritos por otros autores (Calderón et al. 1992a; Ros Barceló et al. 2003; Bru et 

al. 2006) que detectan la presencia de las bandas tercera y quinta  como 

isoenzimas de peroxidasa de naturaleza básica 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 pIs próximos a 8.2 y 9.4, respectivamente. Por tanto, la banda 

que presenta mayor actividad, de pI aproximado a 8.2, se correspondería, según la 

nomenclatura utilizada por Calderón et al. (1992b), con la isoenzima básica de 

peroxidasa, B4. Esta isoenzima de peroxidasa resultó ser la mayoritaria en los 

cultivos celulares de Monastrell. 

Además, el patrón de isoenzimas correspondiente a los cultivos elicitados mostró 

una banda de pI superior a la B4, descrita por Ros Barceló 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 observó tanto en hojas como en tallos de los 

cultivares resistentes, sin embargo no aparecía 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 

últimos, están quiescentes en ausencia de elicitor.  

 

4.3.1.2 Patrón isoenzimático 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 patrón de isoenzimas de peroxidasa 

extracelular correspondiente a los ensayos de elicitación con CDs y UV, mostró la 

presencia de, al menos, dos isoenzimas comunes a todos los tratamientos. Los pIs 

de dichas isoformas de peroxidasa estaban próximos a 7.6 y 8.2. Este hecho 

permitió su identificación como las isoenzimas de peroxidasa básicas B2 y B4 

respectivamente según la nomenclatura de Calderón 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 ningún tratamiento 

(García JJ 2006). 

Por otra parte, en la Figura 4.26 también se observa una tercera banda de pI 

superior a 8.5, también observada por Calderón et al. (1992a) y detectada solo en 

el patrón isoenzimático de la peroxidasa extracelular en presencia de CDM solas o 

en combinación con luz UV. Sin embargo esta isoenzima de peroxidasa no se ha  
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Figura 4.26 Isoelectroenfoque analítico del patrón 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, en la 2 luz UV, en la 3 CDM y en la 4 CDM y luz UV. 

detectado en el medio de cultivo de suspensiones celulares control, ni en el 

tratamiento sólo con luz UV. Estos datos sugieren que la síntesis de esta isoforma 

de peroxidasa está inducida por elicitores de naturaleza biótica tales como las 

CDM, pero no es etimulada por la presencia de elicitores abióticos 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 

Barceló et al. (2003). 

 

4.3.1.3 Patrón isoenzimático de peroxidasas extracelulares de suspensiones 

celulares de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y 

jasmonato de metilo 

El patrón de isoenzimas de peroxidasa correspondiente a los ensayos de elicitación 

conjunta con CDM y MJ a diferentes densidades celulares reveló la presencia de 

cuatro bandas observándose mayor actividad cuanto mayor es el inóculo inicial de 

células utilizado en la elicitación. Entre las bandas observadas, destaca la 

presencia de la isoenzima de peroxidasa mayoritaria de pH 8.2, constitutiva 

denominada B4 (Calderón et al. 1992a y 1992b) presente tanto en controles como 

en tratamientos con CDM, luz UV-C y/o MJ. Asímismo la primera banda, con pI 

próximo a 7.6, constitutiva e identificada como isoenzima B2 por Calderón 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 (García 

JJ 2006) en los que coincide el patrón de isoenzimas de peroxidasa extracelular 
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con el de Monastrell. Por otro lado y presentando la menor actividad, se observó 

una banda de pI > 8.5 que ha sido identificada por Ros Barceló et al. (2003) como 

marcadora de resistencia e inducible en especies sensibles como es el caso de 

Monastrell (Figura 4.27).  
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Figura 4.27 Isoelectroenfoque analítico 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 producción de H2O2 en suspensiones celulares 

de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de 

metilo 

La actividad peroxidasa y la concentración de H2O2 se determinó en el medio de 

cultivo de suspensiones celulares de Monastrell que habían sido elicitadas con 

CDM y MJ. 

Como se aprecia en la Tabla 4.5, la elicitación con CDM y/o MJ produce una 

disminución de la actividad peroxidasa extracelular. Por otra parte, la elicitación con 

CDM solas da lugar a una producción similar de H2O2 que el control siendo a su vez 

semejante a los niveles alcanzados en suspensiones celulares de otras variedades 

como Gamay (1.71 M; García JJ 2006) por lo que las CDM podrían estar actuando 

como protectoras frente a estas ROS. Sin embargo, la presencia de MJ produce un 

aumento del H2O2 aunque vaya acompañado de CDM, probablemente porque el 

posible efecto protector de las CDM no sea suficiente. En cualquier caso, la 

concentración de H2O2, analizada en los medios  de cultivo para detectar la 

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

lo tanto, para la producción de t-R. 

Tabla 4.5 Actividad enzimática y concentración de H2O2 de 
suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM (50 mM) y/o 

MJ (100 M). 

Tratamiento Actividad (nKat/mL) [H2O2] ( M) 

Control 129 1.77 

MJ - 2.04 

CDM 27.51 1.42 

CDM+MJ 28.49 3.91 

 

Además, esta suposición se corrobora mediante la observación de las células al 

microscopio de fluorescencia utilizando como marcador de viabilidad 3´,6´-diacetil-

fluoresceína (DAF), según el protocolo establecido por Huang et al. (1986). Una vez 

que el fluoróforo penetra en la células, los grupos acetilo se hidrolizan por 

hidrolasas ligadas a la membrana (Stubberfield y Shaw 1990), y por las esterasas 

citoplasmáticas (Steward et al. 1999). La fluoresceína 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 plasmática y en los anillos 

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

 

Figura 4.28 Células de Monastrell teñidas con el marcador fluorescente 3´,6´-diacetil-
fluoresceína (DAF), según el protocolo establecido por Huang et al. (1986). 

 

 



4.3 Análisis Proteómico   

144 

 

4.3.2 Patrón de proteínas extracelulares totales de suspensiones 

celulares de Monastrell elicitadas.  

4.3.2.1 Elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de metilo  

La determinación de proteínas extracelulares presentes en el medio de cultivo de 

suspensiones celulares elicitadas con CDM en presencia y ausencia de distintas 

concentraciones de MJ, se realizó mediante electroforesis desnaturalizante sobre 

geles de poliacrilamida reveladas posteriormente con tinción de plata. En la Figura 

4.29 se observan cinco bandas de proteínas que muestran unos pesos moleculares 

aproximados de 22, 25, 40, 49 y 56 kDa.  
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Figura 4.29 Patrón de proteínas totales del medio extracelular de suspensiones celulares de 
Monastrell realizado mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes y teñido con 
tinción 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 M, (2) CDM+MJ 270 M, (3) CDM. 

Como se observa en la Figura 4.29, las proteínas mayoritarias que presentan pesos 

moleculares de 22 y 25 kDa, podrían corresponderse con las identificadas por  

Hayasaka et al. (2001), como proteínas solubles del tipo taumatina y quitinasas, 

presentes en distintas variedades de V. vinifera, con masas moleculares de 21 y 26 

KDa, respectivamente. La diferencia entre las masas moleculares obtenidas para 

una misma proteína en estos dos casos, podría deberse a pequeñas diferencias 

encontradas en su patrón de glicosilación, 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 proteínas están 

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 síntesis 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 

proteínas 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 proteínas dentro del género Vitis 

(Salzman et al. 1998; Pocock et al. 2000; Hayasaka et al. 2001; Pastorello et al. 

2003). 

Las peroxidasas vegetales de secreción son glicoproteínas cuyo peso molecular 

generalmente está 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 

(58.1 y 65.5 kDa, Civello et al. 1995), del pimiento (59 kDa, Pomar et al. 1997) o de 

una isoenzima ácida de aguacate (60 kDa, Sánchez-Romero 1995). Por este 

motivo, la banda de 40 KDa podría corresponderse a una isoforma de peroxidasa, 

debido a la proximidad de su peso molecular con el de otras isoformas descritas en 

la bibliografía. La glicosilación de esta enzima varía entre el 0 y el 25%, siendo los 

principales azúcares que presenta la N-acetilglucosamina, la manosa, la fucosa y la 

xilosa. La glicosilación es uno de los factores principales que determinan la inusual 

estabilidad térmica de las peroxidasas vegetales de secreción (McEldoon y Dordrick 

1996) ya que la eliminación de estos oligosacáridos normalmente afecta la cinética 

de las peroxidasas, su estabilidad térmica, su resistencia a las proteasas (por 

ejemplo tripsina), su estructura secundaria, y sus propiedades inmunológicas 

(Sánchez-Romero et al. 1994; Tams y Welinder 1995; Duarte-Vázquez et al. 2003). 

Asímismo, esta gran variabilidad en el patrón de glicosilación da lugar a isoformas 

con distintos pesos moleculares por lo que las bandas de 49 y 56 kDa también 

podrían corresponderse con isoformas de peroxidasa con distinto grado de 

glicosilación. 
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4.3.3 Identificación 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 único gen, puede dar lugar a múltiples proteínas debido a 

fenómenos de procesamiento alternativo del mRNA y a modificaciones post-

traduccionales, además, para una misma especie, los polimorfismos en las 

secuencias, generan también variantes alélicas de las proteínas. Por ello, si bien las 

bases de datos de proteínas generadas a partir del genoma de un organismo son 

una herramienta fundamental para la identificación de proteínas 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 separación 

de proteínas en geles de poliacrilamida mediante electroforesis mono- o 

bidimensional. Posteriormente se realiza la digestión de las proteínas del gel y las 

MS de los péptidos extraídos se utilizan para interrogar las bases de datos e 

identificar las proteínas. Sin embargo, estas técnicas presentan una serie de 

inconvenientes asociadas al uso del gel, tales como el corto rango dinámico de los 

métodos de detección, la limitada resolución 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 

análisis de muestras complejas de proteínas, también llamadas experimentos 

“shotgun”, donde todo el proteoma es digerido sin separación previa (Patel el al. 

2009) y posteriormente, el peptidoma resultante es sometido a separación 

cromatográfica simple (fase reversa) u ortogonal (intercambio catiónico-fase 

reversa) y analizado en línea en un espectrómetro de masas. La interrogación de 

las bases de datos con el paquete de MS genera listas de péptidos que han de ser 

ensamblados en proteínas mediante inferencia dando como resultado una lista de 

proteínas en la muestra (Nesvizhskii y Aebersold 2005). En proteómica cuantitativa 

no basada en geles, se han desarrollado técnicas que usan marcaje isotópico 

estable: de aminoácidos (SILAC) (Ong et al. 2002), péptidos marcados con isótopos 

estables (Kuhn 2004), péptidos sintetizados químicamente (Gerber 2003), marcaje 

de masas en tándem (TMT) (Thompson 2003) y marcaje isobárico para 

cuantificación relativa y absoluta (iTRAQ) (Ross 2004), entre otras. Sin embargo, 

también presentan algunas limitaciones como la compleja preparación de las 
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muestras, la necesidad de una mayor concentración de la muestra y el marcaje 

incompleto (Patel el al. 2009).  

Para resolver estos problemas, en los últimos años se han desarrollado unas 

técnicas que no requieren marcaje isotópico y se les denomina “label-free”. La 

cuantificación 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 evaluación estadística para 

detectar proteínas que se están expresando de forma diferencial (Colinge 2005). 

Asimismo, se ha observado que las técnicas ESI proporcionan señales cuya 

intensidad se correlaciona linealmente con el incremento de la concentración 

(Chelius et al. 2002). Últimamente, se ha publicado una metodología que se basa 

en los cambios de señal de cada masa y su correspondiente Rt (AMRT) para 

reflejar las concentraciones relativas de una muestra respecto a otra (Silva 2005); 

además, esta metodología ya se ha desarrollado para realizar cuantificación relativa 

y absoluta (Silva 2006a y 2006b). 

En este caso, se ha utilizado la aproximación label-free, para la identificación del 

proteoma extracelular de suspensiones celulares de vid y las variaciones que sufre 

debido a la elicitación con CDM y/o MJ. Para el análisis de los datos se ha utilizado 

el software Progenesis LC-MS (NonLinear Dynamics) que permite la cuantificación 

de proteínas en base a las señales de intensidad de los precursores en barridos MS 

y su identificación 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 más 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 inyección a otra en el tiempo de 

retención por la elución de los péptidos durante la separación cromatográfica. Para 

ello, se realizó un alineamiento manual seguido del alineamiento automático para 

conseguir el resto de vectores y así lograr mejores resultados. 

Se seleccionaron 2266 posibles precursores peptídicos (features) por su carga (+2 

o +3) y su Rt (20-60 min). Dado que la velocidad de barrido del espectrómetro no 

permite aislar y fragmentar todos los precursores que coeluyen en un pico 

cromatográfico, sólo un porcentaje de ellos lleva asociado espectros de MS/MS que 

hacen posible su identificación (ver método de adquisición en el apartado 3.5.8.2 de 

Materiales y Métodos). Los precursores cuyas variaciones de intensidad entre los 

diferentes grupos de muestras tenían un valor p<0.05 y p<0.01 en un test ANOVA 
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se etiquetaron específicamente, así como aquellos de los que se disponía de su 

espectro de MS/MS. En total, el conjunto de espectros MS/MS posibilitó la 

identificación mediante búsqueda en Mascot contra NCBInr de 343 secuencias 

peptídicas únicas con un score igual o mayor que 25, que representan un 15% de 

los precursores seleccionados. Tras ensamblar los péptidos en proteínas, los 

conflictos de asignación definitiva de péptidos a proteínas se resolvieron priorizando 

Vitis frente a otras especies, la secuencia de score más 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 Proteínas con score superior a 60 

Nº Acceso Nº péptidos Score Nombre* 

gi|225455195 28 1528.79 Peroxidasa 5 [Vitis vinifera] 

gi|225459180 18 1064.61 Peroxidasa catiónica 1 [Arabidopsis thaliana] 

gi|147811111 
 

14 809.77 Familia de proteínas glicerofosforil diéster fosfodiesterasa [Nicotiana tabacum] 

gi|2254 
 

9 533.55 Peroxidasa catiónica 1 [Arabidopsis thaliana] 

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

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

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

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

gi|225430555 8 325.23 Familia de proteínas aspartil proteasas [Arabidopsis thaliana] 

gi|147846526 8 323.39 Precursor de reticulina oxidasa 

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

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

gi|37992763 9 276.81 -1,3-glucanasa [Vitis riparia] 

gi|225441373 8 260.67 -1,3-glucanasa 

gi|225434381 5 230.16 Peroxidasa 4 [Vitis vinifera] 

gi|225429117 2 225.79 Proteína relacionada con la patogénesis 1 

gi|147814943 3 206.84 Alfa-amilasa 

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

gi|6273385 3 178.63 Proteína tipo taumatina 1SCULTL2 [Vitis vinifera] 

gi|225434050 3 172.20 Quitinasa de clase IV 

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

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

gi|147860594 2 155.29 Peroxidasa de clase III GvPx2b [Vitis vinifera] 

gi|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 Proteína de secreción básica de tipo NtPRp27 

gi|225457600 3 131.48 -1,3-glucanasa [Vitis vinifera] 

gi|225459538 3 128.86 Proteína que contiene un dominio de unión LysM a peptidoglicano 

gi|225439627 3 127.74 Peroxidasa de clase III 

gi|225466091 2 127.57 Proteína SKU5 de tipo oxidasa de cobre I [Arabidopsis thaliana] 
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gi|225427492 2 123.57 Proteína de union a Acyl-CoA 

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

gi|225453525 2 111.77 Precursor similar a beta expansina 1 

gi|225429131 6 111.35 Proteína PR-1 

gi|225470066 3 106.52 Inhibidor bifuncional de la transferencia de lípidos /proteína similar a albúmina de almacenamiento en 
semillas 2s 

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

gi|225441645 3 85.32 -1,3-glucanasa ácida [Vitis vinifera] 

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

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

gi|225447360 2 72.69 Similar a proteína de secreción 38 rica en repeticiones de cisteína [Arabidopsis thaliana] 

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

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

gi|1549400 1 64.59 -1,3-glucanasa [Vitis vinifera] 

gi|225448120 2 62.27 Inhibidor de endopeptidasa tipo serina 

gi|147862366 2 59.83 Proteína 3 tipo heparanasa [Arabidopsis thaliana] 
Se han resaltado en amarillo las proteínas encontradas en los análisis label free y microsecuenciación. 
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4.3.3.1 Anotación y análisis de ontología 

Como puede observarse en la distribución de la función molecular para las secuencias 

encontradas (Figura 4.30), la mayor parte de las anotaciones se corresponden con 

proteínas de tipo peroxidasa (y proteínas unidas a grupos hemo), así como proteínas 

aceptoras/donadoras de electrones. En otro grupo podrían incluirse las anotaciones 

que hacen referencia a las PRp inducidas como respuesta de defensa contra 

patógenos así como estreses naturales causados por frío, sequía, estrés osmótico, luz 

UV, toxicidad causada por metales, etc. Entre estas proteínas se encuentran aquellas 

con actividad quitinasa así como las de unión a quitina, también las que tienen 

actividad endopeptidasa, transferasa e hidrolasa, todas ellas con características de 

respuestas de defensa. También se ha encontrado un grupo de anotación bastante 

numeroso de proteínas de unión a calcio, las cuales están relacionadas con eventos 

de señalización desencadenados durante los estados de estrés descritos 

anteriormente. 

 

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

En la gráfica de distribución de las secuencias según su pertenencia a los distintos 

componentes celulares (Figura 4.31), la mayoría se correspondían a proteínas 

relacionadas con el sistema de endomembranas, como vesículas citoplásmicas 

delimitadas por membrana y proteínas presentes en la vacuola así como otras 

proteínas ancladas a la membrana plasmática. Otro grupo de anotaciones bastante 

numeroso es el de las proteínas presentes en la pared celular vegetal y el apoplasto. 
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También se encontraron algunas anotaciones como proteínas mitocondriales siendo 

las que presentaron menor abundancia de anotaciones. 

Estos resultados apoyarían la identificación de las proteínas en términos de función y 

localización característicos de pared celular y apoplasto ya que las muestras 

procedían de medio extracelular de suspensiones celulares de Monastrell 

correspondiéndose con la mayoría de las anotaciones asignadas a estos productos 

génicos. El hecho de que aparezcan anotaciones de vacuola, vesículas citoplásmicas 

y mitocondria puede explicarse en base a la multiple localización de una proteína 

durante su biogénesis o a la existencia de isoformas localizadas en diferentes 

compartimentos celulares. Dado que las anotaciones han sido capturadas de 

secuencias homólogas, esta multiplicidad de ubicaciones subcelulares es asumible 

como “artefacto” del mecanismo de anotación empleado. No obstante, el origen de la 

muestra protéica, medio extracelular del cultivo, queda perfectamente reflejado en el 

resultado de la anotación.  

 

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

En la Figura 4.32 se muestra la distribución de secuencias según el proceso biológico 

en el que participan potencialmente. Como puede observarse, la mayoría de las 

anotaciones hacen referencia a respuestas de defensa frente a estímulos abióticos, 

otros organismos, respuesta inmune innata y estrés oxidativo (oxidación-reducción, 

transporte electrónico, reacciones de peroxidasas). En otro grupo de anotaciones se 

encontrarían las relacionadas con procesos catabólicos generales y del catabolismo 

de carbohidratos, así como otros procesos metabólicos relacionados con la pared 

celular, biopolímeros y polisacáridos; considerando el gráfico de funciones 



  4.3 Análisis proteómico 

153 

 

moleculares, el tipo de carbohidrato es quitina y beta-glucanos, que esta 

estrechamente relacionado con la respuesta de defensa. El último grupo de 

anotaciones se correspondería 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 

apoplástico como un entorno especializado en respuesta inmune y defensa a través de 

diferentes proteínas, como peroxidasas, quitinasas, -1,3-glucanasas, proteasas, PRp 

y proteínas inhibidoras de proteasas, las cuales podrían neutralizar la acción de 

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

 

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

4.3.3.2 Análisis diferencial  

Para determinar los cambios significativos en la expresión de proteínas se han tomado 

aquellas identificaciones con ANOVA p<0.05 o próximo a éste, por lo que la lista ha 

quedado reducida a 11 proteínas (Figuras desde 4.33 a 4.38). El tratamiento de las 

suspensiones celulares con MJ provocó una disminución de los niveles de proteínas 

diferenciales con respecto al tratamiento control en la mitad de estas proteínas 

mientras que en la otra mitad, los tratamientos con CDM solas o en combinación con 

MJ provocaron una acumulación. Este fenómeno también se observó igualmente en 

los análisis electroforéticos bidimensionales de los medios de cultivo elicitados de la 

variedad Gamay (Martinez-Esteso et al. 2009). La proteína que resultó ser más 

abundante fue la peroxidasa 5 de V. vinifera (Figura 4.33; gi|225455195) mostrando su 

mayor expresión en los tratamientos con CDM solas o en combinación con MJ, no 
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existiendo diferencias significativas entre estos tratamientos. La mayor expresión de 

esta peroxidasa fue de 14 y 35 veces más que en el tratamiento con CDM. Esta 

peroxidasa pertenece al grupo de peroxidasas de secreción de clase III. Dentro del 

mismo orden de magnitud encontramos una proteína similar a la peroxidasa catiónica 

1 de A. thaliana (Figura 4.33; gi|225439625), la cual se expresó fuertemente en el 

tratamiento control y en menor medida, en CDM (2.7 veces menos que en el control). 

Sin embargo, esta expresión se redujo con respecto a los tratamientos control, 20 y 53 

veces en los tratamientos que contenían MJ solo o en combinación con CDM, 

respectivamente. Este tipo de proteínas pertenecientes a las peroxidasas secretoras 

de clase III se inducen en respuesta a estrés, heridas o ataques de patógenos. Las 

peroxidasas pertenecen a la subfamilia de proteínas PR-9 según la clasificación de 

van Loon et al. (2006) y una de sus funciones consiste en limitar la expansión de la 

infección mediante el establecimiento de barreras estructurales o mediante la 

producción de ROS y/o especies reactivas de nitrógeno (Passardi et al. 2004). 

Además, las peroxidasas son capaces de producir la oxidación del t-R en presencia de 

H2O2 exógeno. De hecho, cuando se adiciona t-R a un extracto enzimático procedente 

de un medio de cultivo elicitado, se produce la formación de dímeros del t-R (Martinez-

Esteso et al. 2009). Estos dímeros (viniferinas) manifiestan una actividad antifúngica 

más elevada que el t-R. 

 

Figura 4.33 Abundancia normalizada (p<0.05) de la peroxidasa 5 de V. vinifera (gi|225455195) 
y la peroxidasa catiónica de A. thaliana (gi|225439625) a la derecha, encontradas en los 
distintos tratamientos 

 

La reducción de la expresión de proteínas causada por MJ también la encontramos en 

las proteínas PR-1 (Figura 4.34; gi|225429117 y gi|163914225, esta última con un 

valor p~0.05), cuya expresión es constitutiva ya que se detectaron en los tratamientos 

control aunque también se expresó en menor medida, en los tratamientos con CDM. 
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Sin embargo, su expresión estuvo fuertemente reprimida en presencia de MJ solo o en 

combinación con CDM (Figura 4.34). Estas proteínas 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 antifúngica (Niderman et al. 1995). Aunque estas proteínas son 

constitutivas se inducen en presencia de patógenos o SA por lo que se utilizan como 

marcador en SAR (Tornero et al. 1994). 

 

Figura 4.34 Abundancia normalizada de las PR-1 gi|225429117 (p<0.05) a la izquierda y 
gi|163914225 (p~0.05) a la derecha, encontradas en los distintos tratamientos. 

Entre las proteínas relacionadas con la defensa y el estrés también se identificó una -

1,3-glucanasa de V. riparia (Figura 4.35; gi|37992763), la cual era fuertemente 

inducida por MJ. Además, su expresión se incrementó, en menor medida, en 

presencia de CDM. Sin embargo, la combinación de ambos elicitores no provocó un 

efecto aditivo ni sinérgico ya que los niveles de expresión de esta proteína se 

redujeron a la mitad con respecto al tratamiento con MJ. Martinez-Esteso et al. (2009) 

detectaron la presencia de estas proteínas 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 patógenos, a la vez que 

indica que los tratamientos aplicados pueden potencialmente mejorar la resistencia en 

Monastrell. Estas proteínas PR también se han encontrado en suspensiones celulares 

control y elicitadas con MJ de C. annuum (Sabater-Jara et al. 2010) así como en 

medios de cultivo de suspensiones celulares de Zinnia elegans, Cycas revoluta y T. 

baccata lo que sugiere que su expresión es constitutiva ya que están 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 -1,3-glucanasa de V. riparia 
(gi|37992763), encontradas en los distintos tratamientos. 

El efecto inhibidor de MJ se observó en la expresión de determinadas proteínas 

apoplásticas tales como aquellas que contienen dominios de unión LysM a 

peptidoglicano (Figura 4.36; gi|225459538). Así, la presencia de MJ disminuyó su 

expresión en 67 veces con respecto al tratamiento control mientras que en el 

tratamiento combinado se redujo su expresión casi tres veces con respecto al control 

(Figura 4.36). En el reino vegetal, las proteínas que contienen dominios LysM actúan 

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 proteínas con dominios LysM se han asociado a respuestas de defensa 

contra hongos. Aunque las proteínas LysM se unen a oligómeros de N-acetil 

glucosamina y peptidoglicano, también pueden encontrarse asociados a carbohidratos 

(Zhang et al. 2009). Además, se encontraron secuencias que presentaban homologías 

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 observó en tratamientos control. En este caso, MJ también ejerce efecto inhibidor 

de su expresión aunque éste es contrarrestado cuando se adicionan CDM, no 

observándose diferencias significativas entre los tratamientos en presencia de CDM 

solas y en combinación 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 

podrían contener residuos esenciales para su actividad enzimática (van der Rest et al. 

2004). En este sentido, los estudios del péptido señal de esta proteína realizados en 

Daucus y A. thaliana mostraron la existencia de una alta similaridad. Además, 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 observó la 

existencia de este péptido por lo que se trata de una familia de proteínas altamente 

conservada entre especies. Esta enzima parece estar implicada en el metabolismo de 

fosfolípidos y se localiza en la superficie de las células actuando en la remodelación de 

la matriz extracelular y en la señalización celular (Borner et al. 2002 y 2003). Además, 

existen evidencias de que esta proteína participa en numerosos procesos fisiológicos 

(Borner et al. 2003) encontrándose localizada en diferentes compartimentos celulares 

(Choi y Sano 2007).  

 

Figura 4.36 Abundancia normalizada (p<0.05) de las proteínas apoplásticas LysM 
(gi|225459538) a la izquierda y glicerofosforil diéster fosfodiesterasa (gi|147811111) a la 
derecha, encontradas en los distintos tratamientos. 

Por otra parte, entre las proteínas diferenciales también destacan dos grupos de 

proteínas que se inducen en presencia de MJ, una reticulina oxidasa (gi|147846526) y 

una proteína similar a heparanasa (gi|147862366) (Figura 4.37). Ambas presentaban 

un patrón de expresión similar ya que ni en el tratamiento control ni en el de CDM se 

observa un efecto estimulador de su expresión. 

La reticulina oxidasa (Berberine bridge enzyme) cataliza la formación de (S)-esculerina 

a partir de (S)-reticulina, dirigiéndose a la formación de alcaloides de 

benzofenantridina. Estos compuestos son citotóxicos y se encuentran ampliamente 

distribuidos en algunas especies de la familia Papaveraceae y Fumaraceae 

aumentando en respuesta a ataques patógenos (Dittrich y Kutchan 1991; Dixon 2001). 

En este sentido, Custers et al. (2004) observaron que la adición de SA sobre hojas de 

lechuga y girasol inducía la expresión de una fracción proteíca que presentaba 

actividad antifúngica. Además, estas proteínas contenían secuencias que presentaban 

alta homología con la reticulina oxidasa de E. californica y P. somniferum. Estos 

autores también observaron que se producía la activación de los genes que 
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codificaban para esta proteína cuando se producía una infección fúngica. La reticulina 

oxidasa puede usar una gran variedad de azúcares reducidos, sobre todo hexosas que 

se acumulan en la planta, tras la infección por patógenos, dando lugar a la producción 

de H2O2. 

Asimismo se encontraron secuencias que presentaban homologías con la proteína 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).  

 

Figura 4.37 Abundancia normalizada (p<0.05) de las proteínas apoplásticas reticulina oxidasa 
(gi|147846526) a la izquierda y heparanasa (gi|147862366) a la derecha, encontradas en los 
distintos tratamientos 

Por último, se identificaron otras dos proteínas diferenciales con un valor p~0.05 

(gi|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 III que se caracterizan por presentar un gran número de 

isoenzimas, siendo algunas de ellas inducidas por patógenos y heridas. Así, se 

identificó una peroxidasa 4 de V. vinifera (gi|225434381) que se expresó en el 

tratamiento con MJ y no se detectó con CDM. Sin embargo, presentó 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 fisiológicos como 

lignificación, suberización, cicatrización de heridas y defensa contra patógenos (Hiraga 

et al. 2001). La segunda proteína presentó coincidencia con una xiloglucano 

endotransglicosilasa de Populus tremula x Populus tremuloides (gi|225462505). Esta 

proteína está implicada en el metabolismo de la pared celular catalizando la ruptura y 

unión 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 modificación de la arquitectura de la pared celular durante el 

crecimiento del cultivo (Briceño et al. 2012).  

 

Figura 4.39 Abundancia normalizada (p~0.05) de una peroxidasa 4 de V. vinífera 
(gi|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, además de estas proteínas que se expresan de forma diferencial en los 

distintos tratamientos identificamos por homología de secuencias peptídicas, otras 

proteínas que, con un elevado score, presentaban un valor p superior a 0.05 lo que se 

interpreta como proteínas constitutivas cuyos niveles de expresión no sufren cambios 

con los distintos tratamientos. Entre estas proteínas se encuentran ciertas peroxidasas 

de clase III, proteínas de tipo PR-4, PR-5, NtPRp-27, quitinasas y endoquitinasas de 

clase IV. 

Las PR-4 tienen en común un dominio C-terminal Barwin. Este término procede de 

“proteína básica de semilla de cebada que es capaz de unir débilmente un análogo de 

quitina” es decir, un oligosacárido tetramérico -1,4 de N-acetilglucosamina (Svensson 

& Svendsen 1992). Estas proteínas se clasifican como endoquitinasas (Neuhaus et al. 

1996) debido a que en una de ellas se encontró una débil actividad quitinasa (Brunner 

et al. 1998). Estas proteínas se inducen por ataques de patógenos y etileno en 

Arabidopsis y melocotonero (Gu et al. 2002; Ruperti et al. 2002) así como por ozono 

en plantas de Arabidopsis (Rao et al 2002). PR-4 también se ha encontrado en el 

néctar extrafloral de la acacia donde tenía un efecto protector frente a infecciones 

fúngicas (González-Teuber et al. 2009). La presencia de esta proteína en el medio de 

cultivo está de acuerdo con los resultados obtenidos por Guevara-Morato et al. (2010) 

que sugieren una localización apoplástica debido a que PR-4 se sintetiza en forma de 

preproteína y posteriormente pierde un péptido señal en el extremo C-terminal. 



4.3 Análisis Proteómico   
  

 
            

160 

 

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) así como de N. tabacum y S. tuberosum. Estas 

proteínas se expresan en respuesta a infecciones por hongos o virus, lesiones 

mecánicas así como moléculas señal 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 mayoría de las PR-5 conocidas desempeñan una importante función en la defensa 

contra hongos patógenos (Cheong et al. 1997; Vu y Huynh 1994; Koiwa et al. 1997). 

Entre las proteínas pertenecientes a este grupo se encuentra la osmotina. La actividad 

antifúngica de esta proteína está correlacionada con la permeabilización de la 

membrana plasmática como se ha observado con la zeamatina en maíz (Roberts y 

Selitrennikoff 1990). La osmotina proporciona un aumento de la resistencia contra 

patógenos (SAR) por lo que ha sido ampliamente utilizada en la producción de cultivos 

transgénicos de patatas (Bengyella et al. 2010). La actividad antifúngica 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 síntesis de esta 

proteína se encuentran el NaCl, deshidratación, etileno, heridas, ácido abscísico, virus 

del mosaico del tabaco, hongos y luz UV (LaRosa et al. 1992). Esta proteína 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 germinación o reduce la viabilidad en siete 

especies de hongos (Abada et al. 1996).  

Dentro del grupo de las PR-5 también se encuentra la proteína similar a taumatina 

(TLP). Estas proteínas se dividen en básicas (vacuolares) y ácidas (apoplásticas) 

(Stintzi et al. 1993; Fils-Lycaon et al. 1996). Las TLP presentan diversas funciones 

entre las que destacan su actividad antifúngica, protección frente a la congelación y 

están implicadas en la maduración 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 cítricos. Esta PR23 

pertenece a la familia de las TLP y mostraba homología con una secuencia peptídica 
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casi completa de una proteína NP24 de tomate inducida por salinidad, la cual 

pertenece a la familia de las osmotinas (Rodrigo et al. 1993). Estas dos proteínas 

presentaban una actividad muy alta frente algunos hongos fitopatógenos lo que 

sugiere que estas dos proteínas, codificadas por genes diferentes, se inducen en 

diferentes situaciones de estrés (Briceño et al. 2012).  

Además 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 proteínas monoméricas de entre 25-40 KDa. En una 

primera clasificación se consideran glicosil hidrolasas. Henrissat (1993) incluye las 

quitinasas vegetales junto con las fúngicas y bacterianas. Otros autores proponen 

cuatro clases de quitinasas vegetales, basadas en la secuencia de aminoácidos, 

algunas de las cuales pueden estar presentes en la misma planta (Shinshi et al. 1995; 

Collinge et al. 1993). Las quitinasas de clase I, II y IV tienen dominios catalíticos 

homólogos. Este dominio es homólogo 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 enzimológicas, localización 

espacial y temporal, regulación y función (Kasprzewska 2003). Estas enzimas pueden 

estar implicadas en crecimiento y desarrollo así 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 antifúngicas en ensayos “in vitro” (Shinya et 

al. 2007). Estos autores observaron un aumento de la inducción de la expresión del 

gen de la quitinasa de clase IV de N. tabacum, el cual era inducido por elicitores 

fúngicos. Tanto las características transcripcionales como post-traduccionales de su 

producto génico (NtChitIV) indicaban que están implicadas en respuestas a infección 

frente a patógenos. En este sentido, Ott et al. (2006) observaron la inducción de 

quitinasas extracelulares en respuesta a elicitores bacterianos. Estas NtChitIV sufren 

la escisión proteolítica de la región N-terminal lo que reduce su actividad antifúngica y 

su especificidad de sustrato. Sin embargo, estas enzimas carentes del extremo N-

terminal pueden degradar las paredes celulares del patógeno dando lugar a la 

amplificación de la señal desencadenada por el elicitor mediante la liberación de un 

elicitor secundario procedente de las paredes del patógeno favoreciendo la 

transmisión de esta señal a las zonas que rodean al lugar de la infección (Shinya et al. 

2007). 
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Las endoquitinasas son enzimas capaces hidrolizar internamente polímeros de N-

acetil glucosamina (quitina) de la pared celular de los hongos liberando polisacáridos 

(Hart et al. 1995). En este sentido, Hengel et al. (1998) observaron la presencia de la 

proteína EP3 (endoquitinasa de clase IV), 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 nódulos de 

Castanaea sativa se producía un aumento de la expresión de los genes que codifican 

para endoquitinasas. Sin embargo, también encontraron estas enzimas en cultivos 

control por lo que propusieron que este hecho podía explicarse tanto por las 

condiciones de cultivo, las cuales pueden influir en la expresión de los genes, como 

por las pequeñas concentraciones de etileno que se generan en el interior de los 

matraces, afectando así a la expresión de los genes de las endoquitinasas. 

Transcurridos siete días no observaron un aumento en la expresión de estos genes 

por lo que su expresión está limitada a un nivel umbral. 

 

4.3.4 Identificación del proteoma extracelular de suspensiones celulares 

de Monastrell elicitadas con ciclodextrinas metiladas al azar y/o 

moléculas señal (jasmonato de metilo, ácido salicílico) y etileno mediante 

microsecuenciación 

Las respuestas de defensa inducidas están reguladas a través de una red de 

transducción de señales mediada por pequeñas moléculas que actúan como segundos 

mensajeros, tales como SA, JA y ET. Estos reguladores, dirigen la expresión de una 

serie de genes que codifican proteínas antimicrobianas o enzimas que catalizan la 

producción de metabolitos de defensa (Chong et al. 2008).  

El perfil proteómico extracelular de suspensiones celulares de Monastrell se realizó en 

condiciones control y de elicitación con CDM solas o combinadas con MJ, en 

presencia de SA y ET. Como se muestra en la Figura 4.39, el patrón de proteínas 

extracelular de suspensiones celulares elicitadas con CDM solas o combinadas con 

moléculas señal fue más complejo que cuando se analizó el perfil proteómico de los 

tratamientos que no contenían CDM, siendo el perfil más sencillo el mostrado en 

presencia de SA. Por este motivo se seleccionaron los tratamientos control, CDM y SA 

como tratamientos representativos del patrón de proteínas totales encontradas en 

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

forma diferencial.  

 

Figura 4.39 Patrón de proteínas 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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Aquí, como se observa en la Tabla 4.7 a, los péptidos trípticos inducidos por SA se 

encontraron exclusivamente en la banda 1, la cual tenía un peso molecular aparente 

de 28 KDa. Estos contenían secuencias de aminoácidos que presentaban homologías 

con peroxidasas de clase III tales como una peroxidasa 73 de V. vinifera 

(gi|225438962), la peroxidasa ATP9a de A. thaliana (gi|1546708) así como otras dos 

que presentaban homologías con las de Gossypium hirsutum (gi|19698446) y M. 

truncatula (gi|357452877), encontrándose todas ellas incluidas dentro del grupo de 

proteínas PR-9. Además se encontraron fragmentos trípticos que presentaron 

homología con una -1,3-glucosidasa (glucan endo-1,3- -glucosidasa) de V. vinifera 

(gi|225441645), perteneciente a las proteínas PR-2. Estos resultados muestran que la 

aplicación exógena de SA induce la acumulación extracelular de PRp, lo cual sugiere 

la posible implicación de SA como mediador de la expresión de productos génicos 

relacionados con respuestas de defensa. 

Por otra parte, se encontraron fragmentos trípticos inducidos por CDM (Tabla 4.7 b), 

en las bandas 1 (28 KDa) y 2 (37 KDa), siendo esta última inducida íntegramente por 

la presencia de CDM en los cultivos celulares. Los péptidos trípticos correspondientes 

a la banda 1, presentaron homología con una peroxidasa 5 de V. vinifera 

(gi|359490769) coincidente con la descrita en el análisis proteómico del label free y 

observada, casi exclusivamente, en los tratamientos que contenían CDM. En la banda 

2, se identificaron cinco fragmentos trípticos que se correspondían con una mananasa 

(manan endo-1,4-beta-manosidasa) 7 de V. vinifera (gi|225458217).  

Además de las proteínas inducidas por SA y CDM se observó la presencia de 

peroxidasas, proteínas PR y proteínas apoplásticas, en las bandas 1, 3, 4 y 5, tanto en 

los tratamientos control como en los que contenían SA o CDM por lo que su expresión 

es constitutiva (Tabla 4.7 c). En la banda 1, destacó la presencia de dos peroxidasas 

de V. vinifera, así 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 observó la presencia de otras proteínas PR tales como una 

quitinasa de clase IV de V. vinifera (gi|33413754) y una -1,3-glucanasa de V. riparia 

(gi|37992763). Esta última, (gi|225457600) también se encontró en la banda 3, de 

peso molecular aparente 41 KDa.  

En la banda 4 (peso molecular aparente 49.3 KDa), se observó la presencia de una 

proteína 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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peptídicos que presentaban homología con una proteína apoplástica similar a la 

reticulina oxidasa de V. vinifera (gi|225444139). 

Todas las peroxidasas se encontraron en la banda 1 y fueron las proteínas más 

abundantes detectadas en el medio extracelular tanto de suspensiones celulares 

control como en las tratadas con elicitor o moléculas señal. Las peroxidasas están 

implicadas en una gran variedad de procesos fisiológicos debido al gran número de 

isoformas y a la versatilidad para catalizar un gran número de reacciones enzimáticas 

(Passardi et al. 2004). Debido a la importancia que tienen las peroxidasas en el 

crecimiento y defensa de las plantas, durante la evolución se ha producido 

repetidamente la amplificación y modificación estructural de los genes que las 

expresan, para evitar su pérdida y garantizar su continuidad (Hiraga et al. 2001). Entre 

los procesos fisiológicos en los que están implicadas destacan las reacciones de 

endurecimiento e impermeabilización de la pared celular en respuesta a factores 

externos como heridas, pérdida de agua o invasión por patógenos (Veitch 2004). Mei 

et al. (2009) estudiaron la peroxidasa de G. hirsutum (GhPOX1) y observaron que la 

adición de inhibidores de la producción de ROS reducían significativamente la 

elongación de las fibras en cultivos de óvulos de G. hirsutum. Estos resultados 

coincidían con los de Dunand et al. (2007) que observaron que para la elongación de 

las células de la raíz en Arabidopsis era necesaria la presencia de O2
•-. 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 infección por patógenos o las heridas en tomate inducen la síntesis 

de una serie de proteínas ácidas y básicas 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 

homología con las secuencias de aminoácidos de la peroxidasa ATP9a concretamente 

con los péptidos señal característicos de las peroxidasas secretoras de clase III. Las 

peroxidasas más relacionadas con la ATP9a muestran una homología del 70 % en su 

secuencia de aminoácidos con otras especies tales como M. sativa y Spinacea 

oleracea, implicadas en respuestas de defensa contra patógenos (El-Turk et al. 1996). 

Las peroxidasas de origen ortólogo en especies vegetales distantes como Arabidopsis 

y G. hirsutum presentan homologías del 85 % en la secuencia de aminoácidos. Sin 

embargo, no se puede concluir que éstas tengan funciones biológicas equivalentes a 

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

2004). 

Las -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 patógenos. 

Estas enzimas están reguladas por auxinas, citoquininas y etileno y se expresan en 

respuesta a infección viral, bacteriana y fúngica (Sperisen et al. 1991).  

Las -1,3-glucanasas catalizan la hidrólisis de -1,3-glucano, un polímero formado por 

unidades de glucosa unidas por enlaces -1-3. Este polímero es un componente 

estructural de las paredes celulares de muchos hongos patógenos, así 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 

liberación de elicitores de naturaleza oligosacarídica, que promueven la producción de 

otras PRp y de fitoalexinas. Además de su papel en la defensa de las plantas, estas 

enzimas también están implicadas en otras funciones biológicas tales como la división 

celular, germinación de semillas, dormancia de las yemas, formación de flores y 

maduración de frutos (Morohashi y Matsushima 2000; Buchner et al. 2002; Akiyama et 

al. 2004). Estas proteínas se dividen en cuatro clases: -1,3-glucanasas I, II, III y IV. 

Las de tipo I son básicas y se encuentran en la vacuola y contienen una secuencia 

señal en el extremo C-terminal responsable de su localización intracelular (Shinshi et 

al 1988). Las de clase II, III y IV son ácidas y no tienen la secuencia señal en el 

extremo C-terminal, por lo que se secretan al apoplasto y podrían ser las detectadas 

en los cultivos celulares de Monastrell. Shi et al. (2006) compararon la secuencia de 

FaBG2-3 (una -1,3-glucanasa clonada a partir de tejidos de fresa) con las -1,3-

glucanasas de clase II de otras especies vegetales y observaron que esta proteína 

mostraba una alta homología con las enzimas de Glycine max, Cicer arietinum y V. 

riparia (AAR06588; gi|37992763) (63% identidad y 79% de similitud) la cual también se 

detectó como proteína constitutiva en los medios extracelulares de Monastrell. Estos 

autores observaron que al inocular con dos hongos distintos se producía la inducción 

de estas proteínas después de 48 h de incubación y que el nivel de inducción 

dependía de la velocidad de invasión del patógeno. En cualquier caso, la presencia de 

estas enzimas en tratamientos control estaría justificada debido a que también 

intervienen en procesos de desarrollo celular.  

Las quitinasas vegetales se inducen en respuesta a una infección por patógenos y al 

tratamiento con elicitores. Estas proteínas 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 -1,4-glicosídicos de la 

quitina es de esperar que estén implicados en la liberación de elicitores de tipo 

quitinoligosacarídicos de las paredes celulares durante una infección fúngica (Shinya 

et al. 2007). Benhamou et al. (1990) y Mauch et al. (1988) demostraron los efectos 

antifúngicos de algunas quitinasas, especialmente cuando se encontraban 

acompañadas de -1,3-glucanasas. Se han descrito distintos tipos de quitinasas en 

plantas (Kasprzewska 2003) por lo que además de participar en respuestas de 

defensa, también intervienen en la resistencia frente a estrés abiótico y desarrollo de la 

planta (Minic et al. 1998, Wiweger et al 2003). Shinya et al. (2009) estudiaron la 

regulación de la transcripción de la quitinasa IV de N. tabacum y encontraron que el 

promotor contenía una secuencia W box (GGTAAAGTCAA). Las secuencias W box se 

encuentran situadas en los promotores de diversos genes relacionados con la defensa 

y actúan como elementos de respuesta a elicitores en plantas (Yamamoto et al. 2004) 

así como elementos cis responsables de la inducción de la expresión de estos genes.  

SA y MJ participan como mediadores en la regulación positiva o negativa de un gran 

número de genes relacionados con la defensa, incluidas las quitinasas (Kunkel y 

Brooks 2002). Asimismo pueden regular de forma antagónica la expresión de 

determinados genes relacionados con la defensa. En un estudio realizado por Shinya 

et al. (2007) se observó que SA o MJ por separado podían atenuar la expresión 

inducida por la elicitación 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 proteínas inhibidoras de poligalacturonasas pertenecen a las proteínas PR-6. 

Estas proteínas interfieren en la infección fúngica inhibiendo la degradación de la 

pared celular vegetal causada por las poligalacturonasas fúngicas. Bézier et al. (2002) 

aislaron y caracterizaron el gen que codificaba para la proteína inhibidora de 

poligalacturonasa en V. vinifera. Estos genes se inducían durante la infección con B. 

cinerea como respuesta de defensa temprana. Las proteínas inhibidoras de 

poligalacturonasas inhiben la actividad de poligalacturonasas secretadas por hongos 

fitopatógenos e incrementan la estabilidad in vitro de los oligogalacturónidos activados 

por elicitor (Cervone et al 1989).  

Las manan endo-(1,4)- -manosidasas son las enzimas responsables de la escisión 

enzimática 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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polisacáridos de hemicelulosa presentes en las paredes celulares primarias de las 

plantas. Estos polímeros tienen dos funciones principales; como polisacáridos de 

reserva que proporcionan energía para las semillas en crecimiento y como 

componentes estructurales del entramado hemicelulosa-celulosa. En relación a sus 

funciones, estas enzimas se activan durante la germinación de las semillas y los 

procesos de crecimiento o senescencia (Schröder et al. 2009). Parece ser que las 

manan endo-(1,4)- -manosidasas realizan un papel similar a las xiloglucan 

endotransglicosilasas/hidrolasas en la remodelación de la pared celular. Asimismo, la 

presencia de estas enzimas es necesaria como ocurre durante la síntesis 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 

específicas en cuanto al sustrato que hidrolizan (Schröder et al. 2009), esto podría 

explicar su presencia exclusivamente en el tratamiento con CDM, lo cual puede 

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

La reticulina oxidasa, también denominada enzima de unión a berberina, pertenece a 

la familia de las oxidorreductasas unidas a FAD dependientes de oxígeno. Esta 

enzima es la responsable de la biosíntesis de los alcaloides bencilisoquinolina y 

cataliza la oxidación estereoespecífica así como la formación 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. Además, esta enzima es común en la familia de las 

Papaveráceas. En estudios realizados en girasol, Dittrich y Kutchan (1991) observaron 

que la expresión de los genes que codificaban para esta proteína se activaban en caso 

de infección fúngica. Esta proteína puede usar una gran variedad de azúcares 

reducidos, sobre todo hexosas que se acumulan en la planta tras una infección por 

patógenos, dando lugar a producción de H2O2. Asimismo, Custers et al. (2004) al 

añadir SA a hojas de Lactuca sativa y girasol observaron que la fracción de proteínas 

que tenía actividad antifúngica contenía secuencias que presentaban una alta 

homología a la reticulina oxidasa de E. californica y P. somniferum. La reticulina 

oxidasa cataliza la formación de alcaloides de benzofenantridina que se sintetizan en 

ciertas especies de plantas de las familias de las Papaveráceas y las Fumaráceas en 

respuesta a ataques patógenos, actuando así como fitoalexinas (Dittrich y Kutchan 

1991; Dixon 2001). 



 

 

 

Tabla 4.7 a Péptidos trípticos inducidos por SA 

Se han subrayado las secuencias consenso de las peroxidasas. 
a 
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Bandas de 

proteína 

Péptidos trípticos inducidos por SA Número de acceso Proteína Masa 

nominal 

 

Scores
a
 

 

28 kDa 

(banda 1) 

 

FYNGLLPR 

 

CAN83571 

gi|225441645 

 

Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa  

V. vinifera 

 

52210 

 

161 

  

DHPDNLSLAGDGFDTVIK 

VSCADILTMATR 

 

 

XP_002284278  

gi|225438962  

 

Peroxidasa 73 (Peroxidasa de clase III) 

V. vinifera 35826 

 

 

203 

 

 

DSVVILGGPDWDVK 

 

 

AAL93151 

gi|19698446 

 

 

Peroxidasa de clase III  

Gossypium hirsutum 

 

34830 

 

99 

 

QFDNVYYKNLQQGK 

VSCADILTMATR 

CAA67362 

gi|1546708 

 

Peroxidasa ATP9a (Peroxidasa de clase III) 

Arabidopsis thaliana 

34642 188 

 

 

ISPLTGTNGEIR 

XP_00359671.1  

gi|357452877 

 

Peroxidasa 

Medicago truncatula 

 

34432 

 

72 



 
            

 

 

 
Tabla 4.7 b Péptidos trípticos inducidos por CDM 

Bandas de 

proteína 

Péptidos trípticos inducidos por CDM Número de 

acceso 

Proteína Masa nominal 

 

Scores
a
 

       28 kDa 

(banda 1) 

DSVEITGGLGYDVPAG 

GLFTSDQTLLTDTTTATQVR 

 

XP_003634164 

gi|359490769 

Peroxidasa 5 

V. vinifera 

35394 158 

      

37 kDa 

(banda 2) 

ISSAFAEAAGHGLTIAR 

LVLSLANNYESFGGK 

QYVDWAR 

GQGQYLTSDDDFFR 

  NHIQDAQNVLR 

CBI19729 

gi|225458217 

Mannan endo-1,4-beta-

manosidasa 7 

V. vinifera 

48835 386 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Tabla 4.7 c Péptidos trípticos constitutivos 
Bandas de  

proteína 

Péptidos trípticos constitutivos Número de acceso Proteína Masa nominal 

 

Scores
a
 

28 kDa 

(banda 1) 

MGASILR 

DMVALSGAHTIGQAR 

XP_002269918 

gi| 225434381 

Peroxidasa 

V. vinifera 

33929 161 

  

FKAQGLSTR 

 

NP_200647 

gi|15237187 

 

Peroxidasa 

Arabidopsis thaliana 

 

35142 

 

104 

  

GFEVIDSAK 

 

AAF63024 

gi|7453849 

 

 

Precursor de peroxidasa 12  

(Spinacia oleracea) 

 

36813 

 

93 

  

GYEVIDTIK 

MGNLSPLTGTNGEIR 

DSVVALGGPTWTLQLGR 

        SQVESLCPGVVSCADIVAVAAR  

DSTTASLSTANSDLPGPASDLSTLISR 

 

XP_002285723  

gi|225459180 

 

Peroxidasa catiónica 

V. vinifera 

 

33659 

 

511 

  

NVQSAITSAGLQGQIK 

 

AAR06588 

gi|37992763 

 

 

β-1,3-glucanasa  

V. riparia 

 

36776 

 

68 

 FGTEGSTDDSLR 

AAFLDALNSYPR AINSIECDGGNTAAVNAR 

AAM95447 

gi|33413754 

Quitinasa de clase IV  

V. vinifera 

 243 

 

41kDa 

(banda 3) 

 

 

 

 

NFGILNGDGSK 

VAQLLQSTLIDK 

 

XP_002272900  

gi|225457600 

 

Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa 

V. vinifera 

 

49405 

 

134 



 
            

 

 

 

 

49.3 kDa 

(banda 4) 

 

STQIVDFSR 

SLTSLDLSHNK 

AAK14075 
gi|13172312 

Proteína inhibidora de poligalacturonasa 

V. vinifera 

 

37522 106 

      

 

 

54.2 kDa 

(banda 5) 

 

 

DVDIGVTK 

IDNDLFIR 

NEQSIPPLK 

VLLQPVTVNK 

SDYVQTPISK 

TAVDPTNFFR 

TGLVFNPYGGR 

KSDYVQTPISK 

YGLSIDQLVDAK 

 LVAVPETVTVFR 

LYSYMTPFVSK 

KYGLSIDQLVDAK 

MSEIPSSETAFPHR 

 

XP_002268606.1  

gi|225444139 

 

 

 
Proteína similar a reticulina oxidasa 

V. vinifera 

 

 

 

59382 

 

 

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 proteína inhibidora de poligalacturonasa. 
a 
Mascot Scores 
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1. El crecimiento de las suspensiones celulares de Monastrell en dos medios 

minerales (GB5 y MS) no mostró diferencias significativas a pesar de que GB5 es más 

pobre en fuente nitrogenada que el MS, por lo que se decidió continuar con el medio 

mineral GB5 ya que al ser más pobre en nutrientes lo hacen más adecuado para la 

producción de t-R. Asimismo, de entre las distintas concentraciones de sacarosa 

utilizadas se seleccionó la de 20 g/L con el fin de compatibilizar un buen crecimiento 

celular con la máxima producción de t-R. Utilizando esta concentración de fuente 

carbonada se calcularon los parámetros Vexp igual a 2.9 y Ta de 16 días.  

2. Se estudió la producción de t-R con CD de distinta naturaleza observándose 

diferencias significativas entre el uso de CDM y el resto por lo que se seleccionó ésta 

para la realización de los experimentos posteriores. Asimismo el uso de CDM a 

distintas concentraciones a lo largo del tiempo reveló que 50 mM de CDM y 96 h de 

tratamiento eran las condiciones más adecuadas para la producción de t-R con este 

elicitor. 

3. La elicitación de suspensiones celulares de Monastrell a distintas densidades 

celulares mostraron que la mayor producción de t-R tenía lugar a densidad celular baja 

lo cual hace inviable su paso a biorreacctor. Sin embargo, el uso de un segundo 

elicitor biótico como MJ, a distintas concentraciones y a distintos densidades celulares 

reveló que se producía un efecto sinérgico en la producción de t-R cuando MJ se 

usaba a una concentración de 100 M, haciendo posible el uso de densidades 

celulares mayores. Se seleccionó una densidad celular intermedia por no presentar 

diferencias significativas con la densidad celular baja. 

4. La adición de MJ en combinación con CDM alarga la fase de producción 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, detectándose 

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 detectándose t-R, c-R, t-P y c-P. 

5. El uso del medio mineral MS para la elicitación de las suspensiones celulares de 

Monastrell con CDM y MJ tampoco condujo al aumento de la producción 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 producción de t-R en estas condiciones. 

6. El uso de CDM solas o en combinación con MJ con un elicitor abiótico como la luz 

UV-A o C no dio lugar a un aumento significativo de la producción de t-R a ninguno de 
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los tiempos de irradiación ensayados. En el caso de las irradiaciones con luz UV-A, se 

observó un descenso en la producción en los tiempos de exposición cortos (5 y 15 

min) mientras que a partir de 30 min la producción se recupera hasta los niveles 

alcanzados con los tratamientos con CDM solas o en combinación con MJ. En el caso 

de las irradiaciones con luz UV-C resultaron ser muy perjudiciales para la producción 

de t-R tanto si se hacían en presencia de CDM solas o en combinación con MJ y a 

cualquiera de los tiempos de exposición ensayados. 

7. El uso de un fungicida sistémico como el FAl no produjo el aumento de la 

producción de t-R cuando se combinó con CDM solas y resultó tener un efecto 

antagónico con MJ cuando se ensayó en combinación 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 combinación con distintas concentraciones de 

MJ (25, 50, 100, 270 M) mostró que la concentración óptima de MJ varía 

dependiendo de la concentración de sacarosa usada. Los niveles de t-R más elevados 

se alcanzan cuando se utilizan 20 g/L de sacarosa y 100 M de MJ y con 30 g/L de 

sacarosa y 50 M de MJ no observándose diferencias significativas entre estos 

valores. 

9. El aumento de la superficie de aireación de los cultivos en matraces agitados no dio 

lugar a diferencias significativas en la producción de t-R en los elicitados solo con 

CDM o en combinación con MJ, aunque sí se observaron diferencias significativas 

entre la productividad de los matraces de 250 y 1000 mL. En relación al escalado los 

niveles de producción más elevados se encuentran en los matraces de 1000 y 5000 

mL aunque los valores de productividad máxima se observaron en matraces de 500 y 

5000 mL.  

10. La reutilización de las suspensiones celulares de Monastrell durante varios ciclos 

de elicitación continuos para la producción de t-R es posible cuando se utiliza CDM en 

combinación con MJ, obteniéndose altos niveles de producción hasta cuatro ciclos 

seguidos. Sin embargo cuando se utilizan solo CDM la producción comienza a 

descender bruscamente en el segundo ciclo de elicitación. 

11. El uso de SA y/o ET en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM 

solas o en combinación con MJ mostró un efecto aditivo en la producción de t-R 

cuando se utilizó ET, sin embargo SA tenía un efecto antagónico que producía la 

disminución de la producción de t-R en cualquiera de los tratamientos. 

12. El uso de bloqueadores de los canales de Ca2+ extracelular e intracelulares 

disminuye la producción de t-R, lo cual indica una dependiencia de los flujos de Ca2+. 
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El uso de inhibidores de PK y PP en suspensiones celulares de Monastrell elicitadas 

con CDM solas o en combinación con MJ produjo un descenso significativo de la 

producción de t-R cuando se utilizó un inhibidor de MAPK (Ap) y un inhibidor de PP 

(OFA), por lo que la producción es parcialmente dependiente de eventos de 

fosforilación y desfosforilación. El uso de un inhibidor de la NADPH oxidasa (DPI) en 

suspensiones celulares de Monastrell elicitadas con CDM solas o en combinación con 

MJ provocó una inhibición de la producción de t-R con lo cual ésta es dependiente de 

la producción de H2O2. Sin embargo el uso de un inhibidor de NO sintasa (L-NNA) y un 

secuestrador de NO (cPTiO) produjeron un descenso significativo de la producción de 

t-R pero no su inhibición total por lo que la producción es parcialmente dependiente de 

NO. 

13. El análisis mediante label-free y microsecuenciación del proteoma extracelular de 

suspensiones celulares elicitadas mostró la presencia de PRp cuyas secuencias de 

aminoácidos eran homólogas a -1,3-glucanasas, peroxidasas de clase III y una β-1,4-

mananasa, sugiriendo que las moléculas que han desencadenado su síntesis podrían 

mediar la expresión de los productos génicos relacionados con la defensa en 

Monastrell. Aparte de las proteínas inducidas por la elicitación se identificaron otras 

proteínas que se encontraban presentes en tratamientos control y elicitados. Entre 

estas proteínas se incluían quitinasas, proteínas inhibidoras de poligalacturonasa y 

proteínas similares a reticulina oxidasa las cuales están implicadas en la remodelación 

de la pared celular durante el crecimiento y la prevención de ataques patógenos.  
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