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2,4-D: ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

4CL: 4-cumarato:CoA ligasa 

4-MN: 4-metoxi-!-naftol 

ACX: acil-CoA oxidasa 

AIA: ácido indolacético 

ANA: ácido 1-naftalenacético 

AOC: aleno óxido ciclasa 

AOS: aleno óxido sintasa 

ANS: antocianidín sintasa 

AS: antocianina sintasa 

13-AOS: 13-aleno óxido sintasa 

BA: 6-benciladenina 
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CAS: cicloartenol sintasa 

CCoAOMT: cafeoil-CoA O-metiltransferasa 

CCR: p-hidroxicinamoil-CoA reductasa 

CDs: ciclodextrina(s)  

CDsM: "-ciclodextrinas metiladas al azar 

CDsH: "-ciclodextrinas hidroxipropiladas al azar  

CG-MS: cromatografía de gases/masas 

CHR: chalcona reductasa 

CHS: chalcona sintasa 

cv.: cultivar 

CA5H: coniferilaldehído 5-hidroxilasa 

C´3H: 5-O-(4-cumaroil) siquimato/quinato-3"hidroxilasa 

C4H: cinamato-4-hidroxilasa 

d: día 

DDT: ditiotreitol 

DFR: dihidroflavonol reductasa  

DHFR: dihidroxiflavonol reductasa  

DHK: dihidrokaemferol  

DHM: formándose dihidromiricetina  

DMAPP: dimetilalipirofosfato   

DMID: 7,2"-dihidroxi, 4"-metoxisoflavanol deshidratasa 
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DXP: 1-desoxi-D-xilulosa-5 fosfato  

DXR: deoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa  

DXS: 1-deoxi-D-xilulosa 5- fosfato sintasa  

EEC: matriz extracelular o espacio extracelular  

EDTA-Na: etilendiaminotetraacetato de sodio 

ESI: ionización por electrospray  

F3OH: flavanona 3-hidroxilasa  

FLS: flavonol sintasa 

FPP: farnesilpirofosfato  

FRET: transferencia de energía de resonancia de fluorescencia 

FS: flavona sintasa   

F3H: flavanona 3-hidroxilasa 

F3´H: P450: flavonoide 3-hidroxilasa 

F3´5´H: P450: flavonoide 3´5-hidroxilasa  

F5H: ferulato 5-hidroxilasa  

GGPP: gerenilgeranilpirofosfato  

GPP: geranil pirofosfato 

h: hora(s) 

HCA: ácido(s) hidrocinámico(s) 

HCT: hidroxicinamoiltransferasa 

HDR: hidroximetilbutenil pirofosfato reductasa.  

HDS: hidroximetilbutenil pirofosfato sintasa  

HMBPP: hidroximetilbutenil pirofosfato  

HMG CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A  

HMG: 3-hidroxi-3-metilglutaril  

HMGR: 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa  

HMGS: 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA sintasa 

HPLC-MS: cromatografía líquida de alta presión acoplado detector de espectrometría de masas  

H2O2: peróxido de hidrógeno 

13-HPOTE: ácido (13S)-hidroperoxioctadecatrienoico 

ICB: índice de crecimiento de la biomasa  

IDI: isopentenil difosfato isomerasa  

IEF: isoelectroenfoque 

IPP: isopentenilpirofosfato 

IFR: isoflavona reductasa 



! !"#$%&'()#'*!

iii 
!

IFS: isoflavona sintasa  

IOMT: isoflavone O-metiltransferasa 

I2!H: isoflavona 2"- hidroxilasa 

JA: ácido jasmónico 

JMT: ácido jasmónico carboxil metiltransferasa 

LC- ESI- MS/MS: cromatografía líquida acoplado a un espectrómetro de masas con una fuente 
de ionización de electrospray 

LC-FT-ICR-MS: cromatografía líquida acoplado detector de masas con un analizador de 
resonancia iónica ciclotrónica de iones, con transformada de Fourier 

LCR: leucoantocianidín reductasa 

LDOX: leucoantocianidín dioxigenasa 

LOX: lipooxigenasa  

MALDI-TOF-TOF: desorción/ionización láser asistida por matriz acoplada a tiempo de vuelo 

MAB: meristemo apical del brote 

MeOH: metanol 

MEP: metileritritol 4-fosfato  

min: minuto(s) 

MJ: jasmonato de metilo 

MS: Murashige y Skoog  

MS/MS: Espectrometría de masas en tándem 

MVA: ácido mevalónico o mevalonato  

MVD: mevalonato pirofosfato descarboxilasa  

MVK: mevalonato quinasa 

MT: Micro-Tom 

NAcGlc: N-acetilglucosamina 

NADPH: nicotinamida adenina dinucleótido fosfato  

NO: óxido nítrico  

OMT: O-metiltransferasa 

OPDA: 12-oxo-cis-fitodienoico  

OPR: cis(+)-12-oxofitodienoico reductasa 

OSC: óxido de escualeno ciclasa 

P450: citocromo P450 

PAL: fenilalanina amonio liasa 
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PMK: fosfomevalonato quinasa 
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PQ: proteín quinasas 

PVPP: polivinilpolipirrolidona  

Pr: productividad de la biomasa  

Proteínas PR: proteínas relacionadas con la patogénesis 

Prx: peroxidasa 

PS: peso seco  

RE: retículo endoplasmático  

ROS: especies reactivas de oxígeno 

RT: ramnosil transferasa 

SA: ácido salicílico 

SAD: sinapil alcohol deshidrogenasa  

SAM: S-adenosil-L-metionin-esterol-C-metiltransferasa 

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

SO: escualeno epoxidasa 
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Ta: tiempo de agotamiento de los nutrientes  
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Tr: tiempo de reacción 
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XEGIP: endoglucanasas fúngicas específicas del xiloglucano 

VR: vestitona reductasa 
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El tomate constituye uno de los cultivos hortícolas de mayor importancia económica a 

nivel mundial. Es, con diferencia, al que más superficie se le dedica (4.700.000 ha) y 

del que más producción se obtiene, con 162,0 millones de toneladas (FAOSTAT, 2012; 

http://faostat.fao.org). China, en 2012, con más de 50 Mt, fue el principal país productor 

de tomate, con una producción que representó el 31 % del total mundial, seguida por 

India, EE.UU., Turquía y Egipto. España ocupó la octava posición en la escala mundial 

en cuanto a producción (Tabla 1.1). 

 
Tabla 1.1. Valores de producción de tomate (Mt) en distintos países según el informe de la  
FAOSTAT (2012) 
 

 

En España, el tomate es, junto con el melón, el cultivo hortícola que más superficie 

ocupa, con 59.300 ha, y es, con diferencia, la hortaliza de la que se obtiene mayor 

producción, de la cual casi el 50 % se destina a la industria. El cultivo del tomate está 

muy extendido por casi toda la geografía nacional. La mayor producción de tomate 

corresponde a Andalucía, seguida de Murcia, Canarias y la Comunidad Valenciana 

(MAGRAMA, 2012). El tomate es también, dentro del conjunto de frutas y hortalizas, 

el producto más exportado de nuestro país. Como hemos reseñado, este cultivo es 

especialmente relevante en el sur de España, de hecho, en la Región de Murcia están 

asentadas las principales compañías españolas líderes en producción y facturación de 

País Producción (Mt)          % Producción 

          Producción (%) China 50 30,9 
India 17,5 10,8 

Estados Unidos 13,2 8,1 
Turquía 11,3 7,0 
Egipto 8,6 5,3 

Irán 6,0 3,7 
Italia 5,1 3,1 

España 4,0 2,5 
Brasil 3,9 2,4 

México 3,4 2,0 
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tomate de mesa como el Grupo Hortofrutícola La Paloma, Frutas Esther y S.A.T. Durán 

(INFO, 2013).  

 

La demanda de frutos de tomate aumenta continuamente y con ella su cultivo, 

producción y comercio. El incremento anual de la producción en los últimos años se 

debe principalmente al aumento en el rendimiento y, en menor proporción, al aumento 

de la superficie cultivada. El tomate es un fruto muy apreciado por sus características 

organolépticas de sabor y color. Su uso abarca desde el consumo en fresco o elaborados 

en forma de puré, sopa, zumo, frutos enteros, pelados o triturados, etc., todos ellos con 

alto grado de aceptación como ingredientes culinarios.  

 

El fruto de tomate y los productos derivados de éste son considerados alimentos 

saludables por varias razones. Son bajos en grasas y en calorías, no contienen colesterol 

y constituyen una buena fuente de fibra. Son una excelente fuente de compuestos 

bioactivos de gran valor nutricional como ácido fólico, ácido ascórbico (vitamina C), !-

caroteno (provitamina A), tocoferoles (vitamina E), compuestos fenólicos, licopeno, 

luteína y macroelementos como potasio (Davies y Hobson, 1996), además de trazas de 

microelementos como selenio, cobre, manganeso y zinc, los cuales actúan como 

cofactores de enzimas antioxidantes (Martínez-Valverde et al., 2002). Según diversos 

estudios epidemiológicos, los carotenoides del tomate pueden reducir 

significativamente el riesgo de contraer enfermedades degenerativas, entre las que se 

incluyen varios tipos de cáncer, enfermedades cardiovasculares y cataratas (Block et al., 

1992; Agarwal y Rao, 2000; Giovannucci et al., 2002; Willcox et al., 2003; Ray et al., 

2011, y referencias en el artículo).  

 

/080!9$)#'+!:!&-*'.,)(%()5+!

La domesticación del tomate (Solanum lycopersicum L.) se cree que se originó en la 

región andina, que se extiende desde el Sur de Colombia al Norte de Chile, y en las 

Islas Galápagos (Nuez et al., 2004). Aunque el origen y la domesticación son dudosos, 

existen evidencias que señalan que esta especie, antes de su llegada a Europa y Asia, 

había alcanzado una fase de domesticación avanzada (Rick, 1976 y 1991; Foolad, 

2007), ya que se han encontrado diversos grabados, pertenecientes a antiguos herbarios, 
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que revelan que los primeros tomates cultivados en Europa tenían frutos de un gran 

calibre (Jenkins, 1948; Esquinas-Alcázar y Nuez, 1995). 

/0;0!<%=-+-*>%!:!*-$?-2-#>%!

El tomate pertenece a la familia Solanaceae, que comprende aproximadamente 98 

géneros y unas 2.700 especies. Linneo, en 1753, denominó al tomate cultivado Solanum 

lycopersicum, si bien, un año más tarde Miller incluyó al tomate en el género 

Lycopersicon. En un principio, el género Lycopersicon se distinguió del género 

Solanum por presentar el primero hojas pinnadas y dehiscencia lateral de las anteras, 

mientras que en el segundo las hojas tienden a ser simples y la dehiscencia de las 

anteras se produce por un poro apical. Las relaciones filogenéticas entre Solanum y 

Lycopersicon han sido objeto de numerosos estudios en los que se han analizado datos 

morfológicos, secuencias aminoacídicas de la plastocianina o de la subunidad pequeña 

de la enzima rubisco, flavonoides, ADN mitocondrial, cloroplástico y nuclear, etc. 

(Spooner et al., 1993, y otras referencias del artículo). En la actualidad, teniendo en 

cuenta tantos datos morfológicos y moleculares, se ha vuelto a reasignar el nombre de 

Solanum lycopersicum para el tomate cultivado (Foolad, 2007, y referencias en el 

artículo). 

 

El tomate es una planta que puede desarrollarse de forma rastrera, semierecta o erecta y 

el crecimiento es limitado (variedades determinadas) e ilimitado (variedades 

indeterminadas). Su sistema radicular está compuesto por una raíz principal (corta y 

débil), raíces secundarias (numerosas y potentes) y raíces adventicias. En el tallo 

principal se desarrollan hojas, tallos secundarios e inflorescencias. La hoja es 

compuesta e imparipinnada, con foliolos peciolados, lobulados y con borde dentado. La 

flor es perfecta, regular e hipógina, y consta de cinco o más sépalos verdes, suele tener 

el mismo número de sépalos que de pétalos, estos últimos de color amarillo. Los 

estambres se desarrollan fusionados, formando un cono estaminal que envuelve al 

gineceo (con un ovario bi- o plurilocular). Las flores se agrupan en inflorescencias de 

tipo racimoso y se unen al eje de la inflorescencia por medio de un pedicelo articulado 

que contiene la zona de abscisión. El fruto es una baya carnosa bi- o plurilocular 

constituida por el pericarpio, el tejido placentario y las semillas (Chamorro, 1995). 
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El tomate cv. Micro-Tom (MT) fue desarrollado como planta ornamental a partir del 

cruce entre los cultivares Florida Basket y Ohio 4013 (Scott y Harbaugh, 1989). Este 

cultivar se caracteriza por presentar un ciclo biológico muy corto (70-90 días), un 

tamaño reducido debido a que presenta entrenudos de corta longitud y un claro fenotipo 

determinado (la planta completa mide entre 10 y 20 cm) y se puede cultivar a alta 

densidad, hasta 1.357 plantas/m2 (Fig. 1.1) (Meissner et al., 1997). Estas propiedades, 

pequeño tamaño y ciclo biológico corto, son las idóneas para llevar a cabo estudios 

controlados en laboratorio, características que también cumplen otros modelos 

biológicos como Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis 

elegans y Danio rerio, entre otros. De hecho, el cultivar MT se ha utilizado como 

modelo de plantas que poseen frutos carnosos en estudios genéticos (Meissner et al., 

1997; Mathews et al., 2003; Martí et al., 2006; Carvalho et al., 2011; Lombardi-

Crestana et al., 2012), genómicos (Aoki et al., 2010; Dan et al., 2006; Matsukura et al., 

2008), fisiológicos (Martí et al., 2006; Gómez et al., 2009) y metabolómicos (Ragab et 

al., 2006; Moco et al., 2006a y b, 2007; Iijima et al., 2008a y b; Slimestad y Verheul, 

2009). 

 

Teniendo en cuenta su genealogía, el fenotipo de MT es el resultado de dos mutaciones 

recesivas principales: dwarf (d) y miniature (mnt) (Meissner et al., 1997). Aunque 

mediante estudios de alelismo se ha sugerido que MT posee otra mutación en el gen D 

(Martí et al., 2006). 

 

El fenotipo determinado de MT se debe a una mutación en el gen SELF-PRUNING (SP) 

(Martí et al., 2006). El gen SP pertenece a la familia CETS de genes reguladores que 

codifican una proteína moduladora de 23 kDa, que, a su vez, determina el potencial del 

meristemo apical para continuar creciendo. El gen SP controla el proceso mediante el 

cual las fases vegetativas y reproductivas alternan en el vástago simpodial del tomate. 
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Figura 1.1. Tamaño en el tiempo de floración de los cultivares de tomate Micro-Tom (MT), 

Ailsa Craig (A, un cultivar con fenotipo indeterminado) y Rutgers y UC-82 (R y U, dos 

cultivares con fenotipo determinado). Tomado de Martí et al. (2006). 

Mientras que en las especies que exhiben una arquitectura monopodial el meristemo 

apical del brote (MAB) es indeterminado y los órganos vegetativos y reproductivos se 

generan en sus flancos, el MAB de tomate es determinado y el desarrollo del primer 

brote se completa cuando aparece la primera inflorescencia. A este primer brote se le 

denomina ‘segmento inicial’. A continuación se desarrolla un nuevo brote vegetativo 

del meristemo axilar más alto, es decir, un meristemo simpodial localizado en la axila 

de la hoja más joven justo por debajo de la inflorescencia. El meristemo simpodial 

permite a la planta continuar su crecimiento, desarrollando tres nudos vegetativos 

(hojas) antes de terminar en una nueva inflorescencia. Este patrón de crecimiento se 

repite a través de sucesivos segmentos determinados o unidades ‘simpodiales’. Por 

tanto, la arquitectura de la planta del tomate implica una alternancia regular de fases 

vegetativas y reproductivas entre el brote primario y los brotes axilares. 
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El gen SP controla la transición del desarrollo vegetativo a reproductivo en los 

meristemos de la inflorescencia (Pnueli et al., 1998). La anulación de función del gen 

SP no tiene efectos en la arquitectura del segmento inicial, pero promueve una 

reducción gradual del número de nudos vegetativos que se generan en los sucesivos 

segmentos simpodiales (Pnueli et al., 1998). En este sentido, se ha podido comprobar 

que la sobreexpresión del gen SP en tomate da lugar a un extensión de la fase vegetativa 

en los brotes simpodiales (Pnueli et al., 1998). A pesar de las diferencias entre los 

sistemas monopodiales y simpodiales, los genes que mantienen el estado indeterminado 

del brote en Arabidopsis thaliana (TFL1; TERMINAL FLOWER 1) y en Antirrhinum 

majus (CEN, CENTRORADIALIS) son ortólogos al gen SP de tomate (Pnueli et al., 

1998). 

 

Mediante el etiquetado de transposones (transposon tagging) se ha logrado aislar el gen 

DWARF (D). Este gen codifica una P450 implicada en la ruta de biosíntesis de 

brasinoesteroides y cataliza la oxidación en C6 de la 6-deoxocastasterona para dar 

castasterona, que es el precursor del brasinoesteroide con mayor actividad biológica, el 

brasinólido (Bishop et al., 1996). Se ha comprobado que diversos genes homólogos al 

gen D de tomate aislados de Arabidopsis y de arroz también presentan actividad C-6 

oxidasa (Martí et al., 2006). En tomate el gen D se expresa en todos los órganos, pero 

especialmente en los tejidos vegetativos y reproductivos en expansión, por lo que la 

mutación d se ha usado para la obtención de variedades de tomate enanas. 

 

Aunque la mutación mnt no está bien caracterizada, se ha sugerido que está asociada a 

la señalización de giberelinas y que ésta no afecta al metabolismo de estas fitohormonas 

(Martí et al., 2006). 

 

El tomate es susceptible a un gran número de enfermedades provocadas por hongos, 

bacterias, virus, viroides y nemátodos (Matsukura et al., 2008, y referencias en el 

artículo). En 2005, Takahashi et al. inocularon plantas del cv. MT con los principales 

agentes patógenos de tomate (10 hongos, 6 bacterias y 3 virus) y observaron que este 

cultivar es, en general, susceptible a la mayoría de estos patógenos, aunque es resistente 

a Alternaria alternata, Corynespora cassiicola y Fusarium oxysporum. Además, en 
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otros estudios se ha descrito que MT es resistente a Cladosporium fulvum, que provoca 

la enfermedad llamada cladosporiosis, a la raza silvestre 1 de Fusarium y a 

Stemphylium spp. que provoca la mancha gris de la hoja (grey leafspot) (Martí et al., 

2006, y referencias en el artículo). 

 

//0!A',%C-2).*-!.'(6+&%$)-!'+!42%+,%.!

Todas las células llevan a cabo reacciones bioquímicas esenciales y al conjunto de estas 

reacciones se le conoce como metabolismo primario, que conduce a la síntesis de las 

principales biomoléculas estructurales y energéticas: carbohidratos, lípidos y proteínas. 

A diferencia de otros organismos, las plantas son capaces de presentar un gran número 

de rutas biosintéticas secundarias que conducen a la producción de compuestos 

conocidos como metabolitos secundarios (Croteau et al., 2000). 

 

El nombre de metabolito secundario es utilizado para referirse a aquellos compuestos 

naturales que son sintetizados y utilizados por las células, pero no son esenciales, dado 

que no participan directamente en el metabolismo primario, pero tienen un papel 

primordial en la supervivencia de las plantas, siendo algunas de sus funciones actuar 

como señales moleculares dentro de la planta o entre la planta y los microorganismos, 

en la defensa frente a herbívoros, otras plantas y animales, como atrayentes de insectos 

polinizadores y otros animales que dispersan las semillas (Kessler y Baldwin, 2002; 

Lattanzio et al., 2006), o frente a situaciones de estrés abiótico, como ozono, luz UV, 

salinidad, etc. (Winkel-Shirley, 2002; Ramakrishna y Ravishankar, 2011). 

 

En relación con la defensa, en los últimos años se han presentado evidencias que 

sugieren que los metabolitos secundarios desempeñan, además, funciones auxiliares, 

entre las que se incluyen las relacionadas con el metabolismo primario y que su 

producción no tendría un coste directo sobre el metabolismo primario, al igual que se ha 

sugerido en animales (Neilson et al., 2013 y referencias en el artículo). Neilson et al. 

(2013) hacen hincapié en que los metabolitos secundarios pueden servir de compuestos 

de almacenamiento y pueden ser, por tanto, movilizados para compensar deficiencias en 

el metabolismo primario. En consecuencia, estos autores difieren del enfoque 
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tradicional “de compromiso” entre defensa (destinar carbono asimilado a la síntesis de 

metabolitos secundarios) o procesos de crecimiento y desarrollo (destinar carbono 

asimilado a la síntesis de metabolitos primarios) y sugieren que los metabolitos 

secundarios contribuyen a la plasticidad intrínseca de las plantas, que es necesaria para 

los procesos de crecimiento, desarrollo e interacción con el medio ambiente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Esquema simplificado de las principales rutas de biosíntesis de los metabolitos 

secundarios en plantas y su relación con el metabolismo primario. Tomado de Almagro (2011). 

Los compuestos que forman parte del metabolismo secundario se pueden clasificar en 

tres grupos químicos principales: los compuestos fenólicos, los terpenoides o 

isoprenoides y los compuestos nitrogenados o alcaloides (Figura 1.2). Así, los 

compuestos fenólicos se sintetizan a partir de los aminoácidos aromáticos formados en 

la ruta del ácido siquímico y a partir de la ruta del ácido malónico (Taiz y Zeiger, 2010). 

Los terpenoides se pueden originar por dos vías, la ruta del ácido mevalónico y la ruta 

del metil-eritritol 4-fosfato (Harborne, 1999). La mayor parte de los compuestos 

nitrogenados se sintetizan a partir de aminoácidos aromáticos, sintetizados en la ruta del 
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ácido siquímico, y de los aminoácidos alifáticos, formados en el ciclo Krebs o de los 

ácidos tricarboxílicos (Cheng et al., 2007). 

 

Pese a la gran variedad de metabolitos secundarios existentes, el número de rutas 

biosintéticas es limitado, 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. Además, la biosíntesis de una determinada clase de metabolitos secundarios 

depende de la constitución genética de la planta, es decir está restringida a estados 

específicos del desarrollo del organismo, a células especializadas o a periodos de estrés 

de distinta naturaleza (Harborne, 1999; Winkel-Shirley, 2002). 

 

//030!D-*46'.,-.!?'+52)(-.!

//03030!E'+'$%2)&%&'.!!

Los compuestos fenólicos o polifenoles constituyen uno de los principales grupos de 

metabolitos secundarios. Aunque, por definición, todos estos compuestos poseen, al 

menos, un anillo aromático sustituido con uno o varios grupos hidroxilo (grupos que, a 

su vez, pueden reaccionar para dar lugar a la formación de ésteres, metil-éteres, 

glicósidos, etc.), se excluyen de este grupo compuestos cuya estructura principal deriva 

de otras rutas biosintéticas que dan origen a otros tipos de compuestos, tales como 

terpenoides, alcaloides, etc. Así pues, a la hora de definir los compuestos fenólicos, es 

preferible atender a consideraciones de origen biosintético, definiéndose estas 

sustancias como aquellas derivadas de dos rutas principales: La ruta del ácido 

siquímico, que da lugar a la formación de fenilalanina y, a través del metabolismo 

fenilpropanoide general, de fenilpropanos y derivados (Figura 1.3), y la del acetato-

malonato, que puede originar fenoles simples y quinonas (Harborne, 1999; Taiz y 

Zeiger, 2010). La combinación de ambas rutas principales da lugar a la formación de los 

flavonoides, que es el subgrupo de compuestos fenólicos que presenta mayor diversidad 

y una distribución más amplia en el Reino Vegetal. Por lo tanto, la gran variedad 

estructural existente dentro de este grupo de metabolitos secundarios surge a partir de 
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un número limitado de precursores biosintéticos: fosfoenolpiruvato, piruvato, acetato, 

acetil-CoA y malonil-CoA (Vogt , 2010). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Ruta general biosintética de los compuestos fenólicos y sus principales subgrupos. 

Adaptado de Hichri et al., 2011. 

Dentro de los compuestos fenólicos se pueden establecer varios subgrupos atendiendo 

al número de átomos de carbono y a la estructura del esqueleto fenólico básico (Tabla 

1.2). Los ácidos hidroxicinámicos (C6-C3), entre los que se incluyen los ácidos 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 
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ácido p-cumárico conduce a la formación de los ácidos hidroxibenzoicos (C6-C1), tales 

como salicílico, siríngico, gálico y vainíllico (Harborne, 1999; Boudet, 2007; Taiz y 

Zeiger, 2010).  

 
Tabla 1.2. Diferentes compuestos fenólicos presentes en las plantas. Adaptado de Robards et 
al. (1999) y Haminiuk et al. (2012). 

Esqueleto 
básico 

 

Clase 

 

Ejemplos 

 
C6 

 
Fenoles simples 
Benzoquinonas 

 
Catecol, hidroquinona, resorcinol 
2,6-dimetoxibenzoquinona 

C6-C1 Ácidos fenólicos Ácido p-hidroxibenzoico, ácido salicílico 
C6-C2 Acetofenonas 

Ácidos fenilacéticos 
3-Acetil-6-metoxibenzaldehído 
Ácido p-hidroxifenilacético 

C6-C3 Ácidos cinámicos 
Fenilpropenos 
Cumarinas 
Isocumarina 
Cromonas 

Ácido cafeico, ácido ferúlico 
Eugenol, miristicina 
Umbeliferona, esculetina, escopoletina 
Bergenina 
Eugenina 

C6-C4 Naftoquinonas Juglona 
C6-C1-C6 Xantonas Mangostina, mangiferina 
C6-C2-C6 Estilbenos 

Antraquinonas 
Resveratrol 
Emodina 

C6-C3-C6 Flavonoides 
 
Flavonas 
Flavonoles 
Glicósidos de flavonol 
Flavononoles 
Flavanonas 
Glicósidos de 
flavanona 
Antocianinas 
Flavanoles 
(catequinas) 
Chalconas 
 
Isoflavonoides 

 
 
Sinensetina, nobiletina, tangeretina, diosmina 
Quercetina, miricetina, kampferol 
Rutina 
Glicósidos de dihidroquercetina, dihidrokampferol 
Hesperitina, naringenina 
Hesperidina, neohesperidina, narirutina, naringina 
Glicósidos de cianidina, pelargonidina, malvidina 
(+)-Catequina, (-)-Epicatequina, (+)-galocatequina 
Arbutina, chalconarigenina 
 
Genisteína 

(C6-C3)2 Lignanos 
Neolignanos 

Pinoresinol 
Eusiderina 

(C6-C3-C6)2 Biflavonoides Agatisflavona 
(C6-C3)n Ligninas  
(C6)6 Catecol melaninas  
(C6-C3-C6)n Flavolanos  (Taninos condensados) 

 
 

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

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

fenilpropanoide, los estilbenos (C6-C2-C6) y los flavonoides (C6-C3-C6). La estructura 



+,(#-.)//&0,1

14 
 

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 1.3). En función del grado de insaturación y del 

grado de oxidación de la cadena central de tres átomos de carbono se pueden diferenciar 

los diferentes tipos de flavonoides. A su vez, dentro de éstos, se pueden distinguir 

diferentes clases en función del número y la naturaleza de los grupos sustituyentes 

unidos a los anillos. 

 

Así pues, teniendo en cuenta estas consideraciones y ampliándolas a los demás 

subgrupos de compuestos fenólicos, no resulta difícil comprender la ingente cantidad de 

estructuras posibles, máxime si se piensa que, además, muchos de estos compuestos 

pueden sufrir reacciones de condensación para dar lugar a oligómeros o polímeros, tales 

como lignanos, ligninas, proantocianidinas, etc. (Figura 1.3, Tabla 1.2). 

 

La química de los compuestos fenólicos se ve complicada aun más por el hecho de que 

la mayoría de estos compuestos se presentan en la Naturaleza en forma conjugada, 

principalmente con una o varias moléculas de azúcar unidas a través de los grupos 

hidroxilo. Los monosacáridos normalmente asociados son glucosa, galactosa, arabinosa, 

ramnosa, xilosa, manosa, apiosa, alosa, y los ácidos glucurónico y galacturónico. 

Además, estos azúcares pueden presentarse como di-, tri- o tetrasacáridos. Otras formas 

conjugadas incluyen uniones con ácidos orgánicos (alifáticos y aromáticos) e 

inorgánicos, aminas, lípidos e incluso con otros fenoles, lo que añade mayor 

complejidad a la hora de caracterizar químicamente estos compuestos (Harborne y 

Williams, 2000). 

 

Dentro de una misma planta los compuestos fenólicos se encuentran presentes en, 

prácticamente, todas las partes de la misma. Sin embargo, la distribución de estos 

compuestos no suele ser uniforme ni desde un punto de vista cualitativo ni cuantitativo 

(Tabla 1.3). Así, por ejemplo, los frutos son especialmente ricos en ácidos cinámicos 

(Haminiuk et al., 2012), que normalmente se presentan formando ésteres con ácido 

quínico, glucosa o ácido tartárico. Por su parte, los flavanoles (que algunos autores 

denominan genéricamente catequinas) en sus formas mono-, oligo- o poliméricas, 
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aunque también son importantes constituyentes de los frutos (donde se encuentran, 

principalmente, en forma libre, no glicosilados), son los compuestos fenólicos 

mayoritarios de la madera y, sobre todo, de la corteza de determinados árboles, de 

donde se extraían (y se extraen) con fines industriales (Tabla 1.3) (Matthews et al., 

1997). 

 

Tampoco suele existir homogeneidad en cuanto a la distribución de los compuestos 

fenólicos dentro de un órgano, ya que los diferentes tejidos que lo forman no presentan 

la misma capacidad biosintética. De nuevo, en el caso de los frutos, la acumulación de 

fenoles solubles es mayor en los tejidos externos (epidermis y capa subepidérmica) que 

en los internos (mesocarpo y pulpa) (Haminiuk et al., 2012). A veces la situación se 

hace más compleja, como en el caso de las antocianinas que, en las capas internas de la 

piel, se encuentran mayoritariamente en su forma de base quinonoidal y en las capas 

externas en la forma de catión flavilio, diferencia debida al diferente pH de las vacuolas 

en ambas zonas del tejido. 

 
Tabla 1.3. Concentración relativa de compuestos fenólicos en los tejidos vegetales (Pratt y 
Hudson, 1990). 

Tejido Concentración relativa 

 

Fruto 

 

Ácidos cinámicos > catequinas $ leucoantocianinas (flavan-3,4-dioles) > 
flavonoles 

Hoja Flavonoles $ ácidos cinámicos > catequinas $ leucoantocianinas 

Madera Catequinas $ leucoantocianinas > flavonoles > ácidos cinámicos 

Corteza Igual que en la madera, pero mayores concentraciones 

 

 

A nivel subcelular, los compuestos fenólicos se acumulan en forma soluble 

principalmente en las vacuolas con relativamente pequeñas cantidades en el espacio 

libre apoplástico, estando, debido a su alta reactividad, ausentes del citoplasma. Sin 

embargo, estos compuestos también pueden presentarse ligados a determinadas 

estructuras subcelulares, como es el caso de la pared celular, donde se acumulan las 

ligninas y algunas moléculas simples, derivadas de los ácidos hidroxicinámicos y 

flavonoides (Robards et al., 1999). La presencia de compuestos fenólicos en diferentes 
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estados (solubles, en suspensión o ligados a los componentes de la pared celular) afecta 

a su extracción y, por lo tanto, a la cuantificación de los mismos (Winkel-Shirley, 

2002). 

 

Finalmente, la síntesis y la acumulación de los compuestos fenólicos están 

condicionadas por el estado de desarrollo general de la planta o de los órganos, tejidos y 

células considerados. El control de estos procesos, que determinan en última instancia la 

distribución de estos metabolitos secundarios, viene determinado, a su vez, por factores 

de tipo endógeno relacionados con los procesos de diferenciación dependientes del 

desarrollo y/o por factores externos tales como la luz, la temperatura o los ataques de 

agentes bióticos o abióticos (Winkel-Shirley, 2002; Hichri et al., 2011; Ramakrishna y 

Ravishankar, 2011). 

//03030!30!D-*46'.,-.!?'+52)(-.!'+!,-*%,'!!

La composición de metabolitos en los frutos de tomate depende de varios factores, 

como tipo de tejido (Moco et al., 2007; Peng et al., 2008), el estado fisiológico y 

nutricional de la planta (Parr y Bolwell, 2000; van der Rest et al., 2006; Gómez et al., 

2009), tipo de cultivar (Stewart et al., 2001), condiciones climáticas (Dumas et al., 

2003, Gautier et al., 2008), prácticas culturales (Mitchell et al., 2007) y condiciones de 

almacenamiento de los frutos (Slimestad y Verheul, 2009; Gómez et al., 2009), entre 

otros. 

 

En frutos de tomate, con excepción de algunos genotipos (Willits et al., 2005), los 

flavonoides y sus formas glicosiladas se localizan principalmente en el exocarpo (Muir 

et al., 2001; Bovy et al., 2002; Moco et al., 2006a y b y 2007; Slimestad y Verheul, 

2009), mientras que en el resto de los tejidos del pericarpo apenas se acumulan 

flavonoides. Estos datos bioquímicos se correlacionan con la expresión de los genes 

implicados en la ruta de biosíntesis de los flavonoides en los tejidos del fruto, así, en el 

mesocarpo y endocarpo sólo se detectan pequeños niveles de transcritos de estos genes, 

mientras que en el exocarpo se detectan niveles significativos de chalcona sintasa 

(CHS), flavonona-3’-hidroxilasa (F3’H) y flavonol sintasa (FLS) (Colliver et al., 2002; 

Bovy et al., 2007). Los principales flavonoides en los frutos de tomate son la 
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naringenina chalcona, la rutina y el kampferol (Hunt y Baker, 1980; Verhoeyen et al., 

2002; Bovy et al., 2007). 

 

Mediante estudios metabolómicos, basados en HPLC-DAD–ESI-MS, se ha comprobado 

que, además de estos flavonoles, en los frutos de tomate de tres cultivares (Raf, Rambo 

y Daniela) se detectaron altos niveles de ácidos hidroxicinámicos y derivados (como 

cafeoil-hexosa I, ácido cumárico hexosa I y ácido clorogénico) y ácidos fenilacéticos y 

derivados (como el ácido homovainíllico hexosa I y II) (Gómez-Romero et al., 2010).  

 

También se ha puesto de manifiesto que durante la maduración del fruto de tomate los 

flavonoides se encuentran principalmente en la epidermis y que su patrón de 

acumulación durante el desarrollo puede definirse por diferentes tipos de flavonoides. 

Así, mientras que la naringenina y la naringenina chalcona aumentan con el desarrollo 

del fruto, los niveles de quercetín-trisacárido disminuyen (Moco et al., 2007; Iijima et 

al., 2008a y b). 

 

En el cultivar MT, usando LC-FT-ICR-MS, se ha descrito la presencia de 869 

metabolitos y, de éstos, 70 eran flavonoides, de los que se identificaron, mediante 

MS/MS,! cuatro chalconas y agliconas de flavanonas (naringenina chalcona, 

naringenina, eriodictiol y eriodictiol chalcona), y dos agliconas de flavonol (quercetina 

y kampferol) (Iijima et al., 2008a y b). En la epidermis de MT también se ha descrito la 

presencia de un estilbenoide, el resveratrol, detectado por GC-MS y con unos niveles de 

18,4 µg g-1 peso seco (Ragab et al., 2006). 

 

//03080!F)-.>+,'.).!&'!2-.!(-*46'.,-.!?'+52)(-.!

Como se ha comentado en el apartado anterior, los fenilpropanoides se originan a partir 

de los aminoácidos L-fenilalanina (Phe) y L-tirosina (Tyr) (Figura 1.3). La ruta de 

biosíntesis de los fenilpropanoides (Figura 1.4) se inicia por la acción de la enzima 

fenilalanina amonio liasa (PAL; EC 4.3.1.5), que cataliza la desaminación no oxidativa 

de Phe, dando lugar a amonio y al ácido trans-cinámico (Dixon y Paiva, 1995). En 

dicotiledóneas la enzima PAL es capaz de desaminar de forma eficiente Phe, mientras 

que la PAL de algunas monocotiledóneas, como el maíz, puede desaminar tanto a Phe 
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como a Tyr. Esta enzima fue descrita por primera vez por Koukol y Conn (1961) y, 

desde entonces, ha sido objeto de un gran número de investigaciones, muchas de las 

cuales hacen hincapié en la correlación entre la expresión de esta enzima y los niveles 

de compuestos fenólicos (Boudet, 2007, y referencias en el artículo). No obstante, 

además de esta regulación de novo, se han descrito otros mecanismos de regulación para 

la PAL mediante feed-back (Blount et al., 2000) y modificaciones postranscripcionales 

(Cheng et al., 2001). 

 

La PAL también forma complejos enzimáticos responsables de la canalización 

específica de sustratos o channeling. Fue Stafford (1974) quién sugirió que las enzimas 

que catalizan reacciones secuenciales de la ruta de los fenilpropanoides estaban 

organizadas en complejos, conocidos como compartimentos metabólicos o 

metabolones, en los que el producto de la enzima formado en una reacción catalítica se 

transfiere de forma directa a otra enzima sin ser liberado al citoplasma. Este proceso de 

canalización puede llevarse a cabo mediante interacciones físicas entre las distintas 

enzimas, como se ha demostrado en la ruta de biosíntesis de flavonoides en Arabidopsis 

thaliana (Winkel-Shirley, 1999) y/o puede llevarse a cabo mediante co-localizaciones 

de las enzimas sobre membranas u otras superficies (Liu y Dixon, 2001). 

 

Se han presentado gran número de evidencias que sugieren la canalización de ácido 

trans-cinámico entre la PAL y la cinamato hidroxilasa (C4H) in vivo para producir el 

ácido hidroxicinámico p-cumárico, un intermediario clave de la ruta de los 

fenilpropanoides (Rasmussen y Dixon, 1999). Achnine et al. (2004) usando plantas 

transgénicas de tabaco que expresan dos isoformas de PAL de tabaco (PAL1 y PAL2) y 

de C4H han observado que la localización subcelular de las isoformas de PAL es 

diferente y que ésta depende de la cantidad de C4H capaz de formar complejos con 

PAL1. La C4H es una citocromo P450 asociada al retículo endoplásmico (RE) y ancla 

sólo a la PAL1 al RE. El ácido trans-cinámico producido por la isoforma PAL2 llegaría 

a la enzima C4H mediante difusión por el citoplasma (Achnine et al., 2004). Esta 

distribución subcelular diferencial del ácido trans-cinámico (RE y citosol), debido a la 

diferente localización de las isoformas PAL1 y PAL2, podría ayudar a canalizar la 

biosíntesis de fenilpropanoides entre las diferentes rutas, incluyendo aquellas que evitan 



+,(#-.)//&0,1

19 
 

la catalizada por C4H (por ejemplo, la 2-hidroxilación del ácido cinámico). 

 

Se conocen varios inhibidores de la PAL, como el ácido 2-amino-4-bromoindano-2-

fosfórico, que es un potente inhibidor sintético (Miziak et al., 2007), y el cinamaldehído 

(Fujita et al., 2006) que, curiosamente, impide el pardeamiento en hojas de lechuga 

cortada. 

 

Las citocromo P450 monoxigenasas son otro grupo de enzimas implicadas en el 

metabolismo de los fenilpropanoides. La mayoría de los fenoles que proceden de la Phe 

son oxidados a 4-cumaroil-CoA. La enzima 4-cumarato:CoA ligasa (4CL; EC 6.2.1.12) 

cataliza la formación de este intermediario activado que se emplea en la biosíntesis de 

distintos tipos de fenilpropanoides, como monolignoles, flavonoides, cumarinas, 

estilbenos, xantonas, ésteres fenólicos, derivados benzoicos, etc. (Dixon y Paiva, 1995; 

Boudet, 2007; Vogt, 2010). 

 

Se han identificado más de dieciséis citocromo P450 monoxigenasas implicadas en 

todas estas rutas. En 1993 se aislaron cADNs que codificaban C4H en diferentes 

especies de plantas y se denominaron CYP73, basándose en la nomenclatura de estas 

enzimas (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). Estas enzimas contienen la 

típica señal de localización del RE y son altamente específicas en la conversión de 

cinamato (Boudet, 2007). La reducción de los niveles de C4H en plantas transgénicas 

induce efectos pleiotrópicos en el patrón de fenoles, incluyendo una reducción en los 

niveles de ácido clorogénico, flavonoides y ligninas (Boudet, 2007). 
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Figura 1.4. Ruta de biosíntesis simplificada de los fenilpropanoides. 4CL, 4-hidroxicinamoil-

CoA ligasa; C3H, p-cumarato 3-hidroxilasa; C4H, cinamato 4-hidroxilasa; CAD, cinamil-

alcohol deshidrogenasa; CCoAOMT, cafeoil-CoA O-metiltransferasa; CCR, cinamoil-CoA 

reductasa, COMT I, ácido cafeico/5-hidroxiferúlico O-metiltransferasa; F5H, ferulato 5- 

hidroxilasa; HCT, hidroxicinamoiltransferasa; PAL, fenilalanina amonio liasa; SAD, sinapil-

alcohol deshidrogenasa. Adaptado de Boudet (2007). 
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En la última década se ha identificado la enzima responsable de la hidroxilación en la 

posición 3 de los intermediarios fenólicos (formación de ácido cafeico a partir de p-

cumárico). Esta enzima es una CYP98 y es la principal 3-hidroxilasa (meta-hidroxilasa) 

en el metabolismo de los fenilpropanoides (Boudet, 2007). Franke et al. (2002) 

demostraron que esta enzima actúa como una 5-O-(4-cumaroil) siquimato/quinato-3"-

hidroxilasa (C3"H). Otra enzima importante es la denominada hidroxicinamoil-CoA: 

siquimato/quinato hidroxicinamoil transferasa. Esta acetiltransferasa cataliza la síntesis 

de los ésteres de siquimato y de quinato cumaroil, los sustratos de las CYP98s, y 

también lleva a cabo la formación reversible de cafeoil-CoA a partir de 5-O-cafeoil 

siquimato éster, que corresponde a una etapa de la biosíntesis de ligninas (Hoffmann et 

al., 2003). Otras transferasas específicas (hidroxicinamoil-CoA quinato: 

hidroxicinamoil transferasa) podrían contribuir a la formación de ácido clorogénico en 

diversas especies acumuladoras, como el tomate (Niggeweg et al., 2004). 

 

Las ferulato-5-hidroxilasas son las responsables de las hidroxilaciones en la posición 5 

de los fenilpropanoides y se engloban en la familia CYP84 de las citocromo P450 

monoxigenasas (Meyer et al., 1996). Recientemente se ha comprobado que las 

hidroxilaciones en C5 ocurren predominantemente, si no de forma exclusiva, en el 

coniferilaldehído y en el alcohol coniferílico, pero no, como se había asumido, en el 

ácido libre. Por tanto, esta enzima se ha denominado coniferilaldehído 5-hidroxilasa 

(CA5H) (Boudet, 2007). Numerosos estudios genéticos han puesto de manifiesto que 

esta enzima desempeña un papel clave en la regulación del flujo hacia la fracción 

siringilo de las ligninas (Boudet, 2007, y referencias en el artículo). 

 

Además de estos tres tipos principales de hidroxilaciones de la ruta fenilpropanoide 

comunes a todas las plantas vasculares, las P450 están implicadas en un gran número de 

reacciones como las relacionadas con la síntesis de ácido salicílico y de derivados 

benzoicos o la hidroxilación del anillo B de los flavonoides (Boudet, 2007, y referencias 

en el artículo). Por tanto, no es de extrañar que estas citocromo P450 oxidasas se 

consideren como las principales responsables de la diversidad y de la flexibilidad del 

metabolismo de los fenilpropanoides y son, además, claves en el control del flujo hacia 

las distintas rutas de síntesis de los fenilpropanoides. 
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Estudios genómicos realizados con plantas pertenecientes a taxones diversos han puesto 

de manifiesto que las enzimas que participan en las rutas principales del metabolismo 

fenilpropanoide están codificadas por familias multigénicas. Así, por ejemplo, la familia 

multigénica de la PAL consta de cuatro genes en Arabidopsis, cinco en Populus 

trichocarpa y nueve en arroz (Hamberger et al., 2007). Cada uno de estos genes 

responden de forma diferente al estrés biótico y abiótico y su patrón de expresión es 

temporal y está controlado por el desarrollo (Vogt, 2010, y referencias en el artículo). 

Por el contrario en tomate y en otras solanáceas se han identificado 20 genes putativos 

que codifican PAL (Chang et al., 2008; Vogt, 2010, y referencias en el artículo), aunque 

sólo uno de estos genes se expresa en todos los tejidos, mientras que el resto parecen 

estar silenciados. Esta infrautilización génica es bastante peculiar y los mecanismos 

genéticos implicados en este extenso silenciamiento génico todavía no se han elucidado 

(Chang et al., 2008). 

 

En relación con la 4-cumarato:CoA ligasa (4CL) se han identificado cuatro genes en 

Arabidopsis thaliana, At4CL1, At4CL2, At4CL3 y At4CL4. Estos genes codifican 

enzimas con diferentes preferencias y especificidades, en función del sustrato. Además, 

se ha sugerido que At4CL3 participa en la biosíntesis de flavonoides, mientras que 

At4CL1 y At4CL2 estarían implicadas en la formación de ligninas (Boudet, 2007, y 

referencias en el artículo). Por tanto, se pone de manifiesto la importancia de esta 

familia multigénica en el control de las distintas rutas de síntesis de fenilpropanoides. 

 

La estilbeno sintasa (STS) y la chalcona sintasa (CHS) son enzimas homodiméricas 

muy relacionadas (sus secuencias aminoacídicas son idénticas en > 60 %) que catalizan 

la condensación secuencial de tres unidades de acetato y una molécula de p-cumaroil-

CoA (Tropf et al., 1995). La reacción típica de la STS incluye, además, una etapa de 

descarboxilación, que no la lleva a cabo la CHS. Así, dependiendo de la policétido 

sintasa empleada se obtienen estilbenos o chalconas, siendo estas últimas las 

precursoras de flavonoides (Tropf et al., 1995). La chalcona formada puede ser 

convertida en diversos tipos de flavonoides, como flavonas, flavonoles, isoflavonas, 

flavanonas y antocianinas por diversas enzimas como flavanona 3-hidroxilasa (F3’H), 

isoflavona sintasa (IFS), flavona sintasa (FS), flavonol sintasa (FLS), dihidroxiflavonol 
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reductasa (DHFR) y antocianina sintasa (ANS) (Fig. 1.5; Dixon y Paiva, 1995; Winkel-

Shirley, 2002).  

 

Figura 1.5. Ruta de biosíntesis de los flavonoides. ANS, antocianidín sintasa; AS, aureusidín 

sintasa; C4H, cinamato-4-hidroxilasa; CHR, chalcona reductasa; DFR, dihidroflavonol 4-

reductasa; DMID, 7,2"-dihidroxi-4"-metoxisoflavanol deshidratasa; F3H, flavanona 3-

hidroxilasa; F3"H, flavonoide 3"-hidroxilasa; F3"5"H, flavonoide 3",5"-hidroxilasa; FSI/FS2, 

flavona sintasa; I2"H, isoflavona 2"-hidroxilasa; IFR, isoflavona reductasa; IFS, isoflavona 

sintasa; IOMT, isoflavona O-metiltransferasa; LCR, leucoantocianidín reductasa; LDOX, 

leucoantocianidín dioxigenasa; OMT, O-metiltransferasa; PAL, fenilalanina amonio liasa; RT, 

ramnosil transferasa; UFGT, UDP-flavonoide glucosiltransferasa; VR, vestitona reductasa. Los 

principales tipos de flavonoides aparecen recuadrados. Alguna de las funciones de cada 

compuesto se muestran en itálica. Adaptado de Winkel-Shirley (2002). 
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A diferencia de los flavonoides, los compuestos de naturaleza estilbenoide se han 

identificado en varias familias filogenéticamente poco relacionadas como Pinaceae 

(coníferas), Myrtaceae, Fagaceae, Fabaceae, Moraceae, Vitaceae (dicotiledóneas), 

Araceae y Liliaceae (monocotiledóneas). 
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Una de las funciones probadas de los compuestos fenólicos en las células vegetales 

consiste en aumentar la rigidez de la pared celular a través de la formación de lignina o 

actuando como puentes moleculares entre los diferentes componentes de la pared (Weng y 

Chapple, 2010) . En este último proceso están implicados los ácidos hidroxicinámicos, que 

se encuentran presentes en cantidades significativas en las paredes celulares. Estos 

compuestos se unen a los polisacáridos de la pared, tales como arabinoxilanos, 

xiloglucanos y pectinas, a través de enlaces de tipo éster. El posterior entrecruzamiento, 

por enlaces de tipo éter, entre los residuos fenólicos conduce a la dimerización de los 

hidroxicinamatos y a la unión de dos cadenas de polisacáridos, y ligninas o, incluso, de 

polisacáridos y proteínas (Popper, 2008). 

 

Las consecuencias que se derivan de este hecho son muy importantes para el desarrollo, ya 

que el entrecruzamiento de los componentes de la pared celular modifica las propiedades 

mecánicas de la misma, reduciendo su extensibilidad (Wakabayashi et al., 1997) y 

conduciendo al cese del crecimiento (Kamisaka et al., 1990). Además, los 

hidroxicinamatos localizados en la pared y sus dímeros podrían actuar como lugares de 

iniciación de la lignificación (Ralph et al., 1992), o estar implicados en la adhesión 

intercelular (Waldron et al., 1996). 

 

Aparte de en reacciones que conducen al cese del crecimiento, los compuestos fenólicos 

han sido implicados en la regulación de la división y de la expansión celular. Así, se ha 

comprobado que tres enantiómeros (A, B y E) del glucósido del alcohol 

deshidrodiconiferílico muestran actividad promotora del crecimiento en tabaco (Binns et 

al., 1987). Estos isómeros están presentes tanto en tejidos en reposo como en aquellos que 

muestran un crecimiento activo estimulado por citoquininas. Sin embargo, en estos últimos 
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tejidos la concentración de los glucósidos es dos órdenes de magnitud superior a la de los 

tejidos quiescentes, lo cual sugiere que los reguladores del crecimiento pueden estimular la 

acumulación o disponibilidad de estos compuestos fenólicos, los cuales, a su vez, 

promoverían el crecimiento celular. Así, los glucósidos del alcohol deshidrodiconiferílico 

participarían como mediadores del crecimiento inducido por citoquininas (Teutonico et al., 

1991). 

 

Otra función atribuida a los compuestos fenólicos en el ámbito de su participación en la 

regulación del crecimiento y desarrollo vegetal radica en su capacidad de modulación de la 

oxidación enzimática del ácido indol-3-acético (AIA). Así, en términos generales, se ha 

establecido que mientras que los compuestos monofenólicos estimulan la oxidación de esta 

fitohormona, los polifenoles (tradicionalmente denominados "protectores auxínicos"; 

Stonier, 1972) inhiben a la enzima responsable de esta degradación. Más recientemente se 

ha podido determinar que existe una concentración umbral a partir de la cual los 

compuestos fenólicos muestran su efecto activador o inhibidor y que algunos monofenoles, 

como los ácidos ferúlico y sinápico, pueden mostrar un efecto inhibidor de la oxidación 

enzimática del AIA a concentraciones relativamente bajas (Volpert et al., 1995). Entre los 

mecanismos a través de los cuales los compuestos fenólicos podrían modular la 

degradación del AIA se incluyen una interacción directa con la enzima, con lo cual se 

produciría una competición entre la fitohormona y el fenol por el centro activo de la misma 

(García-Florenciano et al., 1991; Volpert et al., 1995), y un papel como agentes 

antioxidantes, a través de la desactivación de los radicales libres formados durante la 

reacción enzimática (Krylov et al., 1994). 

 

El carácter antioxidante de los compuestos fenólicos es, precisamente, la base de otra de 

sus funciones. Así, los derivados de hidroxicinamatos y los flavonoides han sido 

implicados en la protección frente a la peroxidación de los lípidos, constituyentes de las 

estructuras membranosas celulares, proceso que conllevaría la rotura de membranas y la 

pérdida de compartimentación, y, por tanto la funcionalidad, de la célula (Rice-Evans et 

al., 1997). En este sentido, se ha sugerido que los compuestos fenólicos podrían participar, 

en conjunción con el ácido ascórbico y, posiblemente, otros reductores, junto con la 
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enzima peroxidasa, en un sistema encargado de regular el estado redox de la célula 

(Takahama, 1998). 

 

Los compuestos fenólicos también desempeñan funciones de tipo ecológico, como la 

atracción de agentes polinizadores o dispersantes de semillas. Además, intervienen en el 

establecimiento de interacciones de tipo simbiótico, como en el proceso de micorrización 

(Weiss et al., 1999), o activando los genes de Rhizobium necesarios para la formación de 

los nódulos en los que se produce la fijación del nitrógeno atmosférico (Long, 1989). Sin 

embargo, los procesos en los que más se ha estudiado el papel de los fenoles son, sin lugar 

a dudas, aquellos relacionados con la protección de la planta ante situaciones de estrés. 

Así, protegen frente al exceso de radiación UV (Svobodova et al., 2003), evitan la 

depredación aumentando la astringencia de los órganos donde se acumulan (Appel, 1993) 

y participan en la defensa de la planta frente a microorganismos patógenos a través de 

diferentes mecanismos (reforzamiento de las paredes celulares, efecto biocida, etc.) 

(Nicholson y Hammerschmidt, 1992). 

 

Muchas de las funciones mencionadas vienen mediadas por la actuación de enzimas 

oxidativas (peroxidasas y fenoloxidasas) sobre los compuestos fenólicos. Las enzimas  

oxidativas estudiadas en esta memoria fueron las peroxidasas, por lo que a continuación se 

describen, brevemente, algunas de sus características más relevantes. 

 

//030@0!H'$-=)&%.%.!

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7; donador de hidrógeno: H2O2 oxidorreductasas) son 

enzimas que contienen un grupo hemo como grupo prostético, protohemina IX, dos 

iones Ca2+ estructurales, y, en su estado nativo, un átomo de Fe en el estado de 

oxidación +3 (Passardi et al., 2005; Almagro et al., 2009). En su ciclo normal 

peroxidativo catalizan la oxidación de un gran número de compuestos, sobre todo 

compuestos fenólicos, a expensas de H2O2 en dos pasos consecutivos monoelectrónicos. 

En su ciclo hidroxílico, las peroxidasas pueden generar especies reactivas de oxígeno 

(ROS) (Passardi et al., 2005) y, por tanto, al regular los niveles de ROS afectan a la 

homeostasis redox celular y a los procesos de señalización (Foyer y Noctor, 2009). 
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Las peroxidasas vegetales de secreción son glicoproteínas cuyo peso molecular 

generalmente está comprendido entre 40 y 45 kDa. La glicosilación de la enzima varía 

entre el 0 y el 25 %; los principales glúcidos a los que se une son N-acetilglucosamina, 

manosa, fucosa y xilosa, siendo la manosa, frecuentemente, la mayoritaria. La 

glicosilación es uno de los principales factores responsables de la gran estabilidad 

térmica de las peroxidasas vegetales de secreción (Passardi et al., 2005; Almagro et al., 

2009). Las peroxidasas pertenecen a una amplia familia multigénica que incluye 138 

miembros en arroz (Passardi et al., 2004a) y 73 miembros en el genoma de Arabidopsis 

(Welinder et al., 2002). Son enzimas, por tanto, altamente polimórficas, si bien algunas 

de estas isoenzimas pueden originarse por modificaciones post-transcripcionales 

resultantes de diferentes patrones de glicosilación. Este polimorfismo puede ser 

fácilmente estudiado mediante isoelectroenfoque y, de acuerdo con su punto 

isoeléctrico (pI), las isoenzimas de peroxidasa se clasifican como ácidas (pI<7,0), 

moderadamente básicas (7,0<pI<9,0) o fuertemente básicas (pI>9,0). Por otra parte, el 

polimorfismo y heterogeneidad de la enzima puede provenir de interacciones 

conformacionales entre las isoenzimas de peroxidasa y los fenoles presentes en la célula 

vegetal (Ros Barceló et al., 1987). Estas interacciones también pueden modificar sus 

propiedades catalíticas (Ros Barceló y Muñoz, 1989), ampliando así su papel 

metabólico. 

 

Las peroxidasas se encuentran localizadas tanto en las paredes celulares como en las 

vacuolas, bien en forma soluble o bien firmemente ligadas a la cara interna del 

tonoplasto (Ros Barceló et al., 1991 y 1998). Esta distinta compartimentalización 

celular incluye a las distintas isoenzimas de la peroxidasa. Así, mientras que el espectro 

completo de peroxidasas (ácidas y básicas) se localiza en las paredes celulares, las 

fuertemente básicas solamente se encuentran localizadas en las vacuolas (Ros Barceló et 

al., 1998). Esta localización vacuolar frente a la localización en la pared celular de las 

isoenzimas de peroxidasa está de acuerdo con la mayoría de sus funciones fisiológicas 

aceptadas: la biosíntesis de ligninas (polimerización de los alcoholes cinamílicos) y el 

entrecruzamiento de la extensina y de los grupos feruloilo de las pectinas, procesos que 

tienen lugar en las paredes de la célula vegetal, y la biosíntesis y recambio de 

metabolitos secundarios, como alcaloides y fenoles, que se compartimentalizan 
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principalmente en la vacuola. En este sentido, está ampliamente recogido en la 

bibliografía que las peroxidasas son capaces de oxidar fenoles como ácidos benzoicos, 

DOPA, cumarinas, estilbenos, catequinas, chalconas, flavonoles, isoflavonas, alcoholes 

cinamílicos, ácidos cinámicos y antocianinas. 

 

Desde los trabajos pioneros de Takahama y Egashira (1990) sobre la participación de la 

peroxidasa en la biosíntesis y degradación oxidativa de sustratos vacuolares, se 

considera que ésta es una de sus funciones más importantes. Diferentes estudios 

sugieren la participación de la peroxidasa en el recambio y degradación de fenoles 

vacuolares y que este sistema peroxidasa/fenol podría estar implicado en la regulación 

precisa de los niveles de H2O2 (Takahama, 1998; Ferreres et al., 2011; López-Orenes et 

al., 2013).!
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Los terpenoides o isoprenoides son compuestos ampliamente distribuidos en plantas, así 

como en microorganismos y en animales. Constituyen el grupo más numeroso de 

metabolitos secundarios  y se han descrito más de 50000 miembros individuales 

(Morrone et al., 2011). Los terpenoides son esenciales para el crecimiento, desarrollo y 

reproducción de las plantas; ejemplo de ello lo constituyen las hormonas (ácido 

abscísico, giberelinas, citoquininas y brasinoesteroides), los pigmentos fotosintéticos 

(constituyente de la estructura de la clorofila, fitol y carotenoides), los transportadores 

de electrones (ubiquinona) o los fitosteroles que forman parte de las membranas 

celulares (Enfissi et al., 2005; Falara et al., 2011; James et al., 2013). Además, muchos 

de ellos están implicados en relaciones ecológicas y/o intervienen en respuestas a 

estreses bióticos y abióticos (Akram et al., 2008; Bleeker et al., 2011). Muchos de estos 

compuestos terpenoides presentan actividad biológica y son, por tanto, de interés para la 

industria agroalimentaria y farmacológica (Ashour et al., 2010). 
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En tomate los terpenos se encuentran en grandes cantidades en el tricoma de las hojas, 

tallos, frutos jóvenes y, en parte, en flores (Bleeker et al., 2011). Los triterpenoides, se 

han estudiado ampliamente en la cutícula de los frutos de tomate (Wang et al., 2011; 

Szakiel et al., 2012 y referencias en el artículo) y se han encontrado diferentes 

terpenoides como !, " y %-amirina, taraxerol, taraxasterol, #-taraxasterol, &-taraxasterol, 

lupeol, lanasterol, germanicol, cicloartenol, colesterol, estigmasterol y "-sistosterol 

(Bauer et al., 2004a y b; Leide et al., 2007). 
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Los terpenoides no sólo son muy numerosos, sino que, además, presentan una gran 

variabilidad en cuanto a estructura, ya que existen cientos de esqueletos carbonados 

diferentes con una amplia variedad de grupos funcionales (Gershenzon y Engelbert, 

2010). A pesar de su diversidad, el precursor común de todos los terpenoides es la 

molécula de 5 átomos de carbono (C5) isopentenilpirofosfato (IPP) y su isómero 

dimetilalilpirofosfato (DMAPP), también denominadas unidades de isopreno (Dubey et 

al., 2003). Estos dos compuesto dan origen a todos los terpenos naturales (McGarvey y 

Croteau, 1995; Dubey et al. 2003; Taiz y Zeiger, 2010). Los terpenos se clasifican en 

base al número de unidades de isopreno presentes en su estructura (Tabla 1.4). 

 

La ruta biosintética de los terpenoides en plantas ha sido ampliamente estudiada 

(Rodríguez-Concepción, 2006; Hemmerlin et al., 2012; Vranová et al., 2013) y se 

pueden originar por dos vías, la ruta clásica o ruta del ácido mevalónico (ruta MVA), 

que tiene lugar en el citosol/RE (McGarvey y Croteau, 1995; Figura 1.6), y es 

mayoritariamente responsable de la generación de los sesquiterpenos y esteroles, y la 

ruta del metileritritol-4-fosfato (ruta MEP), localizada en los plastos (Eisenreich et al., 

2001; Rodríguez-Concepción y Boronat, 2002; Figura 1.6) y que da lugar a los 

monoterpenos, diterpenos y tetraterpenos a partir de las unidades de isopreno, IPP y 

DMAPP, generadas por ambas rutas. Así, en los siguientes pasos de la ruta, IPP y 

DMAPP se condensan para generar geranilpirofosfato (GPP, C10), farnesilpirofosfato 

(FPP, C15) y geranilgeranilpirofosfato (GGPP, C20). A continuación, los compuestos 
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C10-C20, tras una serie de reacciones de ciclación y reordenamiento, generan los 

esqueletos carbonados que darán lugar a cada clase de terpenos. De esta manera, GPP, 

FPP y GGPP son convertidos en mono- sesqui- y diterpenos, respectivamente, y, a su 

vez, FPP y GGPP pueden dimerizarse para dar lugar a los precursores C30 y C40, 

respectivamente. Finalmente, tienen lugar una serie de reacciones de oxidación, 

isomerización, conjugación y otras transformaciones mediante las cuales cada clase de 

terpenos será convertida en cientos de metabolitos terpenoides diferentes (Gershenzon y 

Engelbert, 2010). 

 

    Tabla 1. 4. Clasificación de los terpenoides y algunos ejemplos presentes en plantas.  
 

Unidades 
de isopreno 

Tipo de 
terpenoide 

Especie de planta Referencia 

1 Hemiterpeno 
(Isopreno) 

Populus nigra Dubey et al. (2003) 

2 Monoterpeno 
(Geraniol) 

P. graveolens Eisenreich et al. (1997) 

3 Sesquiterpenos 
(Capsidiol) 

 

N. tabacum Perrone et al. (2003) 

4 Diterpenos 
(Taxol) 

T. chinensis Wang et al. (2001) 

6 Triterpenos 
(Taraxasterol) 

 

S. lycopersicum 
cv MT 

Leide et al. (2007) 

8 Tetraterpenos 
(Licopeno) 

 

S. lycopersicum Martínez-Valverde et al. 

(2002) 

9-3000  Politerpenos 
(Caucho) 

 

Hevea brasiliensis Dusotoit-Coucaud et al. 
(2009) 
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La síntesis de IPP a través de la ruta MVA se inicia con la condensación de tres 

unidades de acetil-coenzima A (acetil CoA) mediante la acción secuencial de dos 

enzimas, la acetoacetil-CoA tiolasa y la 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG) CoA sintasa 

(HMGS) (Figura 1.6). El producto resultante de 6C, (S)-HMG CoA, es convertido en 

MVA a través de dos pasos de reducción que requieren NADPH por acción de la 

enzima HMG CoA reductasa (HMGR). A continuación, el MVA experimenta dos 



+,(#-.)//&0,1

31 
 

fosforilaciones consecutivas para transformarse en IPP. Este IPP, por acción de la 

enzima isopentenil difosfato isomerasa (IDI), es convertido en su isómero DMAPP por 

desplazamiento del doble enlace de la posición 3-4 a la 2-3. 

 

Figura 1.6. Ruta biosintética de los compuestos isoprenoides en las células vegetales. Ruta del 

ácido mevalónico (MVA) en el citosol y ruta del metileritritol-4-fosfato (MEP) en los plastos. 

Enzimas de la ruta MVA: 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA sintasa (HMGS), 3-hidroxi-3-metil-

glutaril-CoA reductasa (HMGR), mevalonato quinasa (MVK), fosfomevalonato quinasa 

(PMK), mevalonato pirofosfato descarboxilasa (MVD). Enzimas de la ruta MEP: 1-desoxi-D-

xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS), desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR); 

hidroximetilbutenil pirofosfato sintasa (HDS), hidroximetilbutenil pirofosfato reductasa (HDR). 

Adaptado de Roberts (2007). 
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La enzima clave de esta ruta es la HMG CoA reductasa, que está localizada en el RE y 

está codificada por una familia multigénica (Rodwell et al., 2000). Estos genes 

presentan un patrón de expresión muy complejo que difiere en función del tipo de 

órgano, estímulos ambientales y hormonales (Chappell et al., 1995; Luthra et al., 1999). 

!
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En los plastos el IPP se forma por la condensación del piruvato y del gliceraldehído-3-

fosfato por acción de la enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP) sintasa (DXS), 

dando lugar a 1-desoxi-D-xilulosa-5 fosfato (DXP) que tras experimentar un segundo 

reordenamiento intramolecular y una reducción, por la enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5 

fosfato reductoisomerasa (DXR), produce metileritritol-4-fosfato (MEP), que se 

convertirá en IPP (Schwender et al., 1999) (Figura 1.6). 
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Los fitosteroles o esteroles vegetales son triterpenos policíclicos de estructura muy 

similar a la del colesterol: contienen 28 ó 29 C y uno o dos dobles enlaces, 

normalmente, uno en el sistema tetracíclico del esterano y otro en la cadena lateral 

alquilo, en C17, pero poseen un grupo metilo o etilo en C24 (Moreau et al., 2002). En 

plantas se han identificado más de 200 tipos de esteroles y se encuentran en las 

membranas celulares. En general, los fitoesteroles contribuyen a la estabilización de las 

membranas y a la regulación de la permeabilidad y fluidez de las mismas (una ratio 

elevada esterol/fosfolípido aumenta la rigidez) (Piironen et al., 2000; Posé et al., 2009). 

Entre los más abundantes se encuentran el "-sitosterol, seguido del campesterol y del 

estigmasterol que representan $ 95% de todos los esteroles (Lagarda et al., 2006; Boutté 

y Grebe, 2009). Sin embargo, cada fitoesterol ejerce un efecto diferencial sobre la 

permeabilidad y fluidez de la membrana: por ejemplo, el estigmasterol es menos 

eficiente que el sitosterol en la regulación de la permeabilidad. Por otro lado, la relación 

molar entre el estigmasterol y otros fitoesteroles en el plasmalema aumenta durante la 

senescencia (Moreau et al., 2002, y referencias en el artículo). 
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Los triterpenos y los esteroides (subclase de triterpenos) proceden de la condensación 

de dos moléculas de farnesil difosfato (FPP). Esta reacción está catalizada por la enzima 

escualeno sintasa (SS) y da lugar al escualeno (C30), que es el precursor de los 

triterpenos, en consecuencia la SS desempeña un papel clave en la regulación de la 

biosíntesis de estos compuestos (Abe et al., 1993; Devarenne et al., 2002) (Figura 1.7). 

 

El mecanismo de ciclación del escualeno se inicia tras una oxidación, lo que hace que 

muchos triterpenos presenten un grupo hidroxilo en la posición 3. Si el escualeno 

adopta una configuración silla-silla-silla-bote, conduce a la formación de un grupo de 

compuestos triterpénicos con cinco ciclos, de tipo taraxasterano y oleano, entre otros 

(catión damarenilo, Figura 1.7). Si la configuración espacial del escualeno es silla-bote-

silla-bote, puede dar lugar a cicloartenol, a partir del cual se forman los fitoesteroides 

mediante una serie de reacciones, entre las que figuran la eliminación de los grupos 

metilo de las posiciones 4 y 14, la apertura del ciclopropano entre las posiciones 9-10 y 

las modificaciones de la cadena lateral C17. Una vez sintetizados, estos compuestos se 

caracterizan por poseer el sistema tetracíclico del esterano en trans y por presentar un 

grupo hidroxilo en C3 y modificaciones en la cadena lateral C17 (Piñol et al., 2008). 

 

Las enzimas que catalizan estas ciclaciones del 2,3-óxido de escualeno se denominan 

óxido de escualeno ciclasas (OSC; EC 5.4.99.x) y la gran diversidad estructural de los 

triterpenos, con más de 100 esqueletos carbonados diferentes, se debe a diferentes tipos 

(más de 50) de OSCs (Xu et al., 2004). 
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Figura 1.7. Primeras etapas de la ruta biosintética de los fitosteroles y ciclación del 2,3-

óxido escualeno. Adaptado de Xu et al. (2004). 
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Los fitosteroles son compuestos esenciales para el crecimiento y desarrollo de los 

organismos eucariotas, ya que son componentes estructurales de las membranas 

celulares y sirven, además, de precursores para la biosíntesis de hormonas esteroideas, 

como los brasinosteroides (Moreau et al., 2002). 

 

No obstante, la identificación de mutantes de Arabidopsis thaliana con diferentes 

perfiles de acumulación de esteroles, debido a la disrupción de enzimas aguas abajo de 

la formación de escualeno, ha sido esencial para el establecimiento de las funciones 

biológicas de estos compuestos (Schaller, 2004). Algunos de esos mutantes son letales 

debido a que presentan múltiples defectos en el desarrollo embrionario, formación de 

tejidos vasculares y biogénesis plastidial, entre otros (Posé et al., 2009, y referencias en 
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el artículo). Algunos de estos efectos sobre el desarrollo pueden explicarse, al menos 

parcialmente, por el papel esencial de los esteroles en la señalización de hormonas, 

como el etileno (Souter et al., 2002 y 2004), y por la incapacidad para establecer una 

adecuada polaridad celular y, en consecuencia, una localización aberrante de los 

transportadores auxínicos de salida PIN1 y PIN3 (Willemsen et al., 2003; Men et al., 

2008). 

 

Por otro lado, los esteroles de membrana son necesarios para el correcto tráfico de 

vesículas (Boutté y Grebe, 2009) y regulan la actividad de las proteínas de membrana, 

bien como moduladores directos, como por ejemplo el estigmasterol que modula la 

actividad ATPasa de protones del plasmalema (Grandmougin-Ferjani et al., 1997), bien 

mediante la organización lateral de los componentes de la bicapa lipídica en 

microdominios especializados (lipid rafts) (Roche et al., 2008; Kierszniowska et al., 

2009). En ese sentido, se han presentado diversas evidencias que sugieren que estos 

microdominios, ricos en esteroles y esfingolípidos, pueden jugar un papel importante en 

el reclutamiento de componentes moleculares implicados en las rutas de señalización 

relacionadas con la defensa (Grebe et al., 2004; Mongrand et al., 2004; Bhat y 

Panstruga, 2005; Laloi et al., 2007). 

 

También se les ha atribuido a los fitosteroles un papel relacionado con la defensa de las 

plantas frente al estrés, ya que estos compuestos son importantes en la localización de 

las NADPH oxidasas de membrana requeridas para la regulación de ROS y la tolerancia 

a sequía (Posé et al., 2009). En plantas de Arabidopsis, la sobreexpresión de la enzima 

HMGS, parece estar implicada en el aumento de la resistencia frente a Botrytis cinerea 

(Wang et al., 2012). Griebel y Zeier (2010) analizaron la composición lipídica foliar 

durante la interacción Arabidopsis thaliana-Pseudomonas syringae y observaron un 

aumento significativo de estigmasterol. Comprobaron que los niveles de estigmasterol 

estaban relacionados con la susceptibilidad al patógeno, ya que mutantes de Arabidopsis 

incapaces de sintetizar estigmasterol a partir de "-sitosterol, eran resistentes a P. 

syringae. 

!
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La obtención de metabolitos secundarios a partir de extractos vegetales constituye la 

base de una importante actividad económica, pero debido a la sobreexplotación de las 

especies productoras en la naturaleza, algunos de ellas en peligro de extinción, cada vez 

existen más inconvenientes para la continuidad de estos procedimientos que, hoy por 

hoy, no tienen una solución técnicamente viable. Existen alternativas de producción de 

carácter biotecnológico que se basan en la utilización de los cultivos vegetales in vitro. 

 

La síntesis de estos metabolitos mediante la utilización de sistemas biológicos 

constituye un área emergente y de gran potencial de crecimiento, ya que representa una 

alternativa a los procesos clásicos de extracción de materia prima vegetal o a la síntesis 

química convencional. Los cultivos de células pueden iniciarse a partir de callos. Los 

callos originados en cultivo in vitro se forman al depositar un fragmento de tejido 

vegetal (explanto) en un medio de cultivo adecuado, de manera que sus células 

proliferan y comienzan a perder la estructura y organización 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. Estas suspensiones celulares 

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

oxígeno a todas las células. Tanto el cultivo de callos como el de células en suspensión 

se emplean para la regeneración de plantas por organogénesis y embriogénesis 

somática. También se utilizan para la obtención de metabolitos secundarios. 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. Así, callos procedentes de un mismo explanto 

pueden presentar diferencias en cuanto a su morfología y características intrínsecas, 

como color, friabilidad, dureza, tamaño, grado de diferenciación y producción de 

metabolitos. Por ello, 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. Por ello, la optimización de la producción de metabolitos incluye el 
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establecimiento de las condiciones óptimas de cultivo y el ajuste óptimo de los 

parámetros de crecimiento celular. 

 

Cuando también se quiere comercializar el producto a nivel industrial es necesario 

realizar un escalado en sistemas que garanticen la producción elevada del metabolito de 

interés (utilizando biorreactores) para alcanzar niveles económicamente rentables. 

Ramachandra y Ravishankar (2002) señalan algunas de las ventajas tecnológicas del 

uso de cultivos de órganos y células vegetales in vitro en la producción de metabolitos 

secundarios, como: 1) los cultivos se pueden seleccionar para la producción específica 

del compuesto deseado y mantenerse indefinidamente, 2) independencia de factores 

geográficos, estacionales y ambientales, al que se encuentran sometidas las plantas 

cultivadas, 3) posibilidad de sistemas de producción estables, que aseguren la obtención 

continua de producto, con calidad y productividad uniformes, 4) escasos requerimientos 

de espacio para el desarrollo de la producción, 5) sistemas renovables que proporcionan 

poblaciones uniformes, 6) proceso de purificación del producto de interés más fácil 

siendo óptimo cuando el producto se libera al medio, 7) permite la síntesis de 

compuestos que no se pueden obtener por otros métodos o por cultivos agronómicos, 8) 

producción del compuesto de interés a gran escala, 9) permite el estudio de rutas 

biosintéticas, aislamiento de enzimas, regulación del metabolismo y acumulación de 

estos compuestos, 10) utilización a nivel genético para clonar genes de enzimas 

reguladoras una vez purificadas y, 11) existe una mayor especificidad de transformación 

biológica que en la síntesis química, como por ejemplo, en la obtención de isómeros. 

 

Sin embargo, a pesar de las numerosas ventajas que ofrecen los cultivos de células 

vegetales, la producción de metabolitos secundarios mediante el uso de esta tecnología 

presenta aún numerosas limitaciones, siendo los principales obstáculos, la inestabilidad 

de las líneas celulares, el bajo rendimiento en la obtención del producto, lenta velocidad 

de crecimiento y problemas de escalado, siendo la productividad obtenida poco 

competitiva para su aplicación industrial. No obstante, y a pesar de esas limitaciones, 

actualmente se están comercializando varios metabolitos secundarios obtenidos 

mediante cultivo de células vegetales, tales como la siconina, los ginsenósidos, morfina 

y berberina obtenidos a partir de cultivos celulares de Lithospermum erythrorthizon, 
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Panax ginseng, Papaver somniferum y Coptis japonica, respectivamente (Ramachandra 

y Ravishankar, 2002). 

 

Por ello, en las últimas décadas y gracias al avance de las disciplinas “ómicas” 

(genómica, transcriptómica, proteómica, metabolómica, entre otras), las!estrategias para 

incrementar la producción de metabolitos secundarios por cultivo in vitro se centran 

fundamentalmente en: 1) el estudio de las vías de transducción de la señal que conducen 

a la biosíntesis de metabolitos secundarios, 2) el estudio de los factores de transcripción 

y su mecanismo de regulación, incluyendo la manipulación de genes reguladores para 

mejorar la producción de metabolitos secundarios, 3) la clonación de los genes que 

codifican para enzimas clave en la ruta de biosíntesis de los metabolitos secundarios de 

interés, y la modificación de los genes que dirigen el flujo metabólico hacia los 

compuestos diana, 4) el estudio del flujo metabólico y del perfil metabólico de los 

intermediarios de la ruta de biosíntesis para conocer las rutas completas y la regulación 

de la acumulación de los compuestos diana, 5) el estudio de la transcripción génica del 

metabolismo secundario mediante el estudio y análisis del perfil de expresión génica en 

diferentes condiciones, con el fin de comprender la regulación del metabolismo 

secundario en todo su conjunto, y 6) la manipulación de los cultivos celulares para 

mejorar la productividad de los compuestos diana, a través de la selección del material 

vegetal y la optimización de las condiciones de cultivo, el cultivo de células 

diferenciadas, la inmovilización de las células vegetales y el empleo de elicitores 

(Oksman-Caldentey e Inzé, 2004; Mora-Pale et al., 2014). 
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La elicitación se puede definir como “la inducción o aumento de la biosíntesis de 

metabolitos debido a la adición de pequeñas cantidades de elicitores” y los elicitores 

como compuestos de diferentes orígenes que, introducidos en pequeñas concentraciones 

en un sistema celular vivo, son capaces de alterar el metabolismo, consiguiendo 

incrementar la producción de un metabolito en particular (Radman et al., 2003; Zhao et 
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al., 2005). El empleo de elicitores es quizás hoy en día el método más común para 

aumentar la producción de metabolitos secundarios en cultivos in vitro de células 

vegetales. En este sentido, mientras que la planta responde a la presencia de elicitores, 

sintetizando metabolitos de forma localizada allá donde se produce la interacción, el 

cultivo celular responde globalmente, ya que el elicitor entra en contacto con toda la 

biomasa celular. Por lo tanto, la cantidad total de metabolitos sintetizados es mucho 

mayor que en las plantas y está en función de la biomasa de células elicitada. 

 

Existen gran cantidad de elicitores que, según su origen, pueden ser clasificados en 

bióticos y abióticos (Tabla 1.5) (Ramachandra y Ravishankar, 2002; Radman et al., 

2003; Ramakrishna y Ravishankar, 2011; Cai et al., 2012). 

 
Tabla 1.5 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    

 

Entre algunos de los ejemplos de elicitores abióticos se encuentran la luz UV (Zapata et 

al., 1994; Almagro et al., 2011b), metales pesados (Zheng y Wu, 2004), fosetil de 

aluminio (López-Serrano et al., 1994), ortovanadato (Tassoni et al., 2005), 

benzotiodiazol (Iriti et al., 2004) y ozono (Sgarbi et al., 2003) y, entre los bióticos, el 

extracto de levadura (Sánchez-Sampedro et al., 2005), ácido DL-"-aminobutírico (Pajot 

et al., 2001), oligosacáridos cíclicos (Bru et al., 2006), JA y MJ (Ament et al., 2004; 

Belchí-Navarro et al., 2011; Zhang et al., 2002), SA (López-Orenes et al., 2013), 

fragmentos de paredes celulares de hongos (Ramachandra y Ravishankar, 2002), entre 

otros. En algunas revisiones incluso llegan a considerar como elicitor físico la propia 

herida que sufre la planta cuando es mordida por un herbívoro (Kessler y Baldwin, 

2002). 
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Tras la percepción del elicitor por parte de proteínas receptoras de membrana tienen 

lugar los eventos tempranos, como la fosforilación/desfosforilación de proteínas o la 

activación de proteínas de membrana plasmática, que conducen a la movilización o a la 

generación de diversas moléculas señal, como calcio libre (Ca2+), óxido nítrico (NO) y 

especies reactivas de oxígeno (ROS). Mediante la descodificación de estas señales por 

proteínas sensibles a ellas, se producen las respuestas tardías a través de cambios 

transcripcionales, proteómicos y metabólicos. En última instancia, las vías de 

transducción de señales inducidas por elicitores promueven el refuerzo de paredes 

celulares con la deposición de calosa o lignina y la producción de metabolitos 

secundarios y la biosíntesis de proteínas relacionadas con la patogénesis (proteínas PR) 

y enzimas antioxidantes (García-Brugger et al., 2006). 

 

/M030!12)(),%()5+!(-+!P%.*-+%,-!&'!*',)2-!!

El ácido jasmónico  (JA) y el jasmonato de metilo (MJ) son moléculas señal que 

presentan una mayor actividad biológica en tejidos de crecimiento, como son los ápices 

de tallos, hojas jóvenes, frutos inmaduros y extremos de raíces (Wasternack y Hause, 

2013 y referencias en el artículo). Derivan del ácido !-linolénico liberado desde los 

fosfolípidos de membrana por la acción de lipasas. El ácido linolénico, a través de una 

serie de etapas que incluyen lipoxidación, ciclación y "-oxidación (Wasternack, 2007) 

se transforma en JA y éste puede experimentar metilación y formar MJ por acción de la 

ácido jasmónico metiltransferasa (Seo et al., 2001; Wasternack y Hause, 2013) (Figura 

1.8). 
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Figura 1.8. Ruta biosintética del ácido jasmónico (JA) en la que se muestran los intermediarios 

metabólicos desde el ácido !-linolénico (!-LeA) hasta JA. Las primeras etapas enzimáticas 

tienen lugar en los cloroplastos y se obtiene ácido 12-oxo-cis-fitodienoico (OPDA). La 

localización de las enzimas se muestra mediante un esquema (a) y mediante una micrografía 

electrónica de barrido de una célula del mesófilo de cebada (b). Lipoxigenasa (LOX), ácido 

(13S)-hidroperoxioctadecatrienoico (13-HPOTE), 13-aleno óxido sintasa (13-AOS), aleno 

óxido ciclasa (AOC), OPDA reductasa (OPR), acil-CoA oxidasa (ACX). Adaptado de Taiz y 

Zeiger (2010) y Wasternack (2007). 

  

b) 

a) 
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Numerosos estudios demuestran que el JA y el MJ, regulan muchos procesos 

fisiológicos relacionados con el crecimiento, el desarrollo, la fertilidad y la senescencia 

(Devoto y Turner, 2003; Cheong y Choi, 2003; Wasternack, 2007; Wasternack y Hause, 

2013) y están implicados en la señalización local y sistémica del estrés biótico y 

abiótico, así como en la regulación de la expresión de genes relacionados con la defensa 

(Pauwels et al., 2008; Frenkel et al., 2009; Clarke et al., 2009). De hecho, en tomate o 

tabaco, los jasmonatos también son capaces de inducir la expresión de genes que 

codifican para proteínas PR tales como quitinasas y "-1,3-glucanasas (Wu y Bradford, 

2003; Fukuda y Shinshi, 1994), que juegan un papel en el sistema de defensa de la 

planta (Kasprzewska, 2003). Asimismo, en cultivos celulares de Capsicum spp. 

(Sabater-Jara et al., 2010 y 2011) y V. vinifera (Belchí-Navarro et al., 2013), la adición 

de MJ induce la acumulación de proteínas relacionadas con la defensa, como quitinasas, 

1,3-"-glucanasas y peroxidasas. Además, el MJ es capaz de inducir la acumulación de 

metabolitos secundarios, por ejemplo fitosteroles y triterpenos (Mandujano-Chavez et 

al., 2000; Martin et al., 2002; Lee et al., 2004; Mangas et al., 2006; Sabater-Jara et al., 

2010), capsicina (Sudha y Ravishankar, 2003), taxanos (Kim et al., 2005), trans-

resveratrol (Ragab et al., 2006; Belchí-Navarro et al., 2012), ajmalicina (Almagro et al., 

2011a), ácido rosmarínico (Kikowska et al., 2012) y cafeoilputrescina (Chen et al., 

2006), entre otros. 

 

/M080!12)(),%()5+!(-+!-2)#-.%(K$)&-.!(>(2)(-.!L()(2-&'=,$)+%.N!!

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacáridos cíclicos que contienen varias unidades de 

glucopiranosa unidas por medio de enlaces %(1&4), conformando un anillo. Estos 

compuestos se forman por la degradación de la molécula de almidón por la acción de la 

enzima ciclodextrín-glicosil-transferasa (Szente y Szejtli, 2004) que son segregadas por 

distintos microorganismos del género Bacillus (Nakamura y Horikoshi, 1977). Las 

ciclodextrinas más comunes son: %-ciclodextrina, que contiene seis unidades de glucosa, 

!-ciclodextrina con siete unidades de glucosa y '- ciclodextrina que contiene 8 unidades 

de glucosa (López-Nicolás et al., 2006; Figura 1.9). 

 

Las moléculas de ciclodextrinas tienen un extremo que contiene grupos hidroxilo 

primarios, en el otro extremo grupos hidroxilos secundarios y en el interior de la 
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cavidad los grupos CH y oxígenos glicosídicos. Estos extremos de la ciclodextrina que 

contienen los grupos hidroxilo son bastante polares, mientras que su interior es 

relativamente no polar (Bru et al., 2006). Como consecuencia de que los grupos 

hidroxilo libres estén situados en la superficie de los anillos, las CDs son hidrófilas y su 

solubilidad es el resultado de la capacidad de interacción de dichos grupos hidroxilo con 

el medio acuoso (López-Nicolás y García-Carmona, 2008). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1.9. Esquema de las %-, !- y '-CDs (arriba) y de dos tipos de !-CDs: heptakis 

2,6-di-O-metil-!-CD y 2-hidroxipropil-!-CD (abajo). Adaptado de Szejtli (2004). 

 

Entre las CDs producidas de forma industrial se encuentran dos derivados de la !-CD: 

las metiladas (heptakis 2,6-di-O-metil-!-CD, también conocidas como DIME") y las 

hidroxipropiladas (2-hidroxipropil-!-CDs), sus pesos moleculares son de 1331 y de 

1400 Da, respectivamente, y su solubilidad en agua es muy alta (> 500 y > 600 mg/cm3) 
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(Figura 1.9). Las modificaciones que presentan estas CDs son de especial relevancia, ya 

que las !-CDs sin modificar tienen una elevada afinidad por el colesterol y su 

solubilidad en agua es inferior a la que presentan sus derivadas y a las %- y '-CDs (a 25 

ºC, en H2O, 18 mg/cm3) (Szejtli, 2004). 

 

Las CDs se caracterizan  por su capacidad de formar complejos de inclusión. La cavidad 

interior de las CDs es apolar, por lo que son capaces de albergar moléculas hidrófobas 

más pequeñas para formar los complejos (López-Nicolás et al., 1995). En consecuencia, 

moléculas insolubles en agua pueden llegar a ser completamente solubles en 

disoluciones acuosas de CDs, sin que se produzcan modificaciones químicas en la 

molécula huésped, ya que no se origina ningún enlace covalente durante la interacción 

entre las CDs y la molécula insoluble en agua (Belchí-Navarro et al., 2012) (Figura 

1.10). 

 

Figura 1.10. Formación de complejos de inclusión con CDs. Tomado de Almagro 

(2011). 

 

Las CDs tienen numerosas aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética y 

alimentaria, ya que se han usado como agentes complejantes para incrementar la 

solubilidad de varios compuestos, tales como drogas, fragancias, vitaminas y colorantes 

alimentarios (Loftsson y Brewster, 1996; Buschmann y Schollmeyer, 2002). Así, por 

ejemplo, en la industria farmacéutica se emplean como agentes solubilizadores para 

mejorar las propiedades físico-químicas de los fármacos o para incrementar la 

biodisponibilidad de compuestos poco solubles en agua. Asimismo, en la industria 

cosmética y alimentaria, las CDs han sido ampliamente utilizadas como estabilizantes 

de aromas y fragancias, para la eliminación de sabores desagradables y otros 

compuestos no deseados (Del Valle, 2004). 
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Existen numerosos estudios en los que se han utilizado las CDs como agentes capaces 

de inducir respuestas de defensa en cultivos celulares vegetales, actuando, por tanto, 

como verdaderos elicitores (Zamboni et al., 2009; Sabater-Jara et al., 2010; Almagro et 

al., 2011a; Belchí-Navarro et al., 2013). Así, los estudios realizados en cultivos 

celulares de Vitis vinifera ponen de manifiesto que la incubación de estas células con "-

CDs, a una concentración que resulta inocua para las células (50 mM), es capaz de 

inducir respuestas de defensa en dichas células, tales como la biosíntesis de trans-

resveratrol (fitoalexina del género Vitis), así como cambios en el nivel de expresión de 

los genes que codifican para enzimas clave de la ruta de biosíntesis de los estilbenos 

(Bru et al., 2006; Lijavetzky et al., 2008). En 2006, Bru et al. apoyaron la idea de que 

las CDs actuaban como elicitores de la síntesis de trans-resveratrol, ya que 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 mucosa y 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 CDs modificadas se parecen a los 

oligosacáridos pécticos, alquil-derivados liberados de forma natural de las paredes 

celulares durante un ataque fúngico. 

 

Además, Zamboni et al. (2009) estudiaron los perfiles génicos en cultivos celulares de 

vid elicitados con CDs después de 2 y 6 horas de tratamiento y observaron que las CDs 

inducen respuestas de defensa temprana, como la activación de proteín-quinasas o 

proteín-fosfatasas. Asimismo, las CDs desencadenan una cascada de transducción de la 

señal que activa diferentes familias de factores de transcripción que, a su vez, modulan 

la expresión de genes relacionados con la ruta de biosíntesis del trans-resveratrol, como 

la STS o la PAL, y la expresión de proteínas-PR, como quitinasas o PR 10, entre otras. 

Así, Sabater-Jara et al. (2010) demostraron que las CDs estimulaban la biosíntesis de 

fitoalexinas de naturaleza sesquiterpénica, como la solavetivona, y de compuestos 

terpenoides en cultivos celulares de pimiento. Belchí-Navarro et al. (2011) también han 

descrito un aumento de la síntesis y de la acumulación de silimarinas (una mezcla 

isomérica de flavolignanos farmacológicamente activos, formadas por el acoplamiento 
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oxidativo de taxifolina y alcohol coniferílico) en el medio extracelular de cultivos 

celulares de Sylibum marianum tras la elicitación con CDs. Asimismo, los resultados 

obtenidos por Almagro et al. (2012) en cultivos celulares de N. tabacum demuestran el 

efecto inductor de las CDs en la producción de capsidiol. Además, recientemente, 

Belchí-Navarro et al. (2013) encontraron que las CDs inducen la acumulación de 

proteínas relacionadas con la defensa, como quitinasas, 1,3-"-glucanasas y peroxidasas. 

Por lo tanto, la elicitación con CDs, además de inducir la acumulación de proteínas 

relacionadas con la defensa, también incrementa la producción de metabolitos 

secundarios, principalmente aquellos relacionados con la defensa, mediante la inducción 

de la expresión de los genes responsables de su biosíntesis, lo que permite su 

acumulación en el medio extracelular. Además, como las CDs son capaces de formar 

complejos de inclusión con los metabolitos inhiben los procesos de retroinhibición 

biosintética por acumulación del producto final y asimismo evitan la muerte celular 

causada por la acumulación excesiva del metabolito. 

!
M0!H$-,'>+%.!'=,$%('262%$'.!

La matriz extracelular o espacio extracelular (EEC) se utiliza generalmente para 

referirse a ''todo lo que se encuentra fuera de la membrana plasmática'' y está compuesto 

por la pared celular y el espacio intercelular, en el que los productos se mueven 

libremente. A ese fluido que se localiza dentro del EEC se le denomina líquido 

apoplástico o fluido extracelular y está compuesto por una mezcla compleja de 

carbohidratos, lignina, proteínas secretadas, como las enzimas digestivas, metabolitos, 

compuestos inorgánicos y otras muchas sustancias (Haslam et al., 2003; Agrawal et al., 

2010). 

 

En el apoplasto se llevan a cabo numerosas funciones fisiológicas, entre las que se 

incluyen la expansión celular, la osmorregulación, el intercambio gaseoso, señalización, 

reconocimiento célula-célula, destoxificación, y defensa frente al estrés tanto abiótico 

como biótico (Grignon y Sentenac, 1991; Ellis et al., 2007; Jung et al., 2004). En este 

sentido, la pared celular se considera un compartimento dinámico que juega un papel 

crucial, no sólo en el crecimiento y expansión celular, sino también en la interacción 
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con los factores ambientales, incluyendo los que se requieren para la nutrición y defensa 

ante el estrés ambiental o frente al ataque de patógenos (Pignocchi et al., 2006). 

 

Asimismo, las proteínas secretadas en el líquido apoplástico incluyen tanto proteínas 

constitutivas como las que son secretadas en respuesta a señales ambientales. De hecho, 

se ha propuesto la co-existencia de dos tipos diferentes de orgánulos secretores en las 

células: los orgánulos secretores constitutivos y los regulados (Brunner et al., 2009). 

Los orgánulos secretores constitutivos (o vía secretora constitutiva) son capaces de 

liberar su contenido de forma independiente de cualquier estímulo extracelular o 

intracelular. Por el contrario, el proceso de secreción de los orgánulos secretores 

regulados (o vía secretora regulada) es controlado por estímulos extracelulares y/o 

intracelulares que son específicos del tipo celular (Agrawal et al., 2010). La ruta del 

RE/Golgi es un proceso de secreción clásico bien conocido y ampliamente caracterizado 

en los organismos multicelulares, tanto en plantas como en animales. En esta vía, las 

proteínas integrales de la membrana plasmática, así como las proteínas secretadas, se 

sintetizan típicamente en el RE y pasan a través del aparato de Golgi, aunque algunas 

vesículas secretoras pueden pasar por alto el aparato de Golgi en su camino hacia la 

vacuola (Dupree, 1999). Por lo tanto, ambos orgánulos secretores cooperan y regulan  el 

normal funcionamiento de la ruta RE/Golgi. El término secretoma se define como ''el 

conjunto de las proteínas secretadas en el espacio extracelular por una célula, tejido, 

órgano u organismo en cualquier momento dado y bajo determinadas condiciones, a 

través de mecanismos de secreción conocidos y desconocidos que implican orgánulos 

secretores constitutivos y regulados'' (Agrawal et al., 2010). 

 

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). Así, el 

medio extracelular en el que crecen los cultivos celulares vegetales puede considerarse 

como un amplio espacio intercelular que forma un continuo con la pared de la célula 

vegetal (Kärkönen y Koutaniemi, 2010). Por esta razón, las suspensiones celulares 

constituyen una fuente óptima para el aislamiento, identificación y caracterización de 
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proteínas localizadas en la pared celular, ya que el espacio intercelular, en este caso el 

medio extracelular, se obtiene directamente mediante técnicas no destructivas (Sabater-

Jara et al., 2014). 

 

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 otros compartimentos celulares 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. Se han utilizado distintas herramientas en el análisis del 

proteoma con el fin de investigar y entender las funciones de las proteínas secretadas. 

Así, el uso de las técnicas electroforéticas, la disponibilidad de la secuencia del genoma 

y los recientes avances en la tecnología de espectrometría de masas (Wu et al., 2006), 

han hecho posible identificar las proteínas de un tejido u órgano dado (Rose et al., 

2004). En comparación con otros métodos para el aislamiento de proteínas de la pared 

celular, tales como la infiltración al vacío (Boudart et al., 2005; Zhu et al., 2006) y el 

fraccionamiento subcelular (Chivasa et al., 2002; Watson et al., 2004), el medio 

extracelular de una suspensión celular puede ser fácilmente separado de las células sin 

ruptura celular proporcionando una fuente conveniente, continua y única de las 

proteínas de la pared celular (Chivasa et al., 2006). 
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Las plantas poseen mecanismos constitutivos o inducibles en respuesta al ataque de 

patógenos, muchos de los cuales implican la expresión de numerosos conjuntos de 

genes que codifican proteínas con funcionalidades muy diversas, entre las que destacan 

aquellas que tienen un papel activo en la defensa ante este estrés. Así, uno de los 

componentes cruciales en este repertorio inducible de mecanismos de auto-defensa de la 

planta se sitúa en la producción y/o acumulación de proteínas relacionadas con la 

patogénesis (PR, pathogenesis related). Las proteínas PR fueron descubiertas por Van 

Loon y Van Kammen (1970) tras los primeros avances en las técnicas electroforéticas 

de proteínas en plantas de tabaco durante una respuesta hipersensible debido a la 

infección del virus del mosaico del tabaco (TMV, tobacco mosaic virus). 
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Posteriormente, se encontró que estas proteínas se inducían también por infecciones de 

hongos y bacterias en numerosas especies de plantas (Redolfi, 1983). A día de hoy se 

han identificado proteínas PR en numerosas mono- y dicotiledóneas de diferentes 

géneros, por lo que se puede considerar que se encuentran distribuidas de un modo 

ubicuo en el reino vegetal. El término PR hace referencia a aquellas proteínas que no 

sólo se encuentran a concentraciones detectables en tejidos sanos, sino que su 

acumulación se ha demostrado en condiciones patológicas y situaciones relacionadas 

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

término “condiciones patológicas” en este caso se utiliza para indicar el ataque directo 

de patógenos de diverso origen, tales como hongos, bacterias, virus, insectos y 

herbívoros. Además, también se incluyen: la aplicación de compuestos químicos que 

mimetizan el efecto del ataque por un patógeno (hormonas, como etileno, ácido 

salicílico y ácido jasmónico) y las respuestas a heridas que dan lugar a proteínas que se 

acumulan durante la infección (Sels et al., 2008). Van Loon et al. (2006) establecieron 

una clasificación de las PRs en 17 familias según sus secuencias nucleotídicas o 

proteicas y sus propiedades (Tabla 1.6).  

 

Las familias fueron enumeradas de acuerdo al orden en que se identificaron. Así, la 

familia PR-1 fueron las primeras en ser identificadas en la interacción tabaco/virus 

TMV y son las que se acumulan en mayor cantidad en el tejido infectado (Buchel y 

Linthorst, 1999). A pesar de ser muy abundantes, no se conoce con exactitud su 

función, aunque se ha descrito que algunas de ellas presentan actividad antifúngica. En 

esta familia se encuentran tanto proteínas ácidas como básicas. Son proteínas de un peso 

molecular comprendido entre 14-17 kDa. La familia PR-2 contiene proteínas con 

actividad "-1,3-glucanasa. Las glucanasas de clase I son proteínas básicas y vacuolares, 

mientras que las de clase II son ácidas y extracelulares. El modo de acción se basa en su 

capacidad para hidrolizar los "-1,3-glucanos presentes en la pared celular de hongos. 

Como resultado de su actividad hidrolítica se pueden liberar fragmentos de la pared del 

hongo que son reconocidos por la planta y que funcionan como elicitores de la respuesta 

inducida. Además de participar en la defensa vegetal, las "-1,3-glucanasas participan 

también en los procesos de desarrollo normal de la planta, como la germinación del 

polen, fertilización, embriogénesis, maduración del fruto, germinación de las semillas y 
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la movilización de las reservas del endospermo de cereales (Leubner-Metzer y Meins, 

1999). 

 
Tabla 1.6. Clasificación de las PRs según Van Loon et al. (2006) modificado.  
 

Familia Miembro  
tipo 

Mr 
(kDa) 

Propiedades 

PR-1 PR-1a de tabaco  15 Antifúngica 

PR-2 PR-2 de tabaco  30 b-1,3-glucanasa 

PR-3 PR-P, PR-Q de tabaco  25-30 Quitinasas clase I, II, IV, V, VI, VII 

PR-4 PR-R de tabaco 15-20 Quitinasas clase I, II 

PR-5 PR-S de tabaco  25 Taumatina 

PR-6 Inhibidor I tomate 8 Inhibidor de proteinasas 

PR-7 P69 tomate 75 Endoproteinasa 

PR-8 Quitinasa de pepino 28 Quitinasa del tipo III 

PR-9 Peroxidasa formadora de 

lignina en tabaco 

35 Peroxidasa 

PR-10 PR-1 perejil 17 Similar ribonucleasa 

PR-11 Quitinasa de clase V 

tabaco 

40 Quitinasa clase I 

PR-12 Rs-AFP3 rábano 5 Defensina 

PR-13 THI2.1 Arabidopsis  5 Tionina 

PR-14 LTP4 de cebada 9 Proteína de transferencia de lípidos 

PR-15 OxOa (germina) de cebada 20 Oxalato oxidasa 

PR-16 OxOLP de cebada 20 Similar a oxalato oxidasa 

PR-17 PRp27 27 Desconocida 

 

Las quitinasas son proteínas PR que pertenecen a las familias PR-3, PR-4, PR-8 y PR-

11. Son proteínas ácidas o básicas, con pesos moleculares entre 26 y 43 kDa, que se 

agrupan en cinco clases en función de sus características estructurales y funcionales. La 

familia PR-8 incluye quitinasas que tienen también actividad lisozima. Al igual que las 

"-1,3-glucanasas, las quitinasas también pueden encontrarse en tejidos vegetales de 

manera independiente a la infección. Están ampliamente distribuidas en la naturaleza y 

se encuentran en bacterias, hongos, animales y plantas (Kasprzewska, 2003). Las 

quitinasas catalizan la ruptura hidrolítica de los enlaces "-1,4 glucosídicos presentes en 
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la N-acetilglucosamina (NAcGlc), siendo su principal sustrato la quitina, principal 

componente de la pared celular de muchos hongos y del exoesqueleto de invertebrados 

(Collinge et al., 1993; Kramer y Muthukrishnan, 2005). En ciertas plantas, la expresión 

de las glucanasas y las quitinasas se produce coordinadamente tras la infección por un 

patógeno, heridas o tratamiento con etileno y su aparición se ha relacionado con 

procesos de resistencia in vitro (Vögeli et al., 1988). La familia PR-5 se compone de 

proteínas denominadas tipo taumatina debido a la gran similitud de secuencia que 

presentan con la proteína taumatina del arbusto Thaumatococcus danielli. Al igual que 

las proteínas PR-1, se identificaron por primera vez en la interacción tabaco/TMV. Se 

trata de un grupo de proteínas de pequeño tamaño (25 kDa) cuya expresión se induce 

por infección viral y fúngica, así como en respuesta a estrés osmótico y heridas (Liu et 

al., 2010). Los inhibidores de proteasas componen la familia PR-6. Estas proteínas se 

acumulan de forma natural en órganos de reserva como semillas y tubérculos y también 

se inducen en respuesta a heridas, ya sea herida mecánica o causada por insectos 

fitófagos. Además de actuar frente a insectos, también se ha descrito que pueden actuar 

inhibiendo el crecimiento de hongos, aunque todavía se desconoce su mecanismo de 

acción (Heitz et al., 1999). La endoproteinasa P69 de tomate es el representante de la 

familia PR-7 y su expresión se induce en plantas infectadas por viroides (Vera y 

Conejero, 1988). La familia PR-9 incluye las peroxidasas, que pueden ser básicas o 

ácidas, vacuolares o extracelulares. Su función está directamente relacionada con la 

defensa ya que se encuentran implicadas en el reforzamiento de la pared celular, 

catalizando la deposición de ligninas en respuesta a la infección por patógenos o 

insectos (Almagro et al., 2009). Las PR-10 tienen como principal característica su 

localización citosólica y su actividad ribonucleasa (Datta y Muthukrishnan, 1999). Las 

familias PR-12, PR-13 y PR-14 incluyen las defensinas, tioninas y proteínas 

transportadoras de lípidos, respectivamente. 
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Como se ha comentado en la introducción, el cultivar de tomate MT presenta una serie 

de características fenotípicas, rápido crecimiento y pequeño tamaño, que hacen que sea 

más adecuado para estudios en laboratorio que otros cultivares de tomate. El objetivo 

general planteado al iniciar este trabajo fue determinar el comportamiento in vitro del 

cv. MT, así como llevar a cabo un estudio de los perfiles de metabolitos secundarios y 

de los patrones de expresión proteica en suspensiones celulares sometidas a la 

elicitación con MJ, en presencia y en ausencia de dos tipos de !-CDs: metiladas al azar 

(CDsM) o hidroxipropiladas al azar (CDsH). El fin último es explorar el potencial de 

las suspensiones celulares derivadas del cv. MT para utilizar este sistema en la 

producción de metabolitos con alto valor añadido. Para abordar este objetivo general se 

plantean los siguientes objetivos específicos:  

1. El estudio del crecimiento de las suspensiones celulares de S. lycopersicum cv. 

MT. 

2. La identificación/cuantificación de los metabolitos (fenoles y esteroles) 

presentes en las suspensiones celulares de S. lycopersicum cv. MT y de su 

evolución con el tiempo. 

3. El análisis de la evolución del patrón de proteínas totales del medio extracelular 

e intracelular de las suspensiones celulares, así como de la evolución de la 

actividad peroxidasa y de los patrones isoenzimáticos de esta enzima durante el 

cultivo. 

4. La identificación/cuantificación de metabolitos bajo condiciones de elicitación 

con MJ y/o CDs en suspensiones celulares de tomate cv. MT en fase 

exponencial. 

5. El estudio de los patrones de expresión proteica en los cultivos celulares 

elicitados con CDs y/o MJ en fase exponencial. 
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3. Materiales y Métodos 
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Los reactivos utilizados procedieron de diferentes casas comerciales. Todos los 

disolventes orgánicos utilizados fueron de grado HPLC y se obtuvieron de Panreac 

(España), las CDsM metiladas de Wacker Chemie (Alemania) y el agar purificado de 

Pronadisa (España), el MJ de Duchefa (España), y el resto de compuestos fueron 

obtenidos de Sigma-Aldrich (España). 

//0!A%,'$)%2!7'#',%2!!

En todos los experimentos recogidos en la presente memoria se utilizaron callos y 

suspensiones celulares de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom. 

 

//030!/+)()%()5+!&'!2%!2>+'%!('262%$!

La obtención de los cultivos celulares de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom se llevó 

a cabo partiendo de frutos desarrollados en plantas cultivadas in vitro. Para la obtención 

de las plantas in vitro se partió de semillas de tomate de la citada variedad que, una vez 

desinfectadas en presencia de hipoclorito sódico al 0,5 % y Tween-80 al 0,25 % durante 

15 min y lavadas con agua destilada y esterilizada, se cultivaron en medio Murashige y 

Skoog (MS; Murashige y Skoog, 1962) con la concentración de macronutrientes 

reducida a la mitad (MS/2), suplementado con las vitaminas descritas por Morel (Morel 

y Wetmore, 1951), vitaminas B1 y B3 y sacarosa al 3 % como fuente de carbono 

reducido (Tabla 2.1). El pH del medio se ajustó a 6,0 con 0,1 N KOH y éste se 

autoclavó a 121 ºC, 20 min y 1,2 atmósferas (Stericlav-S Raypa). 

 

Para la inducción de callo, los frutos desarrollados in vitro se cortaron en 8 porciones y 

se cultivaron en placas Petri que contenían un medio basal MS, suplementado con 

vitaminas de Morel, vitaminas B1 y B3, hidrolizado de caseína, sacarosa al 3 %, ácido 

alfa-naftalenacético (ANA) 2 mg/L y 6-benciladenina (BA) 2 mg/L (Tabla 2.1). Los 

cultivos se incubaron en oscuridad, a 25 °C. La aparición de los microcallos, a partir del 

mesocarpo de frutos cultivados in vitro, se observó 2-3 semanas después de la 

inducción. 
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Cuando se dispuso de suficiente biomasa, los callos se trasfirieron a matraces de 250 

mL de capacidad que contenían 100 mL del medio de cultivo de mantenimiento, 

compuesto por la combinación de macro- y micronutrientes descrita por MS, vitaminas 

de Morel, hidrolizado de caseína 250 mg/L, sacarosa 3 %, ANA 0,86 mg/L, quinetina 

0,11 mg/L, ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 0,09 mg/L y agar 7,5 g/L, 

ajustándose el pH a 6,0 (Tabla 2.1). Los callos se mantuvieron en una cámara de cultivo 

(Sanyo Versatile Environmentat Test Chamber MRL351), a una temperatura de 25 ºC, 

con un régimen de 16 h de luz (6 W/m2) y 8 h de oscuridad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. Diferentes fases del establecimiento de cultivos celulares derivados de 

frutos de Solanum lycopersicum cv Micro-Tom. A) Frutos desarrollados en plantas 

cultivadas in vitro. B) Secciones de frutos inmaduros. C) Microcallo de tomate cv. MT.  
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Tabla 2.1. Composición del medio de cultivo utilizado para la obtención de plantas in vitro, la 

inducción y mantenimiento de callos de tomate cv. MT 

 Obtención plantas in vitro 
mg/L (µM) 

Inducción de callo 
mg/L (µM) 

Mantenimiento de 
callo 

mg/L (µM) 
Medio basal MS/2  MS  MS  
Reguladores del 
crecimiento 

   

Quinetina - - 0,11 (0,51) 
2,4-D - - 0,09 (0,41) 
ANA - 2 (10,74) 0,86 (4,61) 
BA  2 (9,29)  
Vitaminas    
Pantotenato cálcico 1 1  1 
Mioinositol 100 100 100 
Biotina 0,01 0,01 0,01 
Piridoxina 1 1 1 
Tiamina 1 1 1 
Ácido Nicotínico 1 1 1 
Otros componentes    
Hidrolizado de caseína - 250 250 
Sacarosa 30000 30000 30000 
pH 6,0 6,0 6,0 
 

//080! A%+,'+)*)'+,-! &'! 2-.! (%22-.! '! )+)()%()5+! :! *%+,'+)*)'+,-! &'! 2%.!
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Los callos friables se subcultivaron cada 21 días (Figura 2.2A) y, tras seis meses de 

subcultivo, se utilizaron para la obtención de suspensiones celulares. Las suspensiones 

celulares se iniciaron mediante la transferencia de 20 g de callo friable a matraces de 

250 mL de capacidad que contenían 100 mL del medio de cultivo sin agar descrito 

anteriormente para el mantenimiento de los callos, manteniéndose en agitación continua 

(105 rpm) y en las mismas condiciones de régimen de luz y temperatura que las 

descritas para los callos. Las suspensiones celulares se subcultivaron cada 16 días por 

transferencia de 50 mL de suspensión celular a matraces de 250 mL de capacidad que 

contenían 50 mL de medio de cultivo fresco (Figura 2.2B) y se mantuvieron en 

agitación continua (105 rpm) en las condiciones de régimen de luz y temperatura 

descritas previamente.  
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Figura 2.2. A) Callo de tomate cv. MT crecido en matraz y en luz durante 21 días de 

cultivo. B) Aspecto de la suspensión celular de tomate cv. MT a los 16 días de cultivo. 

!
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La curva de crecimiento se realizó a partir de suspensiones celulares bien establecidas, 

filtrándolas en condiciones asépticas. Las células filtradas se pesaron y 40 g de peso 

fresco de células se transfirieron a matraces de 500 mL de capacidad conteniendo 200 

mL del medio de cultivo descrito anteriormente. Al día siguiente del inicio de la 

suspensión celular se realizó el primer muestreo; estos datos corresponden al primer 

punto de la curva, considerando éste como el tiempo cero (t0). Los siguientes muestreos 

se realizaron 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) y de los pesos fresco y seco de las células. Además, se 

procedió a la determinación del pH y de la conductividad del medio extracelular. El 

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, en 

agitación, por matraz y día de muestreo, utilizando una pipeta estéril para cada muestra. 

A continuación se centrifugaron a 99 x g, durante cinco minutos, a 4 ºC, en una 

centrífuga refrigerada Heraeus Sepatech. Se tomaron las lecturas del volumen total de la 

alícuota muestreada y del volumen de las células empaquetadas. Los resultados se 

expresaron en %. Una vez realizada la medida del VEC se separó el medio extracelular 

"! $!
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de las células y se midió el pH del medio en un pH-metro Crison (modelo pH METER 

BASIC 20) y la conductividad del medio, con un conductímetro Crison (Modelo micro 

CM 2100). Para la medida del peso fresco las alícuotas recogidas de cada suspensión se 

filtraron con ayuda de una bomba de vacío hasta eliminar el medio extracelular. 

Posteriormente, las células se lavaron con agua destilada fría y se pesaron en una 

balanza de precisión GR-200 (modelo AND). Los resultados se expresaron en mg de 

peso fresco. Una vez determinado el peso fresco, las células se pesaron en filtros de 

papel Whatman y se colocaron en una estufa a 50 ºC durante 48 h. Posteriormente, se 

determinó el peso seco de las células, expresando los resultados en mg de peso seco. 

 

La caracterización de las curvas de crecimiento se realizó tomando como base 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 

• Volumen de empaquetamiento celular máximo o 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, si el cultivo se desarrollara en continuo 

crecimiento exponencial. 

 

Adicionalmente, se determinó el índice de crecimiento de la biomasa (ICB) y la 

productividad de la biomasa (Pr) a partir de las ecuaciones descritas por Wu y Ho 

(1999): 

ICB= densidad celular máxima (Xmax)/densidad celular inicial (Xo) 

Pr= (Xmax-Xo)/ tiempo necesario para alcanzar la densidad celular máxima (t)  
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En todos los ensayos de elicitación, en primer lugar se procedió a la filtración de las 

células utilizando un embudo Büchner esmerilado con placa filtrante de borosilicato, de 

40-90 µm de tamaño de poro, acoplado a un matraz kitasato. A continuación, se realizó 

un ligero vacío, utilizando para ello una bomba de membrana Laboport®. Todas las 

manipulaciones de las células se realizaron en condiciones asépticas dentro de la cabina 

de flujo laminar y utilizando 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, las células se pesaron y se añadieron a los matraces para realizar los 

diferentes tratamientos.  

 

En todos los experimentos de elicitación, se utilizaron 20 g de PF de células en 100 mL 

de medio de cultivo utilizando como recipientes matraces de 250 mL de capacidad. Las 

suspensiones celulares se incubaron durante 96 horas con los elicitores y, transcurrido el 

periodo de incubación, se recogieron muestras para la determinación del VEC de cada 

tratamiento. A continuación, se separó el medio de cultivo de las células, siguiendo el 

mismo procedimiento descrito anteriormente, en condiciones no asépticas. Las células 

se lavaron con agua fría, se filtraron realizando un ligero vacío y se pesaron. Asimismo, 

se midió el volumen de medio de cultivo recogido tras el tratamiento de elicitación. 

Finalmente, se hicieron alícuotas de las células y del medio extracelular y se 

almacenaron a -80 0C hasta su posterior análisis. Todos los tratamientos se realizaron 

por triplicado. 

 

/M030!12)(),%()5+!(-+!DQ.!:R-!AS!

Los experimentos de elicitación se llevaron a cabo con suspensiones celulares de tomate 

cv. MT en fase exponencial (crecidas durante 10 días). La elicitación de las 

suspensiones de tomate se realizó con dos ciclodextrinas sintéticas, ciclodextrinas 

metiladas al azar (CDsM) y ciclodextrinas hidroxipropiladas al azar (CDsH), a una 

concentración de 50 mM. Asímismo, en los estudios de elicitación se empleó otro 

elicitor, el MJ a una concentración de 100 µM, ya que se ha comprobado que esta 

concentración es la óptima para inducir metabolitos en diferentes especies vegetales 
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(Lee-Parsons et al., 2005; Sánchez-Sampedro et al., 2005), incluyendo a S. 

lycopersicum cv. MT (Chen et al., 2006). 

 

Estas concentraciones de CDs (50 mM) y MJ (100 µM) se han probado en suspensiones 

celulares de distintas especies como Vitis vinifera (Bru et al., 2006), Catharanthus 

roseus (Almagro et al., 2011a) y Capsicum annuum (Sabater-Jara et al., 2010) y se ha 

comprobado que son las óptimas para la producción de metabolitos secundarios. Por 

dicho motivo, no se realizaron ensayos de optimización de la concentración de los 

elicitores. 

 

Los ensayos de elicitación se realizaron al final de la fase exponencial (día 10), cuando 

cesa la actividad proliferativa y se produce una diferenciación bioquímica del cultivo. El 

periodo de incubación con los elicitores fue de 96 h, por ser éste un tiempo comúnmente 

descrito en la bibliografía (Bru et al., 2006; Almagro et al., 2011a; Sabater-Jara et al., 

2010; Sabater-Jara y Pedreño, 2013; Belchí-Navarro et al., 2012 y 2013). 

 

Las suspensiones celulares se elicitaron con CDs o MJ y en presencia de ambos 

elicitores, se realizaron seis tratamientos diferentes: control (suspensiones en ausencia 

de elicitores), 50 mM de CDsM, 50 mM CDsH, 100 µM MJ, 50 mM CDsM + 100 µM 

MJ y 50 mM CDsH + 100 µM MJ. El MJ fue disuelto previamente en etanol, siendo la 

concentración final de etanol en los medios de cultivo inferior al 0.5%. La disolución de 

MJ se adicionó a los medios de cultivo una vez esterilizada mediante filtración, 

utilizando filtros estériles de 0,22 µm (Millipore) y realizando el proceso en la cabina de 

flujo laminar (modelo KB/KBM). 

 

La incubación con los elicitores se prolongó durante 96 h y los cultivos se mantuvieron 

con un régimen de 16 h luz por 8 h de oscuridad, a 25 ºC en  un agitador orbital (105 

rpm).  
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La viabilidad en las suspensiones celulares se determinó mediante el ensayo de 

reducción del cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC), que es reducido a formazano 

mediante la acción de NADH deshidrogenasas mitocondriales. El formazano 

(compuesto rojo e insoluble en agua) puede solubilizarse con etanol y medirse 

espectrofotométricamente a 485 nm. En la medida de viabilidad celular se empleó el 

método descrito por Zapata et al. (1991) con ligeras modificaciones. Para ello, a 1 mL 

de suspensión celular se le añadió 100 µL de TTC al 1 % (p/v) disuelto en tampón 

fosfato sódico 50 mM, pH 7,4. La mezcla se incubó durante 24 horas en la oscuridad a 

25 ºC. Posteriormente, se procedió a la filtración de las células sobre un filtro de vidrio 

GF/A y éstas se resuspendieron en 1 mL de etanol al 95 % (v/v). Para la extracción del 

formazano, la mezcla se incubó a 65 ºC durante 10 minutos. Después de la extracción, 

las muestras se centrifugaron (10000 g, 5 min), usando una centrífuga eppendorf 

5415R. A continuación, se procedió a la cuantificación de los niveles de formazano 

midiendo la absorbancia de los sobrenadantes a 485 nm en un espectrofotómetro 

Shimadzu UV-1603. 

 

Los resultados se expresaron como el porcentaje de viabilidad celular en relación a la 

viabilidad celular del tratamiento control. La fórmula empleada fue:  

 

Viabilidad celular (%) = (Absorbancia células tratadas/ Absorbancia control) x 100 

 

Además, la viabilidad se comprobó al microscopio utilizando el mismo ensayo 

(reducción del TTC) siguiendo el protocolo descrito por Dixon (1985) con ligeras 

modificaciones. Para ello, a 1 mL de la suspensión celular se le añadió 10 mL de TTC 

al 1%, disuelto en tampón fosfato sódico 50 mM, pH 7,4. La mezcla se incubó en la 

oscuridad durante 2 h a 37 ºC. Transcurrido el tiempo de incubación, las muestras se 
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centrifugaron (250 x g 5 min), se lavaron con agua destilada y, posteriormente, fueron 

observadas bajo microscopía de campo claro y fotografiadas con una cámara digital. 

 

M080!Q','$*)+%()5+!&'!2%!7)%C)2)&%&!('262%$!(-+!&)%(',%,-!&'!?26-$'.('>+%!

LQ"GN!

Como marcador fluorescente, para estimar la viabilidad celular por observación 

microscópica, se utilizó el 3´,6´-diacetato de fluoresceína (DAF), según el protocolo 

establecido por Huang et al. (1986). Cuando el fluoróforo penetra en la células, los 

grupos acetilo se hidrolizan por acción de las hidrolasas ligadas a la membrana 

plasmática (Stubberfield y Shaw, 1990) y por las esterasas citoplasmáticas (Steward et 

al., 1999). La fluoresceína queda libre, emitiendo fluorescencia verde a 520 nm cuando 

se ilumina con luz azul (490 nm). La disolución de ensayo se preparó diluyendo 20 µl 

de una solución de DAF (5 mg/ mL en acetona) en 980 µl del mismo medio de cultivo 

en el que habían sido cultivadas las células. La tinción de las células se llevó a cabo 

mezclando, en una relación 1:1, un volumen de suspensión celular con la disolución de 

ensayo. La observación y la adquisición de las imágenes microscópicas de cada muestra 

se completaron dentro de los 10 minutos siguientes a la mezcla de las células con la 

disolución de DAF. 

 

M/0!1=,$%(()5+!&'!*',%C-2),-.!

M/030! 1=,$%(()5+! &'! *',%C-2),-.! 4$'.'+,'.! '+! '2! *'&)-! '=,$%('262%$! &'!

.6.4'+.)-+'.!('262%$'.!'2)(),%&%.!:!(-+,$-2!

Para la extracción de metabolitos presentes en el medio extracelular, se empleó la 

metodología descrita por Sabater-Jara et al. (2010). En primer lugar, se realizó una 

partición de fases con acetato de etilo (1:1, v/v) y se adicionó al medio extracelular 

NaHCO3 al 3% (p/v) y NaCl al 10% (p/v), con el fin de obtener una clara separación de 

fases. Transcurrida una hora, se recogió la fase orgánica y se realizó una segunda 

extracción de la fase acuosa durante 1 h. Pasado ese tiempo, se recogieron las fases 

orgánicas (acetato de etilo) y se evaporaron en un rotavapor a 40 ºC, aplicando vacío. El 
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residuo seco resultante se resuspendió en 1 mL de metanol (grado HPLC). Finalmente, 

las muestras se filtraron a través de filtros de membrana de Teflón (PTFE) de 0.45 µm, 

y se almacenaron en alícuotas a -80 ºC para su posterior análisis cromatográfico con 

HPLC-MS y CG-MS. 

M/080! 1=,$%(()5+! &'! *',%C-2),-.! )+,$%('262%$'.! 4$-('&'+,'.! &'!

.6.4'+.)-+'.!'2)(),%&%.!:!(-+,$-2!

Para la extracción de metabolitos celulares se siguió el protocolo descrito por Moco et 

al. (2006b). En primer lugar, se procedió a la homogeneización de las células 

(previamente trituradas en N2 líquido) en presencia de metanol al 70 % (1:2 p/v). El 

homogenado se incubó en oscuridad durante 24 horas a 4 ºC y se centrifugó (14 000 x 

g, 20 min, 4 ºC). Una parte del sobrenadante se hidrolizó en presencia de HCl 6 M 

durante 1 hora a 90 ºC en oscuridad. Ambos extractos, hidrolizados y no hidrolizados, 

se filtraron a través de filtros de membrana de Teflón (PTFE) de 0.45 µm, y se 

almacenaron en alícuotas a -80 ºC para su posterior análisis cromatográfico con HPLC-

MS. 

 

M//0!17%26%()5+!&'!*',%C-2),-.!.'(6+&%$)-.!

M//030! /&'+,)?)(%()5+! :! (6%+,)?)(%()5+! &'! *',%C-2),-.! .'(6+&%$)-.! 4-$!

($-*%,-#$%?>%!WHXDBAY!:!DEBAY!

Para la identificación y cuantificación de los compuestos fenólicos presentes en el 

medio extracelular y en las células, tanto control como elicitadas, se utilizó un sistema 

cromatográfico HPLC Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography) modelo 

Alliance 2695, compuesto por un módulo de separación modelo 2695, una bomba 

cuaternaria, un inyector automático y un detector de fotodiodos modelo 2996. Los datos 

fueron procesados con el programa informático Waters Millenium 32.  

 

La separación se realizó sobre una columna Phenomenex de fase reversa C18 (4,60 x 

250 mm, 5 µm). La fase móvil empleada estaba constituida por un gradiente de ácido 
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fórmico 0,1 % en agua (disolvente A) y ácido fórmico 0,1 % en metanol/acetonitrilo 

(60/40, v/v) (disolvente B). El gradiente utilizado fue el siguiente: 90 % A y 10 % B, 

t=0 minutos; 65 % A y 35 % B, t=20 minutos; 60 % A y 40 % B, t=30 minutos; 35 % A 

y 65 % B, t=45 minutos; 35 % A y 65 % B, t=50 minutos; 90 % A y 10 % B, 55 

minutos; 90 % A y 10 % B, 60 minutos. La velocidad de flujo se fijó en 1 mL/minuto y 

el volumen de inyección fue de 40 µL. 

 

La identificación de los compuestos fenólicos individuales se realizó comparando las 

propiedades espectrales y tiempos de retención de los picos mayoritarios de las 

muestras, con los estándares comerciales. Se utilizó ácido cafeico, ácido clorogénico, 

ácido ferúlico, ácido gálico, ácido p-cumárico, ácido cinámico, vainillina, resveratrol, 

rutina, y quercitina. La cuantificación de los compuestos fenólicos individuales se 

realizó inyectando diferentes concentraciones (0,25-100 µM) de los estándares puros y 

construyendo la correspondiente recta patrón, teniendo en cuenta las áreas de los picos 

de los cromatogramas extraídos a 306 nm. 

 

Para la identificación y cuantificación de los terpenoides presentes en el medio 

extracelular en muestras control y elicitadas, se utilizó un sistema cromatográfico 

Agilent Technologies 6890 Network GS System, equipado con un detector de masas 

Agilent 5973. La separación de los compuestos se realizó sobre una columna capilar 

Agilent 19091 S-433 HP-5MS, con un flujo de 1,0 mL/ minuto de helio como gas 

portador. La temperatura del horno se programó desde 60 ºC hasta 310 ºC y el volumen 

de inyección fue de 0,8 (L. El programa de análisis consistió en un inicio a 60 °C con 

subida hasta 310 °C, alcanzando una temperatura máxima de 350 °C. La identificación 

de los terpenoides se realizó comparando los espectros de masas y el tiempo de 

retención experimentales y los obtenidos a partir de un patrón externo comercial y de 

aquellos que aparecen en la librería NBS 75K. La cuantificación de los terpenoides se 

realizó inyectando diferentes concentraciones (0,05-0,200 mg/mL) de los patrones 

comerciales (fucosterol, "-sitosterol, campesterol, estigmasterol) y construyendo la 

correspondiente recta patrón. 
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La determinación de los fenoles totales se realizó tal y como se describe en López-

Arnaldos et al. (2001). Para ello, a 50 µL de extracto metanólico se le añadió 75 µL del 

reactivo Folin-Ciocalteu (diluido 1:1 en agua MilliQ), 0,5 mL de Na2CO3 al 2% y 

NaOH al 0,4%. Después de 30 minutos de incubación a 25 ºC en la oscuridad, se midió 

la absorbancia a 750 nm en un espectofotómetro Shimadzu UV-1603. Las medidas 

fueron realizadas por triplicado, frente a un blanco con metanol. 

 

La recta de calibrado para la estimación de las concentraciones de compuestos fenólicos 

se realizó utilizando ácido clorogénico disuelto en metanol como estándar, empleando 

un rango de concentraciones comprendidas entre 10-150 µM. 

!

M///0! Q','$*)+%()-+'.! '+V)*K,)(%.! '+! '2! *'&)-! '=,$%('262%$! '!

)+,$%('262%$!

M///030!1=,$%(()5+!&'!4$-,'>+%.!)+,$%('262%$'.!:!'=,$%('262%$'.!

El proceso de extracción de proteínas intracelulares llevado a cabo dependió del tipo de 

determinación enzimática. Así, para la determinación de la actividad peroxidasa se 

homogeneizaron las células (previamente congeladas en N2 líquido) en un mortero, a 4 

ºC, con tampón fosfato sódico 100 mM (pH 7,8), que contenía #uoruro de 

fenilmetanosulfonilo (PMSF) 1 mM, MgCl2 5 mM, ácido ascórbico 5 mM, y 

polivinilpolipirrolidona (PVPP) al 1% (p/p). Tras centrifugar el homogenado (35000 x 

g, 30 min, 4 ºC), se procedió a la precipitación de las proteínas del sobrenadante con 

(NH4)2SO4, al 95 %. Finalmente, los extractos se dializaron durante toda la noche, a 4 

ºC, frente a tampón acetato sódico 50 mM pH 5,0. Una parte del extracto proteico 

dializado se almacenó a -80 °C para la realización posterior de ensayos cinéticos y el 

resto se concentró, mediante centrifugación (3000 x g, 40 min, 4 ºC) con concentradores 

de membrana Centricon-10 (Amicon, Millipore), para la realización de los ensayos 

electroforéticos. 
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Para la determinación de la actividad fenil alanina amonio liasa (PAL), las células se 

homogeneizaron en tampón Tris-HCl 100 mM (pH 8,8), que contenía 

etilendiaminotetraacetato de sodio (EDTA-Na) 1 mM, PMSF 1 mM, Triton X-100 al 

0,1 % (p/v), DTT 5 mM y PVPP 0,5 % (p/p). Tras centrifugar el homogenado (14000 x 

g, 30 min, 4 ºC), el sobrenadante resultante fue desalado mediante filtración en columna 

Sephadex G-25 (PD10, GE Healthcare, Buckinghamshire, RU), previamente 

equilibrada en tampón Tris-HCl 25 mM (pH 8,8), EDTA 1 mM y DTT 2 mM. 

 

La extracción de las proteínas extracelulares se llevó a cabo de acuerdo con Sabater-Jara 

et al. (2010). Con el fin de eliminar las sales del medio extracelular, se prepararon 

alícuotas (10-20 mL) que se dializaron durante toda la noche, a 4 °C, frente a tampón 

acetato de sodio 50 mM pH 5,0. A continuación se procedió a la precipitación de las 

proteínas extracelulares con (NH4)2SO4 al 95 % durante 45 min, a 4 °C. Seguidamente, 

las muestras se centrifugaron (35000 x g, 35 min, 4 ºC) y el precipitado resultante se 

resuspendió en tampón acetato sódico 50 mM, pH 5,0. Finalmente, los extractos se 

dializaron durante toda la noche, a 4 ºC, frente al mismo tampón. Una parte del extracto 

proteico se almacenó a -80 °C para la realización de ensayos cinéticos y otra parte se 

concentró mediante centrifugación (3000 x g, 40 min, 4 ºC) con concentradores de 

membrana Centricon-10 (Amicon, Millipore), para la realización de los ensayos 

electroforéticos. 

M///080!A'&)&%!&'!2%!%(,)7)&%&!4'$-=)&%.%!L1D!3033030ZN!

Los ensayos cinéticos y las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en 

un espectrofotómetro Shimadzu UV modelo 1603. Las actividades enzimáticas se 

expresaron en katales (unidad que se define como la cantidad de enzima capaz de 

convertir un mol de sustrato en producto por segundo) por mg de proteínas (nkatal/mg 

de proteínas). 

 

La actividad peroxidasa se determinó en un medio de reacción que contenía tampón 

acetato sódico 50 mM, pH 5,0, H2O2 1,0 mM y diversos sustratos 3,3’,5,5’-

tetrametilbencidina (TMB) 0,33 mM, ácido cafeico 0,5 mM, y ácido clorogénico 0,5 
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mM. La reacción se inició mediante la adición del extracto enzimático, y los 

incrementos de absorbancia se registraron a una longitud de onda de 652 nm, para la 

determinación del producto de oxidación del TMB y a 410 nm para los productos de 

oxidación de los ácidos cafeico y clorogénico. Los coeficientes de extinción utilizados 

para el cálculo de la actividad enzimática aparecen en la Tabla 2.2.  

 

Tabla 2.2. Sustratos y coeficientes de extinción empleados para el cálculo de la actividad 

peroxidasa 

Sustrato Coeficiente de extinción 
molar 

Referencia 

3,3’,5,5’-tetrametilbencidina 

(TMB) 

)652= 3,9 x104 M-1cm-1 Mika y Lüthje, 2003 

ácido cafeico (410= 1,5 x 105 M-1 cm-1 Ali et al., 2006 

ácido clorogénico (410= 2,02 x 105 M-1 cm-1 Ali et al., 2006 

 

M///0;0!A'&)&%!&'!2%!%(,)7)&%&!?'+)2%2%+)+%!%*-+)-!2)%.%!LH"X[!1D!@0;0308@N!

La actividad PAL se determinó de acuerdo con López-Orenes et al. (2013). Los medios 

de ensayo (0,6 mL) contenían tampón Tris–HCl 100 mM (pH 8,8) y L-fenilalanina 5 

mM. La reacción enzimática se inició mediante la adición del extracto enzimático (0,3 

mL). Posteriormente, se incubó a 37 ºC durante dos horas, deteniéndose la reacción con 

20 µL de HCl 8 M. Los medios se centrifugaron (14000 g, 10 min) con el fin de 

precipitar las proteínas desnaturalizadas. A continuación, se midió la absorbancia a 290 

nm frente a un blanco, en el cual se añadió el extracto enzimático y el HCl (8 M) antes 

de la adición de la fenilalanina. La actividad PAL se expresó en nmoles de ácido trans-

cinámico h-1 mg-1 proteína, utilizando un coeficiente de extinción de (290= 9,5 mM*1 

cm*1 (Olsen et al. 2008). 

 

M///0@0!A'&)&%!&'!2%!%(,)7)&%&!'+&-\6),)+%.%!L1D!;080303@N!

La actividad endoquitinasa se determinó de acuerdo con el protocolo descrito por Hou 

et al. (1998) ligeramente modificado. Los medios de ensayo (0,2 mL) contenían tampón 

acetato sódico 50 mM (pH 5,0) y glicol quitina (G-7753, Sigma) al 2% (p/v). La 

reacción enzimática se inició mediante la adición del extracto enzimático (0,1 mL). 
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Posteriormente, se incubó a 37 ºC durante una hora, deteniéndose la reacción con 500 

µL de la solución A (4,0 g Na2CO3, 1,6 g glicina y 45 mg CuSO4.5H2O disueltos en 100 

mL de agua Milli-Q) y 500 µL de reactivo B (0,12 % [p/v] neocuproína-HCl). Tras 

agitar los medios de reacción en el vórtex, se procedió a su incubación (100 ºC, 3 min). 

Finalmente, los medios de reacción se centrifugaron (14000 x g, 10 min) y, a 

continuación se midió la absorbancia a 450 nm frente a un blanco con la enzima 

desnaturalizada% La cantidad de azúcares reductores liberados se estimó a partir de una 

curva de calibrado empleando un rango de concentraciones de N-acetilglucosamina 

(NAcGlc) comprendido entre 5 y 50 µg mL-1. La actividad endoquitinasa se expresó en 

µg NAcGlc min-1 mg-1 proteína. 

 

M///0U0!A'&)&%!&'!2%!%(,)7)&%&!3T;B"B#26(%+%.%!L1D!;08030;]N!

La actividad 1,3-!-glucanasa se determinó de acuerdo con Derckel et al. (1999). Los 

medios de ensayo (500 µL) contenía tampón acetato sódico 100 mM (pH 5,0) y 

laminarina (L-9634, Sigma) 0,225 % (p/v). La reacción enzimática se inició mediante la 

adición del extracto enzimático (50 µL). Posteriormente, se incubó a 37 ºC durante dos 

horas, deteniéndose la reacción  con 500 µL de la solución A (4,0 g Na2CO3, 1,6 g 

glicina y 45 mg CuSO4.5H2O disueltos en 100 mL de agua Milli-Q) y 500 µL de 

reactivo B (0,12 % [p/v] neocuproína-HCl). Tras agitar los medios de reacción en el 

vórtex, se procedió a su incubación (100 ºC, 3 min). Finalmente, los medios de reacción 

se centrifugaron (14000 x g, 10 min) y, a continuación se midió la absorbancia a 450 

nm frente a un blanco con la enzima desnaturalizada. La cantidad de azúcares 

reductores liberados se estimó a partir de una curva de calibrado empleando un rango de 

concentraciones de glucosa comprendido entre 1 y 10 µg mL-1. La actividad 1,3-!-

glucanasa se expresó en µg glucosa min-1 mg-1 proteína. 

 

 

 

 



4'($#&'5$*16147(-.-*1

74 
 

/^0! Q','$*)+%()5+! &'! 2%! (-+('+,$%()5+! &'! 4$-,'>+%! ,-,%2!

6,)2)V%+&-!'2!$'%(,)7-!&'!F$%&?-$&!

Para la medida de los niveles de proteína total, tanto extracelulares como intracelulares, 

se siguió el procedimiento del microensayo de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories Inc., 

Hercules, CA, EE.UU.) basado en el método colorimétrico de Bradford (1976). Este 

ensayo se basa en la rápida formación de un complejo azul brillante de Coomassie 

G250-proteína, muy estable, y con una absorción a 595 nm que hace el método muy 

sensible y permite la detección de proteínas en un rango de entre 1 y 20 µg/mL. 

 

Las muestras y los estándares se diluyeron con agua Milli-Q (0,8 mL), disolución a la 

que se añadieron 0,2 mL del reactivo concentrado. Posteriormente, los medios de 

reacción se agitaron y después de 15 min de incubación se tomó lectura de la 

absorbancia a 595 nm. La conversión de los valores de absorbancia en mg de proteína 

fue realizada empleando una recta patrón de seroalbúmina  bovina (5-25 µg BSA).  

 

^0!Q','$*)+%()-+'.!'2'(,$-?-$J,)(%.!

^030Q','$*)+%()5+!&'2!4%,$5+!).-'+V)*K,)(-!*'&)%+,'!).-'2'(,$-'+?-\6'!

%+%2>,)(-!

Los ensayos electroforéticos se realizaron en un sistema MiniProtean III de BioRad 

(BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, EE.UU.). Para la preparación de los geles de 

1 mm de espesor, se añadieron en un balón de vacío anfolinas (Bio-Rad) de rango de 

pH 3,5-10 al 2,5 %, acrilamida: bisacrilamida (37,5:1) al 5 % y glicerol al 10 % en agua 

Milli-Q. 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 temperatura 

ambiente. Los extractos proteicos se diluyeron (1:1, v/v) con tampón de carga (2X) 

compuesto por glicerol al 47,6 %, anfolinas al 6 % y agua Milli-Q. El volumen de 

muestra cargado por calle fue de 30 µL. Asimismo, se utilizó citocromo c a una 
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concentración de 3 mg/ml, como proteína marcadora. Las disoluciones de electrodo 

utilizadas fueron ácido acético 20 mM para el ánodo e hidróxido sódico 25 mM para el 

cátodo. Los electrodos se conectaron a una fuente eléctrica (BioRad Powerpac 300) 

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 de los geles se realizó según el método empleado por Ferrer et al (1990). 

Tras equilibrar los geles en tampón acetato sódico 50 mM (pH 5,0) durante 15 min, se 

adicionó 4-metoxi-!-naftol (1 mM) y H2O2 (0,5 mM). Transcurridos 20 min de 

reacción, los geles se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de reactivos. 

Para la adquisición de imágenes de los geles teñidos se empleó un escáner específico 

para geles (ImageScanner: Amersham Bioscience). En el análisis y el procesamiento de 

la imagen se utilizó el programa de procesamiento de imágenes ImageJ, desarrollado 

por el National Institute of Health (EE.UU.). 

 

^080!Q','$*)+%()5+!&'2! 4%,$5+!&'!4$-,'>+%.!*'&)%+,'! '2'(,$-?-$'.).! '+!
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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. 

 

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 añadió un poco de 

agua sobre el medio de polimerización para la obtención de un frente homogéneo. 
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El gel concentrador se preparó a partir de acrilamida/ bisacrilamida al 4 %, tampón Tris-

HCl (0,5 M, 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 cubría y 

dejando polimerizar durante otros 45 min. 

 

Los extractos proteicos se diluyeron (2:1, v/v) con tampón de carga (5X) compuesto por 

tampón Tris-HCl (60 mM, pH 6,8), glicerol al 25 %, SDS al 2 % y azul de bromofenol 

al 0,1 % y agua Milli-Q. Los muestras diluidas se desnaturalizaron por calentamiento en 

un baño a 100 ºC durante 10 min. El volumen de muestra cargado por calle fue de 30 

µL. Se cargaron 5 µg de extracto de proteínas por tratamiento. 

 

Como marcador de peso molecular se utilizó un estándar comercial (Bio-Rad) 

compuesto por fosforilasa b (103 kDa), seroalbúmina (77 kDa), ovalbúmina (50 kDa), 

anhidrasa carbónica (34,3 kDa), inhibidor de tripsina de soja (28,8 kDa) y lisozima 

(20,7 kDa).  

 

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 Bio-Rad (Bio-Rad Power-Pack 300) a temperatura ambiente. 

 

Las proteínas se revelaron siguiendo el protocolo de Pharmacia (PlusOne Silver 

Staining Kit, Protein). Para ello, 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 %, glutaraldehído 

al 0,125 %, tiosulfato sódico al 0,2 % y acetato sódico al 6,8 %. A continuación, los 

geles se lavaron 3 veces con agua destilada durante 5 min y se incubaron en una 

disolución que contenía nitrato de plata al 0,25 % y formaldehído al 0,015 % durante 20 

min. Los geles se volvieron a lavar, 3 veces, con agua destilada y se revelaron con una 

disolución que contenía carbonato sódico al 2,5 % y formaldehído al 0,0074 %. Por 

último, tras detener la reacción con EDTA al 1,46 %, los geles fueron escaneados. 
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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 (Shevchenko et al., 1996), las piezas del 

gel se lavaron con bicarbonato amónico 50 mM y se trataron con acetonitrilo. Las 

proteínas se redujeron con 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/(L 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. 
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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. Una alícuota correspondiente a 5 (L de la muestra 

procesada se incubó a 37 °C durante 1 h Posteriormente, se añadió yodoacetamida a una 

concentración final de 50 mM y se incubó a temperatura ambiente durante 45 min en 

oscuridad. La muestra se diluyó 5 veces con bicarbonato de amonio 25 mM y se le 
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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 (m 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 

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.  

 

Para la identificación de proteínas, los espectros LC-ESI-MS/MS 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, Londres, 

Inglaterra). 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 0,5 Da 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 inferior a 0,05. 
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El procesamiento y análisis de datos se realizó utilizando el paquete estadístico SPSS 

(SPSS Inc., Chicago, EE.UU.) versión 19.0. Se realizó el análisis de la varianza 

(ANOVA) seguido del test HSD de Tukey con el fin de detectar diferencias entre 

tratamientos (P < 0,05).  
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4. Resultados y Discusión 
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I .  Caracterización de las suspensiones 

celulares de Solanum lycopersicum cv. 

Micro-Tom 
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La determinación del perfil de crecimiento se realizó en suspensiones celulares que 

habían sido subcultivadas sucesivamente durante 4 semanas (6 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 de la suspensión celular hasta los 20 días 

de cultivo. 

 

La curva de crecimiento de la suspensión celular fue típicamente sigmoidal (Figura 4.1), 

distinguiéndose tres fases: la fase de latencia o “lag”, que comprende desde el inicio del 

cultivo, con una densidad celular inicial del 25 % (medida como VEC, %), y que 

corresponde a 10 g PS L-1 hasta el día 5, donde se alcanza un VEC del 35 %, que 

equivale a 14 g PS L-1; la fase de crecimiento exponencial o “log”, que engloba desde el 

día 5 al día 10, donde se obtiene un VEC del 64 % que corresponde a 25,5 g PS L-1 y, 

finalmente, la fase estacionaria, que abarcó desde el día 16 hasta el final del cultivo y en 

la que se obtiene un VEC próximo al  79 %, lo que equivale a unos 31,5 g PS L-1. 

 

Para la determinación de la fase “log” se realizó una regresión lineal de todos los 

intervalos posibles, siendo el que más se ajustaba a una recta, el que comprendía desde 

el día 5 al 10 (R2=0,995). El comportamiento del crecimiento observado a partir del día 

10 determinó la necesidad de subcultivo de la suspensión celular cada dos semanas. 

 

Con el fin de caracterizar el crecimiento de las suspensiones celulares se midió, además, 

la conductividad y el pH del medio de cultivo de las suspensiones (Figura 4.1). Así, la 

conductividad del medio extracelular mostró una variación inversamente proporcional a 

la curva de crecimiento. La conductividad del medio está directamente relacionada con 

la concentración de iones en el medio. Por tanto, cuando las células están en la fase de 

mayor actividad metabólica –la fase exponencial- consumen una mayor cantidad de 

nutrientes minerales, lo que provoca una reducción de sus niveles en el medio de cultivo 

y, por consiguiente, de la conductividad. Por el contrario, como resultado de la 
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reducción del metabolismo primario durante las fases de latencia y estacionaria, las 

variaciones de la conductividad disminuyen (Suresh et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.1. Curva de crecimiento de las suspensiones celulares de tomate cv. MT ( ), y  

variaciones de pH ( ) y de la conductividad ( ) en el medio extracelular durante el tiempo 

de cultivo. Los valores representan el promedio de tres réplicas ± error estándar. 

 

Por otra parte, el pH inicial del medio de cultivo fue 5,97 ± 0,02 y este valor aumentó 

durante el crecimiento hasta alcanzar un valor de 6,23 ± 0,01. La variación del pH está 

condicionada 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 del periodo de crecimiento. Las células vegetales cultivadas in vitro 

utilizan aquella fuente nitrogenada cuya incorporación implique 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, 2001; Thorpe et 

al., 2008), y de la posibilidad, por parte de la célula, 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. 
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Para la determinación de los parámetros cinéticos sobre los que se ha basado la 

caracterización de la curva de crecimiento de S. lycopersicum se han utilizado las 

ecuaciones descritas en el apartado III de la sección “Materiales y Métodos”. Dichos 

parámetros se muestran representados en la Figura 4.2. 

 

Los valores de estos parámetros cinéticos fueron VECmáx del 78,9 %, Vexp 5,5 ml de 

suspensión celular/día y Ta de 13 días (Figura 4.2). Estos resultados coinciden con los 

descritos en suspensiones celulares de otras especies vegetales cuando se emplean 

condiciones similares de cultivo (Sabater-Jara y Pedreño, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2. Representación de la curva de crecimiento de suspensiones celulares de tomate cv. 

MT utilizada para calcular los parámetros cinéticos. Los valores representan el promedio de tres 

réplicas ± error estándar. 

 

Además, se calcularon los índices de crecimiento y de productividad de biomasa (ver 

apartado III de la sección “Materiales y Métodos”). Los valores obtenidos fueron de 

1,39 y de 0,83 g L-1 d-1, respectivamente. Estos resultados son del mismo orden que los 
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observados en cultivos celulares de otras especies, como Taxus chinensis, en los que se 

determinaron unos índices de crecimiento y de productividad de biomasa de 2,6 y 0,85 

g L-1 d-1, respectivamente (Wang et al., 2001). 
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Figura 4.3. Evolución del contenido de fenoles solubles totales (expresado como !g 

equivalentes de ácido clorogénico por gramo de peso fresco de células) en células y en el medio 

extracelular durante el crecimiento de suspensiones celulares de tomate cv. MT. Los valores 

representan el promedio de tres réplicas ± error estándar. La línea discontinua muestra la curva 

de crecimiento. 

 

La Figura 4.3 muestra la evolución de los niveles de fenoles solubles totales durante el 

crecimiento de suspensiones celulares de tomate cv. MT. Como se observa en dicha 

figura, el contenido de fenoles solubles en los extractos metanólicos obtenidos de 

células apenas varía en la fase de latencia (458 µg eq. clorogénico g-1 PF), alcanza un 
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valor máximo a los 6 d (625 µg eq. clorogénico g-1 PF) seguido de un descenso 

continuado hasta el final del tiempo de cultivo estudiado (18 d). La concentración de 

fenoles solubles extracelulares también alcanza un valor máximo a los 6 d (131 µg eq. 

clorogénico g-1 PF) y a continuación disminuye progresivamente hasta el día 14, donde 

se obtienen unos valores de 19 µg eq. clorogénico g-1 PF que se mantienen hasta el final 

del cultivo.  

 

Tras la determinación de los niveles de compuestos fenólicos solubles, se realizó un 

análisis por cromatografía líquida de alta resolución acoplada a espectrometría de masas 

(HPLC-MS), tanto en el medio intracelular como del extracelular. A partir de los datos 

del tiempo de retención y de los espectros de masas de los patrones comerciales y de 

aquellos señalados en la bibliografía (Martínez-Valverde et al., 2002; Mattila y 

Kumpulainen, 2002; Moco et al., 2006a y 2007) se pudo identificar dos ácidos 

hidroxicinámicos: el ácido cafeico (Tr=15,12 min) y el ácido p-cumárico (Tr= 19,74 

min). Las Figuras 4.4 y 4.5 muestran los cromatogramas y los espectros de masas de 

ambos compuestos. 

 

La evolución del contenido de ácido cafeico en las células durante el cultivo se muestra 

en la Figura 4.6. Por su parte, los niveles registrados de ácido p-cumárico fueron muy 

bajos y en algunos puntos se encontraron por debajo del límite de cuantificación. In 

planta, se ha sugerido que la biosíntesis de fenilpropanoides ocurre mediante 

canalización metabólica (metabolic channeling), con lo que se favorece la síntesis de 

sustratos específicos y se evitan interferencias metabólicas. Así, Achnine et al. (2004) 

demostraron mediante transferencia de energía de resonancia de fluorescencia (FRET, 

Fluorescence Resonance Energy Transfer) que la PAL, la primera enzima citosólica de 

la ruta fenilpropanoide, se asocia con la siguiente enzima de la ruta, la cinamato 4-

hidroxilasa, localizada en la membrana del RE. La formación de complejos 

multienzimáticos también se ha descrito durante la biosíntesis de otras familias de 

metabolitos secundarios, como isoprenoides, alcaloides, flavonoides, glucósidos 

cianogénicos, además de los fenilpropanoides (Jørgensen et al., 2005). Es posible que 

en las suspensiones celulares de tomate también se formen estos complejos 

multienzimáticos que podrían explicar una rápida conversión del ácido p-cumárico 
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(ácido 4-hidroxicinámico) en ácido cafeico (3,4-dihidroxicinámico). Las curvas que 

representan la evolución de los niveles de fenoles solubles totales y de ácido cafeico 

presentan un máximo a los 6 días de cultivo (Figuras 4.3 y 4.6, respectivamente). Sin 

embargo, la comparación de estas curvas sugiere que el ácido cafeico no fue el producto 

final de la ruta biosintética, ya que se acumuló a niveles muy inferiores a los 

determinados para los fenoles solubles totales. 

 

El perfil de la evolución de los compuestos fenólicos mostrados en las Figuras 4.3 y 4.6 

resulta inusual, ya que, generalmente, se ha descrito una relación inversa entre el 

crecimiento celular y la acumulación de fenoles, obteniéndose los máximos niveles de 

estos compuestos al final de la fase de latencia (ver por ej.: Sircar et al., 2007). Sin 

embargo, este mismo patrón se ha observado en cultivos celulares de fresa (López-

Arnaldos et al., 2001). De hecho, existen varios trabajos que apuntan a que ciertos 

compuestos fenólicos pueden promover el crecimiento. Así, se ha comprobado que la 

aplicación de glucósidos derivados del alcohol coniferílico favorecen la división en 

cultivos celulares de tabaco (Teutonico et al., 1991; Tamagnone et al., 1998). 

Recientemente, mediante el uso de RNAi para bloquear la expresión del gen que 

codifica la enzima hidroxicinamoil CoA:siquimato hidroxicinamoil transferasa (HCT) y 

analizando mutantes deficientes en el gen p-cumaroil siquimato 3’-hidroxilasa (ref8), en 

el gen chalcona sintasa (tt4-2) y dobles mutantes (ref8 tt4-2) se ha demostrado que las 

rutas de biosíntesis aguas abajo del coniferilaldehído son esenciales para el crecimiento 

en plantas (Li et al., 2010). 
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 Figura 4.4. (a) Cromatograma extraído a partir de m/z 179,16 [M-H-], basado en HPLC-MS. 

(b) Espectro de masas y estructura química del ácido cafeico. 
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Figura 4.5. (a) Cromatograma extraído a partir de m/z 163,14 [M-H-], basado en HPLC-MS. (b) 

Espectro de masas y estructura química del ácido p-cumárico.  
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Figura 4.6. Crecimiento y evolución del contenido de ácido cafeico en células durante el 

crecimiento de suspensiones celulares de tomate cv. MT, basado en HPLC-MS. Los valores 

representan el promedio de dos réplicas ± error estándar. La línea discontinua muestra la curva 

de crecimiento. 
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Con el fin de evaluar la evolución de los terpenoides en células y en el medio 

extracelular de suspensiones celulares de tomate cv. MT, los extractos metanólicos 

fueron analizados por cromatografía CG-MS, tal y cómo se ha descrito en el apartado 

VII.1 de la sección de “Materiales y Métodos”. Siguiendo este procedimiento, en el cual 

la extracción se lleva a cabo con acetato de etilo, los niveles de estos compuestos de 

naturaleza terpénica no pudieron cuantificarse en las fracciones celulares por 

encontrarse por debajo, incluso, del límite de detección. 

 

Los cromatogramas obtenidos a partir de los extractos extracelulares presentaron un 

gran número de compuestos, muchos de los cuales no pudieron ser identificados, a 

pesar de su abundancia, debido al escaso grado de fiabilidad o semejanza (! 90%) que 
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presentaban cuando se comparaban con los espectros de masas de los patrones 

comerciales y los de la base de datos NBS 75K. No obstante, se pudieron identificar dos 

tipos de terpenoides: fitosteroles (isofucosterol, Figura 4.7a, y !-sitosterol, Figura 4.7b) 

y un triterpenoide pentacíclico (taraxasterol, Figura 4.7c). 

 

La evolución de los niveles de estos terpenoides durante el periodo de cultivo mostró 

ser aproximadamente la misma tanto para el !-sitosterol como para el taraxasterol 

(Figura 4.8), presentando un aumento progresivo en los niveles de ambos compuestos 

desde el día 2 hasta el día 10, que marca el final de la fase de crecimiento exponencial. 

Por el contrario, los niveles máximos del precursor del !-sitosterol, el isofucosterol, se 

observan en el día 2 (fase lag) y disminuyeron gradualmente hasta el inicio de la fase 

estacionaria, donde se estabilizaron (Figura 4.8). Estos resultados coinciden con los 

descritos por Flores-Sánchez et al. (2002) y Kongduang et al. (2008) que, utilizando 

suspensiones celulares de Uncaria tomentosa y de Croton stellatopilosus, 

respectivamente, encontraron los máximos niveles de terpenoides durante la fase de 

crecimiento exponencial. 

 

En plantas, se han identificado más de 200 tipos diferentes de fitosteroles (Posé et al., 

2009), siendo los más abundantes !-sitosterol, campesterol y estigmasterol, que 

representan entre el 95-98 % de todos los esteroles; aunque el principal esterol presente 

en las membranas es el !-sitosterol (Piironen et al., 2000; Lagarda et al., 2006; Boutté y 

Grebe, 2009). Así, teniendo en cuenta que en los cultivos celulares de tomate cv. MT la 

mayor producción de !-sitosterol se observa al final de la fase de crecimiento 

exponencial (Figura 4.8), se puede sugerir que dicho incremento podría estar 

relacionado con los procesos de crecimiento celular que requieren la síntesis de nuevos 

compuestos de la membrana celular, entre otros, los fitoesteroles.  

 

La identificación del taraxasterol en el medio extracelular (Figura 4.8) resulta 

sorprendente ya que este compuesto es muy común en la cutícula de los frutos del 

tomate (Wang et al., 2011) y en la bibliografía no se ha descrito su presencia en 

suspensiones celulares. En plantas cultivadas in vitro, se ha observado que la biosíntesis 

de taraxasterol requiere de cierto grado de diferenciación celular (Akashi et al., 1994). 
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En este sentido, cabe mencionar que las suspensiones celulares de tomate cv. MT 

tienden a formar agregados, lo que puede afectar a la diferenciación celular y, por lo 

tanto, a la inducción de la ruta de biosíntesis de taraxasterol.  
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Figura 4.7. Espectro de masas y estructuras químicas del isofucosterol (a), !-sitosterol (b) y 

taraxasterol (c). 
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Figura 4.8. Crecimiento y evolución del contenido de fitosteroles en el medio extracelular 

durante el tiempo de cultivo de suspensiones celulares de tomate cv. MT, basado en CG-MS. 

Los valores representan el promedio de dos réplicas ± error estándar. La línea discontinua 

muestra la curva de crecimiento. 

!
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La evolución temporal de los patrones electroforéticos sobre geles de poliacrilamida, 

tanto en la fracción extracelular como en la intracelular, en condiciones 

desnaturalizantes y reveladas posteriormente con tinción de plata, se muestra en las 

Figuras 4.9a y b. En la fracción extracelular (Figura 4.9a) se detectó una banda bien 

definida y con peso molecular aparente de, aproximadamente, 46 kDa a los 2 días de 

cultivo. En el día 4, el patrón electroforético es mucho más complejo y se observan 10 
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bandas con pesos moleculares aparentes comprendidos entre los 29 y los 50 kDa, 5 

bandas de tamaño mayor de 50 kDa y 2 bandas de un tamaño comprendido entre 23 y 

25 kDa (Figura 4.9a). En la fase activa de crecimiento, el perfil proteico es similar al 

observado en el día 4, aunque se detecta un mayor número de bandas de peso molecular 

aparente mayor de 50 kDa, así como un aumento en la intensidad de tinción de la banda 

de peso molecular próximo a 25 kDa. En la fase estacionaria (días 16 y 18) se detectan 

4 bandas principales que presentan pesos moleculares aparentes comprendidos entre 34 

y 46 kDa. 

 

En relación con la fracción celular, cabe destacar la notable complejidad de los patrones 

electroforéticos desde el segundo día de cultivo (Figura 4.9b, calle 2), donde se puede 

apreciar un amplio grupo de bandas correspondiente a proteínas cuyos pesos 

moleculares aparentes están comprendidos entre los 103 kDa y los 21 kDa, aunque las 

bandas que presentan una mayor tinción son las que tienen un peso molecular aparente 

comprendido entre los 34 y los 46 kDa. Este patrón electroforético se mantiene durante 

el resto del cultivo, aunque en las fracciones correspondientes a las fases 

postexponencial (Figura 4.9b, calles 12 y 14) y estacionaria (Figura 4.9b, calles 16 y 18) 

no se observa tanta variabilidad en la intensidad de tinción entre las bandas. 

 

Las peroxidasas vegetales de secreción son glicoproteínas cuyo peso molecular oscila 

entre 30 y 45 kDa (Almagro et al., 2009), rango en el que se incluyen algunas 

peroxidasas, entre las que se encuentran las isoenzimas del cacahuete (40 y 42 kDa, 

Chibbar et al., 1984), soya (38 y 45 kDa, Vianello et al., 1997), tomate (46 kDa, Jen et 

al., 1980), tabaco (36 kDa, Gazaryan y Lagrimini, 1996), aunque, en ocasiones, se han 

determinado pesos moleculares aparentes que quedan fuera de este intervalo, como es el 

caso de las peroxidasas del fruto de fresa (58,1 y 65,5 kDa, Civello et al., 1995), 

pimiento (59 kDa, Pomar et al., 1997), o de una isoenzima ácida de aguacate (60 kDa, 

Sánchez-Romero, 1995). En nuestro estudio se observa en el medio extracelular la 

presencia de bandas proteicas de un peso molecular aparente comprendido entre 34 y 46 

kDa, que concuerda con los pesos moleculares de las peroxidasas de secreción 

anteriormente comentadas. Además, diversos autores han descrito la expresión 

constitutiva de las peroxidasas en el medio extracelular de cultivos celulares de Zinnia 
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elegans, Cycas revoluta, Taxus baccata (Novo Uzal et al., 2009). Por este motivo, la 

banda de 46 kDa (Figura 4.9a) podría corresponder a una isoforma de peroxidasa, 

debido a la proximidad de su peso molecular con el de otras isoformas descritas en la 

bibliografía. 
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Figura 4.9. Evolución del patrón de proteínas totales del medio extracelular (a) e intracelular 

(b) de suspensiones celulares de tomate cv. MT durante el tiempo de cultivo, realizado mediante 

SDS-PAGE y revelado con nitrato de plata. Se cargaron 2 µg proteína por calle. Marcadores de 

peso molecular (M). Las calles 2, 4, 6, 10, 12, 14, 16 y 18 indican días de cultivo. 

 

Así mismo, la extensión de la glicosilación de esta enzima varía entre un 0 y un 25 %, 

siendo los principales azúcares que presentan la N-acetilglucosamina, la manosa, la 
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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 

Dordick, 1996), ya que la eliminación de estos oligosacáridos, normalmente, afecta a la 

cinética de las peroxidasas, su estabilidad térmica, su resistencia a las proteasas (por 

ejemplo a tripsina), su estructura secundaria y sus propiedades inmunológicas (Sánchez-

Romero et al., 1994; Tams y Welinder, 1995; Duarte-Vázquez et al., 2003). De hecho, 

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. 

 

En el medio celular, el patrón de bandas observado oscila entre los 103-21 kDa y, dada 

su complejidad, resulta difícil poder asignar una banda proteica concreta a una 

isoenzima de peroxidasa. En diferentes cultivares de tomate se han descrito pesos 

moleculares aparentes para distintas isoenzimas de peroxidasa extraída de frutos de 46 

kDa (Jen et al., 1980), 40 kDa (Zia et al., 2001) y de 16,6, 40,0 y 42,0 kDa (Marangoni 

et al., 1989). 

 

!"#"$"%&'()*+,-.%/0)%1234-.%,5(0.6,783,+(%/0%104(9,/2525%09342+0)*)2405%0%

,.342+0)*)2405%0.%5*510.5,(.05%+0)*)2405%/0%3(7230%+'"%:;%

El análisis de los patrones elecroforéticos, obtenidos mediante isoelectroenfoque, de las 

isoenzimas de peroxidasa presentes en los medios extra- e intracelular de las 

suspensiones, a lo largo del cultivo, mostró la presencia tanto de isoformas ácidas como 

básicas (Figura 4.10a y b). 

 

Los patrones zimográficos del medio extracelular (Figura 4.10a) son bastante 

complejos, con la excepción del obtenido en el día 2. En este zimograma, que se 

corresponde con el inicio del cultivo, se observa la presencia de una isoenzima de pI 

muy ácido y de dos de pI ligeramente básico (pI en torno a 7,5-7,8). A partir del día 4, 

se observa la presencia de nuevas isoenzimas de peroxidasa que abarcan un amplio 

rango de pI, desde 4,0 a 8,3 (Figura 4.10a, calles 4-18) y con un patrón isoenzimático 

que, en términos generales, se mantiene similar hasta el día 18 del cultivo. Este 



!"#$%&'()#*+*,-#.$#-/0*

98 
 

zimograma consta de una isoenzima de pI muy ácido (A1, de pI en torno a 4,0), dos de 

carácter ácido (A2 y A3), una isoenzima neutra (B1, pI en torno a 6,9), dos de pI 

ligeramente alcalino (B2 y B3, de pI en torno a 7,5-7,8), dos de carácter básico (B4 y 

B5) y una isoenzima fuertemente básica (B6, pI mayor de 8,5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.10. Evolución del patrón isoenzimático de peroxidasas, obtenidos mediante IEF y 

revelados con 4-MN y H2O2, en el medio extracelular (a) e intracelular (b) de las suspensiones 

celulares de tomate cv. MT. Las calles 2, 4, 6, 10, 12, 14, 16 y 18 indican los días de cultivo. 

 

En los extractos celulares, se observa que el patrón isoenzimático es bastante simple al 

inicio de la fase de latencia (Figura 4.10b, calles 2 y 4), éste consta de dos isoenzimas 

muy ácidas (pI en torno a 4,0-4,5; A’1 y A’2), dos de carácter básico (B’3 y B’4) y una 
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de carácter fuertemente básico (pI superior a 8,5; B’5). En el día 6 se observan las 

misma isoenzimas básicas descritas en la fase de latencia, aunque no se detectan las 

isoenzimas de carácter ácido. Al final de la fase exponencial (día 10) se observa la 

presencia de nuevas isoenzimas de peroxidasa que abarcan un amplio rango de pI, desde 

4,0 a 8,6 (Figura 4.10b, calles 10-16, A’3, B’1 y B’2) y este patrón isoenzimático se 

mantiene hasta el día 16 del cultivo. Este zimograma consta de dos isoenzimas de pI 

muy ácido (pI en torno a 4,0-4,5; A’1 y A’2), una de carácter ácido (pI en torno a 5,0; 

A’3), una isoenzima neutra (pI en torno a 6,9; B’1), una de pI ligeramente alcalino (pI 

en torno a 7,5; B’2), dos de carácter básico (pI en torno a 8,0-8,3; B’3 y B’4) y una 

isoenzima fuertemente básica, pI mayor 8,5 (B’5). Al final de la fase de estacionaria día 

18 se observan sólo tres isoenzimas de carácter básico de pIs en torno a 8,0-8,5. 

 

Estos resultados están de acuerdo con el ya clásico modelo de Gaspar et al. (1985), 

según el cual la expresión de isoenzimas específicas de la fase de prediferenciación 

preceden a la expresión de otras isoenzimas específicas de la fase inductiva, 

caracterizada por la aparición de cambios morfológicos y bioquímicos. La fase de 

iniciación se caracterizaría por un alto contenido de isoenzimas básicas, mientras que la 

fase de inducción vendría acompañada por un incremento en los niveles de peroxidasas 

ácidas. Estos resultados concuerdan con los señalados por otros autores que detectaron 

isoenzimas de naturaleza básica constitutivas en los medios de cultivo celulares, siendo 

sus pIs próximos a 8,2 (Calderón et al., 1992a y b; Ros Barceló et al., 2003; Bru et al., 

2006). 

 

Aunque en este estudio no se han comparado las poblaciones de isoenzimas de la 

peroxidasa entre las suspensiones celulares y los frutos, en la bibliografía se ha descrito 

que las isoperoxidasas en frutos de tomate presentan un amplio rango de pI (Heidrich et 

al., 1983), lo que está en consonancia con lo observado en este estudio. Patrones 

isoenzimáticos de peroxidasa similares entre frutos y cultivos celulares derivados de 

ellos se han descrito en fresa (López-Arnaldos et al. 2002) y en vid (Calderón et al., 

1995), por ejemplo. 
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La evolución de la actividad peroxidasa soluble (expresada como nkat mg proteína-1) a 

lo largo del ciclo de cultivo, tanto en el medio extracelular como en el celular, se 

determinó utilizando un sustrato sintético ampliamente utilizado, la tetrametilbencidina 

(Ros Barceló, 1998; Lucena et al., 2003; López-Serrano et al., 2004; López-Orenes et 

al., 2013), y dos sustratos naturales, el ácido clorogénico y el ácido cafeico, dos 

compuestos muy abundantes en frutos de tomate (Martínez-Valverde et al., 2002; Moco 

et al., 2006a y 2007; Iijima et al., 2008a; Slimestad y Verheul, 2009). Los resultados 

obtenidos se presentan en la Figura 4.11. Los niveles de actividad peroxidasa se 

mantuvieron relativamente bajos cuando se utilizó ácido cafeico como sustrato, tanto en 

la fracción extracelular como en la celular, durante todo el periodo de cultivo, 

registrándose unos valores de actividad que oscilaron entre 1378 y 1910 nkat mg-1 

proteína en el medio extracelular y en las células, respectivamente. Por su parte, en la 

Figura 4.11 también se observa que los extractos enzimáticos fueron capaces de oxidar 

en mayor extensión al ácido clorogénico, aunque el perfil de actividad varió entre las 

fracciones extracelulares y celulares. Así, en la fracción extracelular se observó que la 

actividad peroxidasa determinada con este sustrato aumentó durante la fase de latencia 

(días 2 y 4) hasta alcanzar su máximo, 16570,73 ± 97,23  nkat mg proteína-1 en la fase 

exponencial (días 6 y 10); a continuación la actividad cayó bruscamente al inicio de la 

fase postexponencial (día 12), registrándose un valor de actividad de 4922,64 ± 17,55 

nkat mg proteína-1, valor que se mantuvo durante el resto del ciclo de cultivo. En la 

fracción celular, la actividad máxima se observó a los 6 días de cultivo, 17371,10 ± 

272,09 nkat mg proteína-1, y los valores de actividad en las fases de latencia, 

postexponencial y estacionaria oscilaron alrededor de 5661,08 ± 105,93 nkat mg 

proteína-1. El perfil de actividad enzimática cuando se empleó TMB como sustrato fue 

similar tanto en el medio extracelular como en el celular (Figura 4.11a y b), 

obteniéndose el máximo de actividad en el día 6 de cultivo. El TMB fue el sustrato con 

el que se registraron los mayores niveles de actividad peroxidasa, hecho que ha sido 

ampliamente descrito en la bibliografía (Bestwick et al., 1998; López-Arnaldos et al., 

2002; Mika y Lüthje 2003; López-Orenes et al., 2013).  
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Figura 4.11. Evolución temporal de la actividad peroxidasa en el medio extracelular (a) e 

intracelular (b) de las suspensiones celulares de tomate cv. MT, usando como sustratos 

tetrametilbencidina, ácido cafeico y ácido clorogénico. Los valores representan el promedio de 

tres réplicas ± error estándar. La línea discontinua azul muestra los niveles de proteínas.  
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No obstante, independientemente del sustrato empleado se observa que los mayores 

niveles de actividad peroxidasa coinciden con la fase de crecimiento activo. Resultados 

similares han sido descritos en cultivos celulares de fresa (López-Arnaldos et al., 2002) 

y en el hipocotilo de calabacín (Dunand et al., 2003), en los que se ha observado una 

correlación positiva entre los niveles de actividad peroxidasa (López-Arnaldos et al., 

2002) y de transcritos (Dunand et al., 2003) con la tasa de crecimiento. Estos resultados 

sugieren que las peroxidasas pueden ejercer un efecto regulador, directo o indirecto, 

sobre la velocidad de crecimiento celular. Así, las peroxidasas pueden estimular los 

procesos de elongación celular, bien mediante la generación de radicales hidroxilo 

durante el ciclo hidroxílico, o bien controlando los niveles de peróxido de hidrógeno en 

el apoplasto (Passardi et al., 2005).  

 

Además, hay que tener en cuenta que las peroxidasas pueden también inhibir la 

elongación celular mediante la formación de entrecruzamientos fenólicos entre 

polímeros matriciales (Passardi et al., 2005; Almagro et al., 2009), lo que podría 

explicar los resultados que describen una relación inversa entre tasa de crecimiento y 

actividad peroxidasa (Lagrimini et al., 1997; Córdoba-Pedregosa et al., 2005). En 

cualquier caso, dado el elevado polimorfismo enzimático de la peroxidasa en las 

suspensiones celulares de tomate cv. MT (ver Figura 4.10) es difícil establecer 

relaciones entre los niveles de actividad total y determinados procesos fisiológicos. 

 

La comparación de las Figuras 4.11, 4.3 y 4.6 muestra que la actividad peroxidasa 

soluble específica determinada con TMB presentó un perfil similar al observado con los 

fenoles solubles totales (Figura 4.3) y con el ácido cafeico (Figura 4.6). El metabolismo 

de los compuestos fenólicos está regulado por la actividad de varias enzimas, como la 

PAL, enzima clave que cataliza la primera etapa necesaria para la síntesis de los 

fenilpropanoides, y aquellas enzimas implicadas en la oxidación de los compuestos 

fenólicos a quinonas, como la polifenoloxidasa y las peroxidasas. En cultivos de raíces 

en cabellera de zanahoria se ha observado que niveles elevados de compuestos fenólicos 

intracelulares provocan un aumento de la actividad peroxidasa (Kim y Yoo, 1996). 

Asimismo se ha descrito un patrón similar entre la evolución del contenido en fenoles 

solubles totales y la actividad peroxidasa específica en cultivos celulares de fresa, si 
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bien existe un cierto periodo de retardo de la segunda con respecto al primero en los 

puntos significativos de la curva (López-Arnaldos et al., 2002). 
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Con el fin de determinar el efecto que producen los elicitores sobre el crecimiento 

celular, se midió el peso fresco de las células durante los tratamientos con CDs y MJ, 

separadamente o en combinación, de acuerdo con lo descrito previamente en el apartado 

III del Capítulo “Materiales y Métodos”. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Figura 4.12. En dicha figura se observa que tras un periodo de incubación de 96 h, el 

MJ, a una concentración de 100 !M, provocó una reducción del crecimiento de un 26,5 

% con respecto al control. En los tratamientos con ciclodextrinas metiladas al azar 

(CDsM) o hidroxipropiladas al azar (CDsH), solas o combinadas con MJ, la 

disminución del crecimiento fue inferior al 20 %.  

 

Asimismo se procedió a la determinación de la viabilidad celular mediante el ensayo de 

reducción del TTC (ver el apartado V del Capítulo “Materiales y Métodos”). En la 

Figura 4.13a se observa que los tratamientos con MJ provocaron un ligero descenso de 

la viabilidad celular (un 5,3 %), mientras que en los tratamientos con CDsM y con 

CDsH la disminución de la viabilidad celular fue de un 8 %. Por último, en los 

tratamientos combinados de ciclodextrinas y MJ es donde se observó una mayor 

reducción de la viabilidad celular, aunque en ningún caso superó el 11 %. 

 

Los resultados sobre viabilidad celular obtenidos por espectrofotometría se 

corroboraron mediante la observación de las células al microscopio, utilizando dos 

ensayos: el del diacetato de fluoresceína (DAF) y el de reducción del TTC. En la Figura 

4.13b (izquierda) se observa una imagen representativa de células elicitadas incubadas 

con DAF, en la que se aprecia la emisión característica a 520 nm de la fluoresceína 

formada por la acción de hidrolasas de membrana (Stubberfield y Shaw, 1990) y 

esterasas citoplásmicas (Steward et al., 1999) sobre el DAF. La emisión de 

fluorescencia por las células se concentra, principalmente, alrededor de la membrana 

plasmática y en los anillos de división celular, lo que sugiere que se mantuvo la 

integridad de la membrana plasmática en la mayor parte de las células después de los 
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tratamientos de elicitación. En cuanto al segundo ensayo microscópico de la viabilidad, 

a la derecha de la Figura 4.13b puede verse la presencia de precipitados rojizos en el 

interior de las células de todos los tratamientos debido a la reducción del TTC a su 

correspondiente sal de formazano por la acción de las NADH deshidrogenasas 

mitocondriales. Estos precipitados se observaron tanto en los tratamientos control como 

en los elicitados, lo que sugiere que la reducción de la viabilidad celular tras la adición 

de elicitores no se debe a un aumento de la lisis celular. 

 

La reducción del crecimiento celular tras el tratamiento con elicitores se ha observado 

en cultivos celulares procedentes de especies vegetales de origen taxonómico muy 

diverso, como Nicotiana tabacum cv. BY-2 (Goossens et al., 2003), Arabidopsis 

thaliana (Pauwels et al., 2008), Silybum marianum (Belchí-Navarro et al., 2011), Vitis 

vinifera (Tassoni et al., 2005; Lijavetzky et al., 2008; Belchí-Navarro et al., 2012), 

Capsicum annuum (Sabater-Jara et al., 2010), Mentha  piperita (Krzyzanowska et al., 

2012), Daucus carota (Sabater-Jara y Pedreño, 2013). En contraste con estos resultados, 

Durante et al. (2011) observaron en cultivos celulares de Artemisia annua que los 

tratamientos con 100 µM de MJ solo o combinados con 50 mM de CDsM (DIMEB) o 

con CDsH (HYPRO) no modificaban ni el crecimiento ni la viabilidad celular. 

 

Esta reducción del crecimiento tras la aplicación de elicitores puede ser debida a que 

estos compuestos favorecen la activación del metabolismo secundario sobre el primario 

y, en consecuencia, se produce una desviación del flujo metabólico (distribución del 

carbono) hacia la síntesis de metabolitos secundarios y, por tanto, se reduce la biomasa 

celular (Larronde et al., 2003; Sivakumar y Paek, 2005). Asimismo se ha sugerido que 

la aplicación exógena de MJ (100 µM) disminuye la progresión del ciclo celular, ya que 

reprime la activación de los genes en la fase M, deteniendo el ciclo celular en la fase G2 

(Pauwels et al., 2008). 

!
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Figura 4.12. Efecto de la adición de MJ (100 µM) sobre el crecimiento de suspensiones 

celulares de tomate cv. MT en presencia y ausencia de 50 mM de CDsM y CDsH. Los elicitores 

se añadieron al cultivo 10 días después de la inoculación. Las muestras se recogieron a los 14 

días de la inoculación. Los valores representados son las medias ± SD de tres experimentos 

independientes. Las barras con letras diferentes indican diferencias significativas entre 

tratamientos según el test de Tukey (P! 0,05).!
 

En relación con la pérdida de la viabilidad celular tras la adición de elicitores, estudios 

realizados por Kim et al. (2005) en cultivos celulares de Taxus canadensis y T. 

cuspidata han puesto de manifiesto que la pérdida de viabilidad tras la adición de 100 

µM MJ no se debe a un proceso de apoptosis, estimado mediante análisis de ADN, sino 

que está relacionado con un elevado incremento de los niveles intracelulares de taxol y 

de otros taxanos relacionados. Este mismo hecho, es decir altos niveles de taxol, se ha 

relacionado con la muerte celular en cultivos celulares de T. chinensis (Ma et al., 2002) 

y T. baccata (Expósito et al., 2009) y ha sido corroborado en T. cuspidata tras la adición 

de MJ (Yuan et al., 2002) o de otros elicitores como ácido salicílico y H2O2 (Qiao et al., 

2003). Por lo tanto, teniendo en cuenta lo anterior, la disminución de la viabilidad 

observada en los cultivos de tomate MT podría deberse a la acumulación de 

determinados metabolitos secundarios en respuesta al tratamiento con MJ. 
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Figura 4.13. (a) Efecto de los adición de 100 µM de MJ separadamente o en combinación con 

50 mM de CDsM o con 50 mM CDsH sobre la viabilidad celular de suspensiones celulares de 

tomate cv. MT. Los elicitores se añadieron al cultivo 10 días después de la inoculación. Las 

muestras se recogieron a los 14 días de la inoculación. Los valores representados son las medias 

± SD de tres experimentos independientes. Las barras con el signo “*” indican diferencias 

significativas entre tratamientos según el test de Tukey (P! 0,05). (b) Ensayos de viabilidad con 

DAF (izquierda) y con TTC al 1%, observadas por fluorescencia (DAF) y por microscopía de 

campo claro (TTC). Los números de las imágenes de la derecha indican los tratamientos: 1 

(control), 2 (CDsM), 3(CDsH), 4 (MJ), 5 (CDsM+MJ) y 6 (CDsH+MJ), 100x.  

!  (2) (3) (1) 

(5) (4) (6) 
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Tras la elicitación de las suspensiones celulares con 100 µM de MJ y 50 mM de CDs, 

separadamente o en combinación, se realizó la extracción de los compuestos terpénicos 

presentes en el medio extracelular e intracelular (ver apartado VII.1 en el Capítulo 

“Materiales y Métodos”). Estos compuestos de naturaleza terpénica sólo se pudieron 

detectar y cuantificar en los medios extracelulares (Figura 4.14). 

 

En la Figura 4.15, se puede observar que la adición de los distintos elicitores provocó 

un incremento en los niveles de isofucosterol, !-sitosterol y taraxasterol en el medio 

extracelular, aunque se observaron diferencias significativas en la producción de los 

distintos terpenoides en función del tratamiento aplicado. Así, los mayores cambios en 

la producción de terpenoides se observaron en las suspensiones tratadas con 50 mM de 

CDsM, en las que se apreció un incremento sustancial en la producción de isofucosterol 

(4,6 veces superior al tratamiento control) y taraxasterol (10,5 veces superior al control), 

aunque los tratamientos con CDsM provocaron un moderado incremento en la 

producción de !-sitosterol (1,7 veces superior al control). 

 

La acumulación de isofucosterol y !-sitosterol fue similar en las suspensiones tratadas 

sólo con CDsM o con CDsM en combinación con MJ. Sin embargo, los niveles de 

taraxasterol fueron mayores en los tratamientos con CDsM (219 µg g-1 PS) que en los 

tratamientos combinados (CDsM+MJ; 180 µg g-1 PS). Asimismo se puede observar en 

la Figura 4.15 que los tratamientos con MJ provocan un moderado incremento en la 

producción de isofucosterol (3,5 veces superior al control, lo que equivale a 22,29 µg    

g-1 PS), pero la producción de !-sitosterol y de taraxasterol fue similar a los 

tratamientos control.  

 

En relación con los tratamientos con CDsH, se observa que la acumulación de 

isofucosterol,  !-sitosterol y taraxasterol fue ligeramente superior a los tratamientos 
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control (22,49; 12,14 y 18,05 µg g-1 PS, respectivamente). Así mismo, los valores de 

producción registrados con CDsH fueron similares a los obtenidos en los tratamientos 

combinados con MJ (20,51; 12,16 y 13,94 µg g-1 PS, respectivamente).  

 

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que las CDsM incrementan de forma 

marcada la producción de fitoesteroles (isofucosterol y !-sitosterol) y de taraxasterol en 

cultivos celulares de MT. Conviene, no obstante, tener presente que las CDs pueden 

extraer esteroles libres y otros componentes de las membranas celulares (Zidovetzki y 

Levitan, 2007; Raffaele et al., 2009), si bien su capacidad para secuestrar estos 

compuestos depende de las propiedades fisicoquímicas de las mismas. Así, Piel et al. 

(2007), al analizar la capacidad de diferentes tipos de ! CDs para formar complejos de 

inclusión con el colesterol en liposomas, observaron que las CDsM tienen una gran 

afinidad para secuestrar a este compuesto, debido a su mayor carácter hidrofóbico en 

comparación con otras CDs como las CDsH.  

 

Sin embargo, las diferencias observadas en la producción de fitosteroles en los cultivos 

celulares tratados con CDs no pueden explicarse teniendo en cuenta únicamente la 

capacidad de las CDs para formar complejos de inclusión con los esteroles, ya que en 

las plantas las membranas celulares contienen, en términos generales, menos 

isofucosterol (!10 %) que !-sitosterol (50%) (Clouse, 2002). Por lo tanto, nuestros 

resultados indican que las CDs podrían actuar como agentes secuestrantes y, también, 

como inductores de la biosíntesis de estos compuestos terpénicos. En este sentido, son 

muchos los autores que sugieren que las CDs actúan como verdaderos elicitores 

promoviendo la biosíntesis de metabolitos secundarios en diferentes cultivos celulares, 

principalmente aquellos compuestos relacionados con la defensa, (Morales et al., 1998; 

Bru et al., 2006; Zamboni et al., 2006 y 2009; Almagro et al., 2011a y 2012; Belchí-

Navarro et al., 2013).  
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Figura 4.14. (a) Perfil cromatográfico de uno de los extractos de terpenoides correspondiente al 

medio extracelular de suspensiones celulares de tomate cv. MT. (b) Espectros de masas y 

estructuras químicas de los compuestos isofucosterol, !-sitosterol y taraxasterol. 
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Figura 4.15. Producción extracelular de terpenoides (µg g-1 PS) en suspensiones de tomate cv. 

MT elicitadas con 100 µM de MJ separadamente o en combinación con 50 mM de CDs 

(isofucosterol, !; !-sitosterol !; taraxasterol !).!Los elicitores se añadieron al cultivo 10 días 

después de la inoculación. Las muestras se recogieron a los 14 días de la inoculación. Los 

valores representados son las medias ± SD de dos experimentos independientes. Las barras con 

letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos según el test de Tukey (P! 

0,05).  

 

Además, Bru et al. (2006) utilizando suspensiones celulares de vid de dos cultivares, 

Monastrell y Gamay, observaron que los mayores niveles de trans-resveratrol se 

obtienen con CDsM y que éstos superan en 4,4 y 3,0 veces, respectivamente, los valores 

de producción obtenidos con CDsH. Por tanto, a tenor de estos resultados, se puede 

sugerir que la naturaleza fisicoquímica de las CDs influye en su capacidad para actuar 

como agentes secuestrantes y en su capacidad para estimular la producción de 

metabolitos.  

 

Recientemente se ha descrito que los fitosteroles están implicados en las respuestas de 

defensa de las plantas. Posé et al. (2009) han sugerido que los fitosteroles juegan un 
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papel esencial en la localización de las NADPH oxidasas necesarias para la regulación 

de los niveles de ROS, de las respuestas estomáticas y de la tolerancia a la sequía. 

Además, en plantas de Arabidopsis thaliana, la sobreexpresión de la enzima 3-hidroxi-

3-metilglutaril-CoA sintasa (HMGS), responsable de proporcionar los precursores para 

la biosíntesis de fitosteroles, parece estar implicada en el aumento de la resistencia 

frente a Botrytis cinerea y H2O2 (Wang et al., 2012). Por tanto, teniendo en cuenta estos 

estudios, se puede inferir que la secreción de fitosteroles en cultivos celulares de Micro-

Tom estaría relacionada con las respuestas de defensa inducidas por la presencia de 

elicitores. 

 

Sin embargo, en la bibliografía no se han encontrado referencias que indiquen que la 

acumulación de taraxasterol, que es un triterpenoide muy común en la cutícula de los 

frutos de tomate (Wang et al., 2011), esté implicado en las respuestas defensivas 

inducidas por elicitores. En una revisión reciente se ha señalado la importancia de los 

componentes cuticulares en la inmunidad de las plantas y en los mecanismos de 

defensa, y se sugiere que la cutícula no es sólo una barrera física, sino que es, además, 

una defensa activa que genera moléculas señal y moléculas efectoras en respuesta al 

ataque de patógenos (Reina-Pinto y Yephremov, 2009).      

 

Teniendo en cuenta que los niveles de isofucosterol y taraxasterol acumulados en el 

medio extracelular de las suspensiones celulares elicitadas sólo con MJ fueron 

completamente diferentes a los encontrados cuando los cultivos celulares fueron 

elicitados con CDsM (Figura 4.15), se puede inferir que el MJ y, sobre todo, las CD 

inducen la biosíntesis de estos compuestos en tomate MT, si bien de forma diferente. La 

biosíntesis de los esteroles y los triterpenos se inicia con la unión de dos moléculas de 

farnesil difosfato para dar escualeno, que es un compuesto de 30 átomos de carbono 

que, posteriormente, sufre una epoxidación para dar 2,3-óxido de escualeno, que es el 

precursor común de un gran número de triterpenoides (Abe et al., 1993; Mangas et al., 

2006; Boutté y Grebe, 2009). Si el 2,3-óxido de escualeno adopta una configuración 

silla-silla-silla-bote, la ruta biosintética conduce a la formación de compuestos 

triterpénicos con cinco ciclos, tipo taraxasterol, y si adquiere la configuración espacial 

silla-bote-silla-bote, se puede formar cicloartenol, a partir del cual se forman los 
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fitoesteroles. En este sentido, los resultados encontrados en este estudio sugieren que las 

rutas de biosíntesis aguas abajo del 2,3-óxido de escualeno se vieron afectadas de forma 

diferente por las CDsM y por el MJ. Así, en los tratamientos con CDsM, el 2,3-óxido de 

escualeno es canalizado hacia la formación de taraxasterol, mientras que en los 

tratamientos con MJ se canaliza hacia la síntesis de fitoesteroles.  

 

!!"#"$ !%&'()*)+,+)-'$.$+/,'()*)+,+)-'$%&$+012/&3(03$*&'-4)+03$&'$
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Tras la elicitación de las suspensiones celulares de tomate cv. MT con 50 mM de CDsM 

o CDsH solas o en combinación con 100 µM de MJ, se realizó la extracción de los 

compuestos fenólicos solubles totales presentes tanto en el medio extracelular como en 

el intracelular. En la Figura 4.16a se muestra el contenido de fenoles solubles totales en 

el medio extracelular en los distintos tratamientos. En dicha figura puede observarse 

que los niveles de fenoles solubles totales en el control fueron de 110,50 ± 3,03 µg 

equivalentes de ácido clorogénico g-1 PF y que en los tratamientos con MJ  se produce 

un fuerte incremento en los niveles de estos compuestos, 8,3 veces superior al 

tratamiento control. En los tratamientos con CDsH se obtuvieron unos niveles de 

fenoles solubles totales que superaron en 11,1 veces a los registrados en el control y en 

los tratamientos con CDsM el incremento fue 15,8 veces superior al tratamiento control. 

Los máximos niveles de fenoles se registraron en los tratamientos combinados CDs y 

MJ, aunque el incremento observado tras la adición de MJ no fue tan elevado como en 

los tratamientos control, observándose un aumento de los niveles de fenoles del 16 % en 

los tratamientos combinados CDsM y MJ respecto al tratamiento con CDsM y del     

22,9 % en los tratados con CDsH y MJ respecto al tratamiento con CDsH.  
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Respecto al contenido de fenoles solubles totales en las células, se observa un patrón 

similar al encontrado en el medio extracelular (Figura 4.16b). Así, el menor contenido 

en fenoles solubles totales se registró en los tratamientos control (570,19 ± 7,58 µg 

equivalentes de ácido clorogénico g-1 PF) y tras la elicitación con MJ la producción de 

estos compuestos casi se duplicó. Cuando las suspensiones se trataron únicamente con 

CDsH, los niveles de fenoles aumentaron  2,3 veces con respecto al control, aunque con 

CDsM el incremento es de 3,6 veces. 

 

Los máximos niveles de fenoles solubles totales se obtuvieron en los tratamientos 

combinados, aunque el aumento observado tras la adición de MJ no fue tan marcado 

como el observado en el tratamiento control, siendo este incremento del 50,5 % en los 

tratamientos combinados CDsH y MJ respecto al tratamiento con CDsH y del 20,5 % en 

los tratados con CDsM y MJ respecto al tratamiento con CDsM.  

 

El uso de compuestos químicos como el MJ para aumentar la producción de metabolitos 

secundarios, incluyendo a los compuestos fenólicos, ha sido ampliamente estudiado 

(revisado en Bourgaud et al., 2001; Wasternack, 2007; Matkowski, 2008; Wasternack y 

Hause, 2013). Asimismo está bien documentado que el uso combinado de diferentes 

elicitores puede mejorar la producción de metabolitos secundarios en muchos cultivos 

celulares (Zhao et al., 2000 y 2005). En este sentido, los resultados encontrados en este 

estudio coinciden con los obtenidos en cultivos celulares de V. vinifera (Belchí-Navarro 

et al., 2012 y 2013) y C. roseus (Almagro et al., 2011a) en los que se describe que el 

tratamiento combinado de 50 mM CDsM y 100 µM de MJ tienen un efecto sinérgico 

sobre la producción de trans-resveratrol y ajmalicina, respectivamente. 

 

Zhang et al. (2002) también describieron un fuerte incremento en la producción de 

antocianinas en cultivos celulares de V. vinifera tras la exposición de las suspensiones a 

luz continua (8000-8300 lux) en presencia de 20 µM de MJ. Sin embargo, en cultivos 

celulares de S. marianum no se observó un incremento significativo en la acumulación 

de silimarina tras la adición simultanea de MJ y CDsM, aunque, si el MJ se aplica tres 

días después de la adición de las ciclodextrinas, la producción de este flavolignano 

aumenta (Belchí-Navarro et al., 2011).  
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Figura 4.16. Contenido de fenoles solubles totales en el medio extracelular (a) e intracelular (b)  

de suspensiones celulares de tomate cv. MT elicitadas con 100 µM MJ separadamente o en 

combinación con 50 mM de CDsM o con 50 mM CDsH. Los elicitores se añadieron al cultivo 

10 días después de la inoculación. Las muestras se recogieron a los 14 días de la inoculación. 

Los valores representados son las medias ± SD de tres experimentos independientes. Las 

barrascon letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos según el test de 

Tukey (P! 0,05). 
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Una vez analizadas las variaciones en los niveles de fenoles solubles totales, se procedió 

a la identificación de los fenoles individuales en los distintos tratamientos mediante 

HPLC-MS, tanto en el medio extracelular como en el intracelular, aunque su 

cuantificación sólo se pudo llevar a cabo en la fracción intracelular. Todos los 

cromatogramas correspondientes a los distintos tratamientos se caracterizaron por la 

presencia de un gran número de compuestos fenólicos, muchos de los cuales no 

pudieron ser identificados debido a que sus espectros de  masas y tiempos de retención 

no coincidían con los de los patrones comerciales ni con los señalados en la bibliografía 

(Martínez-Valverde et al., 2002; Mattila y Kumpulainen, 2002; Moco et al., 2006a y 

2007).  

 

En los extractos analizados por HPLC-MS se identificó y cuantificó el ácido cafeico. 

Así, como se puede observar en la Figura 4.17, el contenido de ácido cafeico en los 

tratamientos control fue de 2,34 ± 0,23 µg g-1 PF y tras la elicitación con MJ los niveles 

de cafeico se triplicaron. En los tratamientos con CDsM y con CDsH, los niveles de 

ácido cafeico aumentaron 4 veces con respecto a los registrados en el control. Los 

máximos niveles de cafeico se registraron en los tratamientos combinados CDs y MJ 

(30 y 28 µg g-1 PF tras la adición de CDsM+MJ y CDsH+MJ, respectivamente), por lo 

que el incremento observado tras la adición de MJ, en estos casos, fue mucho más 

marcado (12 veces superior al control) que el obtenido en los tratamientos control y MJ 

(3 veces superior al control).  

 

Los resultados obtenidos sugieren que ambos elicitores actúan de forma sinérgica en la 

producción de ácido cafeico. Estos resultados, como hemos mencionado anteriormente, 

coinciden con los obtenidos en diferentes cultivos celulares (Zhao et al. 2000; 

Lijaveztky et al., 2008; Almagro et al., 2011a; Belchí-Navarro et al., 2012 y 2013). 

Además, en plantas de tomate también se ha descrito un incremento de diversos 
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compuestos fenólicos, como los ácidos cinámico, cumárico, clorogénico y ferúlico, tras 

el uso combinado de JA y SA (El-Khallal, 2007).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.17. Contenido de ácido cafeico en el medio intracelular en suspensiones celulares de 

tomate cv. MT elicitadas con 100 µM de MJ separadamente o en combinación con 50 mM de 

CDsM o con 50 mM CDsH. Los elicitores se añadieron al cultivo 10 días después de la 

inoculación. Las muestras se recogieron a los 14 días de la inoculación. Los valores 

representados son las medias ± SD de dos experimentos independientes. Las barras con letras 

diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos según el test de Tukey (P! 0,05). 

 
 
Son muchos los trabajos que ponen de manifiesto que los compuestos fenólicos, en 

concreto los fenilpropanoides, son esenciales para el crecimiento, el desarrollo y la 

adaptación de las plantas al medio ambiente (revisado por Vogt, 2010). Además, la 

mayoría de los compuestos fenólicos son potentes antioxidantes y aparte de las 

funciones fisiológicas que desempeñan en las plantas, tienen interés comercial por 

ejercer un efecto beneficioso para la salud humana en muchas enfermedades 

relacionadas con procesos de estrés oxidativo (Soobrattee et al., 2005; Valko et al., 

2006). En este sentido, se ha descrito que el ácido cafeico es un potente antioxidante 

(Gulcin 2006; Mori et al., 2009), que posee, además, propiedades antivirales (Ikeda et 
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al., 2011), anticancerígenas (Rajendra-Prasad et al., 2011) y antiflamatorias (Chao et al., 

2009). Además, uno de sus derivados, el éster fenetílico del ácido cafeico (CAPE, 

caffeic acid phenethyl ester), presenta importantes efectos terapéuticos ya que es 

antidiabético, protector hepático y un antitumoral efectivo en los tratamientos de cáncer 

de pulmón (Celik et al., 2009; Wu et al., 2011). 
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!!!"#"$ %&'()*$ +,-.*/+01'+2-$ 3.$ 4.(-5+3&,&,$ .5'(&2.676&(.,$ .$

+*'(&2.676&(.,$ 3.$ ,7,4.*,+-*.,$ 2.676&(.,$ 3.$ '-0&'.$ 28"$ 9:$

.6+2+'&3&,$2-*$;&,0-*&'-$3.$0.'+6-$<=-$2+26-3.5'(+*&,$$

El patrón de isoenzimas de peroxidasa correspondiente a los ensayos de elicitación con 

MJ y/o CDs en el medio extracelular e intracelular se muestra en la Figura 4.18. 

Teniendo en cuenta que el análisis de los patrones electroforéticos, obtenidos mediante 

isoelectroenfoque, de las isoenzimas de peroxidasa presentes en las suspensiones, tanto 

en el medio extracelular como intracelular,  a lo largo del cultivo mostraron que durante 

la fase de crecimiento activo predominan las peroxidasas básicas (ver Figura 4.10a y b), 

en este ensayo nos centramos en dicho rango de pH. 

 

En el medio extracelular (Figura 4.18a) se observa la presencia de, al menos, cinco 

isoenzimas comunes a todos los tratamientos. Los pIs de dichas isoformas estuvieron 

comprendidos en el rango de 6,9-8,6. La primera banda, con un pI neutro, presentó una 

baja actividad en todos los tratamientos, mientras que la banda con pI estimado de 7,5 

presentó la tinción más intensa. Dos isoenzimas, una con un pI en torno a 7,8 y otra con 

un pI de 8,3, presentaron una reactividad media, mientras que la isoenzima con un pI 

fuertemente básico (pI > 8,5) mostró menor intensidad de tinción en los ensayos de 

elicitación con CDsH solas o en combinación con MJ+CDsH, mientras que en los 

ensayos con CDsM y MJ+CDsM presentó una mayor tinción. En presencia de MJ no se 

observaron diferencias con respecto al zimograma obtenido en los tratamientos control. 

 

El patrón isoenzimático de los extractos celulares (Figura 4.18b) mostró la presencia de, 

al menos, cuatro isoformas: una de pI neutro (alrededor de 6,9) y tres bandas con pI 

básico (7,5, 8,3 y 8,6). La isoenzima fuertemente básica (pI 8,6) fue la que presentó 

mayor actividad peroxidasa en los tratamientos control y en los elicitados solamente con 

MJ. En el resto de los tratamientos de elicitación, el patrón isoenzimático fue similar al 

control, aunque la intensidad relativa de las distintas bandas varió; así, se observó en los 

tratamientos con CDsM y MJ+ CDsM una tinción más intensa de las bandas de pIs en 

torno a 6,9, 7,5, 8,3 y 8,6 con respecto al control. En los ensayos con  CDsH se observó 

una mayor actividad en la banda de pI 6,9 y, sobre todo, en las isoenzimas fuertemente 
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básicas (pIs 8,3 y 8,6). Finalmente, en el tratamiento combinado MJ+CDsH destaca la 

notable tinción de la isoenzima de pI fuertemente básico (8,6). Los resultados 

encontrados en este estudio, sugieren que los tratamientos con CDs y/o MJ no varían de 

forma cualitativa el patrón de isoenzimas de peroxidasa, ni en el medio extracelular ni 

en el celular, aunque sí modifican la intensidad de la tinción de las distintas isoformas, 

sobre todo la de las de naturaleza fuertemente básica. 

 

a) 

 

 

 

 

 

 

b) 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18. Patrones isoenzimáticos de peroxidasas, obtenidos mediante IEF y revelados con 

4-MN y H2O2, en el medio extracelular (a) e intracelular (b) de suspensiones celulares de tomate 

elicitadas con MJ (100 µM) y/o CDs (50 mM). Los elicitores se añadieron al cultivo 10 días 

después de la inoculación y las muestras se recogieron a los 14 días de la inoculación. 
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!!!"#"$%&'()*$+',$-./0*1.)*$+'$0')2,*$34*$(2(,*+'5)621./$/*76'$,.$

.()282+.+$9'6*52+./.$'5)6.(',:,.6$'$21)6.(',:,.6$'1$/:/9'1/2*1'/$

(',:,.6'/$+'$)*0.)'$(8"$;<$

Los niveles de actividad peroxidasa soluble específica, determinada con TMB, en los 

medios extracelular e intracelular, de las suspensiones elicitadas con MJ y/o CDs se 

muestran en la Tabla 4.1. En ella se observa que la elicitación con MJ sólo o en 

combinación con CDsM provocó un aumento de la actividad peroxidasa extracelular 

con respecto al control (1,25 y 1,29 veces, respectivamente). Sin embargo, la elicitación 

sólo con CDs dio lugar a unos valores de actividad peroxidasa similares al control, si 

bien en los tratamientos con CDsM la actividad peroxidasa se redujo en un 11% con 

respecto al control. Así mismo, no se observaron diferencias significativas con respecto 

al control en los tratamientos combinados CDsH+MJ. 

 

Teniendo en cuenta la similitud, desde un punto de vista cualitativo, de los patrones 

isoenzimáticos correspondientes a las fracciones extracelulares de los distintos 

tratamientos de elicitación y el control (ver Figura 4.18a), las variaciones de actividad 

peroxidasa soluble detectadas no pueden atribuirse a cambios en el polimorfismo 

enzimático inducidos por la adición de elicitores. Estos resultados contrastan con los 

descritos en suspensiones celulares de vid cv. Monastrell elicitadas con CDsM y/o MJ, 

en las que se observó una fuerte disminución de la actividad peroxidasa extracelular 

(estimada como nKat/ml de suspensión) en los tratamientos con los distintos elicitores 

(Belchí-Navarro, 2012). 

 

En relación con la actividad peroxidasa intracelular, en la Tabla 4.1 se observa que la 

elicitación con MJ no afectó a los niveles de actividad, aunque en los tratamientos 

combinados se observó un fuerte incremento de la actividad peroxidasa específica, 

siendo este incremento 1,5 veces superior al control en el tratamiento con CDsM y MJ y 

2,3 veces superior con CDsH y MJ. Los mínimos valores de actividad peroxidasa 

soluble específica se obtuvieron en los tratamientos con CDsM, al igual que se observó 

en el medio extracelular, aunque en presencia de CDsH los valores de actividad 

peroxidasa intracelular fueron 1,7 veces superior a los registrados en el control. 
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Tabla 4.1. Actividad peroxidasa soluble específica en el medio extracelular 

e intracelular, usando como sustratos TMB y H2O2, en suspensiones 

celulares de tomate elicitadas con MJ (100 µM) y/o CDs (50 mM). Los 

elicitores se añadieron al cultivo 10 días después de la inoculación. Las 

muestras se recogieron a los 14 días de la inoculación. Los valores 

representan el promedio de tres réplicas ± error estándar. Las medias 

seguidas de diferentes letras, en la misma columna, indican diferencias 

significativas entre tratamientos según el test de Tukey (P! 0,05). 

 
Tratamiento Actividad Prx 

(µKat mg-1 proteína) 
 

 Extracelular Intracelular 
 

Control 10,39 ± 0,29c         4,77 ± 0,05e 

MJ 12,96 ± 0,31a          4,97 ± 0,03d 

CDsM   9,22 ± 0,16d     2,69 ± 0,04f 

CDM+MJ 

CDsH 

 13,38 ± 0,13a         

 11,57 ± 0,15b         

 7,19 ± 0,04c 

 8,13 ± 0,03b 

CDsH+MJ  10,18 ± 0,17c,d     10,79± 0,03a 

 

En cuanto a la relación entre los cambios en la actividad peroxidasa intracelular tras la 

adición de los elicitores y sus patrones isoenzimáticos correspondientes (Figura 4.18b), 

la interpretación resulta un tanto complicada. Si bien parece que existe una correlación 

entre la intensidad de la isoforma fuertemente básica (pI 8,6; Figura 4.18b) y la 

actividad enzimática en los tratamientos con CDsH sólo o combinado con MJ. 

 

!!!"#"$%&'()*$+',$-./0*1.)*$+'$0')2,*$34*$(2(,*+'5)621./$/*76'$,.$

.()282+.+$&'12,.,.121.$.0*12*$,2./.$21)6.(',9,.6$'1$/9/:'1/2*1'/$

(',9,.6'/$+'$)*0.)'$(8"$;<$

Con el fin de analizar la relación entre los niveles de fenoles solubles totales (Figura 

4.16) y los niveles de ácido cafeico (Figura 4.17) con la actividad PAL, se procedió a la 

cuantificación de dicha actividad enzimática en los extractos celulares tras los ensayos 

de elicitación con MJ y/o CDs. 
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En la Figura 4.19 se puede observar que los valores de la actividad PAL en los 

tratamientos de elicitación con MJ provocaron un moderado aumento de dicha 

actividad, siendo ésta 1,35 veces superior al control. Por el contrario, los valores de 

actividad observados en los tratamientos con CDs fueron del mismo orden que los del 

control, aunque en los tratamientos con CDsH los valores obtenidos fueron 1,2 veces 

superior al control. Los máximos valores de actividad se obtuvieron en los tratamientos 

combinados, siendo este incremento 1,6 veces superior al control en el tratamiento con 

CDsM y MJ y 2 veces superior al control en el ensayo de elicitación con CDsH y MJ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.19. Actividad fenilalanina amonio liasa en el medio intracelular de suspensiones 

celulares de tomate elicitadas con MJ (100 µM) y/o CDs (50 mM). Los elicitores se añadieron 

al cultivo 10 días después de la inoculación. Las muestras se recogieron a los 14 días de la 

inoculación. Los valores representan el promedio de tres réplicas ± error estándar. Las barras 

con letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos según el test de Tukey 

(P! 0,05). 

 

Estos resultados ponen de manifiesto que el uso combinado de estos elicitores provocó 

un mayor incremento de la actividad PAL. En este sentido, numerosos estudios 

describen que la actividad enzimática PAL está fuertemente influenciada por distintos 

tipos de elicitores, como MJ (Gundlach  et al., 1992; Mandal et al., 2013), SA (Dong et 
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al., 2010; López-Orenes et al., 2013), extractos de levaduras (Gómez-Vásquez et al., 

2004), elicitores fúngicos (Campbell y Ellis, 1992;!Szabo et al., 1999; Khan et al., 2003) 

y elicitores abióticos (Maeda et al., 2005; Yan et al., 2006). 

 

Está bien establecido que la PAL determina el flujo de carbono (Phe) hacia varias rutas 

del metabolismo fenilpropanoide (Dixon y Paiva, 1995; Dixon et al., 2002), así como la 

velocidad de producción de compuestos fenilpropanoides (Bate et al., 1994). Estos 

hechos han sido constatados en gran número de estudios en los que se ha descrito una 

correlación positiva entre el uso de elicitores, la actividad PAL y el contenido de 

fenoles en cultivos celulares (como, por ejemplo, zanahoria, Sircar y Mitra, 2008; 

Salvia miltiorrhiza, Dong et al., 2010; y Lithospermum erythrorhizon, Ogata et al., 

2004), en vástagos de Cistus heterophyllus (López-Orenes et al., 2013), en hojas de soja 

(Khan et al., 2003) y en gran número de frutos (Ruíz-García y Gómez-Plaza, 2013). 

 

En general, en este estudio también se observó que los tratamientos que estimulan la 

actividad PAL promueven una mayor acumulación de fenoles solubles totales (Figura 4. 

16) y de ácido cafeico (Figura 4.17), tanto en el medio intracelular como en el 

extracelular. No obstante, la máxima actividad PAL se obtuvo en los tratamientos de 

elicitación con CDsH y MJ, mientras que los máximos niveles de compuestos fenólicos 

se obtuvieron en los tratamientos con CDsM y MJ. Sin embargo, hay que tener en 

cuenta que en este último tratamiento de elicitación (CDsM y MJ) los niveles de 

actividad peroxidasa son bajos (Tabla 4.1), lo que podría explicar, al menos en parte, la 

mayor acumulación de estos compuestos fenólicos. 

 

!!!"#"$%&'()*$+(,'-.*&/$','&0-/$-1'(&2-030&(-/$-$4*'(&2-030&(-/$5-$

/3/+-*/4,*-/$ 2-030&(-/$ 5-$ ',6&'-$ 27"$ 89$ -0424'&5&/$ 2,*$

:&/6,*&',$5-$6-'40,$;<,$2420,5-1'(4*&/$$

El patrón de proteínas totales correspondiente a los ensayos de elicitación con CDs y/o 

MJ de los medios extracelular e intracelular se muestra en la Figura 4.20. 
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En el electroforeograma SDS-PAGE del medio extracelular (Figura 4.20a) se observa 

un perfil de proteínas simple, tanto en los tratamientos control como en los elicitados. 

En todos los tratamientos se detectaron al menos, seis bandas proteicas cuyos pesos 

moleculares aparentes son: 21, 29, 32, 33, 35 y 46 kDa y las proteínas mayoritarias 

tienen un peso molecular inferior a 35 kDa. Así mismo, no se observaron nuevas bandas 

en los tratamientos elicitados, aunque se aprecian diferencias en la intensidad de la 

tinción entre los distintos tratamientos de elicitación. 

 

El perfil de las proteínas totales correspondiente al medio intracelular fue mucho más 

complejo y se observan bandas proteicas con masas moleculares comprendidas entre los 

21-77 kDa (Figura 4.20b). En todos los tratamientos se detectaron al menos cuatro 

proteínas mayoritarias, de pesos moleculares aparentes comprendidos entre 34 y 50 

kDa, rango que se corresponde con el peso molecular medio de la mayoría de las 

proteínas (bandas c-f; Figura 4.20b). Aunque no se observa la aparición de nuevas 

bandas en los tratamientos elicitados con respecto al control, se aprecian cambios en la 

intensidad de tinción en dos bandas proteicas de pesos moleculares próximos a 25 kDa 

en los tratamientos con MJ y CDsM+MJ (bandas a y b; Figura 4.20b). 
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Figura 4.20. Patrón de proteínas totales del medio extracelular (a) e intracelular (b) de 

suspensiones celulares de tomate cv. MT elicitadas con MJ (100 µM) y/o CDs (50 mM), 

realizado mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes y teñido con tinción de plata. 

Los elicitores se añadieron al cultivo 10 días después de la inoculación y las muestras se 

recogieron a los 14 días de la inoculación. 
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!!!"#"$ !%&'()*)+,+)-'$%&.$ /01(&12,$&3(0,+&.4.,0$ %&$ 545/&'5)1'&5$

+&.4.,0&5$%&$(12,(&$+6"$78$&.)+)(,%,5$+1'$9,521',(1$%&$2&().1$

:$+)+.1%&3(0)',5$

Con el fin de verificar si los elicitores alteran la expresión de las proteínas de defensa se 

llevó a cabo el análisis proteómico de las bandas de proteínas extracelulares separadas 

por SDS-PAGE (bandas 0-5, ver Figura 4.21a) mediante microsecuenciación por 

nanoLC ESI MS/MS. Como el perfil proteómico extracelular fue similar en todos los 

tratamientos de elicitación, se decidió realizar el ensayo de microsecuenciación por 

nanoLC ESI MS/MS únicamente con los tratamientos combinados con CDsM y MJ. 

 

Antes de este análisis, se procedió a la cuantificación de las bandas 0-5 con respecto a 

los tratamientos control. En la Figura 4.21 se observan los perfiles electroforéticos 

correspondientes a los tratamientos control y CDsM+MJ (Figura 4.21a), así como la 

cuantificación de las cinco bandas proteicas seleccionadas para su análisis mediante 

microsecuenciación. Como se observa en la Figura 4.21b, las intensidades relativas de 

las bandas proteicas 0 y 1 en los tratamientos con CDsM y MJ son similares a las del 

tratamiento control. Sin embargo, las intensidades relativas de las bandas 2, 3, 4 y 5 son 

claramente inferiores a las del control, obteniéndose unos valores de intensidad relativa 

de 22±18, 33±18, 16±6 y 7±5, respectivamente. 
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Figura 4.21. (a) Patrón de proteínas totales del medio extracelular de suspensiones celulares de 

tomate cv. MT, a los 10 días de cultivo, obtenido mediante SDS-PAGE en condiciones 

desnaturalizantes y teñido con plata. (b) Intensidad relativa de las diferentes bandas proteicas 

(0-5) correspondiente al tratamiento CDsM+MJ. Los valores fueron calculados como porcentaje 

de intensidad relativa de cada banda con respecto a su correspondiente banda en el control. Los 

valores representados son las medias ± error estándar de tres electroforesis SDS-PAGE. 
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Tras la cuantificación se procedió a la realización del ensayo de microsecuenciación. 

Mediante la comparación de los fragmentos trípticos obtenidos a partir de la banda con 

peso molecular aparente de 21,3 kDa (banda 0; Figura 4.21a), tanto en los cultivos 

control como en los tratamientos de elicitación combinando CDsM y MJ, se 

identificaron nueve fragmentos trípticos presentes únicamente en los tratamientos 

combinados (Tabla 4.2), lo que sugiere que estos fragmentos fueron inducidos como 

consecuencia del proceso de elicitación.  

 
Estos fragmentos contenían secuencias de aminoácidos que presentaban homología con 

tres proteínas PR de S. lycopersicum, en concreto con el fragmento interno de la 

proteína PR-1 (Tom P14c; Nº de acceso AAB34612), una proteína PR P23 (Nº de 

acceso CAA50059) y una proteína NP24 (Nº de acceso P12670), que es una proteína 

PR P23 proteína inducida por salinidad (ver Tabla 4.2). Igualmente, fueron identificadas 

una quitinasa de tomate (Nº de acceso BAC76900) y una proteína asociada a la muerte 

celular causada por agentes bióticos (Nº de acceso AAF15902). Así mismo, a partir de 

la banda 2 (Figura 4.21a), uno de los fragmentos trípticos obtenidos del tratamiento 

combinado con CDsM y MJ mostró homología con una peroxidasa catiónica de 

Nicotiana tabacum (Nº de acceso BAA07663; Tabla 4.2). 

 

Además de estas proteínas inducibles por los tratamientos combinados con CDsM y MJ, 

se observó la presencia de otras proteínas PR en todas las bandas de proteínas 

procedentes tanto del tratamiento control (Figura 4.21a; calle C) como de los 

tratamientos elicitados con CDsM y MJ (Figura 4.21a; calle CDsM+MJ). Esas proteínas 

PR fueron del tipo PR-1 y PR-5, endoquitinasas, quitinasas, peroxidasas y otras enzimas 

hidrolíticas (ver Tabla 4.3).  

 

De los resultados obtenidos tras la microsecuenciación por nanoLC ESI MS/MS, se 

puede sugerir que los tratamientos con CDsM+MJ inducen la expresión de varias 

proteínas relacionadas con la defensa (Tabla 4.2), aunque otras son constitutivas (Tabla 

4.3). Dentro de las inducidas, cabe señalar que la proteína Tom P14c (PR-1) presenta 

una elevada actividad antifúngica frente a Phytophthora infestans tanto in vivo como in 

vitro (Niderman et al., 1995). Así mismo, se ha descrito que la proteína PR de 23 kDa 

se induce en plantas de tomate infectadas por el viroide de la exocortis de los cítricos 
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(Fagoaga et al., 2001). Esta proteína (PR P23), que pertenece a la familia de la 

taumatina (familia PR-5), mostró una elevada homología con la secuencia aminoacídica 

de la proteína de tomate NP24, proteína que se induce por sal y que pertenece a la 

familia de la osmotina (Rodrigo et al., 1993). La mayor parte de la secuencia N-terminal 

de las dos isoformas de NP24 (I y II) descritas por Pressey (1997) coinciden con los dos 

péptidos (en itálica en la Tabla 4.2) de las proteínas PR P23 y NP24 presentes en las 

suspensiones celulares de tomate cv. MT. De manera similar, también se ha observado 

homología entre una región del fragmento peptídico de las proteínas PR P23 y NP24 

(subrayado en la Tabla 4. 2) con una secuencia alergénica de 35 aminoácidos presente 

en la proteína de tomate NP24I (Ghosh y Chakrabarti, 2008). Además de ser una 

proteína alergénica, esta proteína presenta una fuerte actividad antifúngica frente a 

hongos fitopatógenos del tipo P23, lo que sugiere que esas dos proteínas codificadas por 

diferentes genes son inducidas bajo distintos tipos de estrés. 

 

De los diez péptidos inducibles por CDsM y MJ, uno mostró homología con la 

secuencia de aminoácidos de la proteína asociada a la muerte celular biótica de N. 

glutinosa (Tabla 4.2), que presenta actividad inhibidora de proteasas (Lippmann et al., 

2009). Por último, la banda de proteínas con peso molecular aparente de 32 kDa (banda 

2; Figura 4.21a), mostró homología con una isoenzima catiónica de peroxidasa (38 kDa) 

de Nicotiana tabacum. En suspensiones celulares de tabaco se ha observado que esta 

peroxidasa es muy abundante en el medio extracelular durante la fase de expansión 

celular, pero no se detecta  durante la fase de proliferación celular (Narita et al., 1995). 

Por tanto, se puede inferir que esta enzima pudiera estar involucrada en los procesos de 

la expansión celular de las suspensiones celulares de tomate cv. MT.  

 

Aparte de estas proteínas inducibles, se observó la presencia de otras proteínas PR en 

las bandas proteicas 0-5, tanto en los tratamientos control como en los elicitados con 

CDsM y MJ (Tabla 4.3), lo que sugiere que su expresión es constitutiva. Esas proteínas 

PR son proteínas de tipo PR-1, PR-5, endoquitinasas, quitinasas y peroxidasas (Tabla 

4.3), cuya expresión en los medios extracelulares en suspensiones celulares no tratadas 

está ampliamente recogida en la bibliografía, como en Zinnia elegans, Cycas revoluta y 

Taxus baccata (Novo Uzal et al., 2009), Capsicum spp (Sabater-Jara et al., 2010), N. 
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tabacum (Lippmann et al., 2009), Vitis vinifera cv. Gamay (Martínez-Esteso et al., 

2009) y cv. Monastrel (Belchí-Navarro et al., 2013). 

 

De hecho, catorce péptidos trípticos mostraron homología con quitinasas y 

endoquitinasas de S. lycopersicum, S. dulcamara y S. tuberosum con una elevada 

probabilidad (Tabla 4.3). De la mismo forma, un péptido tríptico (resaltado en negrita 

en la Tabla 4.3, banda 1) es, probablemente, un fragmento altamente conservado tanto 

en quitinasas como en endoquitinasas, por lo que es bastante probable que coincida con 

los péptidos identificados en diferentes cultivos celulares de plantas solanáceas 

(Sabater-Jara et al., 2010 y 2011). Además, los péptidos que aparecen subrayados en la 

Tabla 4.3 también se encontraron en N. tabacum (Lippmann et al., 2009) y C. annuum 

(Sabater-Jara et al., 2010), por lo que es muy probable que sean fragmentos altamente 

conservados en la familia Solanaceae. 

 

Por otra parte, diecisiete secuencias aminoacídicas identificadas en las bandas 0 y 1 

(Tabla 4. 3) mostraron homología con las proteínas PR-1 y PR-5 presentes en especies 

de los géneros Solanum y Capsicum. Las proteínas PR-1 y PR-5 están reguladas a nivel 

de órgano y durante el desarrollo, y sus niveles pueden incrementarse en presencia de 

elicitores (Tornero et al., 1994; Zhu et al., 1995; Kim y Hwang, 2000; Rep et al., 2002). 

Algo similar ocurre con la proteína putativa LeMir detectada en suspensiones celulares 

de tomate cv. MT (Tabla 4.3), y que se expresa de forma constitutiva en raíces y 

cultivos celulares de tomate (Brenner et al., 1998). 

 

Las peroxidasas también se encontraron en suspensiones celulares de tomate MT, ya 

que se identificaron un total de veintidós secuencias aminoacídicas presentes en las 

bandas 2, 3 y 4, y mostraron homología con peroxidasas de S. lycopersicum y 

Arabidopsis thaliana (Tabla 4.3). Estas secuencias contienen regiones altamente 

conservadas que corresponden a los fragmentos resaltados en negrita en la Tabla 4.3, y 

que han sido descritas por Passardi et al. (2004b), tales como las secuencias GEIR en 

las peroxidasas de Pisum sativum y de los géneros Populus, Capsicum, Vitis y las 

secuencias VAL y GAHT en las peroxidasas aniónicas de diferentes especies del género 

Capsicum (Sabater-Jara et al., 2010 y 2011). 
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Además, se detectaron ocho fragmentos peptídicos que coinciden con la secuencia de 

aminoácidos de una proteína inhibidora de endoglucanasas fúngicas específicas de 

xiloglucano (XEGIP) y cuatro péptidos trípticos que coinciden con la secuencia de 

aminoácidos de una proteína inhibidora de la poligalacturonasa de S. lycopersicum 

(Tabla 4. 3). Es bien conocido que las plantas producen inhibidores proteicos contra las 

enzimas que degradan la pared celular y que se secretan durante el ataque por patógenos 

(Juge, 2006; Lagaert et al., 2009). Es por ello que la presencia de proteínas XEGIP en 

los cultivos celulares de tomate MT concuerda con lo señalado previamente por Qin et 

al. (2003) que sugieren que las XEGIP pueden estar involucradas en las respuesta de 

defensa inducidas por patógenos, ya que las XEGIP pueden actuar como inhibidores de 

las glucanasas microbianas, previniendo, por tanto, la degradación de la pared celular. 

 

Finalmente, se identificaron cinco péptidos trípticos en la  banda de proteína 5 (Figura 

4.21a) que mostraron homología con proteínas putativas de la LeXYL2 y !-L-

Arabinofuranosidasa (de S. lycopersicum, Tabla 4.3), que son enzimas implicadas en la 

ruptura de xilanos y arabinoxilanos y, por tanto, en la degradación de la pared celular. 

Cuatro de los cinco péptidos secuenciados (subrayados y en negrita en la Tabla 4.3) 

fueron similares a los encontrados previamente en suspensiones celulares de C. annuum 

(Sabater-Jara et al., 2010). Por lo tanto, la presencia de estas enzimas hidrolíticas en el 

proteoma extracelular de cultivos celulares de S. lycopersicum cv. MT sugiere su 

participación en la modificación de la arquitectura de la pared celular durante el 

crecimiento del cultivo celula. 



!
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Tabla 4. 2. Identificación de proteínas tomando como base los fragmentos trípticos obtenidos a partir del proteoma extracelular de cultivos 
celulares de S. lycopersicum cv. MT usando LC-MS/MS y búsqueda por homología de secuencia. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Banda de 
Proteína 

Péptidos trípticos inducidos  
por CDsM+MJ 

Número 
de acceso 

Proteína Masa nominal 
 

Score 

21.3 kDa 
(banda 0) LAAFAQNYANQR 

 
AAB34612 

 

Tom P14c: proteína relacionada con la patogénesis PR-1 
S. lycopersicum 

 

3984 
 

98 
 

 

NNCPYTVWAASTPIGGGR 
GQTWVINAPR 

CPDAYSYPQDDPTSTFTCPSGSTNYR 
 

CAA50059 
 

Proteína relacionada con la patogénesis PR P23 
S. lycopersicum 

 

26024 
 

292 
 

 

NNCPYTVWAASTPIGGGR 
GQTWVINAPR 

CPDAYSYPQDDPTSTFTCPGGSTNYR 
 

P12670 
 

Precursor de la proteína NP24  
(proteína relacionada con la patogénesis PR P23)  

(proteína inducida por sal) S. lycopersicum 
 

27598 
 

278 
 

 YEDAYALQYCPR AAF15902 
Proteína asociada a la muerte celular  

biótica  en N. glutinosa 
 

25598 93 

 GPIQLTHQSNYER 
 

BAC76900 
 

Quitinasa 
S. lycopersicum 

 

28047 
 

58 
 

      
      

32 kDa 
(banda 2) GCDASILLDK 

 
BAA07663 

 

Peroxidasa catiónica 38 kDa  
N. tabacum 

 

36542 
 

66 
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Tabla 4. 3. Identificación de proteínas tomando como base los fragmentos trípticos obtenidos a partir del proteoma extracelular de cultivos 
celulares de S. lycopersicum cv. MT elicitados con CDsM+MJ y no elicitados usando LC-MS/MS y búsqueda por homología de secuencia. 

Banda de 
proteína 

Péptidos trípticos  
Constitutivo 

Número de 
accesión 

Proteína Masa 
nominal 

Score 

      
21.3 kDa 
(banda 0) 

ENFLNAHNAAR 
VCGHYTQVVWR 

 

Q08697 
 

Precursor de la proteína relacionada  
con la patogénesis 1a1  (PR-1a1) 

S. lycopersicum 

20046 
 

81 
 

 LDTNGLGYQR 
GNLNVNYEFVNC 

 

P32045 
 

Precursor de la proteína relacionada  
con la patogénesis P2  

S.  lycopersicum 

16415 
 

118 
 

 GPIQLTHQSNYER 
IGFYR 

 

Q05539 
 

Precursor de la endoquitinasa  
ácida 26 kDa  S. lycopersicum 

28013 
 

90 
 

28.8 kDa 
(banda 1) 

NNFYSYNAFVTAAGSFPGFGTTGDITAR 
EQGSPGDYCTPSSQWPCAPGR 

GPIQISHNYNYGPCGR 
AIGVDLLNNPDLVATDPVISFK 

WQPSGADQAANR 
VPGFGVITNIINGGLECGHGSDSR 

YCGILGVSPGENLDCGNQR 
 

Q05538 
 

Precursor de la  endoquitinasa 
básica 30 kDa S. lycopersicum 

 

35292 863 

 EQGSPGDYCTPSSQWPCAPGRK 
GPIQISHNYNYGPCGR 

SAIWFWMTPQSPK 
 

AAP32201 
 

29 kDa proteína de histéresis térmica 
tipo quitinasa S.  dulcamara 

 

29454 
 

255 
 

 NNFYSYNAFINAAR 
GPIQISHNYNYGPCGR 

 

P52406 
 

Precursor de la endoquitinasa 4  
S.  tuberosum 

 

33209 
 

201 
 

 QVGVGPMTWDNR 
LAAFAQNYANQR 
VCGHYTQVVWR 

 

AAK30143 
 

Precursor de la proteína relacionada  
con la patogénesis PR-1 C. annuum 

20481 
 

157 
 

 DYLAVHNDAR 
 
 
 
 

AAB34610 
 

Tom P14b:  proteína relacionada con  
                     la patogénesis PR-1 S. lycopersicum 

 

1832 
 

71 
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AQVGVGPMSWDANLASR 
AGDCNLIHSGAGENLAK 

CRHYTQVVWR 
HYTQVVWR 

 

 
ABA41593 

 

 
Proteína relacionada con la  

patogénesis  PR-1 S. lycopersicum 

 
15361 

 

 
236 

 

 GWCQTGDCGGVLECK 
 

AAP43673 
 

Proteína tipo PR5 
S.  lycopersicum 

 

28478 
 

70 
 

 NNCPYTVWAASTPIGGGR 
CHAIHCTANINGECPR 

CPDAYSYPQDDPTSTFTCPSGSTNYR 
 

CAA51430 
 

Proteína tipo osmotina  
(Proteína tipo PR5) 

S. commersonii 
 

27539 
 

220 
 

 
TGVDYYILPVVR 

 
AAC63057 

 
LeMir 

S.  lycopersicum 
 

23273 
 

69 
 

 

LAAAVPK 
LGIADVEYK 

NHGAIWDTSR 
VPSGALQFR 

FVVTAGYDGK 
 

ABA64550 
 

Precursor de la proteína tipo expansina 
S.  lycopersicum 

 

28863 
 

217 
 

      
32 kDa 
(band 2) 

VGFYSSTCPR 
AESIVQSTVR 

SHFQSDPTVAPGLLR 
GFEVIDDAK 

GLTWSVPTGR 
VSSASDTSNLPGFTESVDAQK 

GFLGLR 
MSNIEVLTGTNGEIR 

 

CAH17985 
 

Peroxidasa cevi16 
S.  lycopersicum 

 

32180 
 

468 
 

 
VHYHDCFVR NP_181437 Peroxidasa 

Arabidopsis thaliana 
38726 67 

 
MGRIGVLTGNAGEIR 

 
CA024152 

 
 Proteína desconocida (Peroxidasa putativa de 

V. vinifera) 
 

36108 
 

50 
 

32.8 kDa 
(band 3) 

GYEVIAQAK 
LGGQTYSVALGR 

EMVALAGAHTVGFAR 
MGDLPPSAGAQLEIR 

 

P15003 Precursor de la peroxidasa 1 aniónica  
asociada a la suberización (TMP1) S.  lycopersicum 

 

39295 
 

330 
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34.5 kDa 
(band 4) 

DFVQQQVPK 
APNTAAAILR 
LANPNLTLR 

GLFQSDAALTTR 
 

AAA65637 
 

Peroxidasa 
S.  lycopersicum 

 

36485 
 

284 
 

 

GVVDSAIDNETR 
GFEVIAQAK 

LGGQTYTVALGR 
EMVALAGAHTVGFAR 

 

P15004 
 

Precursor de la peroxidasa 2 aniónica  
asociada a la suberización (TMP1) 

S.  lycopersicum 
 

39093 
 

215 
 

 

GLIIPVTK 
KFALCLTSSSNSK 

VAVVAPFR 
DASTLQYLTQIQQR 
ISLPSQFSAEFSFPR 

GVVLFGDGPYFFLPNR 
TSIVIGGHTIEDNLLQFDHAASR 

LGFTSSILFR 
 

AAN87262 
 

Proteína inhibidora de  
endoglucanasa fúngicas especifica  

de xiloglucano (XEGIP)   
S.  lycopersicum 

 

47406 636 
 

 

LTGTIPESFGR 
TSQVIDLSR 
IFGSLPPGLK 
CLCGSPLPK 

 

AAA53547 
 

 Proteína inhibidora de la  
poligalacturonasa  
S.  lycopersicum 

 

36980 
 

185 
 

46.0 kDa 
(band 5) 

AVTNNFATLMR 
LGFFDGNPK 

NQLYGNLGPK 
DICTEDHQELAR 

BAC98299 
 

LeXYL2 
S.  lycopersicum 

 

69724 
 

201 
 

 

 
AFVSEYAVTGNDAGK 

 

 
BAC99302 

 

 
!-L-Arabinofuranosidasa 

S.  lycopersicum 
 

 
71600 

 

 
72 
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Teniendo en cuenta que en los ensayos de microsecuenciación por nanoLC ESI MS/MS, 

descritos en el apartado anterior, se encontraron cinco fragmentos trípticos, uno inducible 

(Tabla 4.2) y cuatro constitutivos (Tabla 4.3), se procedió a la evaluación en el medio 

extracelular de la actividad endoquitinasa, ya que la mayoría de las quitinasas en plantas se 

incluyen dentro de las endoquitinasas que hidrolizan al azar polímeros de quitina. La 

endoquitinasa, junto con la enzima !-1,3-glucanasa, se consideran las dos principales 

hidrolasas antifúngicas presentes en plantas (Mauch et al., 1988; Sela-Buurlage et al., 1993), 

por lo que también se ensayó esta actividad empleando como sustratos, glicol quitina y 

laminarina, respectivamente (ver sección como VIII.2. de Materiales y Métodos). 

 

En la Figura 4.22 se muestra el efecto de la adición de MJ y/o CDs sobre la actividad 

endoquitinasa extracelular. En los tratamientos control se registraron unos valores de  

actividad de 14,92 ± 0,13 µg NAcGlc min-1 mg-1 proteína y tras la adición de MJ se produjo 

un moderado incremento de actividad, siendo ésta 1,2 veces superior a la del control. La 

mayor actividad se encontró en los tratamientos con CDsH (1,5 veces superior al control) y 

con CDsH y MJ con un aumento de 1,7 veces superior al control, lo que equivale a 25,51 ± 

0,20 µg NAcGlc min-1 mg-1 proteína. Por el contrario, la elicitación con CDsM y/o MJ 

produjo una disminución de la actividad endoquitinasa extracelular, aunque fue menos 

marcada en los tratamientos de elicitación combinados (7,10 ± 0,06 y 9,67 ± 0,05 µg NAcGlc 

min-1 mg-1 proteína, respectivamente). 

 

 

 

!
!
!
!
!
!
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Figura 4.22. Actividad endoquitinasa en el medio extracelular de suspensiones celulares de tomate cv. 

MT elicitadas con MJ (100 µM) y/o CDs (50 mM). Los elicitores se añadieron al cultivo 10 días 

después de la inoculación. Las muestras se recogieron a los 14 días de la inoculación. Los valores 

representan el promedio de tres réplicas ± error estándar. Las barras con letras diferentes indican 

diferencias significativas entre tratamientos según el test de Tukey (P! 0,05). 

 

En la Figura 4.23 se muestra la actividad !-1,3-glucanasa. En dicha figura se observa un 

comportamiento similar al descrito para la enzima endoquitinasa (Figura 4.22). Así, en los 

tratamientos control el valor de actividad fue de 1,57 ± 0,06 µg Glc min-1 mg-1 proteína y tras 

la adición de MJ se produjo un moderado incremento, siendo la actividad 1,3 veces superior a 

la del control. La mayor actividad se encontró en los tratamientos con CDsH (1,4 veces 

superior al control) y con CDsH+MJ, donde la actividad se duplicó con respecto al control 

(3,21± 0,05 µg Glc min-1 mg-1 proteína). Por el contrario, la elicitación con CDsM produjo 

una disminución de la actividad !-1,3-glucanasa extracelular (1,44 ± 0,04 µg Glc min-1 mg-1 

proteína). Sin embargo, en el tratamiento combinado CDsM+MJ se produjo un incremento 

moderado de la actividad, con un valor de 1,77 ± 0,02 µg Glc  min-1 mg-1 proteína. 
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Figura 4.23. Actividad !-1,3-glucanasa en el medio extracelular de suspensiones celulares de tomate 

cv. MT elicitadas con MJ (100 µM) y/o CDs (50 mM). Los elicitores se añadieron al cultivo 10 días 

después de la inoculación. Las muestras se recogieron a los 14 días de la inoculación. Los valores 

representan el promedio de tres réplicas ± error estándar. Las barras con letras diferentes indican 

diferencias significativas entre tratamientos según el test de Tukey (P! 0,05). 

 

De nuevo, estos resultados ponen de manifiesto que los tratamientos con MJ, con CDsH y, 

sobre todo, el uso combinado de elicitores incrementan de forma significativa las actividades 

endoquitinasa y !-1,3-glucanasa. Diferentes trabajos han puesto de manifiesto que estas 

enzimas se inducen en respuesta a diferentes elicitores y que forman parte de las respuesta de 

defensa de las plantas frente a distintos tipos de estrés (Benhamou, 1996; Zhao et al., 2005).  

 

Diversos experimentos in vitro han demostrado que tanto las quitinasas como las !-1,3 

glucanasas son capaces de degradar las paredes celulares de hongos patogénicos, así como de 

inhibir el crecimiento del micelio o la germinación de esporas, y que, cuando ambas enzimas 

están presentes, aumenta de forma sinérgica su actividad antifúngica (Mauch et al., 1988; 

Sela-Buurlage et al., 1993; Van Loon y Van Strien, 1999; Van Loon et al., 2006). De acuerdo 

con su papel en las respuestas de defensa de las plantas frente el ataque de patógenos, estas 

enzimas se expresan en respuesta al daño mecánico (Wu y Bradford, 2003) y el JA y su metil 
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éster el MJ son componentes claves en las cascadas de transducción de señales 

desencadenadas por el estrés mecánico, por lo que la aplicación exógena de MJ induce la 

expresión de genes que codifican estas enzimas (Wu y Bradford, 2003). La inducción de estas 

enzimas tras la adición de MJ se ha descrito en suspensiones celulares procedentes de 

distintas especies (Repka et al., 2004; Novo Uzal et al., 2009; Sabater-Jara et al., 2010; 

Belchí-Navarro et al., 2013) y están en consonancia con lo descrito en este estudio.  

 

Además de su papel en la defensa frente a patógenos, las !-1,3-glucanasas y las quitinasas 

están implicadas en diversas funciones fisiológicas relacionadas con el crecimiento y el 

desarrollo vegetales (Zhong et al., 2002; Wu y Bradford, 2003; Balasubramanian et al., 2012).  

Estas enzimas están codificadas por familias multigénicas y algunas de ellas se expresan de 

forma diferencial en función del tipo de patógeno o de la etapa de desarrollo en la que se 

encuentre la planta (Van Loon y Van Strien, 1999). En este sentido, se puede sugerir que la 

presencia de estas enzimas en los tratamientos control de suspensiones celulares de MT 

estaría relacionada con el papel que desempeñan en los procesos de crecimiento; y el 

incremento en la actividad extracelular observado en los tratamientos elicitados con MJ y/o 

CDs podría considerarse como parte de las respuestas de defensa coordinadas inducidas por 

CDs y MJ. 

 

Los resultados obtenidos tras el análisis de la actividad de las enzimas peroxidasa, PAL, 

endoquitinasa y !-1,3-glucanasa ponen de manifiesto, de nuevo, que la naturaleza 

fisicoquímica de las CDs influye en su capacidad para formar complejos de inclusión y en su 

capacidad para inducir la expresión de estas enzimas.  
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1. Se han establecido cultivos celulares a partir de frutos inmaduros de tomate (Solanum 

lycopersicum cv. MT) y se ha caracterizado el crecimiento de las suspensiones 

celulares que mostraron un VECmáx del 78,9 %, una Vexp de 5,5 ml de suspensión 

celular/día y un Ta de 13 días. 

 

2. Las suspensiones celulares presentaron una acumulación de compuestos fenólicos 

máxima durante la fase de crecimiento exponencial, tanto en el medio extracelular 

como en el intracelular, indicando que estos compuestos pueden estar implicados en 

los procesos de división celular. Ente los compuestos que se acumulan en esta fase se 

han identificado dos ácidos hidroxicinámicos: el ácido cafeico y el ácido p-cumárico. 

 

3. Al final de la fase de crecimiento exponencial, se observaron los máximos niveles de 

!-sitosterol y de taraxasterol en el medio extracelular, si bien los máximos niveles del 

precursor del !-sitosterol, el isofucosterol, se observaron en la fase de latencia (día 2), 

lo que sugiere que la mayor producción de !-sitosterol podría estar relacionada con los 

procesos de expansión celular, que requieren la síntesis de nuevos componentes de la 

membrana celular, entre ellos, los fitoesteroles. Por su parte, la detección de 

taraxasterol en el medio extracelular resulta sorprendente, ya que este compuesto es 

muy común en la cutícula de los frutos del tomate y en la bibliografía no se ha descrito 

su presencia en suspensiones celulares. 

 

4. El patrón de proteínas totales en el medio celular fue complejo desde el inicio de la 

fase de latencia hasta el final de la fase estacionaria de crecimiento de la suspensión 

celular. En la fracción extracelular, a los 2 días de cultivo se observa la presencia de 

una banda proteica de un peso molecular aparente de 46 kDa, que se mantiene a lo 

largo del cultivo y que podría corresponder a una isoforma de peroxidasa constitutiva 

de acuerdo con lo descrito en la bibliografía. 

 

5. El patrón isoenzimático de peroxidasas del medio extracelular fue mucho más 

complejo que el del medio intracelular durante todo el periodo de cultivo de las 

suspensiones celulares. Los máximos niveles de actividad peroxidasa, determinados 
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con TMB y ácido clorogénico, coincidieron con la fase de crecimiento activa, lo que 

sugiere que estas enzimas pueden estar implicadas en los procesos de elongación 

celular. Además, el perfil de actividad peroxidasa fue similar al obtenido para los 

fenoles solubles totales y para el ácido cafeico durante el periodo de cultivo. 

 

6.  La elicitación de las suspensiones celulares con MJ y CDsM o CDsH, separadamente 

o en combinación, dio lugar a un aumento de los niveles de isofucosterol, !-sitosterol 

y taraxasterol, si bien los mayores cambios se registraron en los tratamientos con 

CDsM. Por su parte, en los tratamientos combinados (CDs+MJ) no se observó un 

aumento significativo en los niveles de estos compuestos con respecto a los 

tratamientos con CDs. Sin embargo, los mayores niveles de fenoles solubles totales se 

obtuvieron con los tratamientos combinados, sobre todo con el tratamiento 

CDsM+MJ. Además, ambos elicitores (CDs+MJ) actuaron de forma sinérgica en la 

producción de ácido cafeico en el medio intracelular, indicando que la naturaleza 

fisicoquímica de las CDs influye en su capacidad para estimular la producción de 

metabolitos y para actuar como agentes secuestrantes.  

 

7. En los tratamientos de elicitación también se observó, en general, una diminución de 

las actividades enzimáticas peroxidasa, PAL, endoquitinasa y !-1,3-glucanasa en los 

tratamientos en presencia de CDsM y un aumento de dichas actividades enzimáticas 

en presencia de CDsH, en los tratamientos con MJ y sobre todo en los combinados 

(CDs+MJ), lo que indica que las CDs y el MJ son capaces de regular la actividad de 

estas enzimas.  

 

8. El análisis del proteoma extracelular de las suspensiones celulares mediante 

separación monodimensional en geles de poliacrilamida y microsecuenciación de 

fragmentos peptídicos en las suspensiones elicitadas con CDsM+MJ permitió la 

identificación de diez fragmentos trípticos cuyas secuencias de aminoácidos mostraron 

homología con varías proteínas PR de S. lycopersicum, quitinasas, una proteína 

asociada a la muerte celular biótica y una peroxidasa catiónica. Estas proteínas 

podrían formar parte de las respuestas de defensa en suspensiones celulares de tomate 

MT. Además de las proteínas inducidas en el tratamiento de elicitación, se 
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identificaron una serie de proteínas constitutivas, como proteínas PR del tipo PR-1 y 

PR-5, endoquitinasas, quitinasas, peroxidasas, una proteína inhibidora de 

endoglucanasas fúngicas específicas de xiloglucano (XEGIP) y otras enzimas 

hidrolíticas implicadas en la ruptura de xilanos y arabinoxilanos como la LeXYL2 y la 

!-L-Arabinofuranosidasa, que pueden estar implicadas en la modificación de la 

arquitectura de la pared celular durante el crecimiento del cultivo. 
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