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I. Estudio de las respuestas de defensa en plantas: Elicitación 

Las plantas responden al ataque de patógenos, insectos y herbívoros y a otros 

estreses bióticos y abióticos mediante la activación de un conjunto de mecanismos de 

defensa que incluyen la biosíntesis de metabolitos, respuesta hipersensible y barreras de 

defensa estructurales tales como la deposición de lignina sobre la pared celular 

(Vasconsuelo y Boland, 2007). Los estudios sobre las vías de transducción de señales 

con elicitores definidos como, cualquier factor biótico o abiótico que, introducido en 

pequeñas concentraciones en un sistema celular vivo, es capaz de perturbar el 

metabolismo a través de una regulación transcripcional de genes relacionados con las 

respuestas de defensa, han revelado claras similitudes entre las moléculas usadas por 

plantas y animales para percibir y transmitir señales asociadas con organismos 

invasores, que ponen de manifiesto la conservación en diferentes reinos de un sistema 

de señalización relacionado con la defensa (Nürnberger y cols., 2004). Así, el proceso 

de elicitación se define como “la inducción o aumento de la biosíntesis de metabolitos 

debido a la adición de pequeñas cantidades de elicitores”. Existen gran cantidad de 

elicitores que según su origen, pueden ser clasificados en bióticos entre los que se 

incluyen i) enzimas, fragmentos de la pared celular de hongos patógenos, polisacáridos 

derivados de microorganismos (quitina o glucanos) y glicoproteínas; ii) fitoquímicos 

producidos por las plantas en respuesta a daños físicos, ataques fúngicos o bacterianos, 

polisacáridos derivados de la pared celular (pectina o celulosa), fragmentos de pectina 

(formados por la acción de microorganismos sobre la pared celular); iii) quitosan, 

glucanos, jasmonato de metilo (MJ), ácido salicílico (SA) y etileno entre otros. Los 

elicitores abióticos son sustancias de origen no biológico que pueden ser de origen 

químico tales como sales inorgánicas, metales pesados y compuestos que perturban la 

integridad de la membrana plasmática o factores físicos como heridas mecánicas, 

radiación ultravioleta, temperaturas extremas y altas presiones cuya función principal es 

inducir las respuestas de defensa que tienen lugar en las plantas (Cai y cols., 2012).  

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

transducción de señales inducidas por elicitores promueven i) el refuerzo de paredes 

celulares con la deposición de calosa o lignina; ii) la producción de metabolitos 

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

y enzimas antioxidantes (García-Brugger y cols., 2006). 

I.1. Elicitación con oligosacáridos cíclicos: ciclodextrinas  

Las ciclodextrinas (CD) son oligosacáridos cíclicos formados por 6, 7 u 8 

unidades de α-D-glucopiranosa unidas por enlaces glucosídicos α (1�4) (Saenger, 

1980), denominándose α-, β- y γ-CD, respectivamente. Estos compuestos naturales se 

producen a partir de la degradación enzimática del almidón por acción de la enzima 

ciclodextrín-glicosil-transferasa (Szejtli, 1997), que es secretada por distintos 

microorganismos del género Bacillus (Jeang y cols., 2005; Qi y cols., 2007). El proceso 

de obtención de las CD se basa en cuatro fases fundamentalmente: i) cultivo del 

microorganismo que produce la enzima ciclodextrín-glicosil-transferasa; ii) separación, 

concentración y purificación de la enzima a partir del medio de fermentación; iii) 

conversión enzimática del almidón pre-hidrolizado en una mezcla de dextrinas cíclicas 

y acíclicas; y iv) separación de las CD de la mezcla, purificación y cristalización de las 

mismas (Astray y cols., 2009). 

Las CD tienen forma de cilindro cónico, que es frecuentemente caracterizado 

como un anillo o corona con forma de cono truncado, con los grupos –OH del C2 y C3 

de los residuos de glucosa hacia el interior del anillo y con el grupo –OH del C6 hacia el 

exterior. A su vez, los –OH del C6 de las CD se encuentran situados en la cara ancha del 

tronco cónico mientras que los –OH de los C2 y C3 lo hacen en la cara estrecha de 

dicho cono (Figura 1). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1. Esquema de las α-, β- y γ-ciclodextrinas. 
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Esta disposición química le confiere un interior altamente apolar (grupos –CH) y 

una superficie exterior hidrofílica debida a los grupos hidroxilo (Griffit y Bender, 1973) 

(Figura 2). Por esta razón, la principal característica de las CD es la formación de 

complejos de inclusión, nombre que reciben las estructuras formadas por la unión de la 

CD con una molécula (orgánica, inorgánica o ión) en su cavidad hidrofóbica (López-

Nicolás y cols., 1995). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura tridimensional (izquierda) y esquema de una β-ciclodextrina típica (derecha). 

 

Son numerosas la aplicaciones de las CD en la industria farmacéutica, cosmética 

y alimentaria (Szejtli, 1997). 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 CD han sido ampliamente 

utilizadas como estabilizante de aromas y fragancias, para la eliminación de sabores 

desagradables y otros compuestos no deseados (Frömmig y Szejtli, 1994; Martín del 

Valle, 2004).  

En los últimos años, se ha prestado gran atención al uso de las CD como agentes 

capaces de inducir respuestas de defensa en cultivos celulares vegetales actuando por 

tanto, como verdaderos elicitores (Zamboni y cols., 2009). En este sentido, estudios 

realizados en cultivos celulares de Vitis vinifera ponen de manifiesto que la incubación 

de estas células con β-CD, 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 y cols., 2006; Lijavetzky y cols., 2008). Estos autores 

Cavidad 
hidrofóbica

Exterior 
hidrofílico
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describieron las CD como elicitores de la síntesis de fitoalexinas del siguiente modo: i) 

la fracción de las pectinas de las paredes celulares contiene éteres y ésteres, derivados 

de azúcares tales como metilgalacturonato, 3-acetil galacturonato, 2-O-metilxilosa y 2-

O-metil-4-acetil fucosa; ii) el tratamiento de una suspensión celular con enzimas 

pectolíticos libera oligosacáridos de pectina, los cuales actúan como elicitores de la 

síntesis de fitoalexinas (Negrel y Javelle, 1995). En este sentido, las CD modificadas se 

asemejan a los oligosacáridos pécticos alquil-derivados liberados de forma natural de 

las paredes celulares durante un ataque fúngico y además participan en la inducción de 

una cascada de eventos celulares que dan lugar al aumento de la síntesis de fitoalexinas.  

Recientemente, Zamboni y cols., (2009) estudiaron los perfiles génicos en 

cultivos celulares de vid elicitados con CD después de 2 y 6 h de tratamiento y 

observaron que las CD inducen respuestas de defensa temprana como la activación de 

proteín quinasas (PQ) ó proteín fosfatasas (PP). Además, las CD desencadenan una 

cascada de transducción de señales que activan diferentes familias de factores de 

transcripción regulando la expresión de genes relacionados con la ruta de biosíntesis del 

trans-resveratrol como la estilbeno sintasa o la fenilalanina amonio liasa y la expresión 

de proteínas PR como las quitinasas ó proteínas con actividad ribonucleasa (PR-10) 

entre otras. Asimismo, Belchí-Navarro y cols., (2011) demostraron que las CD 

estimulaban la biosíntesis de silimarinas, una mezcla isomérica de flavolignanos 

farmacológicamente activos, formadas por el acoplamiento oxidativo de taxifolina y 

alcohol coniferílico, favoreciendo su acumulación en el medio extracelular de cultivos 

celulares de Sylibum marianum. Por lo tanto, la elicitación con CD no sólo 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 sino que además, permiten su acumulación en el medio extracelular e 

inhiben el feedback negativo y por lo tanto evitan la muerte de las células causada por la 

acumulación excesiva del metabolito. 

I.2. Elicitación con jasmonatos: jasmonato de metilo 

El ácido jasmónico (AJ) y jasmonato de metilo (MJ), junto con sus compuestos 

intermedios, producidos por la ruta de biosíntesis de los octadecanoides, son 

importantes moléculas de señalización conocidas de manera general como jasmonatos.  
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Derivan del ácido linolénico liberado de 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 (Schaller y Stintzi, 2009) se transforma en AJ y éste puede ser 

metabolizado fácilmente a MJ por acción de la ácido jasmónico metiltransferasa 

(Gfeller y cols., 2010) (Figura 3). Estos compuestos están implicados en procesos 

cruciales relacionados con el desarrollo y la supervivencia de la planta, incluyendo las 

respuestas de defensa, el metabolismo secundario, el proceso reproductivo y la 

senescencia de los frutos (Avanci y cols., 2010).  

El MJ fue aislado por primeva vez en 1962 a partir del aceite esencial extraído 

de pétalos de jazmín (Jasminum grandiflorum) y por su volatilidad, despertó gran 

interés comercial en la industria del perfume (Demole y cols., 1962). Además, debido a 

su naturaleza volátil y a su capacidad de difundir a través de membranas, MJ ha sido 

considerado como una importante molécula señal mediando en las comunicaciones 

internas de la planta, en la modulación de las respuestas de defensa (Demole y cols., 

1962; Creelman y Mullet, 1997; Seo y cols., 2001; Wasternack, 2007) y en la 

regulación de los procesos reproductivos (von Malek y cols., 2002).  

Así, numerosos estudios demuestran que el AJ y el MJ regulan muchos procesos 

fisiológicos relacionados con el crecimiento, el desarrollo floral, la embriogénesis y la 

senescencia foliar (Wasternack, 2007; Reinbothe y cols., 2009) 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 y cols., 2008; Frenkel y 

cols., 2009; Clarke y cols., 2009). En ese sentido, en cultivos celulares de vid y tomate, 

la adición de MJ induce la expresión de genes que codifican proteínas PR como 

quitinasas, β-1,3-glucosidasas y peroxidasas (Belchí-Navarro y cols., 2013; Briceño y 

cols., 2012). Asimismo, el MJ es capaz de inducir la acumulación de metabolitos 

secundarios en cultivos celulares como ajmalicina (Almagro y cols., 2011), taxanos 

(Onrubia y cols., 2010a) y astaxantina (Lu y cols., 2010) entre otros. 
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Figura 3. Ruta de biosíntesis de los jasmonatos. LOX, lipooxigenasa; AOS, aleno óxido sintasa; AOC, 

aleno óxido ciclasa; OPR, cis(+)-12-oxofitodienoico reductasa; JMT, ácido jasmónico carboxil 

metiltransferasa. 

 

II. Elicitación como estrategia para incrementar la producción de 

metabolitos secundarios 

II.1. Metabolismo secundario en plantas 

La totalidad de las reacciones químicas que tienen lugar en las células de un ser 

vivo constituyen lo que se denomina metabolismo. Mediante estas reacciones se 

producen un gran número de compuestos orgánicos, incluyendo monosacáridos, 

aminoácidos, ácidos grasos, nucleótidos y sus polímeros derivados: polisacáridos, 

proteínas, lípidos, ácidos nucleicos, etc... Estos procesos son esenciales y comunes a 

todos los organismos y se conocen como metabolismo primario y los compuestos que se 

producen se denominan metabolitos primarios. Además de estos procesos, en las 
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plantas se desarrollan otras rutas que conducen a la formación de compuestos 

característicos de ciertos grupos taxonómicos. Estas rutas constituyen el metabolismo 

secundario y sus productos se denominan metabolitos secundarios. La biosíntesis de 

estos metabolitos secundarios suele encontrarse restringida a fases específicas del 

desarrollo vegetal y a períodos de estrés causados por factores ecológicos y ambientales. 

La función de estos metabolitos secundarios podría parecer irrelevante, pero lo 

cierto es que la planta dedica una gran cantidad de energía a su síntesis y se han 

mantenido en el reino vegetal hasta nuestros días. Esto es debido a que tienen un papel 

primordial en la supervivencia de las plantas, ya que muchos de ellos poseen una 

función fisiológica determinada como los esteroles (constituyentes de las 

biomembranas) o las ligninas (responsables de la rigidez e impermeabilidad de los 

tallos) o proporcionan un mecanismo de defensa frente a virus, bacterias y hongos, 

análogo al sistema inmunitario de los animales. Además, actúan como señales 

moleculares dentro de la planta o entre la planta y los microorganismos; en defensa 

frente a herbívoros o como atrayentes de insectos polinizadores que dispersan semillas 

(Kessler y Baldwin, 2002). Asimismo, los metabolitos secundarios sirven como arsenal 

químico para defenderse de predadores o entrar en competición con otras plantas 

(sustancias alelopáticas) siendo algunos de estos compuestos constitutivos y otros 

inducidos en respuesta a una infección (fitoalexinas) (Sánchez-Sampedro, 2006). 

La división entre metabolismo primario y secundario es confusa debido a que 

muchos intermediarios del metabolismo primario también lo son del metabolismo 

secundario. Este solapamiento funcional asegura la interconexión entre los dos 

metabolismos debido a que muchas moléculas generadas durante el metabolismo 

primario son esenciales para las rutas principales del metabolismo secundario. Las 

principales clases de metabolitos secundarios producidos por las plantas se pueden 

dividir en tres grupos principales: compuestos fenólicos, terpenoides/isoprenoides y 

compuestos que contienen nitrógeno o azufre tales como los alcaloides y glucosinolatos, 

respectivamente. Estas tres clases principales de metabolitos secundarios proceden de 

las rutas básicas del metabolismo primario (Figura 4). Los compuestos fenólicos 

(derivados de la ruta fenilpropanoide, flavonoides, estilbenos y ligninas) se sintetizan a 

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

de la ruta del ácico malónico (Tomás-Barberán y Espín, 2001). Los terpenos se 
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sintetizan a partir de acetil coenzima A (acetil CoA), por la ruta del ácido mevalónico y 

la ruta del metileritritol fosfato (MEP) los compuestos nitrogenados se sintetizan a partir 

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

aminoácidos alifáticos producidos en la ruta de los ácidos tricarboxílicos (Cheng y cols., 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema simplificado de las principales rutas de síntesis de los metabolitos secundarios en 

plantas. Tomado de Taiz y Zeiger, 2006. 

 

Son muy numerosas las aplicaciones que tienen los metabolitos secundarios en 

la vida cotidiana, a nivel de la industria química, cosmética, agroalimentaria y 

farmacéutica, además de su importancia en la fisiología de las plantas como mecanismo 

de adaptación al estrés. Sin embargo, la producción de estos compuestos es a menudo 

baja (< 1% de peso seco (PS)) y depende fundamentalmente del estado fisiológico y de 

desarrollo de la planta (Ramakrishna y Ravishankar, 2011). Actualmente, la mayoría de 

estos metabolitos secundarios se obtienen directa o indirectamente de plantas mediante 

técnicas extractivas o de síntesis química. 

Aunque los procedimientos extractivos son la base de una actividad económica 

importante a nivel mundial, existen inconvenientes difícilmente salvables: 
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• La disponibilidad del material vegetal depende de la estacionalidad de las plantas y 

de las condiciones climáticas y geográficas. 

• La materia prima no siempre se produce en el mismo lugar donde se realiza la 

extracción de los metabolitos secundarios. 

• Las especies pueden ser cultivadas o silvestres. En el caso de las especies cultivadas 

existe una gran diversidad de variedades y cultivares por lo que, la materia prima en 

sí es heterogénea trasladando esta heterogeneidad a los extractos que se obtienen de 

las mismas. Por otra parte, la producción de biomasa en las especies silvestres no 

está sujeta a un control empresarial por lo que la disponibilidad de estas especies se 

ve rápidamente mermada por la sobreexplotación de estos recursos llegando en 

última instancia, al peligro de extinción como en el caso de Taxus sp, productora de 

paclitaxel (Taxol®) considerado como uno de los agentes anticancerígenos más 

utilizado en la quimioterapia frente a diversos tipos de cáncer (Expósito y cols., 

2009a) y de Ginkgo biloba para la obtención de la ginkgólidos y bilobálidos que 

inhiben la agregación β-amieloide y se utiliza para el tratamiento de la enfermedad 

de Alzheimer (Luo y cols., 2002). 

• Los extractos vegetales se obtienen en estado impuro por lo que para su utilización 

en sectores que requieren gran pureza (farmacéuticos, cosméticos o químicos) se 

encarece exponencialmente su coste debido a las técnicas de purificación. 

En algunos casos se ha conseguido sustituir los métodos extractivos por los de 

síntesis química, aunque estos presentan una serie de dificultades: 

• Disponibilidad de los precursores a partir de los cuales se pretende iniciar la síntesis. 

• Estereoespecificidad e inestabilidad de los compuestos. 

• Dificultad intrínseca de algunas reacciones químicas y condiciones de producción 

severas (pH, temperatura, presión elevada, etc…). 

• Elevados costes del proceso de producción. 

No obstante, la obtención de metabolitos secundarios a partir de extractos de 

materia prima vegetal constituye la base de una actividad económica muy importante a 

nivel mundial, pero debido a la sobreexplotación de materiales silvestres, algunos de 

ellos 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. 
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Existen alternativas de producción de carácter biotecnológico que se basan en la 

utilización de los cultivos in vitro (órganos, tejidos y células). La obtención de 

metabolitos secundarios mediante la utilización del cultivo de células constituye un área 

emergente y de gran potencial de crecimiento ya que representa una alternativa a los 

procesos extractivos a partir de la materia prima vegetal y de síntesis química 

convencional. En este sentido, el cultivo in vitro de células vegetales ha abierto nuevos 

caminos como fuente renovable de compuestos bioactivos de gran valor añadido 

(DiCosmo y Misawa, 1995), debido a las ventajas que presenta su utilización ya que 

estos cultivos son independientes de factores geográficos, estacionales y ambientales. 

Estos cultivos constituyen sistemas de producción estables ya que aseguran la obtención 

continua de compuestos con calidad y productividad uniformes y los requerimientos de 

espacio para el desarrollo de la producción son reducidos. Además, el proceso de 

purificación del compuesto de interés es más fácil y se optimiza cuando éste se libera al 

medio de cultivo (Cai y cols., 2012) y se puede realizar a gran escala. También existe la 

posibilidad de obtener productos nuevos que no son sintetizados por las plantas de 

forma natural (Ramachandra y Ravishankar, 2002). 

II.2. Producción de metabolitos secundarios mediante cultivo de células vegetales 

Los cultivos de células se inician la formación de un callo. Un callo se define 

como una “masa indiferenciada de células en crecimiento activo que, de forma natural, 

se origina a partir de tumores, heridas o por interacción del tejido con patógenos 

invasores”. Los callos originados en cultivo in vitro se forman al depositar un 

fragmento de tejido vegetal (explanto) en un medio de cultivo adecuado, de manera que 

sus células proliferan y comienzan a perder la estructura y organización tisular que 

mantenían en el tejido original mediante el proceso conocido como desdiferenciación 

(Thorpe, 1980; Wagley y cols., 1987). Los callos obtenidos mediante este 

procedimiento se pueden subcultivar para su mantenimiento y propagación, inducir su 

diferenciación para formar órganos (organogénesis) y/o embriones (embriogénesis) o 

transferirse a un medio de cultivo líquido para obtener células y pequeños agregados en 

suspensión y mantenidas en agitación, para garantizar un aporte equitativo de los 

nutrientes y del oxígeno a todas las células que se mantienen en medio líquido. Además, 

tanto el cultivo de callos como de células en suspensión se emplean para la regeneración 

de plantas por organogénesis o embriogénesis somática y también se utilizan para la 
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obtención de protoplastos así como para la obtención de productos del metabolismo 

secundario. 

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 establecimiento de las condiciones óptimas de cultivo y el ajuste óptimo de los 

parámetros de crecimiento celular. Cuando además se quiere comercializar el producto a 

nivel industrial, es necesario realizar un escalado en sistemas que garanticen la 

producción elevada del metabolito de interés (utilizando biorreactores) para alcanzar 

niveles económicamente rentables.  

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 

y el taxol obtenidos a partir de cultivos celulares de Lithospermum erythrorthizon, 

Panax ginseng y Taxus sp, respectivamente (Kolewe y cols., 2008). 

Po ello, en las últimas décadas, el esfuerzo en la investigación se ha centrado en 

el desarrollo de estrategias que incrementen la producción de metabolitos secundarios 

por cultivo in vitro para que resulte económicamente rentable por la vía biotecnológica. 

Estas estrategias están dirigidas fundamentalmente a:  

i. 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 
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las condiciones de cultivo, el cultivo de células diferenciadas, la inmovilización de 

las células vegetales y el empleo de elicitores, estreses abióticos y otras 

aproximaciones independientemente de su mecanismo. 

ii. El estudio de las vías de transducción de la señal que conducen a la biosíntesis de 

metabolitos secundarios. 

iii. 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. 

iv. 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. 

v. 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. 

vi. 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. 

Entre los diferentes tipos de cultivos, los de células en agitación ofrecen una 

alternativa de naturaleza biotecnológica como sistema de producción de compuestos 

bioactivos ya que las células se utilizan como verdaderas biofactorías capaces de dirigir 

su metabolismo hacia la síntesis de determinados compuestos en respuesta a la 

estimulación o elicitación. Así, mientras que la planta responde a la presencia del 

estimulador (elicitor) sintetizando estos 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 tanto, la cantidad total de compuesto 

sintetizado es mucho mayor que en la planta y está en función de la biomasa de células 

elicitada (Bru y cols., 2006). De esta forma se ha conseguido producir cantidades de 

metabolitos mayores que las extraíbles de tejidos vegetales recolectados. 

II. 3. Metabolitos secundarios de interés: compuestos isoprenoides 

Los terpenoides o isoprenoides constituyen el grupo más numeroso de metabolitos 

secundarios ya que existen más de 50000 miembros individuales y el número de nuevos 

compuestos va aumentando cada año. Como clase única de compuestos son esenciales 
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Unidades de 
isopreno

Átomos de 
carbono n

Nombre Ejemplo

1 5 Hemiterpenos Isopreno

2 10 Monoterpenos Geraniol

3 15 Sesquiterpenos Capsidiol

4 20 Diterpenos Taxol

6 30 Triterpenos Escualeno

8 40 Tetraterpenos β-caroteno

9-30000 >40 Politerpenos Caucho

para el crecimiento, desarrollo y reproducción de las plantas y como productos 

farmacéuticos, colorantes y saborizantes son de gran importancia para los seres 

humanos. Además, muchos de ellos, están implicados en respuestas a estreses bióticos y 

abióticos en plantas contra microorganismos y herbívoros y/o actúan como moléculas 

para atraer a insectos polinizadores, animales que dispersan semillas y depredadores que 

actúan sobre insectos herbívoros, por lo que son clasificados como metabolitos 

secundarios. Debido a ello, la mayoría de los compuestos terpenoides presentan 

actividad biológica y son por tanto, de interés para la medicina y la biotecnología 

(Ashour y cols., 2010). 

II.3.1. Biosíntesis de compuestos de naturaleza isoprenoide 

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. 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 dimetilalipirofosfato (DMAPP), también 

denominadas unidades de isopreno. Así, la clasificación de estos compuestos se realiza 

en base al número de unidades de isopreno presentes en su estructura (Tabla 1).  

Tabla 1. Clasificación de los terpenos basada en el número de unidades de isopreno C5 en su estructura. 

 

 

 

 

 

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

(Rodríguez-Concepción, 2006; Hemmerlin y cols., 2012; Vranová y cols., 2013) y tiene 

lugar a partir de dos rutas diferentes, la ruta clásica o ruta del ácido mevalónico (ruta 

MVA) que tiene lugar en el citosol, y es mayoritariamente responsable de la generación 

de los sesquiterpenos y esteroles, y la recientemente descubierta ruta del metileritritol 4-
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fosfato (ruta MEP) localizada en los plastidios 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 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 dimerizar 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. 

Ruta del ácido mevalónico (MVA) 

Para construir la unidad de isopreno, IPP a través de la ruta MVA en el citosol, 

inicialmente dos unidades de acetil-coenzima A (acetil CoA) se condensan formando 

acetoacetil-CoA por acción de la enzima acetil-CoA C-acetiltransferasa o acetoacetil-

CoA tiolasa. La siguiente enzima, 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG) CoA sintasa 

(HMGS), cataliza la condensación aldólica de acetoacetil CoA con acetil CoA para dar 

lugar a (S)-HMG CoA, que es convertido en MVA a través de dos pasos de reducción 

que requieren NADPH, por acción de la enzima HMG CoA reductasa (HMGR), la cual 

representa un paso crítico y limitante en la ruta de biosíntesis de los compuestos 

terpenoides, y cuya actividad se encuentra altamente regulada a nivel transcripcional y 

post-transcripcional en plantas (Enjuto y cols., 1995; Leivar y cols., 2005). Las etapas 

siguientes que conducen a la formación de IPP comprenden dos reacciones de 

fosforilación para convertir el MVA a MVA 5-pirofosfato, reacción catalizada por las 

enzimas mevalonato quinasa (MVK) y fosfomevalonato quinasa (PMK), seguido 

finalmente de la descarboxilación dependiente de ATP, para dar lugar a la formación de 

IPP, por la enzima MVA pirofosfato descarboxilasa (MVD) (Figura 5). Este IPP por 

acción de la enzima IPP isomerasa será convertido en DMAPP y a partir de ellos tendrá 

lugar la formación de compuestos de naturaleza terpenoide. 
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Figura 5. Rutas biosintéticas de los compuestos isoprenoides en las células vegetales. Las enzimas de la 

ruta del MVA se muestran en azul y las enzimas de la ruta del MEP en violeta. HMGS, 3-hidroxi-3-

metilglutaril CoA sintasa; HMGR, HMG CoA reductasa; MVK, mevalonato quinasa; PMK, 

fosfomevalonato quinasa; MVD MVA pirofosfato descarboxilasa; DXS, 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato 

sintasa; DXP reductoisomerasa (DXR); HDS, hidroximetilbutenil pirofosfato sintasa; HDR 

hidroximetilbutenil pirofosfato  reductasa. 
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Los pasos metabólicos que van desde las 3 unidades de acetato activo hasta el IPP 

han sido ampliamente estudiados (Banthorpe y Wirz-Justice, 1972) y se conocen los 

sistemas enzimáticos que participan así como la localización subcelular de los mismos 

(Bach, 1995). Así, la principal enzima limitante de la ruta, HMGR se encuentra anclada 

al retículo endoplasmático con el dominio catalítico expuesto hacia el citosol, mientras 

que otras enzimas de la ruta se encuentran localizadas también en el peroxisoma (Sapir-

Mir y cols., 2008; Simkin y cols., 2011). 

Ruta del metileritritol 4-fosfato (MEP) 

A diferencia de lo que ocurre en la ruta del MVA, en la ruta alternativa o ruta de 

MEP, se produce la formación de IPP y DMAPP en los plastidios, para dar lugar a los 

mono-, di- y tetraterpenos naturales. La ruta del MEP comienza con la condensación del 

piruvato y del gliceraldehído-3-fosfato por acción de la enzima 1-deoxi-D-xilulosa 5-

fosfato (DXP) sintasa (DXS), obteniéndose el primer producto de la ruta, DXP. En un 

segundo paso, el reordenamiento intramolecular y la reducción de DXP por la enzima 

DXP reductoisomerasa (DXR) produce el metileritritol 4-fosfato (MEP), considerado 

actualmente como el primer precursor limitante de los compuestos isoprenoides 

originados en los plastidios (Schwender y cols., 1999). A continuación, tiene lugar la 

transformación de MEP en hidroximetilbutenil pirofosfato (HMBPP), mediante una 

reducción catalizada por la enzima hidroximetilbutenil pirofosfato (HMBPP) sintasa 

(HDS), el cual finalmente convertido en una mezcla de IPP y DMAPP por acción de la 

enzima HMBPP reductasa (HDR) (Figura 5). 

El IPP producido por la ruta del MVA es usado para la síntesis de los compuestos 

isoprenoides en el citosol y en la mitocondria, mientras que IPP y DMAPP producidos 

por la ruta del MEP sirven para la síntesis de isoprenoides en los plastidios. La 

conversión de IPP a DMAPP (ruta del MVA) y el equilibrio entre IPP y DMAPP (ruta 

del MEP) son controlados por la enzima IPP isomerasa en una reacción reversible. 

Tanto la ruta del MVA como la del MEP funcionan simultáneamente en las células 

vegetales, y a pesar de su localización en diferentes compartimentos subcelulares, 

existen numerosas evidencias de intercambio entre ellas, a través de la regulación 

coordinada de la biosíntesis de IPP y DMAPP. Así, los sesquiterpenos son normalmente 

sintetizados a partir de las unidades de isopreno derivadas de la ruta del MVA pero en 
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algunos casos, son sintetizados en los plastidios por la ruta del MEP y transportados 

posteriormente al citosol (Dudareva y cols., 2005).  

II.4. Cultivos celulares de pimiento (Capsicum sp) como modelo para la biosíntesis 

de compuestos de naturaleza isoprenoide 

El pimiento es una planta angiosperma perteneciente al género Capsicum, de la 

familia de las Solanáceas, en la que se incluyen otras muchas especies cultivadas de 

gran importancia para el hombre, como la patata, el tomate o el tabaco. La taxonomía 

del género Capsicum es muy compleja y actualmente, este género comprende 30 

especies, entre las cuales existen cinco especies cultivadas: C. annuum, C. chinense, C. 

frutescens, C. baccatum y C. pubescens (Barboza y cols., 2005). El grupo más 

numeroso es el de C. annuum, de flores blancas, que está asociado con hábitats 

húmedos, en lugares con poca altitud. Este grupo es también, el de mayor importancia 

económica e incluye desde frutos grandes y dulces que se utilizan como hortalizas hasta 

pimientos de pequeño tamaño, picantes o dulces, que se emplean para fabricar 

pimentón. El fruto del C. annuum es una baya semicartilaginosa de color verde, en 

estado de inmadurez y roja, en senescencia, colgante, con talla y forma variable 

dependiendo del grado de desarrollo y de las condiciones del cultivo (Figura 6). 

Actualmente se cultivan en el mundo varios cientos de variedades de esta especie que 

pueden clasificarse atendiendo a la forma del fruto, al tamaño, al color, al sabor, a la 

presencia o ausencia de picante, así como a su utilización (Bosland, 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Planta de C. annuum en la que se muestran las flores blancas características y los frutos en 

crecimiento (pimientos). 
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Los frutos del pimiento son una excelente fuente de compuestos bioactivos de 

gran valor nutricional ya que contienen ácido ascórbico (vitamina C), carotenoides 

(provitamina A), tocoferoles (vitamina E) (Howard y cols., 2000; Antoniali y cols., 

2007; Sakaldas y Kaynas, 2010), flavonoides, y capsicinoides (Hasler, 1998; Howard y 

cols., 2000) por lo que presentan propiedades antioxidantes, digestivas y analgésicas. 

Así, la cantidad y composición de estos metabolitos puede variar entre los diferentes 

genotipos debido principalmente a las condiciones de maduración del fruto, sistemas de 

cultivo y métodos de procesado. Además, la presencia de algunos de estos metabolitos 

en los frutos del pimiento proporciona un mecanismo de defensa frente a diferentes 

estreses bióticos y abióticos (Aloni y cols., 2008; Schulze y Spiteller, 2009). 

Así, por ejemplo, los capsicinoides, son metabolitos secundarios exclusivos del 

género Capsicum, responsables del sabor fuerte y picante de los frutos, también 

conocido como pungencia. Los capsicinoides son sintetizados en la placenta de los 

frutos a partir de la condensación enzimática de vanillilamina con ácidos grasos de 

cadena corta (Curry y cols., 1999; Mazourek y cols., 2009). La vanillilamina es 

originada por la ruta fenilpropanoide mientras que la cadena de ácido graso procede del 

metabolismo de aminoácidos y es la responsable del fuerte aroma de los frutos de 

pimiento (Wahyuni y cols., 2013a). Dentro de la familia de los capsicinoides podemos 

destacar la capsicina que actúa como metabolito de defensa de las plantas de pimiento 

contra hongos del género Fusarium (Wahyuni y cols., 2013b) y entre otras aplicaciones 

se está utilizando como rubefaciente debido a que activa la circulación de la sangre y 

calma el dolor cutáneo, por lo que se utiliza en enfermedades reumáticas o en 

lumbalgias.  

Por otro lado, el capsidiol es un sesquiterpeno bicíclico dihidroxilado (tipo 

eremofilano) (Figura 7) que se acumula en el apoplasto de la planta, y ha sido aislado a 

partir de muchas especies de Solanáceas como el tabaco y el pimiento en donde es 

sintetizado en respuesta a varios estímulos tales como la radiación ultravioleta (UV), 

elicitores bióticos (celulasa, extracto de levadura, extractos fúngicos) y elicitores 

abióticos (CuSO4, MnCl2) (Vögeli y Chappell, 1990; Zhao y cols., 2004). Como todos 

los sesquiterpenos naturales, el capsidiol es sintetizado a partir del FPP en un proceso 

que comprende dos pasos catalizados por las enzimas 5-epi-aristoloqueno sintasa (EAS) 

(Facchini y Chappell, 1992) y 5-epi-aristoloqueno hidroxilasa (EAH) (Ralston y cols., 
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2001) para formar finalmente el capsidiol (Whitehead y cols., 1989). Sus numerosas 

aplicaciones se deben a su actividad antifúngica y antimicrobiana (De Marino y cols., 

2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Ruta de biosíntesis del capsidiol a partir del FPP obtenido por la ruta del mevalonato (MVA). 

Las enzimas de la ruta específica que conducen a la síntesis del capsidiol se muestran en rojo. EAS, 5-epi-

aristoloqueno sintasa; EAH, 5-epi-aristoloqueno hidroxilasa. 
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II.5. Cultivos celulares de zanahoria (Daucus carota L.) como fuente de esteroles 

vegetales 

La zanahoria (Daucus carota L.) es una planta angiosperma originaria del centro 

asiático y del mediterráneo, perteneciente a la familia de las Umbelíferas o Apiáceas, 

que cuenta con cerca de 250 géneros y más de 2500 especies, entre las que se incluyen 

otras muchas especies cultivadas de gran importancia para el hombre como el apio, el 

hinojo o el perejil. Esta familia se caracteriza por presentar las flores agrupadas en 

inflorescencias llamadas “umbelas”. En el caso de D. carota, las flores son de color 

blanco, con largas brácteas en su base. El sistema radicular consiste en una raíz primaria 

engrosada que, incluyendo parte del hipocótilo, constituye el órgano de consumo de la 

especie. Además, está rodeado por numerosas raíces secundarias ramificadas y finas que 

sirven como órganos de absorción. El fruto, desarrollado después de la polinización 

cruzada entomófila es un esquizocarpo, formado por dos mericarpos (diaquenio) 

espinosos que hacia la madurez se dividen ventralmente, conteniendo una semilla cada 

uno (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Detalles de la planta de Daucus carota: inflorescencia con brácteas en la base (A); hojas (B); 

raíz (C); semilla (D). 

Esta planta ha sido cultivada y consumida desde la antigüedad y utilizada en la 

medicina tradicional china para el tratamiento de diferentes enfermedades (Pant y 

Manandhar, 2007) ya que presenta una amplia gama de efectos beneficiosos, entre los 
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se incluyen su actividad antibacteriana (Rossi y cols., 2007), antifúngica y 

antihelmíntica (Tavares y cols., 2008), hepatoprotectora (Bishayee y cols., 1995) y 

actividad antitumoral (Yang y cols., 2008; Fu y cols., 2009). El término castellano 

“zanahoria” tiene su origen en la palabra árabe “isfannariya” ya que fueron 

verdaderamente los árabes los que introdujeron este cultivo desde el norte de África en 

España y, desde aquí, hasta Holanda y el resto del continente. 

Su apreciación como producto de gran valor nutricional se debe al alto contenido 

en carotenoides, destacando el β-caroteno o provitamina A que se degrada en retinol o 

vitamina A en el organismo humano. Esta apreciación positiva se ha visto aumentada ya 

que diversos estudios demuestran que los alimentos ricos en pigmentos como 

antocianinas, carotenoides y flavonoides, debido a sus propiedades antioxidantes, tienen 

la capacidad de prevenir ciertas enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cáncer 

y el envejecimiento celular (Sun y cols., 2009). En el caso de la zanahoria, el contenido 

de carotenoides es de 10 hasta 1000 veces más elevado que en la mayoría de las 

hortalizas y este hecho aún puede ser superado con las líneas genéticas de mayor 

contenido que se han incorporado recientemente en el mercado. La raíz también se 

utiliza en la industria alimentaria como materia prima vegetal para congelados, 

encurtidos, jugos y enlatados.  

Numerosos estudios han demostrado que los cultivos celulares de zanahoria 

sometidos a diferentes condiciones de estrés (infección fúngica, metales pesados o luz 

UV) son capaces de producir diferentes compuestos tales como antocianinas (Hirner y 

cols., 2001), cumarinas como 6-metoximeleína (Guo y cols., 1993) y compuestos 

derivados del ácido benzoico como el ácido p-hidroxibenzoico (Schnitzler y cols., 1992) 

cuya biosíntesis se incrementa bajo condiciones de estrés y por lo tanto, están 

involucrados en las respuestas de defensa de la zanahoria (Mercier y cols., 2000).  

II.5.1. Esteroles vegetales o fitosteroles 

Los esteroles vegetales o fitosteroles son componentes esenciales de las 

membranas de todos los organismos eucariotas ya que son responsables de su 

permeabilidad y la fluidez (Piironen y cols., 2000; Posé y cols., 2009). En las plantas, se 

han identificado más de 200 tipos diferentes de fitosteroles, siendo el más abundante el 

β-sitosterol, seguido del campesterol y estigmasterol, que constituyen el 95-98% de 
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todos los esteroles de plantas (Lagarda y cols., 2006). Así, los fitosteroles están 

presentes en las plantas en cantidades que varían desde 0.01 al 0.1 % de peso fresco, 

(PF) que se corresponde con 100-1000 mg de esteroles totales/ kgPF (Neelakandan y 

cols., 2012). Están presentes en todas las frutas y verduras, y por lo tanto están incluidos 

regularmente en la dieta humana. En general, los aceites vegetales y los productos 

derivados de aceite se consideran las fuentes más ricas de esteroles, seguido de los 

cereales, productos a base de cereales y frutos secos (Piironen y cols., 2000).  

II.5.2. Biosíntesis de los fitosteroles 

Los fitosteroles son compuestos isoprenoides sintetizados a partir de IPP que 

procede exclusivamente de la ruta biosintética del MVA que tiene lugar en el citosol. La 

conversión del IPP a DMAPP por la enzima IPP isomerasa y la siguiente condensación 

de éstos, da lugar a la formación de GPP. A continuación, se produce la formación de 

FPP, el cual sirve de punto de ramificación para la síntesis de sesquiterpenos y 

triterpenos (esteroles) mediante la adición de una segunda molécula de IPP a GPP, 

reacción catalizada por la enzima FPP sintasa. Tras la formación de FPP, la enzima 

escualeno sintasa (SS) produce la condensación de dos moléculas de FPP formándose el 

escualeno, precursor de esteroles y otros triterpenos en plantas (Abe y cols., 1993) 

(Figura 9), por lo que SS desempeña un papel regulador importante en la ruta de 

biosíntesis de estos compuestos (Devarenne y cols., 2002).  

La ciclación de escualeno a 2,3-oxidoescualeno es catalizada por la enzima 

escualeno epoxidasa (SO). A continuación, 2,3-oxidoescualeno se cicla para formar 

cicloartenol mediante la actuación de la enzima cicloartenol sintasa (CAS), que 

representa el primer paso comprometido de la biosíntesis de fitosteroles. El cicloartenol, 

es el esterol cíclico precursor de todos los productos finales de la ruta. A partir de él, la 

síntesis de los fitosteroles tiene lugar en tres rutas paralelas que conducen a la formación 

de los esteroles C8 (colesterol), C9 (campesterol) y C10 (fucosterol, sitosterol y 

estigmasterol). En un paso inicial, S-adenosil-L-metionin-esterol-C-metiltransferasa 

(SAM) añade grupos metilo en la posición C24 dando lugar a 24-metilencicloartenol, el 

cual se modifica mediante una serie de reacciones de metilación/desmetilación, 

oxidación/reducción en diferentes posiciones dando lugar al intermedio 24-

metilenlofenol. En esta fase de la ruta, los compuestos intermediarios producidos a 



 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Ruta de biosíntesis de los esteroles vegetales. Las enzimas de la ruta específica que conducen a la síntesis de fitosteroles se muestran en rosa. SS, escualeno sintasa; 
SO, escualeno epoxidasa; CAS, cicloartenol sintasa; SAM, S-adenosil-L-metionin-esterol-C-metiltransferasa 
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partir de éste pueden ser metilados de nuevo en la posición C24 en una reacción 

enzimática que provoca una bifurcación biológicamente importante en la vía. Los 

esteroles que se someten a esta reacción de metilación en C24 están destinados a la 

producción de sitosterol y estigmasterol, que funcionan como esteroles de membrana 

mientras que los esteroles no modificados por esta reacción se acumulan como esteroles 

de membrana como el campesterol y potencialmente, pueden entrar en la biosíntesis de 

brasinosteroides. 

II.5.3. Funciones de los fitosteroles en plantas 

Los fitosteroles son compuestos esenciales para el crecimiento y desarrollo de 

los organismos eucariotas ya que constituyen componentes estructurales de las 

membranas biológicas y además sirven como precursores para la biosíntesis de 

hormonas esteroideas como los brasinosteroides en plantas (Schaller, 2003). Además, 

en los últimos años, gracias a la caracterización de los componentes enzimáticos de la 

ruta de biosíntesis de los esteroles vegetales y a la descripción fenotípica de un conjunto 

de mutantes de la ruta biosintética en Arabidopsis thaliana se ha realizado la 

identificación de los procesos del crecimiento y desarrollo que se ven influenciados por 

los esteroles (Posé y cols., 2009; Rasbery y cols., 2007). Así, los resultados obtenidos 

han demostrado un papel esencial de los esteroles en la señalización de hormonas. De 

hecho, estudios recientes sugieren que las proteínas unidas a la membrana, implicadas 

en el transporte polar de auxinas (Willemsen y cols., 2003; Men y cols., 2008) o de 

señalización de etileno (Souter y cols., 2002, 2004), presentan una alteración en su 

actividad y funcionalidad como consecuencia de una incorrecta composición en los 

esteroles de membrana. 

Por otro lado, los esteroles de membrana además de contribuir a la fluidez y 

permeabilidad de la membrana, participan en el control de los procesos metabólicos 

asociados a la membrana y también son necesarios para el correcto tráfico de vesículas 

ya que interactúan no sólo con las cadenas de ácidos grasos de los fosfolípidos sino 

también con proteínas que modulan el estado físico de la bicapa lipídica, restringiendo 

el movimiento de las cadenas de ácidos grasos (Boutté y Grebe, 2009). Los esteroles 

también actúan en la regulación de la actividad de las proteínas dentro de la membrana 

ya que afectan a la conformación de las mismas (y por lo tanto a su funcionalidad) y a 

su actividad, debido a interacciones directas esterol-proteína. Así, los esteroles facilitan 
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la unión a la membrana y por tanto, la actividad de una proteína argonauta de 

Arabidopsis necesaria para la correcta función de los microARN (Brodersen y cols., 

2012). Grandmougin-Ferjani y cols., (1997) demostraron que el estigmasterol actuaba 

como un modulador de la actividad H+-ATPasa de la membrana plasmática. Asimismo, 

los esteroles también pueden reorganizar el contenido lipídico en la bicapa formando 

dominios con una composición variada de lípidos, que dan lugar a alteraciones en la 

actividad de las proteínas asociadas a la membrana plasmática (Roche y cols., 2008; 

Kierszniowska y cols., 2009). En ese sentido, numerosos estudios han propuesto la 

existencia de microdominios en las membranas enriquecidos con esteroles y 

esfingolípidos que pueden ser aislados mediante el uso de detergentes denominados 

“rafts lipídicos” que pueden jugar un papel importante en el reclutamiento de 

componentes moleculares implicados en las rutas de señalización relacionadas con la 

defensa (Mongrand y cols., 2004; Bhat y cols., 2005; Laloi y cols., 2007).  

Recientemente, también se les ha atribuido a los fitosteroles un papel 

relacionado con la defensa de las plantas frente a diversos tipos de estrés tanto biótico 

como abiótico (Devarenne y cols., 2002; Griebel y cols., 2010). Posé y cols., (2009) 

revelaron que los fitosteroles juegan un papel esencial en la localización de las NADPH 

oxidasas de membrana requeridas para la regulación de ROS y la tolerancia a sequía. 

Además, en plantas de Arabidopsis, la sobreexpresión de la enzima 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 y cols., 2012). 

Estos autores demostraron que los fitosteroles juegan un papel clave en la inmunidad 

innata frente a bacterias patógenas a través de la regulación del flujo de nutrientes en el 

apoplasto mediado por la enzima SS, que cataliza el primer paso de la ruta de 

biosíntesis de fitosteroles. Asimismo, Griebel y cols., (2010) utilizando un mutante de la 

enzima SAM2 en Arabidopsis, implicada en la biosíntesis de fitosteroles, también 

participaba en la inmunidad innata contra bacterias patógenas. Así, la expresión del gen 

que codifica para la enzima C22 desaturasa, que convierte β-sitosterol a estigmasterol, 

resultó fuertemente inducida tras la inoculación del patógeno Pseudomonas syringae. 

Más aún, esa inducción de la formación de estigmasterol resultó ser independiente de 

las rutas de señalización de defensa clásicas, incluyendo SA, AJ y etileno. Además, la 

aplicación exógena de compuestos generadores de ROS dio lugar a una inducción en la 

biosíntesis de estigmasterol en hojas. 
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II.5.4. Actividad biológica de los fitosteroles 

Los fitoesteroles son particularmente abundantes en el reino vegetal: están 

presentes en los frutos, semillas, hojas y tallos de prácticamente todos los vegetales 

conocidos (Ling y Jones, 1995). Por este motivo, también están presentes normalmente 

en nuestra dieta. Se estima que la ingesta diaria de fitoesteroles, la que obviamente es 

muy variable ya que depende de los hábitos alimentarios de la población, se encuentra 

en un rango que va desde los 160 mg/día hasta los 500 mg/día. Los fitoesteroles 

químicamente identificados suman más de 25 estructuras diferentes, pero son sólo tres 

los que están en mayor proporción: el β-sitosterol (C29), el campesterol (C28) y el 

estigmasterol (C29), quienes en su conjunto constituyen el 95-98% de los fitoesteroles 

identificables en extractos vegetales. Los fitoesteroles comparten con el colesterol el 

núcleo central de la molécula, la estructura ciclopentano perhidrofenantreno. La 

diferencia estructural de los fitoesteroles con el colesterol y entre los diferentes 

fitoesteroles radica en la cadena hidrocarbonada lateral. En el colesterol esta cadena está 

formada por ocho carbonos y es saturada. En los fitoesteroles está formada por 9 o 10 

carbonos y, en algunos de ellos, presenta un doble enlace (estigmasterol). Los 

fitoestanoles están en menor proporción que los fitoesteroles en el reino vegetal, pero 

pueden ser formados por la reducción química del doble enlace de la posición D-5 de la 

estructura cíclica. Industrialmente se preparan los respectivos derivados saturados del β-

sitosterol (sitostanol), del campesterol (campestanol) y del estigmasterol 

(estigmastanol). La diferencia estructural existente a nivel de la cadena lateral de los 

fitoesteroles y de los fitoestanoles con el colesterol es la responsable de los particulares 

efectos hipocolesterolémicos atribuídos a estos esteroles vegetales.  

Numerosas evidencias experimentales han demostrado que los esteroles 

vegetales tienen un importante efecto hipocolesterolémico, reduciendo tanto los niveles 

de colesterol total como los de colesterol ligado a lipoproteínas de baja densidad 

(Varady y cols., 2007). El efecto mejor estudiado de los esteroles vegetales es la 

inhibición de la absorción intestinal de colesterol, tanto el procedente de la dieta (300 

mg/día) como el colesterol endógeno circulante en la bilis (100 mg/día) que al ser 

parcialmente reabsorbido en el intestino constituye, la principal forma de captación. Los 

esteroles vegetales, al ser más hidrofóbicos que el colesterol, pueden competir con él y 

de esta manera, se produce una disminución de la incorporación del colesterol en las 
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micelas lo que se traduce en una disminución de la absorción intestinal de colesterol. A 

dosis elevadas de esteroles vegetales, la absorción de colesterol disminuye entre un 30-

50% (Ostlund y cols., 2006). Además, los esteroles vegetales pueden reducir la tasa de 

esterificación del colesterol en el enterocito (afectando a la actividad de las enzimas 

implicadas) y consecuentemente, reducen la cantidad de colesterol exportado a la sangre 

en forma de quilomicrones. También se ha sugerido que, en presencia de esteroles 

vegetales, la tasa de precipitación del colesterol puede incrementarse y, por tanto 

desplazarse a una forma no-absorbible o menos absorbible.  

Actualmente se conoce que los fitoesteroles y fitoestanoles poseen propiedades 

inmunomoduladoras que podrían ser beneficiosas para la prevención del cáncer de 

ovario (McCann y cols., 2003), cáncer de mama (Awad y cols., 2007), control de la 

hiperplasia prostática benigna (Lowe y Ku, 1996; Awad y cols., 2001) y daño tisular 

asociado a inflamación (Bouic y cols., 2001). Estos estudios sugieren que una dieta rica 

en fitoesteroles puede ser fuertemente protectora contra estos tipos de cáncer, ya que se 

desencadena un aumento de la respuesta antitumoral, inhibición del crecimiento 

tumoral, afectan al ciclo celular y promueven apoptosis a través de la inducción del 

metabolismo de esfingolípidos y la estimulación de la formación de ceramidas (Awad y 

cols., 2005; Kritchevsky y Cheng, 2005; Woyengo y cols., 2009). Además, los esteroles 

aumentan la respuesta celular de los linfocitos T tanto in vivo como in vitro (Bouic y 

cols., 1996, 2001; Calpe-Berdiel y cols., 2009; Bradford y Award, 2007) y promueven 

la expresión o actividad de factores endógenos inhibidores de la angiogénesis, proceso 

necesario para el crecimiento de tumores y desarrollo de la metástasis (Quesada y cols., 

2006).  

Por último, numerosos estudios sugieren que los fitoesteroles pueden actuar 

como prooxidantes o antioxidantes dependiendo de su estructura química y de las 

condiciones de procesado de los alimentos (Guillén y Manzanos, 1998). Así, 

dependiendo de la estructura química, los fitosteroles. Además, también presentan 

acción antimicrobiana, antifúngica y antibacteriana (Ling y Jones, 1995). 

II.6. Cultivos celulares de tejo (Taxus x media) como fuente de taxanos 

El tejo (Taxus sp) es un árbol dioico de follaje verde oscuro que puede alcanzar 

15 ó 20 metros de altura y, a pesar de ser árboles de crecimiento lento, son muy 



Introducción   

30 
 

longevos, pudiendo superar en algunos casos los 1500 años de vida (Lewington y 

Parker, 1999). El tejo, es una planta gimnosperma perteneciente a la familia Taxaceae, 

en la que se incluyen 24 especies y 55 variedades (Spjut, 2007). De todas ellas, destaca 

la presencia de 8 especies, que aunque son muy similares, se diferencian en su 

distribución geográfica: T. baccata (tejo europeo), T. brevifolia (tejo del Pacífico), T. 

canadensis (tejo de Canadá), T chinensis (tejo de China), T. cuspidata (tejo japonés), T. 

globosa (tejo mexicano) y T. wallichiana (tejo del Himalaya). Además, hay dos híbridos 

reconocidos: Taxus x media como resultado del cruzamiento entre T. baccata y T. 

cuspidata y Taxus x hunnewelliana como resultado del cruzamiento entre T. cuspidata y 

T. canadensis (Rehder, 1925). 

El árbol del tejo se caracteriza por poseer un tronco grueso, de hasta 1.5 metros 

de diámetro, con la corteza de color pardo-grisácea. Sus ramas son largas y crecen 

horizontalmente. Las hojas son muy numerosas, largas y estrechas, de color verde 

oscuro por el haz y más pálidas por el envés. Sus flores masculinas se agrupan en forma 

de espigas, mientras que las femeninas constan de un único ovario, sencillo, sin estilo ni 

estigma, rodeado en la base por un disco circular, que es el que dará lugar a la pulpa del 

fruto, el cual es una semilla simple, de forma ovalada, cubierta por una cúpula roja que 

recibe el nombre de arilo, abierta por el ápice, viscosa y carnosa en la madurez, hecho 

que sucede en el otoño (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Detalles de la planta de Taxus sp. 1, corteza del árbol; 2, flores masculinas; 3, árbol con ramas 

frondosas; 4, semilla de tejo (a) rodeada por el arilo (b). 
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Esta planta ha sido cultivada desde la antigüedad como ornamental y para su 

explotación en la industria maderera debido a la buena calidad, dureza y resistencia de 

la madera (Cope, 1998). También ha sido utilizado en la medicina tradicional para el 

tratamiento de reumatismos, artritis, afecciones hepáticas y molestias de las vías 

urinarias (Wilson y cols., 2001). En homeopatía, estas plantas se han utilizado para 

tratar el dolor de cabeza, neuralgias, cistitis, reumatismo y varias afecciones de corazón 

y riñones (Stohs, 2004). También se han usado como antihelmíntico, antimalárico, 

antirreumático y para tratamiento de la bronquitis y el asma (Küpeli y cols., 2003). 

Aunque su uso es peligroso ya que a excepción de la pulpa del arilo, toda la planta es 

tóxica, en dosis controladas puede servir para estimular la actividad cardiaca y elevar la 

tensión y además presenta actividad expectorante al actuar sobre las vías respiratorias y 

recientemente, también se le han atribuido propiedades antifúngicas y antibacterianas 

(Nisar y cols., 2008). Además, se está investigando la utilización del material obtenido 

del tejo para el tratamiento de la osteoporosis postmenopáusica ya que y se ha 

observado que el agua de extracción de la madera del tejo muestra una protección sobre 

los huesos debido a que previene la disminución de la masa ósea mediante la inhibición 

de su resorción (Yin y cols., 2006). 

Sin embargo, el gran interés que despierta el árbol del tejo es la presencia de los 

alcaloides diterpénicos, fundamentalmente el taxol, ya que es el compuesto más 

utilizado actualmente en la quimioterapia frente a diversos tipos de cáncer. Además de 

estos compuestos, los árboles de tejo son una fuente de compuestos con importante 

actividad biológica como los lignanos, flavonoides, esteroides y sus derivados 

glucosilados (Gurbuz y cols., 2004) que entre su numerosas aplicaciones destacan por 

su actividad antitumoral, antiinflamatoria, antioxidante y antitrombótica, entre otras 

(Onrubia y cols., 2010). 

II.6.1. Taxol y taxanos relacionados 

El taxol es un alcaloide diterpénico complejo que se encuentra presente en las 

diferentes especies vegetales de Taxus sp. Se aisló por primera vez de la corteza del tejo 

del Pacífico (Taxus brevifolia) en donde se encuentra en mayor cantidad (Wani y cols., 

1971). El taxol ha generado una gran expectación debido a su potente actividad 

antitumoral ya que es considerado como unos de los agentes quimio-terapéuticos contra 

el cáncer más prometedor. Su capacidad antitumoral se basa, a diferencia de la mayoría 
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de compuestos anticancerígenos, en su capacidad para promover la polimerización de la 

tubulina a la vez que estabiliza los microtúbulos ya formados rompiendo el equilibrio 

microtúbulo/tubulina y provocando la parada del ciclo celular y consecuentemente, la 

muerte de las células mitóticamente activas (Schiff y cols., 1979). Esta capacidad ha 

hecho posible que el taxol se haya aprobado y establecido desde 1992 por la FDA como 

un importante y efectivo agente antineoplásico frente a un amplio número de tumores 

(Zhong, 2002). Actualmente se ha probado muy eficaz frente a tumores sólidos de 

pulmón, colon, piel, ovarios, mama y próstata, frente al sarcoma de Kaposi asociado al 

SIDA y también, frente a algunas leucemias. Paclitaxel y docetaxel, compuesto análogo 

al taxol desarrollado durante los estudios de obtención del taxol por semi-síntesis a 

partir de la 10-deacetilbacatina III (DAB III), son los nombres genéricos del Taxol® y 

Taxotere®, marcas registradas de las empresas Bristol-Myers Squibb y Rhône-Poulenc, 

respectivamente.  

Hasta ahora prácticamente todo el taxol utilizado en la quimioterapia contra el 

cáncer y en estudios científicos procede de la extracción directa del árbol o de su semi-

síntesis a partir de precursores como la bacatina III y la DAB III, aislados también 

directamente de la planta. Sin embargo, la demanda mundial para este compuesto 

excede el suministro que se realiza a partir de su aislamiento de las diferentes especies 

de tejo, ya que su contenido es relativamente bajo (< 0.01 % en PS de corteza) 

(Cameron y Smith, 2008).  

Por tanto, a consecuencia de la elevada demanda que existe, debido a su 

importante aplicación en medicina, el tejo, como fuente natural del producto, se está 

viendo amenazado día tras día como resultado de los procesos destructivos para la 

planta que implican la extracción de estos compuestos (Pant y Samant, 2008). Además, 

los árboles de tejo crecen lentamente y, al ser su recolección destructiva, se han 

investigado otros sistemas de producción alternativos. Así, con el fin de mejorar los 

bajos rendimientos obtenidos por unidad de biomasa y el de proteger y aligerar la 

presión sobre esta especie vegetal se han realizado otras aproximaciones para obtener 

taxol. Además de la extracción directa de la planta, de su obtención por semi-síntesis, o 

de su síntesis química completa (Nicolaou y cols., 1994; Holton y cols., 1994) mediante 

un proceso caro y comercialmente inviable, existen otras vías de producción de taxol 

como son su producción a partir de tejidos o células mediante cultivo in vitro, su 
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obtención por fermentación fúngica o por medio de técnicas de ingeniería genética 

aplicadas a su producción en microoganismos (Guo y cols., 2006). 

II.6.2. Producción biotecnológica del taxol 

Los bajos rendimientos en la extracción de taxol a partir de la corteza del tejo, 

han dirigido los esfuerzos hacia su producción en cultivo celular a partir de varias 

especies de este género. Sin embargo, este proceso está limitado por su alto coste así 

como por los problemas que presenta su producción a gran escala. Por ello, es necesario 

conseguir líneas celulares altamente productivas con las que poder abaratar los costes. 

En este sentido, se están usando técnicas de selección de células productoras en 

combinación con protocolos de optimización de los medios de cultivo, elicitación y 

mejora de los procesos de extracción. 

La producción biotecnológica del taxol ha sido estudiada desde principios de la 

década de los 90. Los primeros trabajos realizados mostraban que los callos y las 

suspensiones celulares obtenidos a partir de tallos jóvenes de Taxus sp podían producir 

cantidades similares de taxol al producido por la planta (Fett-Neto y cols., 1992; 

Wickremesinhe y Arteca, 1993; Gibson y cols., 1993) siendo por ello en la actualidad, 

una realidad comercial.  

Sin embargo, para la mayoría de los cultivos celulares de Taxus, productores de 

taxol, es necesario incrementar la productividad para hacer el proceso económicamente 

competitivo. Entre las principales estrategias empleadas para incrementar esa 

productividad destaca la optimización de las condiciones de cultivo, el cribado y la 

selección de líneas celulares altamente productoras y la inducción del metabolismo 

secundario mediante la adición de elicitores. 

El aumento de la producción de metabolitos secundarios en cultivos celulares 

vegetales a través de elicitación ha abierto una nueva área de investigación que podría 

tener importantes beneficios para la industria farmacéutica. Numerosos compuestos se 

han utilizado con el fin de incrementar la producción de taxol entre éstos se incluyen, 

variaciones en el medio de cultivo con combinaciones de hormonas diferentes (Cusidó y 

cols., 2002) o combinación de fuentes de carbohidratos (Choi y cols., 2000; Wang y 

cols., 2001). Otros incluyen la adición de precursores biosintéticos (Srinivasan y cols., 
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1996; Bentebibel y cols., 2005), así como elicitores abióticos, como lantano (Wu y 

cols., 2001a) o sulfato de vanadilo (Cusidó y cols., 1999) o bióticos como extractos 

fúngicos (Yuan y cols., 2002a; Lan y cols., 2003; Li y Tao 2009), celulasas (Roberts y 

cols., 2003), ácido araquidónico. (Bonfill y cols., 2003), SA (Wang y cols., 2007), 

etileno (Mirjalili y Linden, 1996) o incluso una mezcla de diferentes tipos de elicitores 

(Khosroushahi y cols., 2006). Otras estrategias incluyen el uso de disolventes orgánicos 

(Wang y cols., 2001), ultrasonidos de baja energía (Wu y Ge, 2004), campos 

magnéticos (Shang y cols., 2004) o luz UV-B (Zu y cols., 2011).  

Los jasmonatos juegan un papel importante en los procesos de transducción de 

la señal que regulan las respuestas de defensa en plantas (Farmer y Ryan, 1992). Entre 

los jasmonatos, MJ ha sido ampliamente utilizado como inductor en cultivos de células 

de Taxus sp. Los esfuerzos se han centrado en el establecimiento de la concentración 

más apropiada de elicitor. El primer estudio realizado con MJ en cultivos celulares de T. 

baccata fue realizado por el grupo de investigación de Yukimune y cols., (1996), en el 

cual mostraron que la concentración de 100 µM de MJ permitió incrementar la 

producción de taxanos del orden de 120-130 veces, obteniendo 48.3 y 53.5 mg/ L de 

taxol y bacatina III, respectivamente. Por otro lado, Ketchum y cols., (1999) mostraron 

que existía una relación entre la concentración del elicitor y la edad de células con 

respecto a la acumulación de taxol. Sin embargo, aunque MJ fue eficaz cuando se 

añadía a los cultivos de 14 días de edad (3.8 mg de taxol/ L), la respuesta mejoró 

cuando el elicitor se añadió a cultivos celulares de 8 días de edad (14.6 mg de taxol/ L). 

Sin embargo, no todas las líneas celulares utilizadas por estos autores respondieron de la 

misma manera al tratamiento con MJ ya que la acumulación de taxol mensual fluctuó.  

El uso de elicitores fúngicos, así como metales pesados y otros productos 

químicos han sido ampliamente descritos (Yuan y cols., 2002a; Lan y cols., 2003; Li y 

Tao, 2009). Yu y cols., (2001) obtuvieron una mayor acumulación de taxol (11.5 mg/ L) 

después de la elicitación conjunta de cultivos celulares de T. chinensis con SA y un 

extracto fúngico siendo ésta del orden de 1.5, 2.3 y 7.5 veces mayor respecto al 

tratamiento individual con extracto fúngico, SA y control, respectivamente. Además, 

estos autores describieron que la adición conjunta de SA y el extracto fúngico mejoró la 

viabilidad celular y la acumulación de taxol mediante la reducción de la peroxidación 

lipídica. Wu y cols., (2001) mostraron que la adición de lantano (5.8 mM) a diferentes 
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cultivos celulares de T. chinensis durante la fase de crecimiento aumentó la producción 

de taxol en casi tres veces, de 2.61 a 9.89 mg/ L durante un período de cultivo de 28 

días. Cusidó y cols., (1999) describieron que la producción de taxol (13.1 µg/ gPS) y 

baccatina III (16 mg / gPS) se mejoraba en los cultivos celulares de T. baccata después 

del tratamiento con 50 µM VSO4, favoreciendo la acumulación de taxanos en el medio 

extracelular y facilitando así su extracción y purificación.  

Es importante señalar que los elicitores pueden tener efectos diferentes cuando 

se añaden al mismo cultivo celular. Así, Bonfill y cols., (2003) mostraron que la adición 

de MJ en cultivos celulares de T. media aumentó los niveles de taxol, bacatina III y 10-

deacetiltaxol (DAT), mientras que la adición de ácido araquidónico o VOSO4 aumentó 

DAB III y cefalomanina, respectivamente. Por lo tanto, se debe tener en cuenta antes de 

establecer un sistema de producción óptimo no sólo la concentración del elicitor, sino 

también su estructura química y naturaleza. 

II.6.3. Biosíntesis del taxol 

En las últimas décadas, se han realizado importantes avances en el conocimiento 

de la ruta biosíntesis del taxol y otros taxanos relacionados mediante estudios 

metabólicos y genéticos. Actualmente, se conocen la mayor parte de los pasos 

metabólicos involucrados en esta vía y se han identificado y clonado algunos genes que 

codifican para enzimas claves del proceso (Croteau y cols., 2006). No obstante, la 

mejora de los rendimientos en la producción de taxol depende de una comprensión 

completa de los pasos biosintéticos relevantes, de las enzimas que catalizan esta 

secuencia de reacciones así como los genes que codifican estas enzimas, especialmente 

aquellos responsables de los pasos limitantes de la ruta de biosíntesis (Jennewein y 

cols., 2004).  

Como compuesto diterpénico, el taxol se forma a partir del GGPP, el cual se 

obtiene a partir de 3 moléculas de IPP y una molécula de DMAPP por acción de la 

enzima GGPP sintasa (Hefner y cols., 1998). Así, la biosíntesis del taxol implica, al 

menos, 19 pasos enzimáticos comenzando a partir de la ciclación del GGPP para formar 

el taxadieno. A continuación, este compuesto va a sufrir ocho oxidaciones mediadas por 

citocromos P450 (P450), cinco acil/aroíl transferasas, una epoxidación, una 
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aminomutasa, dos esterificaciones con CoA y una N-benzoilación para obtener 

finalmente el taxol (Figura 11).  

El origen del IPP y DMAPP no es claro, ya que tanto la ruta plastídica 

(Eisenreich y cols., 1996.) como la citosólica (Lansing y cols., 1991; Zamir y cols., 

1992) ocurren en las plantas, y la ruta predominante va a depender de la etapa de 

crecimiento de la planta. Srinivasan y cols., (1996) sugirieron que el IPP procedente de 

la ruta citosólica podría desempeñar un papel en la producción de taxol en la fase inicial 

de crecimiento de las células de Taxus sp, mientras que Wang y cols., (2003) 

propusieron que la translocación de IPP a través de la membrana plastidial sólo se 

produce durante la fase de crecimiento tardío del cultivo. Sin embargo, estudios 

realizados en cultivos celulares de T. baccata han mostrado que la biosíntesis del taxol 

está bloqueada por la adición de fosmidomicina (un inhibidor de la ruta plastídica) y 

mevinolina (un inhibidor de la vía citosólica), lo que indica que el IPP puede proceder 

de ambas rutas (Cusidó y cols., 2007). 

La primera etapa específica de la síntesis de taxol (Figura 12) es la ciclación del 

GGPP a taxa-4(5), 11(12)-dieno (94%) y taxa-4(20),11(12)-dieno (6%) por acción de la 

enzima taxadieno sintasa (TXS), que son los primeros compuestos específicos de la ruta 

de biosíntesis del taxol que contienen el esqueleto de taxano (Koepp y cols., 1995). TXS 

es una proteína monomérica de 85 kDa, similar en propiedades a otras diterpeno 

ciclasas de angiospermas y gimnospermas, la cual ha sido purificada y secuenciada y el 

gen que codifica para esta enzima ha sido secuenciado y clonado (Wildung y Croteau, 

1996; Hezari y cols., 1995, 1997). El curso temporal de la actividad de la TXS en 

comparación con la producción de taxol en cultivos de células T. canadensis sugiere 

que la ciclación de GGPP es un paso lento de la ruta, ya que ni taxadieno ni los 

primeros compuestos intermedios de la ruta se acumulan en los tejidos o cultivos de 

células de Taxus sp sino que se produce una rápida conversión de estos metabolitos en 

reacciones posteriores (Koepp y cols., 1995; Hefner y cols., 1996; Hezari y cols., 1997).  
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Figura 11. Ruta biosintética del taxol. GGPPS, geranigeranilpirofosfato sintasa; TXS, taxadieno sintasa; T5αOH, taxano 5α-hidroxilasa; TAT, taxadieno-5α-ol-O-acetil 
transferasa; T13αOH, taxano 13α-hidroxilasa; T10βOH, taxano 10β-hidroxilasa; T14βOH, taxano 14β-hidroxilasa; T1βOH, taxano 1β-hidroxilasa; T2αOH, taxano 2α-
hidroxilasa; T7βOH, taxano 7β-hidroxilasa; T9αOH, taxano 9α-hidroxilasa; TBT, taxano-2α-O-benzoil transferasa; DBAT, 10-deacetilbacatina III-10-O-acetiltransferasa; 
BAPT, bacatina III:3-amino-13-fenilpropanoiltransferasa; T2’αOH, taxano 2’α-hidroxilasa; DBTNBT, debenzoiltaxol N-benzoiltransferasa. 
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Figura 12. Ciclación de geranilgeranil pirofosfato (GGPP) catalizado por la enzima taxadieno sintasa 

(TXS) que produce dos compuestos isómeros de taxadieno. 

El segundo paso específico en la biosíntesis del taxol es una hidroxilación, 

dependiente del P450, reacción catalizada por la enzima taxadieno 5α-hidroxilasa 

(T5αOH) la cual cataliza no sólo la inserción regio- y estereospecífica del oxígeno en 

posición C5α del núcleo del taxano, sino también la migración del doble enlace desde la 

posición 4(5) a la posición 4(20) del anillo del taxano (Figura 13), para dar el taxa 

4(20),11(12)-dieno-5α-ol (taxadieno-5α-ol) (Hefner y cols., 1996). Esta enzima es una 

proteína de 56 kDa que tiene en su extremo N-terminal, una secuencia de inserción en la 

membrana del retículo endoplasmático. Sin embargo, aunque esta etapa es lenta, el 

producto de la reacción no se acumula, lo que indica que esta hidroxilasa no es un paso 

limitante en la ruta (Ketchum y Croteau, 2006). A partir de aquí, tiene lugar una 

bifurcación en la ruta y el sustrato, taxadieno-5α-ol, puede puede ser modificado por 

una transferasa o una hidroxilasa (Figura 14). La enzima taxadieno-5α-ol-O-acetil 

transferasa (TAT) que carece del extremo N-terminal, cataliza la acilación del 

taxadieno-5α-ol en la posición C5 para formar el taxadieno-5α-il-acetato (Walker and 

Croteau, 2000a). Por otro lado, la enzima taxadieno-13α-hidroxilasa (T13αOH), es una 

P450 que hidroxila al taxadieno-5α-ol en la posición C13 dando lugar a taxa 4(20), 

11(12)-dieno-5α, 13α-diol (Wheeler y cols., 2001). A su vez, el taxadieno-5α-il-acetato 

puede ser fácilmente hidroxilado por la enzima taxano 10β-hidroxilasa (T10βOH) en la 

posición C10 dando lugar al taxadieno-5α, 10β-diol-acetato. Esta enzima es una 

monooxigenasa dependiente de P450 no específica por lo que también puede modificar 

a otros taxanos (Schoendorf y cols., 2001).  
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Figura 13. Hidroxilación del C5 a partir del taxadieno y migración del doble enlace desde la posición 

4(5) a la posición 4(20) catalizada por la enzima taxadieno 5α-hidroxilasa (T5αOH). 

 

Taxadieno-5α, 10β-diol-acetato
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TAT

T13αOH

T10βOH

Taxadieno-5α, 10β, 13α-triol-acetato

 

 

Figura 14. Primera bifurcación de la ruta de síntesis del taxol. El taxadieno-5α-ol puede ser modificado 

por TAT o T13αOH. Tras la acilación, otras hidroxilasas pueden actuar como sustrato. 

A continuación, la enzima taxano 14β-hidroxilasa (T14βOH), hidroxila al 

taxadieno-5α, 10β-diol-acetato dando lugar al taxadieno-5α-acetoxi-10β-14β-diol 

(Jennewein y cols., 2003) (Figura 11). Sin embargo, esta enzima T14βOH no puede 

estar implicada en la síntesis del taxol, (ya que éste no está sustituido en la posición 

C14), sino que más bien parece ser la enzima responsable de una bifurcación temprana 

de la ruta que conduce a la síntesis de los taxanos 14β-hidroxilados como es el caso de 

la taxuyunanina C. El conocimiento de esta ruta alternativa llevada a cabo por la 

T14βOH puede suponer un punto de control, ya que su regulación negativa podría 

facilitar un mayor flujo de intermediarios hacia la síntesis de taxol (Croteau y cols., 

2006). 

Después de la formación del taxadieno-5α, 10β, 13α-triol acetato, los pasos 

siguientes en la ruta de biosíntesis del taxol incluyen varias hidroxilaciones en las 

T5αOH

Taxa 4(20),11(12)-dieno-5α-olTaxa-4(5),11(12)-dieno



Introducción   

40 
 

posiciones C1, C2, C7 y C9, la oxidación de C9 y la epoxidación del doble enlace C4-

C5. Estas hidroxilaciones están mediadas por enzimas P450 pero no se conoce el orden 

exacto en el que tienen lugar. Así, teniendo en cuenta la frecuencia de oxidación de los 

taxanos encontrados en cultivos celulares, una posible secuencia validada por análisis 

filogenéticos de oxigenasas P450 clonadas previamente sería: C5, C10, C13, C2, C9, C7 

y finalmente C1 (Vongpaseuth y Roberts, 2007). Sin embargo, más que compuestos 

intermedios en la biosíntesis de taxol, algunos de estos taxanos podrían ser productos 

obtenidos en los cultivos in vitro (Onrubia, 2012). 

Aunque se han propuesto diversos mecanismos para la formación del anillo de 

oxetano (Floss y Mocek, 1995; Croteau y cols., 2006), actualmente se acepta que el 

proceso implica la epoxidación del doble enlace 4(20) seguido por la migración del 

grupo α-acetoxi de C5 a C4 junto con la expansión del oxirano al grupo oxetano. La 

enzima que epoxida el doble enlace C4-C20 todavía no se ha caracterizado 

funcionalmente y la expansión del anillo de oxirano a oxetano es también un paso que 

no se conoce completamente (Figura 15). 

A partir de ese posible precursor polihidroxilado, la 10-deacetil-2-

debenzoilbacatina III, por acetilación del grupo hidroxilo 2α y por acción de la enzima 

taxano-2α-O-benzoil transferasa (TBT) (Walker y Croteau, 2000b), da lugar a la DAB 

III (Figura 15). A continuación, se produce la acetilación del hidroxilo C10 de la DAB 

III dando lugar a la bacatina III por acción de la enzima 10-deacetilbacatinaIII-10-O-

acetil transferasa (DBAT) (Walker y Croteau, 2000b), la cual usa DAB III y acetil CoA 

como sustratos (Figura 11). 

 

 

 

Figura 15. Formación de 10-deacetilbacatina III a partir del precursor polihidroxilado por acción de la 

enzima taxano-2α-O-benzoil transferasa (TBT) y posterior formación del anillo de oxetano. 

Tras la formación de bacatina III, tiene lugar la esterificación del grupo hidroxilo 

de la posición C13 con la cadena lateral β-fenilalanoil CoA, un paso esencial en la 
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PAM
CoA

transferasa

β-fenilalanoil CoAβ-fenilalaninaα-fenilalanina

biosíntesis del taxol. Esta cadena lateral se obtiene a partir del aminoácido α-

fenilalanina por la acción de la enzima fenilalanina aminomutasa (PAM) (Floss y 

Mocek, 1995). Una éster-CoA ligasa podría ser la enzima responsable de la formación 

final de la cadena lateral, aunque la secuencia genética correspondiente no se ha clonado 

hasta el momento. La unión de la cadena lateral transcurre con una esterificación inicial 

del hidroxilo del C13 con β-fenilalanoil CoA para dar el N-debenzoil-2’-deoxitaxol, 

mediante la acción de la enzima C13-O-fenilpropanoil-CoA transferasa (BAPT) 

(Walker y col., 2002a) (Figura 16). 

 

 

 

Figura 16. Síntesis de β-fenilalanoil CoA a partir de α-fenilalanina. PAM, fenilalanina aminomutasa. 

Estudios realizados por Walker y cols., (2004), demostraron que la enzima C13-

transferasa podía enlazar β-fenilalanina y β-fenilisoserina. La transferencia productiva, 

pero menos eficiente, de β-fenilisoserina a baccatina III, en comparación con la 

transferencia de β-fenilalanina, sugiere que la hidroxilación 2´en la cadena lateral podría 

ocurrir antes de la transferencia, en lugar de después de la transferencia de β-

fenilalanina. Esta hidroxilasa, que participa en la formación de la cadena lateral, se 

asemeja a otras taxano hidroxilasas y se puede asumir que pertenece a la familia de las 

P450. De acuerdo a los estudios realizados por Long y Croteau, (2005) y Long y cols., 

(2008), parece que la N-benzoil transferasa (DBTNBT) es responsable de la última 

etapa que conduce a la síntesis de taxol a partir de N-debenzoiltaxol (Figura 11), ya que 

no hay evidencias de hidroxilación directa de β-fenilalanina en la posición 2', o en 2'-

deoxitaxol, mientras que 3-N-debenzoil-2'-deoxitaxol puede ser hidroxilado en la 

posición 2 de la cadena lateral. Además, DBTNBT prefiere N-debenzoiltaxol más que 

N-debenzoil-2'-deoxitaxol por un factor de eficiencia catalítica de dos. DBTNBT es una 

proteína cuya secuencia de aminoácidos presenta homología con otras aciltransferasas 

de Taxus (Walker y cols., 2002b). Así, el actual sustrato para esta enzima in planta es el 

N-debenzoiltaxol, pero también puede dar lugar a la producción la cefalomanina si en 

lugar de transferir el grupo N-benzoilo, transfiere un grupo N-tigloilo a la cadena lateral.  
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Actualmente, la mayoría de las enzimas de la biosíntesis de taxol han sido 

secuenciadas, clonadas y caracterizadas, pero algunas de ellas siguen sin conocerse 

(Tabla 2). Por ello, el conocimiento detallado de la ruta biosintética completa del taxol, 

de los enzimas que catalizan la secuencia de reacciones involucradas en el proceso, 

especialmente en los pasos que se efectúan lentamente, así como los genes que 

codifican para dichos sistemas enzimáticos, sería con toda seguridad el mayor apoyo al 

desarrollo y/o mejora de los diversos sistemas biológicos que actualmente se utilizan 

para la producción de taxol y taxanos relacionados. 

Tabla 2. Lista de las enzimas conocidas que participan en la biosíntesis de taxol. Abreviatura asociada y 
publicación en la que aparecieron clonados los genes por primera vez. 

 

Enzimas conocidas de la biosíntesis del taxol Abreviatura Publicación 

geranilgeranil difosfato sintasa GGPPS Hefner y cols., 1998 

taxadieno sintasa TXS Wildung y Croteau, 1996 

taxadieno-5α-hidroxilasa T5αOH Jennewein y cols., 2004 

taxano-13α-hidroxilasa T13αOH Jennewein y cols., 2001 

taxa-4(20), 11(12)-dien-5α-ol-O-acetil 

transferasa 

TDAT Walker y cols., 2000c 

taxano-10β-hidroxilasa T10βOH Schoendorf y cols., 2000 

taxano-14β-hidoxilasa T14βOH Jennewein y cols., 2003 

taxano-2α-hidroxilasa T2αOH Chau y Croteau, 2004a 

taxano-7β-hidroxilasa T7βOH Chau y cols., 2004b 

taxano-1β-hidroxilasa T1βOH - 

C4,C20-epoxidasa - - 

Oxomutasa - - 

taxano-2α-O-benzoil transferasa TBT Walker y Croteau, 2000b 

10-deacetilbaccatina III-10-O-acetil 

transferasa (taxadieno-10β-O-acetil transferasa) 

DBAT Walker y Croteau., 2000a 

taxano-9α-hidroxilasa T9αOH - 

fenilalanina aminomutasa PAM Walker y cols., 2004 

β-fenilalanina-CoA ligasa - - 

Baccatina III: 3-amino-3- fenilpropanoil 

transferasa (taxano-C13-O-fenilpropanoil- 

CoA transferasa) 

BAPT Walker y cols., 2002a 

2’α-hidroxilasa  - 

3’-N-benzoil-2’-deoxitaxol N-benzoil 

transferasa 

DBTNBT Walker y cols., 2002b. 
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III. Rutas de transducción de la señal mediadas por elicitores que 

conducen a la producción de metabolitos secundarios  

En la últimas décadas, la mayoría de las investigaciones relacionadas con la 

producción de metabolitos secundarios en plantas han ido encaminadas hacia el estudio 

de los genes que participan en las rutas de biosíntesis de estos metabolitos así como en 

la identificación de factores de transcripción, intentando revelar los pasos de 

transducción de las señales que subyacen a la activación del metabolismo secundario 

por parte del elicitor, y también hacia la manipulación genética de los factores de 

transcripción o genes implicados en la biosíntesis (Sato y cols., 2001). Sin embargo, 

debido a la falta de información detallada acerca de los genes implicados en las rutas de 

biosíntesis y su regulación, así como las vías de transducción de señales y factores de 

transcripción involucrados, el éxito en la ingeniería metabólica es hasta ahora muy 

limitado. Por ello, el conocimiento de las rutas de transducción de la señal que tienen 

lugar tras la percepción del elicitor por parte de las células productoras de metabolitos 

secundarios, permite caracterizar un modelo de funcionamiento del sistema productor 

de metabolitos secundarios elicitor-cultivo celular que sirva como referencia para la 

detección de cuellos de botella o puntos críticos en la aplicación de esta tecnología. 

La secuencia de procesos de señalización que tiene lugar tras la percepción del 

elicitor por las células vegetales y que finaliza con la síntesis de metabolitos secundarios 

ha sido objeto de numerosos estudios siendo un área de investigación que permanece 

activa (Zhao y Sakai, 2003; Zhao y cols., 2005; Vasconsuelo y Boland, 2007). El primer 

paso en el mecanismo de elicitación es común en los sistemas animales y vegetales e 

implica la percepción del estímulo por parte de proteínas receptoras de membrana 

desencadenándose una serie de respuestas que divergen haciéndose específicas de 

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

señalización”. De esta manera, las respuestas bioquímicas que se suceden después del 

reconocimiento del estímulo (Radman y cols., 2003) incluyen: 

• Cambios en los flujos de iones a través de la membrana (Mathieu y cols., 1991): 

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

los reservorios intracelulares (Mithofer y cols., 2001; Castañeda y Pérez, 1996; Gelli 

y cols., 1997); estimulación del flujo de K+ y Cl- (Bach y cols., 1993; Ivashikina y 

cols., 2001); acidificación del citoplasma causada por la inactivación de ATP-asas 
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de H+ (Lebrun-García y cols., 1999; Armero y Tena, 2001), despolarización de la 

membrana plasmática (Pugin y cols., 1997) y alcalinización del medio extracelular 

(Bolwell y cols., 1995). 

• Cambios rápidos de fosforilación por la activación de PQ (Felix y cols., 1991; Yang 

y cols., 1997; Romeis, 2001), estimulación de PQ activadas por mitógeno (MAPK) 

(Droillard y cols., 2000; Agrawal y cols., 2002) y activación de proteínas-G (Luan, 

1998; Roos y cols., 1999). 

• Implicación de segundos mensajeros: inosítidos fosfatos y diacilglicerol (Mahady y 

cols., 1998) capaces de mediar en la liberación de Ca2+ intracelular, NO (Delledonne 

y cols., 2002; Huang y cols., 2002a) y activación de la ruta de señalización de los 

octadecanoides (Piel y cols., 1997). Síntesis de AJ y/o SA como segundos 

mensajeros (Memelink y cols., 2001; Katz y cols., 2002). 

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

el anión superóxido y H2O2. El H2O2 puede actuar también como un segundo 

mensajero y activar la transcripción de genes de defensa. 

• Acumulación de proteínas relacionadas con la defensa del tipo proteínas PR, como, 

quitinasas y glucanasas, endogalacturonasas que contribuyen a la liberación de 

oligómeros pécticos de señalización (elicitores endógenos), glicoproteínas ricas en 

hidroxiprolina e inhibidores de proteasas (Stinzi y cols., 1993; Benhamou, 1996; 

Moreno y cols., 1996). 

• Muerte celular en el lugar de la infección (respuesta hipersensible) (Kelly y cols., 

1995). 

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

deposición de calosa, activación de la ruta fenilpropanoide) (Kauss y cols., 1989). 

• Activación transcripcional de los correspondientes genes de respuesta de defensa 

(Memelink y cols., 2001; Cormack y cols., 2002). 

• Síntesis o acumulación de metabolitos secundarios (Pedras y cols., 2002). 

En cualquier caso, la eficacia de la elicitación como una herramienta para 

mejorar la producción de metabolitos secundarios depende de una interacción compleja 

entre el elicitor y la célula vegetal. Así, un mismo elicitor puede estimular el 

metabolismo secundario en diferentes cultivos celulares y, por otra parte, los cultivos 

celulares pueden ser sensibles a distintos elicitores.  
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Figura 17. Esquema de los eventos de señalización desencadenados después de la percepción de un 

elicitor por un receptor de membrana. FT, factores de transcripción; NOS, óxido nítrico sintasa; NR, 

nitrato reductasa; JA, jasmonatos. Adaptado de Zhao y cols., 2005 y García-Brugger y cols., (2006). 

 

III.1. Implicación del calcio en la señalización intracelular inducida por la 

elicitación  

El calcio (Ca2+) es un segundo mensajero implicado en numerosas vías de 

señalización de la planta, que se activa por una gran variedad de estímulos ambientales 

y por factores endógenos dando lugar a determinadas respuestas fisiológicas. La 

concentración de Ca2+ citosólico ([Ca2+]cit) se encuentra rigurosamente regulada por la 

coordinación de los flujos pasivos (canales de Ca2+) y de transporte activo (Ca2+-

ATPasas y Ca2+-antiporter) a través de la membrana plasmática y/o del sistema de 

endomembranas (Bush, 1995; Sanders y cols., 1999, 2002). Numerosos estudios han 

demostrado la elevación de la [Ca2+]cit en respuesta a diferentes señales, incluyendo 

hormonas, estrés lumínico, elicitores bióticos y abióticos (Reddy, 2001; Rudd y 

Franklin-Tong, 2001; White y Broadley, 2003; Almagro y cols., 2012). Estos cambios 

en los niveles de [Ca2+]cit pueden ser causados por una absorción de Ca2+ desde el medio 

extracelular, o por la movilización de Ca2+ de los orgánulos internos y/o por ambos 

(Lecourieux y cols., 2006).  
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El reconocimiento y la percepción de elicitores por las células vegetales a través 

de receptores específicos conducen a la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular, que 

actúa como mensajero secundario modulando las vías de señalización celular (Boller y 

Felix, 2009). Estas vías de señalización incluyen la regulación de PQ, PP, fosfolipasas, 

proteínas G, NADPH oxidasas, canales iónicos así como la producción ROS, NO, SA, 

etileno y AJ que finalmente dirigen la activación de la expresión de genes de defensa 

(Nürnberger y Scheel, 2001). 

Uno de los eventos clave para regular las respuestas de defensa lo constituye la 

fosforilación/desfosforilación de proteínas. En ese sentido, las modificaciones post-

traduccionales de proteínas por fosforilación reversible es un proceso clave en la 

regulación de muchas funciones en plantas, incluyendo las respuestas de defensa 

inducida por elicitores (Dietrich y cols., 1990; Felix y cols., 1991). Así, las 

modificaciones del estado de fosforilación de las proteínas se han estudiado durante el 

tratamiento con elicitores (Lecourieux-Ouaked y cols., 2000; Peck y cols., 2001.). De 

hecho, Lecourieux-Ouaked y cols., (2000) mostraron que en presencia de estaurosporina 

(un inhibidor general de serina/treonina PQ) se inhibió el incremento de [Ca2+]cit 

dirigido por criptogeína en células de tabaco. Estos datos sugieren la implicación de 

eventos de fosforilación/desfosforilación de proteínas entre el reconocimiento del 

elicitor y la activación de canales permeables a Ca2+. Asimismo, Nühse y cols., (2003) 

identificaron la sintaxina entre las proteínas fosforiladas aisladas de la membrana 

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

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

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

metabolitos relacionados con la defensa. 

En otros casos, la fosforilación/desfosforilación de proteínas puede dar lugar a la 

activación e inactivación de proteínas que son esenciales para los procesos celulares. 

Muchas PQ activadas por mitógeno (MAPK) y PQ dependientes de Ca2+ desempeñan 

un papel en las respuestas de defensa, que concluyen en la producción de metabolitos 

secundarios (Morris, 2001). Ligterink y cols., 1997 demostraron que una MAPK que 

regula la activación del estallido oxidativo inducido por elicitores en células de perejil, 

estaba regulada por los niveles de Ca2+. Además, las MAPK están implicadas en la 

transducción de señal de etileno y en la ruta de biosíntesis de AJ y en otras vías de 
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señalización celular, incluyendo la biosíntesis de fitoalexinas en cultivos de células de 

perejil (Kwak y Lee, 1997; Lebrun-García y cols., 1998;. Ouaked y cols., 2003). Del 

mismo modo, los procesos de fosforilación/desfosforilación de proteínas están 

implicados en la transducción de señales a lo largo de todo el proceso de elicitación, 

desde la percepción del elicitor y los cambios en los flujos de iones y de Ca2+ inducidos 

por el elicitor (Dietrich y cols., 1990), la alcalinización del medio/acidificación 

citoplasmática, la producción de ROS, la biosíntesis y señalización de etileno y JA, la 

biosíntesis de NO y la biosíntesis de metabolitos secundarios (Kwak y Lee, 1997; Liu y 

cols., 1999; Morris, 2001). 

III.2. Implicación de las especies reactivas de oxígeno y del óxido nítrico en la 

señalización intracelular dirigida por elicitores 

III.2.1. Especies reactivas de oxígeno 

Otro evento significativo en las respuestas de defensa de las plantas es el 

estallido oxidativo, una respuesta temprana de las células vegetales que se produce tras 

el ataque por patógenos o por el tratamiento con un elicitor. Las especies reactivas de 

oxígeno (ROS), fundamentalmente el anión superóxido (O2
-) y el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), son productos intermediarios tóxicos que se forman como resultado de 

sucesivas etapas de reducción del O2 atmosférico. Existen varias fuentes para la 

generación de ROS en plantas, incluyendo la NADPH oxidasa, las peroxidasas 

apoplásticas y otras oxidasas en las mitocondrias, los cloroplastos y los peroxisomas 

(Shetty y cols., 2008). La generación de ROS en cultivos celulares tratados con 

elicitores depende principalmente de la NADPH oxidasa y de peroxidasas apoplásticas 

(Bolwell y Wojtaszek, 1997). Las NADPH oxidasas de membrana se activan en general 

en las plantas en respuesta a la infección por patógenos o elicitores (Sandalio y cols., 

2001; Dat y cols., 2000; Aziz y cols., 2007; Vandelle y cols., 2006; Achard y cols., 

2008; Navarro y cols., 2008). Además, la generación de ROS puede ser regulada 

diferencialmente por Ca2+ y la fosforilación/desfosforilación de proteínas (Simon-Plas y 

cols., 2002; Lecourieux y cols., 2002).  

Las ROS ejercen varios efectos sobre las respuestas de defensa de la planta, 

incluyendo el refuerzo de la pared celular, respuesta hipersensible y la activación de 

genes relacionados con la defensa, así como la inducción de metabolitos secundarios 
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(Levine y cols., 1994). En algunos cultivos de células vegetales, las ROS pueden ser 

suficientes para que tenga lugar la inducción y acumulación de metabolitos secundarios, 

mientras que en otros casos no ocurre así. En algunas plantas, el H2O2 media la 

acumulación inducida por elicitores de metabolitos secundarios, tales como los 

indolalcaloides en Catharanthus roseus (Zhao y cols., 2001) o el capsidiol en tabaco 

(Perrone y cols., 2003). Por el contrario, Sánchez-Sampedro y cols., (2008), usando 

cultivos celulares de S. mariannum elicitados con MJ, demostraron que el H2O2 no 

actuaba como segundo mensajero en la producción de silimarina inducida por la 

presencia del elicitor, ya que la síntesis de silimarinas no se vio afectada tras la 

inhibición de la generación de ROS por acción de un potente inhibidor de la NADPH 

oxidasa, el ioduro de difenilo (DPI) a cualquiera de las concentraciones empleadas. 

El estallido oxidativo y su función señalizadora se ha demostrado en otras 

situaciones de estrés como la sequía (Schilmiller y Howe, 2005), exposiciones a la 

radiación UV (Yannarelli y cols., 2006), altas temperaturas (Suzuki y Mittler, 2006) y 

metales pesados. Sin embargo, el estrés abiótico conlleva una inducción de los sistemas 

antioxidantes que controlan los niveles tóxicos de las ROS. Además, los análisis 

transcriptómicos demuestran un solapamiento en las respuestas a estrés biótico y 

abiótico, lo que sugiere que la señalización en plantas es una compleja red de 

interconexiones que tienen en común a las ROS (Fujita y cols., 2006). 

III.2.2. Óxido nítrico 

El óxido nítrico (NO) es un radical libre gaseoso con una gran variedad de 

implicaciones fisiológicas en células animales y vegetales (Lamattina y cols., 2003; 

Tuteja y cols., 2004). Las plantas poseen de varias fuentes para la producción de NO, 

entre las que se incluyen, la formación de NO dependiente de nitrato reductasa (NR), la 

actividad NO sintasa (NOS), la cual es dependiente de arginina y otras fuentes de 

producción no enzimáticas (Wilson y cols., 2008; Besson-Bard y cols., 2008).  

El 30% de los procesos regulados por NO están asociados a respuestas de 

defensa (Besson-Bard y cols., 2009). La forma en la que esta molécula da lugar a una 

respuesta incluye modificaciones post-traduccionales de proteínas las cuales afectan 

directa o indirectamente al metabolismo de la planta y a la expresión de genes 

(Baudouin, 2011), que codifican para proteínas PR y enzimas implicadas en la síntesis y 
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respuesta al AJ y etileno (Murgia y cols., 2004, Huang y cols., 2002a, Guo y cols., 

2003). Así, estudios recientes han sugerido que el NO juega un papel clave en la 

regulación del crecimiento y el desarrollo de las plantas y en las respuestas de defensa 

(Flores y cols., 2008; Hong y cols., 2008; Palavan-Unsal y Arisan, 2009). Además, la 

producción de NO en los tejidos y células vegetales tiene lugar en respuesta a estreses 

bióticos (Garcês y cols., 2001), invasión por patógenos (Delledonne y cols., 1998) y 

elicitores fúngicos (Foissner y cols., 2001). 

La acumulación de metabolitos secundarios a menudo se produce en plantas 

sometidas a estrés incluyendo varios elicitores o moléculas de señal. Por lo tanto, la 

producción de NO inducida por elicitores puede ser esencial para la biosíntesis de 

metabolitos secundarios entre los que se incluyen aquellos que presentan importancia 

farmacológica (Xu y cols., 2007), por lo que el conocimiento de las vías de transducción 

de la señal dirigidas por elicitores y que conducen a la producción de estos metabolitos 

de alto valor añadido es importante ya que se podría optimizar su producción industrial 

(Zhang y cols., 2012). En este sentido, numerosos estudios han mostrado que el NO está 

implicado en la inducción de la producción de metabolitos secundarios en cultivos 

celulares de plantas medicinales como ginseng (Hu y cols., 2003), catarantina (Xu y 

Dong, 2005), artemisina (Zheng y cols., 2008) y taxanos (Wang y cols., 2006). Así, Hu 

y cols., (2003) utilizaron el ácido oligalacturónico para inducir la acumulación de 

saponinas mediada por NO en cultivos celulares de P. ginseng. Por otro lado, Wang y 

cols., (2006) encontraron que el tratamiento con ultrasonidos de cultivos celulares de T. 

yunnanensis inducía rápidamente y de forma dosis-dependiente la producción de NO, 

aumentando también la producción de taxol y bacatina III. Esto resultados muestran que 

el NO puede ser inducido rápidamente por elicitores bióticos y abióticos. Además, el 

NO también está implicado en la regulación de enzimas clave de las rutas de biosíntesis 

de metabolitos secundarios como la HMGR y fenilalanina amonioliasa (PAL). Wu y 

cols., (2009) demostraron que la expresión de HMGR y PAL implicadas en la 

biosíntesis de siconina podía ser incrementada por nitroprusiato de sodio (NPS), un 

donador de NO, en cultivos celulares de Onasma paniculatum. En cultivos celulares de 

T. chinesis, la actividad PAL se incrementó tanto por el NO endógeno, generado por el 

tratamiento con ultrasonidos, como por el tratamiento con NPS. Resultados similares 

obtuvieron Hao y cols., (2009) tras el tratamiento de cultivos celulares de G. biloba con 



Introducción   

50 
 

luz UV-B, observando la activación de PAL y la estimulación de la biosíntesis de 

flavonoides. 

III.3. Elicitación como herramienta para el estudio del proteoma 

extracelular 

Las plantas, han desarrollado mecanismos biológicos únicos y altamente 

sofisticados para controlar su crecimiento y desarrollo así como para responder a los 

cambios ambientales ya sean bióticos o abióticos. Uno de esos sistemas biológicos 

implicados es la secreción celular, la cual permite la liberación de productos 

intracelulares, como proteínas y metabolitos, en el espacio extracelular (EEC). Así, el 

término EEC se utiliza generalmente para referirse a ''todo lo que se encuentra fuera de 

la membrana plasmática'', y está compuesto de 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 de 

proteínas secretadas, como las enzimas digestivas, metabolitos, iones y otras muchas 

sustancias (Agrawal y cols., 2010). 

En el apoplasto se producen importantes procesos de comunicación intra- e 

intercelular, especialmente los relacionados con la defensa y el desarrollo (Kusumawati 

y cols., 2008). Está bien establecido que las proteínas secretoras están involucradas en la 

regulación de una gran variedad de procesos biológicos y fisiológicos, tales como la 

expansión de las células, la comunicación célula-a-célula, de señalización, de respuesta 

a estrés biótico y abiótico y la interacción con receptores específicos en la matriz 

extracelular (Ellis y cols., 2007; Jung y cols., 2008). De ese modo, las proteínas 

secretadas en el líquido apoplástico incluyen tanto proteínas constitutivas como a las 

que son secretadas en respuesta a señales ambientales. Así, se ha propuesto la co-

existencia de dos tipos diferentes de orgánulos secretores en las células: los orgánulos 

secretores constitutivos y los regulados (Kim y cols., 2006; Brunner y cols., 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. La vía del retículo endoplasmático (RE)/Golgi es un 
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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). Así, el término secretoma se define como ''el conjunto de las proteínas 

secretadas en el EEC 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''. 

A pesar de la importancia de estas proteínas en el estrés ambiental o frente a 

patógenos, en el reconocimiento célula-célula y en el desarrollo, siguen siendo menos 

conocidas que el proteoma intracelular y esto es, en parte, debido a la incapacidad para 

obtener el material apoplástico sin dañar el material vegetal y contaminar las muestras 

con proteínas citoplásmicas. Por ello, 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. En este sentido, el empleo de 

cultivos celulares en suspensión, ofrece la ventaja de que durante el aislamiento de estas 

proteínas apoplásticas, el daño celular es mínimo o no se produce (Kusumawati y cols., 

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 proteínas localizadas en la pared celular ya que el espacio 

intercelular, en este caso el medio extracelular, se obtiene directamente mediante 

técnicas no destructivas. 

Sin embargo, a pesar del papel central de las proteínas apoplásticas en la 

mayoría de los procesos que controlan el crecimiento y el desarrollo (Fry, 2004) el 

proteoma del apoplasto está menos caracterizado que otros compartimentos 

subcelulares, y por lo tanto la comprensión de la fisiología de la pared celular es todavía 

muy limitada. Por ello, la identificación de las proteínas expresadas diferencialmente en 

la matriz extracelular puede ayudarnos a comprender el papel de este compartimento 

celular en defensa. Para abordar este problema, la proteómica se ha convertido en los 
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últimos años una herramienta útil para desentrañar las redes metabólicas que tienen 

lugar en las paredes celulares. Con los recientes avances en la tecnología de 

espectrometría de masas (Wu y cols., 2006), ha sido posible identificar las proteínas de 

un tejido u órgano dado (Rose y cols., 2004). En comparación con otros métodos para el 

aislamiento de proteínas de la pared celular, tales como la infiltración al vacío (Boudart 

y cols., 2005; Zhu y cols., 2006) y el fraccionamiento subcelular (Chivasa y cols., 2002; 

Watson y cols., 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 y cols., 

2006). 

III.3.1. Tipos de proteínas funcionales de la pared celular 

Las paredes celulares vegetales son estructuras complejas compuestas de 

polisacáridos y proteínas. Los modelos actuales describen la disposición de sus 

componentes en dos redes estructuralmente independientes que interaccionan y que 

están embebidas en una matriz de pectina (Carpita y Gibeaut, 1993; Cosgrove, 2000). 

Las microfibrillas de la celulosa y la hemicelulosa constituyen la red primaria y las 

proteínas estructurales forman la red secundaria. Según Jamet y cols., (2006), se 

consideran proteínas de la pared celular todas aquellas secretadas al espacio 

extracelular, así como a las proteínas localizadas entre la membrana plasmática y la 

pared celular.  

Alrededor del 90 % de las proteínas de la pared celular se pueden clasificar en 

diferentes categorías en base a sus funciones bioquímicas o biológicas (Tabla 3) (Jamet 

y cols., 2006). Sólo se ha demostrado experimentalmente la función bioquímica de un 

pequeño grupo de este tipo de proteínas, asumiendo así que las proteínas que comparten 

dominios conservados tienen la misma actividad. Entre ellas se encuentran las glicósido 

hidrolasas, las pectinesterasas y las liasas, las expansinas, las óxido-reductasas, las 

proteínas estructurales, la mayoría de las cuales son proteínas arabinogalactano, y las 

proteínas implicadas en la señalización (Jamet y cols., 2006). 
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Tabla 3. Proteínas unidas a la pared celular mediante enlaces débiles. Las proteínas se agrupan en clases 

y subclases de acuerdo con su función biológica. Datos tomados de Jamet y cols., (2006). 

Clasificación según la función proteica 

Porcentaje de proteínas 

identificadas en Arabidopsis 

Total Parcial 

Proteínas que actúan sobre los polisacáridos 29.5 %  

Glucósido hidrolasas  21 % 

Esterasas y liasas  5.5 % 

Expansinas  3.0 % 

Oxido-reductasas 13.5 %  

Peroxidasas  6.0 % 

Proteínas estructurales 1.5 %  

Proteínas implicadas en la señalización 8.0 %  

Proteasas 10.0 %  

Proteínas que interaccionan con dominios 10.0 %  

Tipo lectina  2.5 % 

Tipo LRR  3.5 % 

Inhibidores de enzimas  3.0 % 

Otras proteínas 26.5 %  

 

 

a) Las proteínas de secreción 

Las proteínas clásicas de la pared celular presentan tres características que 

surgen de la naturaleza del mecanismo de transporte responsable de su translocación 

desde el citoplasma al espacio extracelular. Primera, las pre-proteínas poseen un péptido 

señal en el extremo N-terminal que es el responsable de conducirlas al retículo 

endoplasmático (von Heijne, 1990; Rapoport, 1992), que constituye el primer orgánulo 

en la ruta de secreción (Vitale y Denecke, 1999). El péptido señal no posee una 

secuencia de aminoácidos consenso, pero se caracteriza por presentar una región “n” 

cargada positivamente en el extremo N-terminal y una región “h” hidrofóbica central, 

seguida por una región “c” polar que contiene el sitio de rotura. Segunda, las proteínas 

clásicas de la pared celular no presentan el tetrapéptido KDEL o HDEL en el extremo 

C-terminal, que son secuencias conservadas de retención en el retículo endoplasmático 
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y que sirven para prevenir la secreción de las enzimas residentes en el lumen de este 

orgánulo (Vitale y Denecke, 1999; Crofts y cols., 1999). En la ruta de secreción, las 

proteínas abandonan el RE para dirigirse al complejo de Golgi donde se empaquetan en 

vesículas que se dirigen a la membrana plasmática, hacia la matriz extracelular. Las 

proteínas integrales de la membrana plasmática también se transportan a lo largo de esta 

ruta, pero son embebidas en la bicapa lipídica debido a la existencia de un dominio 

hidrofóbico que posteriormente se transformará en un dominio transmembrana de la 

proteína. La tercera característica de las proteínas clásicas de la pared celular es la 

ausencia de este dominio transmembrana en sus secuencias de aminoácidos y la 

ausencia de un pro-péptido C-terminal (Chivasa y cols., 2002). 

b) Proteínas no clásicas de la pared celular  

Las proteínas no clásicas o no canónicas de la pared celular son todas aquellas 

proteínas conocidas previamente como proteínas intracelulares. La presencia de estas 

proteínas en la pared celular y por tanto, en el medio extracelular, resulta confusa ya que 

no poseen un péptido señal, el cual es necesario para dirigirse por la ruta de secreción 

hacia la pared por lo que su función no está clara (Slabas y cols., 2004). Actualmente, 

estas proteínas no canónicas representan alrededor del 50% de las proteínas 

identificadas mediante el análisis del secretoma. Este hecho sugiere la existencia de 

nuevos mecanismos secretores independientes de las vías clásicas secretoras RE/Golgi. 

Sin embargo, estas proteínas que carecen de péptido señal y que parecen estar 

implicadas en las respuestas de defensa frente a diversos tipos de estrés, podrían tener 

un papel dual (extra- y/o intracelular). Curiosamente, la mayoría de estas proteínas que 

han sido identificadas están relacionadas con el estrés o ataque de patógenos (Nickel y 

Seedorf, 2008). En este sentido, Cheng y cols., (2009) demostraron que las plantas 

también respondían al estrés causado por el SA mediante la liberación de un gran 

número de estas proteínas en el apoplasto. No obstante, las funciones intracelulares de 

estas proteínas están bien caracterizadas pero no así sus funciones extracelulares. Por 

ello, la presencia de estas proteínas no canónicas ha sido objeto de numerosas revisiones 

en los últimos años (Ding y cols., 2012; Krause y cols., 2013; Drakakaki y Dandekar, 

2013).  
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III.3.2. Proteínas relacionadas con la patogénesis  

 Las proteínas relacionadas con la patogénesis (proteínas PR) son proteínas que 

se sintetizan y se acumulan en tejidos de la planta en situaciones de infección o en 

situaciones relacionadas, como heridas (asociadas al ataque por depredadores) o 

tratamiento con agentes químicos (Agrawal y cols., 1999; Dangl y Jones, 2001; 

Nimchuk y cols., 2003; Scherer y cols., 2005). Las proteínas PR se identificaron por 

primera vez en plantas de tabaco infectadas con el virus del mosaico del tabaco (TMV) 

(van Loon y van Kammen, 1970). Además de su inducibilidad en situaciones 

relacionadas con la defensa, algunos genes que expresan proteínas PR presentan una 

expresión ligada al desarrollo de la planta por lo que se pueden localizar en órganos 

asociados a la reproducción, como semillas y flores y en tubérculos (van Loon, 1999). 

Este tipo de proteínas pueden ser inducidas por la aplicación de sustancias químicas, 

que mimeticen el efecto de la infección o induzcan algún estrés (van Loon y Van Strien, 

1999).  

Una de las posibles funciones descritas para estas proteínas es la de actuar como 

señales morfogénicas en el desarrollo de la planta, a la vez que contribuyen a generar 

señales para la puesta en marcha de la respuesta de defensa, por ejemplo, a través de la 

degradación de componentes de la pared celular de los patógenos. De esta manera, un 

nivel basal existente de estas proteínas también podría tener la función de acelerar y 

amplificar los procesos de defensa. También, se ha visto que en muchos tejidos y 

órganos responsables de la reproducción se encuentran proteínas PR que se acumulan de 

manera constitutiva y aunque su presencia puede representar una estrategia de defensa 

de la planta, no son dependientes de un proceso infectivo (van Loon, 1999). 

Actualmente las PRs se clasifican en 17 familias según sus secuencias 

nucleotídicas o proteicas y función (Tabla 4) (van Loon y cols., 2006). 
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Tabla 4. Familias de proteínas PR. Tomado de van Loon y cols., (2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las proteínas de 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 recoge a 

las proteínas con actividad β-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 β-1,3-glucanos presentes en la pared 

celular de hongos. Como resultado de su actividad hidrolítica se pueden liberar 

fragmentos de pared de hongo que son reconocidos por la planta y que funcionan como 

elicitores de la respuesta inducida. Además de participar en la defensa vegetal, las β-

1,3-glucanasas participan también en el proceso de desarrollo normal de la planta, como 

la germinación del polen, fertilización, embriogénesis, maduración del fruto, 

Familia Miembro tipo Propiedades

PR-1 PR1-a de tabaco Antifúngica

PR-2 PR-2 de tabaco β-1,3-glucanasas

PR-3 PR-P,PR-Q de tabaco Quitinasas de tipo I,II,IV,V,VI,VII

PR-4 PR-R de tabaco Quitinasa de tipo I,II

PR-5 PR-S de tabaco Tipo taumatina

PR-6 Inhibidor I de tomate Inhibidor de proteasas

PR-7 P69 de tomate Endoproteinasa

PR-8 Quitinasa de pepino Quitinasas de tipo III

PR-9 Peroxidasa formadora de lignina en tabaco Peroxidasa

PR-10 PR-1 de perejil Similar ribonucleasas

PR-11 Quitinasa de clase V de tabaco Quitinasas de tipo I

PR-12 Rs-AFP3 de rábano Defensina

PR-13 THI2.1 de Arabidopsis Tionina

PR-14 LTP4 de cebada Proteína transferidora de lípidos

PR-15 OxOa (germina) de cebada Oxalato oxidasa

PR-16 OxOLP de cebada Tipo oxalato oxidasa

PR-17 PRp27 de tabaco Desconocida
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germinación de las semillas y la movilización de las reservas del endospermo de 

cereales (Leubner-Metzer y Meins, 1999). 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 base a sus 

características estructurales y funcionales. La familia PR-8 incluye quitinasas que tienen 

también actividad lisozima. Al igual que las β-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 (Neuhaus, 1999; Kasprzewska, 2003). Su mecanismo de acción se 

basa en la hidrólisis de los enlaces β-1,4 entre los residuos de N-acetilglucosamina de la 

quitina, principal componente de la pared celular de muchos hongos y del exoesqueleto 

de invertebrados. 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 (Vogeli y 

cols., 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 y cols., 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 

herida, ya sea herida mecánica o la 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 y cols., 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 y cols., 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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Son proteínas con actividad antimicrobiana y se caracterizan por su bajo peso 

molecular, su naturaleza básica y el hecho de ser ricas en residuos de cisteína (van Loon 

y van Strien, 1999). Las familias PR-15 y PR-16 se componen de oxidasas de oxalato, 

también conocidas como germinas. Son proteínas oligoméricas muy resistentes a la 

desnaturalización por calor y SDS. En la interacción planta-patógeno, estas proteínas 

son las responsables de la producción de H2O2 a partir de oxalato, necesario para los 

procesos de polimerización mediados por la peroxidasa (van Loon y van Strien, 1999). 

Por último, la familia PR-17 está compuesta por un nuevo tipo de proteínas de masa 

molecular próxima a 25 kDa que presentan homología con las proteínas inducidas por 

patógenos de trigo y tabaco (Christensen y cols., 2002). Su mecanismo de acción en la 

respuesta de defensa de las plantas aún se desconoce. 

III.3.2.1. Peroxidasas 

Las peroxidasas están presentes en todas las plantas terrestres. Son miembros de 

una amplia familia multigénica, que incluye 138 miembros en arroz (Passardi y cols., 

2004a) y 73 miembros en el genoma de Arabidopsis (Welinder y cols., 2002) y 

participan en una amplia gama de procesos fisiológicos a lo largo de todo el ciclo de 

vida de las plantas, probablemente debido al alto número de isoformas y la multitud de 

reacciones en las que participan (Passardi y cols., 2005). Así, están involucradas en el 

metabolismo auxínico, la formación de lignina y suberina, los entrecruzamientos de los 

componentes de la pared celular, la defensa contra agentes patógenos y la elongación 

celular, entre otros. Las peroxidasas que se inducen por la infección con patógenos, 

pertenecen a la familia PR-9 (van Loon y cols., 2006) y se expresan para limitar la 

extensión de la infección a través de la creación de un entorno altamente tóxico 

mediante la producción de ROS (Passardi y cols., 2005). En efecto, la actividad o la 

expresión de genes de peroxidasas en las plantas superiores es inducida por hongos 

(Sasaki y cols., 2004), bacterias (Young y cols., 1995), virus (Hiraga y cols., 2000) y 

viroides (Vera y cols., 1993). De hecho, catalizan la oxido-reducción de una amplia 

variedad de sustratos con peróxido de hidrógeno (Hiraga y cols., 2001; Passardi y cols., 

2004b) por lo que confieren resistencia frente a estreses bióticos y abióticos a través de 

diferentes mecanismos.  
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III.3.2.2. Quitinasas 

Las quitinasas catalizan la escisión hidrolítica del enlace β(1�4) presente en 

polímeros de N-acetilglucosamina, principalmente en la quitina. Las quitinasas están 

presentes en diversos organismos incluyendo animales y plantas, en donde desempeñan 

principalmente un papel en la defensa del organismo contra el ataque de patógenos 

(Cohen-Kupiec y cols., 1998; Patil y cols., 2000; Hamel y Bellemare, 1995). Sin 

embargo, las quitinasas pueden estar implicadas no sólo en los procesos relacionados 

con la defensa o en respuestas a diferentes tipos de estrés, sino también en procesos de 

crecimiento y desarrollo (Goormachtig y cols., 1998; Regalado y cols., 2000). Por lo 

tanto, es posible encontrarlas en todos los órganos y tejidos de plantas, tanto en el 

apoplasto como en la vacuola.  

Estas proteínas presentan un grupo amplio y diverso de enzimas que se 

diferencian no sólo en la localización espacial y temporal, sino también en su estructura 

y la especificidad de sustrato (Collinge y cols., 1993; Brunner y cols., 1998). Así, las 

quitinasas se pueden dividir en dos categorías: exoquitinasas, que poseen actividad sólo 

para el extremo no reductor de la cadena de quitina, y endoquitinasas que hidrolizan los 

enlaces β(1�4). Las plantas superiores sintetizan 7 clases diferentes de quitinasas, que 

difieren tanto en estructura y especificidad de sustrato como en los mecanismos de 

catálisis y sensibilidad a los inhibidores. 

Las quitinasas vegetales se clasifican en base a sus propiedades físico-químicas 

y tipo de actividad enzimática en tres clases diferentes de proteínas PR: PR-3 que 

incluye quitinasas de clase Ia, Ib, II, IV, VI y VII; quitinasas de clase III que pertenecen 

a PR-8 y las quitinasas de clase V del grupo de proteínas PR-11. Además, dentro de la 

clase PR-4, se encontraron algunas proteínas con baja actividad endoquitinasa entre las 

proteínas de unión a quitina. La mayoría de las quitinasas de clase Ia, III y VI tienen un 

alto pI y se encuentran en las vacuolas. Las quitinasas ácidas pertenecientes a la clase 

Ib, II, III, IV y VI son  por lo general secretadas hacia el apoplasto (Kasprzewska, 

2003).  

Dado que la mayoría de las quitinasas se inducen por factores de estrés y algunas 

de sus isoformas muestran propiedades antifúngicas en ensayos in vitro, se encuentran 

directamente implicadas en los mecanismos de defensa activa o pasiva contra patógenos 
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(Hamel y Bellemare, 1995; Krishnaveni y cols., 1999). En ese sentido, el desarrollo de 

la inducción de estas enzimas en tejidos sanos, por ejemplo, en la germinación de las 

semillas o de frutos maduros, se ha interpretado como un mecanismo de defensa de las 

plantas frente a posibles ataques de patógenos en los órganos sensibles o 

mecánicamente sin protección (Robinson y cols., 1997; Wu y cols., 2001; Ding y cols., 

2002).  

III.3.2.2. Glucanasas 

Las β-1,3-glucanasas son enzimas abundantes altamente reguladas y distribuidas 

en las plantas (Leubner-Metzger y Meins, 1999; Hrmova y Fincher, 2001). Estas 

enzimas catalizan la escisión hidrolítica de los enlaces β-1,3-D-glucosídicos de los β-

1,3-glucanos, siendo la parte de estas enzimas de tipo endo-glucanasas. Las glucanasas 

se inducen en respuesta a la infección de plantas con patógenos y son, por lo tanto, 

incluidas dentro de la familia de proteínas PR-2. Aunque el principal interés de las 

glucanasas se centra en su papel en la defensa de la planta contra los patógenos, existen 

evidencias de que estas enzimas también están implicadas en diversos procesos 

fisiológicos y de desarrollo en la planta infectada, incluyendo la división celular (Scherp 

y cols., 2001), el crecimiento, la maduración del polen y el desarrollo del tubo polínico 

(Meikle y cols., 1991; Dóblin y cols., 2001); microesporogénesis (Bucciaglia y Smith, 

1994; Worrall y cols., 1992), la fertilización (Ori y cols., 1990.), la embriogénesis 

(Helleboid y cols., 2000), la germinación y el desarrollo de semillas (Buchner y cols., 

2002; Leubner-Metzger, 2003), la latencia de los brotes (Rinne y cols., 2001) y en 

respuestas a la luz, el frío, el ozono y la radiación UV-B (Leubner-Metzger y Meins, 

1999).  

Las glucanasas constituyen una familia de proteínas que presentan diferentes 

isoformas que difieren en tamaño, punto isoeléctrico, estructura primaria, localización 

celular y el patrón de regulación. Así, las glucanasas que pertenecen a la familia de las 

PR-2, están altamente reguladas en respuesta a factores de desarrollo, hormonales, 

ambientales y relacionados con la patogénesis (Simmons, 1994; Leubner-Metzger y 

Meins, 1999). En general, las glucanasas y las quitinasas son co-inducidas en plantas 

infectadas con patógenos virales, bacterianos y por hongos y en respuesta a elicitores, 

incluyendo glucanos fúngicos como β-1,3-glucano, quitosano y N-

acetilquitooligosacáridos.
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A la vista de los antecedentes descritos en la introducción, el objetivo general de la 

presente memoria se centra en el análisis de las respuestas de defensa desencadenadas 

tras la percepción de diferentes elicitores por cultivos celulares vegetales sometidos a 

elicitación. Para ello, se analizará la producción de metabolitos secundarios de 

naturaleza terpenoide y el análisis de las proteínas extracelulares relacionadas con la 

defensa. Además, se analizarán los eventos tempranos implicados en la cascada de 

señalización intracelular así como, la expresión de los genes que se encuentran 

implicados en las rutas biosintéticas, que se activan como respuestas de defensa vegetal.  

Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos concretos:  

I. El estudio de la producción de compuestos de naturaleza sesquiterpénica en 

suspensiones celulares de C. annuum. 

II. El estudio del proteoma extracelular de cultivos celulares de C. annuum y C. 

chinense elicitados con M-β-CD y MJ. 

III. La caracterización de la producción de fitosteroles en suspensiones celulares de D. 

carota y el estudio de la implicación del Ca+2, eventos de 

fosforilación/desfosforilación de proteínas, NO y H2O2 en la ruta de señalización 

dirigida por M-β-CD para la producción de fitosteroles. 

IV. El estudio del proteoma extracelular de suspensiones celulares de zanahoria en 

condiciones control y elicitadas con M-β-CD y MJ. 

V. La caracterización de la producción de taxol y otros taxanos relacionados en 

suspensiones celulares de T. x media elicitadas con CD y MJ. 

VI. El estudio del perfil de expresión de los genes que codifican para las enzimas 

implicadas en la ruta de biosíntesis de taxanos en cultivos celulares de T. x media 

elicitados con CD y MJ. 
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I. Material vegetal y condiciones de cultivo 

I.1. Inducción y mantenimiento de callos 

Las líneas celulares de Capsicum annuum y C. chinense fueron cedidas 

amablemente por la Dra. Bernal Pita da Veiga, de la Universidad de La Coruña, 

perteneciente al Departamento de Biología Animal, Biología Vegetal y Ecología. Los 

microcallos recibidos en placa se mantuvieron en oscuridad a 25 °C y cuando se dispuso 

de suficiente biomasa celular se transfirieron a matraces de 250 mL de capacidad que 

contenían 100 mL de medio de cultivo basado en el descrito por Murashige y Skoog 

(1962) (MS), suplementado con vitaminas, hormonas, hidrolizado de caseína, sacarosa 

(Tabla 1) y agar (8 g/L), ajustándose el pH a 5.8. Los callos friables (Figura 1) se 

subcultivaron cada tres semanas sobre medios sólidos con agar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Callos de pimiento crecidos en matraz. A. C. annuum y  B. C. chinense. 

La inducción de callos de D. carota se realizó a partir de células pertenecientes a 

la región cambial de la raíz de zanahoria. Para ello, el material vegetal se lavó 

inicialmente con agua jabonosa y se eliminaron los extremos basal y apical de la raíz, 

para obtener cilindros de 2-3 cm de longitud. A continuación, los cilindros se 

desinfectaron por inmersión en una solución de etanol al 70% durante 1 min y 

posteriormente, se sumergieron en hipoclorito sódico al 20% que contenía Tween 20 al 

0.1% durante 30 min. Transcurrido este tiempo y trabajando en la cabina de flujo 

laminar, los cilindros se lavaron tres veces con agua destilada estéril, se eliminaron los 

tejidos externos que habían estado en contacto con el agente desinfectante y se 

dividieron en porciones triangulares que se depositaron en una placa Petri que contenía 

medio de cultivo MS suplementado con vitaminas, hormonas, hidrolizado de caseína, 

B  A 
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sacarosa y agar, ajustándose el pH a 6.0 antes de la esterilización del medio en el 

autoclave (Tabla 1). 

Transcurridas 2-3 semanas, se observó la aparición de los microcallos sobre el 

explanto de zanahoria (Figura 2A). Estos microcallos se mantuvieron bajo un 

fotoperiodo de 16 h de luz/ 8 h de oscuridad a una irradiancia de 18.4 w/ m2 a 25 ºC. 

Cuando se dispuso de suficiente biomasa celular se transfirieron a matraces de 250 mL 

de capacidad que contenían 100 mL del medio de cultivo descrito anteriormente (Tabla 

1, Figura 2B). Los callos se subcultivaron cada tres semanas y se utilizaron para la 

obtención de suspensiones celulares.  

 

 

 

                                         

 

 

 

 

 

Figura 2. Microcallo crecido en placa Petri (A) y callo de zanahoria crecido en matraz (B). 

 

Por otro lado, la línea celular transgénica de Taxus × media, portadora del gen 

que codifica para la enzima taxadieno sintasa (TXS) de T. baccata, bajo el control del 

promotor CaMV35S (Expósito y cols., 2010) fue amablemente cedida por los Dres 

Rosa Mª Cusidó y Javier Palazón del grupo de investigación Biotecnología vegetal: 

Producción de fitofármacos de la Universidad de Barcelona. Los cultivos celulares de T. 

× media se mantuvieron en la oscuridad, en placas Petri (Figura 3) que contenían medio 

de cultivo Gamborg B5 (GB5) (Gamborg y cols., 1968) suplementado con vitaminas, 

hormonas, sacarosa-fructosa y Phytagel (Tabla 1). El pH se ajustó a 5.8 antes de la 

esterilización del medio en el autoclave. 
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Figura 3. Callo de T. × media mantenido en medio de crecimiento (GB5). 

 
Tabla 1. Composición de los medios de cultivo utilizados para la inducción y mantenimiento de los 
callos de D. carota (MS) y para el mantenimiento de los callos de Capsicum sp (MS) y T. × media 
(GB5).  *(Morel y Wetmore, 1951).  ** Phytagel  
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONSTITUYENTES DEL 

MEDIO DE CULTIVO

Capsicum sp

MS
D. Carota

MS
T. x media

GB5

Macronutrientes
mg/ L

KNO3 1900 1900 2527.5
MgSO4 x 7 H2O 370 370 246.5
CaCl2 x 2 H2O 440 440 150

NH4NO3 1650 1650 -
KH2PO4 170 170 -

NaH2PO4  x H2O - - 150
( NH4)2 SO4 - - 134

Hierro

Na2EDTA x 2 H2O 37.2 37.2 37.2
FeSO4 x 7 H2O 27.8 27.8 27.8

Micronutrientes

H3BO3 6.2 6.2 0.83
MnSO4 x  H2O 16.9 16.9 10
ZnSO4 x 7 H2O 8.63 8.63 2

KI 0.83 0.83 0.75
Na2MoO4 x 2 H2O 0.25 0.25 0.25

CuSO4 x 5 H2O 0.025 0.025 0.025
CoCl2 x 6 H2O 0.025 0.025 0.025

Reguladores del crecimiento

2.4 diclorofenoxiacético 3 1 1

Picloram - - 2

Kinetina 0.05 - 0.1

GA3 - - 0.5

Vitaminas

Pantotenato cálcico* 1 1 -

Mioinositol* 100 100 -

Biotina* 0.01 0.01 -

Piridoxina* 1 1 2

Tiamina* 1 2 20

Ácido Nicotínico* 1 3 2
Otros componentes

Hidrolizado de caseína 250 250 -

Sacarosa
Fructosa

30000
-

20000
-

5000
5000

Agar 8000 8000 2700**
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I.2. Iniciación y mantenimiento de suspensiones celulares 

Las suspensiones celulares se iniciaron mediante la transferencia de porciones de 

callo friable a matraces de 250 mL de capacidad, que contenían 100 mL de los medios 

de cultivos líquidos sin agar descritos anteriormente para cada una de las especies 

vegetales (Tabla 1). Las suspensiones celulares de C. annuum, C. chinense, D. carota y 

T. × media (Figura 4) se mantuvieron en agitación a 115 rpm en un agitador orbital a 

una temperatura de 25 ± 1 ºC en luz y/o oscuridad, y se subcultivaron periódicamente en 

función de la curva de crecimiento característica de cada línea celular. 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4. Suspensiones celulares de C. annuum (a),  D. carota (b) y T. × media (c). 

 
II. Medida del crecimiento celular 

II.1. Caracterización del crecimiento celular 

Para la realización de la curva de crecimiento se partió de suspensiones celulares 

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

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

conteniendo 200 mL de medio de cultivo. Al día siguiente del inicio de la suspensión 

celular se recogieron los datos correspondientes al primer punto de la curva, 

considerando este tiempo cero (t0). El resto de las muestras se recogieron a intervalos de 

48 h, durante un periodo de 28, 16 y 20 días para la línea celular de C. annuum, D. 

carota y T. x media, respectivamente. La curva de crecimiento se obtuvo mediante la 

medida de diferentes parámetros característicos del crecimiento:  

1. Volumen de empaquetamiento celular (VEC): indica el porcentaje de volumen 

celular en relación al volumen total de suspensión celular. Para su determinación se 

tomaron dos alícuotas de 3-5 mL de suspensión celular en agitación, por matraz y día de 

recogida, utilizando una pipeta estéril para cada muestra. A continuación, se 

(a) (c) (b) 
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centrifugaron a 99×g, durante 5 min a 4 ºC, en una centrífuga de mesa refrigerada 

Heraeus Sepatech. 

2. Medida del PF: las alícuotas recogidas de cada suspensión se filtraron con la 

ayuda de una bomba de vacío hasta eliminar completamente el medio de cultivo. 

Posteriormente, las células se lavaron abundantemente con agua fría y a continuación, 

se pesaron en una balanza de precisión PACISA (modelo Precisa 125A). 

3. Medida del PS: después de medir el PF, las células se depositaron en filtros de 

papel Watman pre-pesados y se mantuvieron en una estufa a 60 ºC durante 24 h. 

Transcurrido este tiempo, se pesaron y se calculó el peso seco restando el peso de los 

filtros. 

La caracterización de la curva de crecimiento se realizó en base a los  

parámetros cinéticos “velocidad de crecimiento en la fase exponencial” (Vexp), 

“volumen de empaquetamiento celular máximo” (VECmáx) y “tiempo de agotamiento” 

(Ta), obtenidos a partir de los datos cinéticos de la curva de crecimiento, como se indica 

a continuación: 

• Velocidad de crecimiento en la fase exponencial (Vexp): se define como 

el incremento de biomasa en el intervalo de tiempo transcurrido durante la etapa lineal 

de la fase exponencial de la curva de crecimiento. 

Vexp= ∆ VEC / ∆ t 

• Biomasa máxima (VECmáx): 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 comienza a provocar estrés y muerte celular. 

II.2. Determinación de la viabilidad celular  

Para determinar la viabilidad celular, una alícuota de las suspensiones celulares 

se incubó durante 5 min en el medio de crecimiento, que contenía una disolución de 

diacetato de fluoresceína (DAF) y de yoduro de propidio (IP) ambos a la concentración 

de 0.01% (p/v). El DAF es un colorante vital que, al penetrar en las células, es 

hidrolizado por hidrolasas ligadas a la membrana (Stubberfield y Shaw, 1990) y por las 

esterasas citoplasmáticas (Steward y cols., 1999) quedando la fluoresceína libre, la cual 

emite fluorescencia verde a 510 nm cuando se ilumina con luz azul de 493 nm. Por el 
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contrario, el IP marca selectivamente las células muertas al intercalarse entre las bases 

del ADN, lo que permite visualizar los núcleos de las células muertas de color rojo 

(λemisión = 620 nm) cuando se excitan con una λ = 530 nm (Duncan y Widholm, 1990). 

La fluorescencia se observó con un microscopio de fluorescencia Leica usando filtros 

específicos. 

III. Tratamientos de elicitación  

Como metodología común a todos los ensayos de elicitación, en primer lugar se 

filtraron las células utilizando un embudo esmerilado con placa filtrante de borosilicato 

cuyo tamaño de poro era de 40-90 µm, acoplado a un matraz kitasato. Para separar el 

medio de las células se realizó un ligero vacío utilizando para ello una bomba de agua. 

Todas las manipulaciones de las células se realizaron en condiciones estériles dentro de 

la cabina de flujo laminar y utilizando material estéril. Una vez eliminado el medio de 

cultivo, las células se lavaron con medio de cultivo fresco y se volvió a aplicar vacío. A 

continuación, se pesaron y se añadieron a los matraces para realizar los diferentes 

tratamientos.  

III.1. Experimentos de elicitación en cultivos celulares de Capsicum sp 

Los experimentos de elicitación de pimiento se realizaron con suspensiones 

celulares de C. annuum y C. chinense en fase estacionaria (crecidas durante 20 días). 

Las células de Capsicum sp se trataron con 50 mM de β-CD, 100 µM de MJ y la 

combinación de ambos elicitores, además del tratamiento control, utilizando una 

densidad celular de 200 g PF de células/ L. Las β-CD se añadieron a los medios de 

cultivo antes de esterilizar a 121 ºC durante 20 min para ser utilizados como medios de 

elicitación. Asimismo, el MJ se disolvió en etanol y se adicionó a los medios de cultivo 

una vez esterilizados, mediante filtración utilizando filtros de 0.22 µm y realizando el 

proceso en la cabina de flujo laminar. Las suspensiones celulares se incubaron durante 

96 h en un agitador orbital (115 rpm) a 25 °C en oscuridad.  

III.2. Experimentos de elicitación en cultivos celulares de D. carota 

En general, y salvo que en el experimento se especifique de otra forma, se 

utilizaron 4 g de PF de células en 20 mL de medio de cultivo (200 g/ L) en matraces de 

100 mL de capacidad. Las suspensiones celulares se incubaron durante 144 h con los 
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elicitores, salvo en los ensayos de producción de fitosteroles a lo largo del tiempo, que 

se incubaron hasta 168 h. 

Para realizar las elicitaciones con cultivos celulares de zanahoria se utilizaron las 

células que se encontraban al inicio de la fase estacionaria del crecimiento. Las 

suspensiones celulares se sometieron al tratamiento con 50 mM de β-CD, además del 

tratamiento control. Las β-CD se añadieron a los medios de cultivo y éstos se 

esterilizaron a 121 ºC durante 20 min antes de ser utilizados como medios de 

elicitación. La metodología empleada en los experimentos de elicitación fue la 

siguiente: 

1. Estudio temporal y comparativo de los distintos tipos de ciclodextinas.  

La elicitación de las suspensiones celulares de zanahoria se realizó utilizando 

dos tipos de β-CD, las metiladas al azar (M-β-CD) y las hidroxipropiladas (HP-β-CD) a 

una concentración de 50 mM. Los cultivos se incubaron a 25 ºC en un agitador orbital 

(115 rpm) bajo un fotoperiodo de 16 h de luz/ 8 h de oscuridad, durante diferentes 

periodos de tiempo hasta un máximo de 168 h. 

2. Elicitación de suspensiones celulares de zanahoria de diferentes edades 

celulares con ciclodextrinas metiladas al azar. 

Para realizar estos experimentos, se utilizaron células de diferente edad celular 

que se correspondían con cada una de las fases de la curva crecimiento, concretamente 

4, 6, 10 y 14 días que se corresponden con el inicio de la fase exponencial o log (día 4), 

fase exponencial (día 6), inicio de la fase estacionaria (día 10) y fase estacionaria (día 

14). De esta manera, utilizando suspensiones celulares a estas cuatro edades celulares se 

realizó la elicitación de los mismos con 50 mM de M-β-CD. 

3. Elicitación de suspensiones celulares de zanahoria de diferentes densidades 

celulares con diferentes concentraciones de ciclodextrinas metiladas al azar. 

Para determinar cuál era la densidad celular óptima para la producción de 

fitosteroles, se utilizaron tres densidades celulares que eran representativas de todo el 

rango de la curva de crecimiento, concretamente 100, 200 y 340 g PF de células/ L (que 

se corresponde con 25, 50 y 75% de VEC). De esta manera, utilizando suspensiones 
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celulares a estas tres densidades celulares se realizó la elicitación de mismas con 

diferentes concentraciones de M-β-CD (10, 30, 50 y 70 mM).  

4. Elicitación de suspensiones celulares de zanahoria con ciclodextrinas 

metiladas al azar solas o en combinación con jasmonato de metilo. 

La elicitación de las suspensiones celulares de zanahoria se realizó utilizando 50 

mM de M-β-CD solas o en combinación con 100 µM de MJ. El MJ se disolvió en 

etanol y se adicionó a los medios de cultivo una vez esterilizados, mediante filtración 

utilizando filtros de 0.22 µm y realizando el proceso en la cabina de flujo laminar. Los 

cultivos se incubaron a 25 ºC en un agitador orbital (115 rpm) bajo un fotoperiodo de 16 

h de luz/ 8 h de oscuridad, durante diferentes periodos de tiempo hasta un máximo de 

168 h. 

Además, se realizaron experimentos de elicitación utilizando distintas 

concentraciones de MJ (50, 100, 150 y 200 µM) tanto en presencia como en ausencia de 

50 mM de M-β-CD. También se realizó un tratamiento control sin elicitores y un 

tratamiento sólo con M-β-CD. Asimismo, se realizó un tratamiento que contenía etanol 

a la máxima concentración empleada en el experimento (1%) para conocer el efecto que 

provoca su adición sobre la producción de metabolitos. 

5. Elicitación de suspensiones celulares de zanahoria en presencia de 

ciclodextrinas metiladas al azar, jasmonato de metilo y luz UV-A o C. 

Para realizar estas elicitaciones se utilizaron matraces de 100 mL de capacidad 

con 20 mL de medio de elicitación que contenía, 50 mM de M-β-CD solas o en 

combinación con 100 µM de MJ y 4 g de PF de células (equivalente a una densidad 

celular intermedia, correspondiente a un VEC de 50%). Una vez añadidas las células a 

los medios de elicitación, se realizaron irradiaciones con luz UV-A o C (10 mW/ cm2; 

360 y 254 nm, respectivamente) durante 15, 30 y 60 min a 15 cm de distancia de la 

lámpara de luz UV. Se realizaron controles en presencia y ausencia de elicitores y/o luz 

UV.  

La irradiación con luz UV se realizó en condiciones asépticas trabajando en el 

interior de una cabina de flujo laminar y en agitación continua a 115 rpm. Para ello, 

dentro de la cabina se introdujo un agitador orbital y sobre éste se colocó la lámpara de 

luz UV, de modo que las suspensiones celulares se mantuvieron en agitación continua 
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durante todo el tratamiento con la luz UV. Para que la irradiación con luz UV fuese 

directa sobre las células, las suspensiones se trasvasaron a vasos de plástico estériles 

que se mantuvieron abiertos. Transcurrido el tiempo de tratamiento con la luz UV se 

transfirieron a sus correspondientes matraces. Posteriormente, las suspensiones 

celulares se mantuvieron durante 144 h en las mismas condiciones que en los 

experimentos anteriores. 

6. Estudios de señalización realizados en zanahoria 

Para el estudio de la ruta de señalización implicada en la producción de 

fitosteroles se utilizaron los compuestos que se muestran en la Tabla 2. Estos 

compuestos se adquirieron en Sigma-Aldrich (España). 

Estos experimentos se realizaron según se describe en el apartado III.3 

Tratamientos de elicitación. Para ello, se utilizaron matraces de 100 mL de capacidad y 

una densidad celular de 200 g PF/ L (50% de VEC). Se utilizaron como elicitores M-β-

CD (50 mM). En este caso, los compuestos utilizados para estudiar el mecanismo de 

señalización se añadieron 90 min antes que los elicitores con el propósito de que estas 

moléculas tuviesen tiempo suficiente para actuar sobre sus dianas. Además, la 

producción de fitosteroles en estos experimentos se midió a las 24 h, tiempo mínimo a 

partir del cual comienza a observarse producción de fitosteroles. 

a) Elicitación de suspensiones celulares de zanahoria en presencia de 

antagonistas de calcio. 

Para comprobar si la producción de fitosteroles era dependiente de la entrada de 

Ca2+ extracelular se utilizó un agente secuestrador de Ca2+, EGTA a una concentración 

de 10 mM con el fin de secuestrar el Ca2+ del medio de cultivo. Esta concentración de 

EGTA fue calculada en base al contenido de Ca2+ del medio de cultivo al pH del mismo. 

No obstante, para esa concentración de EGTA quedó una concentración de Ca2+ libre 

(16 µM), efecto que es dependiente del pH del medio (6.0). 

Además, también se utilizó un bloqueador de los canales de entrada del Ca2+ 

extracelular, LaCl3 a una concentración de 0.5 mM (Lecourieux y cols., 2005). Para 

comprobar si estos compuestos podían actuar como elicitores por sí mismos se 

utilizaron también en ausencia de M-β-CD.  



Material y Métodos   

76 
 

Para estudiar si la producción de fitosteroles era dependiente del Ca2+ 

intracelular se realizó la elicitación de las suspensiones celulares de zanahoria con M-β-

CD, en presencia de neomicina (Neo, 100 µM) y/o rojo rutenio (RR, 10 µM). Neo actúa 

inhibiendo la salida de Ca2+ de los compartimentos subcelulares vía inosítidos fosfato 

(IP3) y RR bloquea la liberación de Ca2+ desde los compartimentos intracelulares 

dependientes de receptores de rianodina.  

b) Elicitación de suspensiones celulares de zanahoria en presencia de inhibidores 

de protein quinasas y protein fosfatasas.  

Para determinar la implicación de proteín quinasas (PQ) en la cascada de 

señalización dirigida por los elicitores para biosíntesis de fitosteroles se utilizaron 

inhibidores específicos de Tyr-PQ (genisteína, Gen), Ser/Thr-PQ (estaurosporina, Est) y 

MAPK (apigenina, Ap). En el estudio de la posible implicación de protein fosfatas (PP) 

en la cascada de señalización que dirigen los elicitores en la biosíntesis de fitosteroles, 

se utilizó un inhibidor de PP-2A (cantaridina, Can) y otro de Tyr-PP (óxido de 

fenilarsina, OFA) a las concentraciones detalladas en la Tabla 2.  

c) Elicitación de suspensiones celulares de zanahoria en presencia de inhibidores 

de H2O2 y NO. 

Para comprobar si el óxido nítrico (NO) y/o el peróxido de hidrógeno (H2O2) 

están implicados en la cascada de señalización que conduce a la biosíntesis de 

fitosteroles desencadenada por la adición de elicitores, se utilizó un inhibidor de la NO 

sintasa (Nw-nitro-L-arginina, L-NNA), un secuestrador de NO (carboxi-2-fenil-4,4,5,5,-

tetrametilimidazoleline-1-oxyl-3-óxido, cPTiO), un donador de NO (nitroprusiato 

sódico, NPS) y un inhibidor de NADPH oxidasa (ioduro de difenilo, DPI). 

 



 

 
 

    Tabla 2. Reactivos utilizados para estudiar la cascada de señalización inducida por elicitores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compuesto Abreviatura Concentración (µM) Efecto

Calcio Acido etilen glicol-bis(2-aminoetileter)-
N,N,N’,N’-tetraacético

EGTA 10000 Secuestrador de Ca 2+ extracelular

Cloruro de lantano La3+ 500 Bloqueador de canales de Ca 2+  extracelular

Neomicina Neo 100
Bloqueador de canales de Ca 2+  intracelular  

dependiente de IP3

Rojo rutenio RR 10
Bloqueador de canales de Ca 2+  intracelular  

dependiente de  receptores de rianodina

Inhibidores de 
protein quinasas

Genisteína Gen 10
Tirosin protein quinasa

(Tyr-PQ)

Estaurosporina Est 5
Serin/treonin protein quinasa

(Ser/Thr-PQ)

Apigenina Ap 500
Protein kinasa activada por mitógeno

(MAPK)

Inhibidores de 
protein fosfatasas

Cantaridina Can 5 Protein fosfatasa 2A (PP-2A)

Óxido de fenilarsina OFA 10 Tirosin protein fosfatasa (Tyr-PP)

Inhibidores de NO y 
H2O2

Carboxi-2-fenil-4,4,5,5,-
tetrametilimidazolelino-1-oxyl-3-óxido

cPTIO 500 Secuestrador de NO del medio

Nw-nitro-L-arginina L-NNA 100
Inhibidor irreversible de NO sintasa

constitutiva y reversible de NO sintasa

inducible

Nitroprusiato sódico NPS 10 Liberador de NO in situ

Ioduro de difenilo DPI 10 Inhibidor específico de NADPH oxidasa
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III.3. Experimentos de elicitación en cultivos celulares de T. × media 

La biosíntesis del taxol y otros compuestos relacionados tiene lugar, 

especialmente, al final de la fase de crecimiento exponencial y durante la fase de 

crecimiento estacionario (Cusidó y cols., 2002). Por ello, y con la finalidad de optimizar 

tanto la formación de biomasa como la producción de taxanos, se estableció un cultivo 

en dos fases. En primer lugar, se hizo crecer la biomasa celular en un medio óptimo para 

el crecimiento (GB5, Tabla 1) y, a continuación, se transfirieron las células a un medio 

óptimo para la producción de taxanos que consistía en un medio GB5 (Gamborg y cols., 

1968) suplementado con vitaminas, 3% de sacarosa, 2 mg/ L de ácido 2,4-

diclorofenoxiacético, 0.1 mg/ L de benciladenina y 0.5 mg/ L de GA3, ajustando el pH a 

5.8 antes de autoclavar. Para ello, pasados 14 días de cultivo (fase estacionaria) en 

medio óptimo para el crecimiento, las células se filtraron utilizando un embudo 

esmerilado con placa filtrante de borosilicato cuyo tamaño de poro era de 40-90 µm, 

acoplado a un matraz kitasato. Para separar el medio de las células se realizó un ligero 

vacío utilizando una bomba de agua. Todas las manipulaciones de las células se 

realizaron en condiciones estériles 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 se pesaron las células 

transfiriéndolas después a su medio óptimo de producción.  

En general, se utilizaron 4 g de PF de células en 20 mL de medio de cultivo (200 

g/ L) en matraces de 100 mL de capacidad. Las suspensiones celulares se mantuvieron 

en oscuridad a 25 ºC sobre un agitador orbital a 115 rpm durante diferentes periodos de 

tiempo hasta un máximo de 20-24 días. Las elicitaciones se realizaron en el medio 

óptimo para la producción al cual se le adicionó, 50 mM de CD de distinta naturaleza (β 

y γ-CD) y tipo (β-CD metiladas al azar (M-β-CD) y β-CD hidroxipropiladas (HP-β-

CD)), solas o en combinación con 100 µM de MJ.  

Puesto que la fase de desarrollo del cultivo celular es un factor clave en la 

biosíntesis de metabolitos secundarios, los elicitores indicados se adicionaron al medio 

óptimo de producción en dos momentos diferentes del cultivo. En el caso de las CD, 

éstas se adicionaron al medio de cultivo en el momento de la transferencia de las 

suspensiones celulares desde el medio óptimo para el crecimiento al medio óptimo para 

la producción, mientras que el MJ se adicionó al medio, después del mantenimiento de 

las células durante 7 días tanto en el medio óptimo de producción (medio control) como 
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en el medio de producción suplementado con CD, es decir, cuando las células se 

encontraban ya determinadas y adaptadas a la biosíntesis de los metabolitos secundarios 

de interés (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Diseño experimental de las elicitaciones realizadas en cultivos celulares de T. × media. 

IV. Extracción de metabolitos 

IV.1. Extracción de compuestos sesquiterpénicos en cultivos celulares de C. annum 

Una vez realizados los experimentos de elicitación, la extracción de los 

compuestos presentes en el medio extracelular de los cultivos de pimiento se realizó 

mediante partición de fases con acetato de etilo (1:1, v/v), añadiendo a la fase acuosa 

NaHCO3 al 3% (p/v) y NaCl al 10% (p/v) con el fin de obtener una clara separación de 

fases. Transcurrida 1 h, la fase orgánica se recogió y se realizó una segunda extracción 

de la fase acuosa durante 1 h más con el fin de recoger todos los compuestos presentes 

en el medio extracelular. Pasado ese tiempo se recogió la fase orgánica (acetato de etilo) 

y se evaporó en un rotavapor a 40 ºC a vacío. El residuo seco fue resuspendido en 1 mL 

de metanol para su posterior análisis mediante cromatografía líquida (HPLC-DAD) y 

cromatografía de gases/ masas (GC/MS). 
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IV.2. Extracción de fitosteroles en cultivos celulares de D. carota 

a) La extracción de los compuestos presentes en el medio extracelular de los 

cultivos de zanahoria se realizó siguiendo la misma metodología descrita en el apartado 

IV.1. para la extracción de los compuestos de naturaleza sesquiterpénica en cultivos 

celulares de C. annuum. 

b) La extracción de los compuestos presentes en las células de zanahoria se llevó 

a cabo a partir de células que fueron previamente filtradas y liofilizadas. Antes de 

empezar el protocolo de extracción se trituraron bien para obtener un polvo fino. En 

estas condiciones se añadieron 4 mL de metanol al 90% por cada 100 mg de polvo de 

células en tubos de vidrio y las muestras se calentaron durante 8 min a 80 W en un 

microondas y se filtraron para recuperar el sobrenadante (extracto metanólico). A 

continuación, el metanol se evaporó con nitrógeno gaseoso y la fase acuosa se 

resuspendió en agua: acetato de etilo (1:2, v/v) hasta obtener una clara separación de 

fases. Por último, la fase orgánica se evaporó con nitrógeno gaseoso y posteriormente, el 

extracto seco se resuspendió en 1 mL de metanol para su análisis mediante GC/MS. 

IV.3. Extracción de taxanos en cultivos celulares de T. × media 

a) La extracción de taxanos a partir de medio extracelular se realizó según el 

método descrito por Cusidó y cols., (1999). Para ello, se añadió al medio extracelular 

(un 25% de su volumen) diclorometano y se agitó durante 2 min en un vórtex. A 

continuación, se sonicó en un baño de ultrasonidos durante 1 h. La fase orgánica se 

evaporó a 60 ºC, redisolviendo el residuo seco en 500 µL de metanol para su análisis 

mediante HPLC-DAD. 

b) La extracción de taxanos de las células, se realizó a partir de células que 

fueron previamente filtradas y liofilizadas. Antes de empezar el protocolo de extracción 

se trituraron bien para obtener un polvo fino. En estas condiciones se añadieron 4 mL de 

metanol al 90% por cada 100 mg de polvo de células en tubos de vidrio y las muestras 

se calentaron durante 8 min a 80 W en un microondas y se filtraron recogiendo el 

sobrenadante (extracto metanólico). Este proceso se repitió dos veces. A continuación, 

se añadieron 4 mL de hexano al extracto metanólico y se centrifugó a 2500 × g durante 

20 min a temperatura ambiente, descartando a continuación la fase hexánica. La fase 

acuosa se resuspendió en 6 mL de agua:diclorometano (1:2, v/v) hasta obtener una 
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separación de fases. Después de recuperar la fase orgánica, la fase acuosa se volvió a 

resuspender en 6 mL de agua: diclorometano (1:2, v/v). A continuación, ambas fases 

orgánicas se mezclaron y se evaporaron juntas. Por último, el residuo seco se 

resuspendió en 500 µL de metanol para su análisis mediante HPLC-DAD. 

V. Identificación y cuantificación de metabolitos 

Los extractos metanólicos procedentes de la extracción de compuestos 

sesquiterpénicos, fitosteroles y taxanos intra- y extracelulares se filtraron a través de 

filtros de nylon de 0.22 µm de tamaño de poro y 13 mm de diámetro. 

La identificación y cuantificación de los sesquiterpenos y fitosteroles presentes 

en el medio extracelular de C. annum y en el medio extracelular y en las células de D. 

carota, se realizó utilizando 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 (30 

m × 0.25 mm), con un flujo de 1.0 mL/ min con helio como gas portador. La 

temperatura del inyector se ajustó a 250 °C y el volumen de inyección fue de 1 µL. 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 y cuantificación de los diferentes 

compuestos se llevó a cabo mediante la comparación del espectro de masas y el tiempo 

de retención, con el espectro de masas obtenido de la base de datos (NBS 75K) o de 

patrones externos comerciales. 

Para la identificación y cuantificación de los taxanos presentes en el medio 

extracelular y en las células de los cultivos celulares de T. × media se utilizó un sistema 

cromatográfico de HPLC equipado con un detector de diodos array (DAD, Diode Array 

Detector) Agilent 1100 Series. La separación se realizó sobre una columna Supelcosil 

LC-F (250 mm x 4.6 mm, 5 µm) a temperatura ambiente. Los disolventes usados en la 

fase móvil fueron acetonitilo (B): agua (A). El gradiente empleado fue el siguiente: 25% 

B min 0, 60% B min 38, 100% B min 40, 45% B min 45, 25% B min 55. El volumen de 

inyección fue de 15 µL. La velocidad de flujo de la fase móvil fue de 1 mL/ min. La 

extracción de los cromatogramas se realizó a 230 nm. La identificación y cuantificación 

de los taxanos se llevó a cabo utilizando una recta de calibrado realizada previamente 

con los patrones comerciales.  
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VI. Metodología empleada para los estudios proteómicos  

VI.1. Precipitación y cuantificación de proteínas presentes en el medio extracelular 

Para la precipitación de las proteínas presentes en el medio extracelular, las 

muestras se dializaron en tampón acetato sódico 50 mM (pH 5) durante 24 h en 

oscuridad, en una cámara refrigerada a 8 ºC. A continuación, se precipitaron las 

proteínas del medio extracelular añadiendo (NH4)2SO4 al 95% de saturación. Las 

proteínas precipitadas se resuspendieron en Tris-HCl 50mM, pH 7.5 y se dializaron en 

este tampón durante toda la noche a 4 ºC. Las muestras dializadas se concentraron en un 

Amicon Ultra (Millipore) y se usaron para los análisis electroforéticos. 

Para la cuantificación del contenido total de proteína presente en el medio 

extracelular se realizó el microensayo de Bio-Rad basado en el método colorimétrico de 

Bradford (1976), aplicable a muestras de proteínas con una concentración entre 1 y 20 

mg, utilizando albúmina de suero bovino (fracción V) como estándar para su valoración. 

Las muestras y los estándares se diluyeron con agua destilada en un volumen de 800 µL 

al que se añadieron 200 µL del reactivo concentrado. Posteriormente, se agitaron y 

después de 15 min de reacción se tomó lectura de la absorbancia a 595 nm. Con los 

valores de absorbancia de la albúmina se realizó la recta patrón y mediante 

extrapolación en dicha recta, se calculó la concentración de proteína total en las 

alícuotas proteicas de las suspensiones celulares. 

VI.2. Determinación del patrón de proteínas mediante electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE)  

En este tipo de electroforesis las proteínas se desnaturalizan por calor, se 

despliegan y el SDS se une a ellas neutralizando sus cargas, 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 

(APS) al 0.05% y TEMED al 0.15%. Posteriormente, el medio de polimerización se 

vertió entre los cristales del sistema MiniProtean III de Bio-Rad y se recubrió con una 

fina capa de agua. El gel se dejó polimerizar durante 45 min aproximadamente. El gel 

concentrador se preparó a partir de acrilamida/ bisacrilamida al 4%, tampón Tris-HCl 
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(0.5 M, pH=6.8) al 25% y SDS al 0.1%. Después de desgasificar durante 15 min, se 

añadió APS al 0.08% y TEMED al 0.2%. Esta disolución se añadió sobre el gel 

separador polimerizado, eliminando previamente el agua que lo recubría y dejando 

polimerizar durante otros 45 min. 

El tampón de carga se preparó al 12.5% en tampón Tris-HCl (0.5 M, pH=6.8), 

glicerol al 25%, SDS al 2% y azul de bromofenol al 0.01%. Las muestras dializadas se 

prepararon en tampón de carga y agua destilada (2:1, v/v) y se desnaturalizaron por 

calentamiento en un baño a 100 ºC durante 10 min. Como marcador de peso molecular 

se utilizó un estándar de peso molecular que contenía fosforilasa b (113000 Da), 

seroalbúmina (92000 Da), ovalbúmina (52300 Da), anhidrasa carbónica (35300 Da), 

inhibidor de tripsina de soja (28700 Da) y lisozima (21300 Da). 

La migración del gel se realizó en tampón glicina 192 mM, Tris 25 mM pH=8.8 

y SDS al 10%, aplicando una corriente de 200 V y 400 mA de intensidad durante 45 

min con una fuente BioRad, a temperatura ambiente. 

Tinción de los geles con azul brillante de Coomassie 

Tras finalizar la electroforesis desnaturalizante, las proteínas se tiñeron 

siguiendo el protocolo de tinción con azul brillante de Coomassie. Para ello, el gel se 

incubó durante 3 h en una solución de teñido que contenía 10% (v/v) de una solución de 

azul brillante de Coomassie al 1% en agua, 10% (v/v) de ácido acético glacial y 40% de 

metanol. Trascurrido este tiempo se realizó el desteñido del gel con una solución de 

desteñido que contenía 30% (v/v) de metanol y 10% de ácido acético glacial. El lavado 

del gel se realizó durante periodos cortos de 15 min, en agitación suave, hasta que las 

bandas del gel fueron claramente visibles. Los geles se conservaron en agua destilada 

hasta el momento de ser fotografiados. 

Tinción de los geles con plata 

Tras finalizar la electroforesis desnaturalizante, las proteínas se tiñeron con el 

método de la plata (Oakley y cols., 1980), siguiendo el protocolo de Pharmacia 

(PlusOne Silver Staining Kit, Protein). Para ello, el gel se incubó durante 30 min en una 

solución sensibilizadora que contenía tiosulfato sódico al 0.2% (v/v), acetato sódico al 

6.8% (p/v) y etanol al 30% (v/v). A continuación, se realizaron 3 lavados de 5 min con 

agua destilada y seguidamente se procedió a la tinción del gel con una solución de plata 
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compuesta por nitrato de plata al 0.25% (v/v) y formaldehído al 0.015% (v/v) durante 

20 min. Se volvió a lavar el gel con agua destilada (2 veces) y las proteínas se revelaron 

en una solución que contenía carbonato sódico al 2.5% (p/v) y formaldehído al 0.0074% 

(v/v). Finalmente, la reacción se detuvo con una solución que contenía EDTA-Na2 al 

1.46% (p/v). Los geles se conservaron en agua destilada hasta el momento de ser 

fotografiados. 

Las bandas de interés del gel, se recortaron manualmente y fueron desteñidas 

con reductores químicos para eliminar la plata, según los protocolos descritos por 

Meywald y cols., (1996) y Scheler y cols., (1998), con ligeras modificaciones. Para ello, 

se añadieron 50–100 µL de una solución de desteñido que contenía 30 mM de 

ferricianuro potásico y 100 mM de tiosulfato de sodio (1:1; v/v) hasta cubrir las bandas 

del gel. La intensidad de la tinción se controló hasta que el color marrón desapareció y 

por último, las bandas se lavaron varias veces con agua destilada para detener la 

reacción. 

VI.3. Técnicas proteómicas y bioinformáticas 

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. 

VI.3.1. Digestión de proteínas  

Tras el proceso de desteñido de las bandas, éstas se depositaron en placas de 96 

pocillos y se procesaron automáticamente en un Proteineer DP (Bruker Daltonics, 

Alemania). Para la digestión proteica (Schevchenko y cols., 1996), las piezas del gel se 

lavaron con bicarbonato amónico 50 mM y se trataron con acetonitrilo. Las proteínas se 

redujeron con ditiotreitol (DTT) 10 mM en bicarbonato amónico 50 mM, y se 

alquilaron con iodoacetamida 55 mM en bicarbonato amónico 50 mM. Las proteínas se 

digirieron con tripsina de cerdo modificada (calidad para secuenciación; Promega) a una 

concentración final de 15 ng/ µL en bicarbonato amónico 25 mM durante 4 h a 37 °C. 

Los péptidos se eluyeron del gel con ácido trifluoroacético 0.5% en agua durante 30 min 

a 25 °C. 

 



                                                                                                                          Material y Métodos 

85 
 

VI.3.2. Adquisición de los espectros de MS y MS/MS  

La espectrofotometría de masas es un método que determina con exactitud la 

relación masa/carga (m/z) de los iones en el vacío permitiendo de esta manera, la 

determinación concreta de la masa molecular. Para conseguir las huellas peptídicas, la 

proteína se digiere con un compuesto que la escinde por un sitio especifico (tripsina) y 

se determina la masa de cada uno de los péptidos resultantes (fragmentos trípticos). 

Estas masas se utilizan posteriormente para identificar estos péptidos realizando una 

búsqueda en la base de datos. 

En este método, los fragmentos peptídicos generados por el método anterior se 

fragmentan de nuevo obteniéndose como resultado fragmentos peptídicos más cortos, o 

fragmentos iónicos. Los espectros de fragmentación de los péptidos trípticos se 

utilizaron para identificar ese péptido en las bases de datos. En ambos casos, estas 

aproximaciones requieren que la proteína en cuestión haya sido previamente 

identificada por su huella peptídica y que los espectros de fragmentación de los 

fragmentos trípticos se encuentren en la base de datos. Cuando no es así, se puede 

realizar la secuenciación de novo. Las diferencias de masas entre fragmentos 

secuenciales se corresponden con masas conocidas de los aminoácidos individuales 

permitiendo, de esta manera, deducir la secuencia de la proteína sin información 

correlativa adicional, directamente a partir de las secuencias depositadas en la base de 

datos. 

Espectrometría MALDI-TOF/TOF  

El espectro de masas se obtuvo mediante análisis automático en un 

espectrómetro de masas Bruker Reflex IV MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, 

Alemania) mediante el software FlexControl 1.1. Los espectros obtenidos se procesaron 

con el software Xtof 5.1.1 para el análisis de datos crudos. Cada espectro se calibró 

internamente con dos iones de referencia provenientes de la autolisis de tripsina, 

concretamente con los péptidos de 842.510 Da y de 2211.105 Da, obteniéndose un error 

medio en la medida de la masa de ± 30 ppm en el rango entre 800-3000 m/z. Además, 

todos los contaminantes conocidos se excluyeron durante el proceso. Los parámetros 

usados para analizar los datos establecieron un umbral de fondo de 20 (relación 

señal/ruido) y una resolución superior a 4000 (FWHM). Para la identificación de 

proteínas, las masas de los péptidos trípticos se transfirieron a la interfaz BioTools 2.0 



Material y Métodos   

86 
 

(de Bruker Daltonics) para buscar en la base de datos del NCBInr usando el software 

Mascot (www.matrixscience.com; Matrix Science, UK). Los parámetros de búsqueda 

fueron los siguientes: carbamidometil cisteína como modificación fija debido al 

tratamiento con yodoacetamida, metioninas oxidadas como modificación variable, una 

tolerancia de masa peptídica de 80 ppm y tolerancia de hasta un sitio de rotura tríptica 

sin digerir. En todas las identificaciones proteicas, la probabilidad de puntuaciones fue 

superior a la mínima puntuación establecida como significativa con un valor de p < 

0.05. 

Espectrometría ESI MS/MS 

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. 

Los péptidos trípticos resultantes se secaron y se disolvieron en tampón ESI A 

(0.5% de ácido acético en agua). La cromatografía líquida del análisis ESI MS/MS se 

realizó de la siguiente manera: las fracciones se depositaron en una columna de fase 

reversa C18 de 100 mm x 100 µm (New Objetive, 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, Alemania). Los espectros de fragmentación MS/MS se obtuvieron mediante 

conmutación automática entre el modo MS y MS/MS usando exclusión dinámica. Las 

búsquedas de la base de datos se realizaron con las últimas versiones de las bases de 

datos NCBlnr y SwissProt usando el sofware MASCOT 

(http://www.matrixscience.com/home.html). 

VI.3.3. Secuenciación de novo 

Las bandas de interés del gel, teñidas con plata, se recortaron manualmente y 

fueron reducidas y Cys-alquiladas antes de la digestión tríptica, según el protocolo 
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descrito por Casado-Vela, (2008). Los sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos, 

secados usando un speed-vac y se resuspendieron en ácido fórmico al 0.1%. 

Los péptidos se eluyeron en una columna Zorbax RP C18 (75 µm × 15 cm) 

(Agilent) usando un gradiente lineal de 40 min desde 3 hasta 60% de acetonitrilo con 

0.1% de ácido fórmico usando un sistema cromatográfico HPLC 1200 (Agilent) a una 

velocidad de flujo constante de 300 nL/ min. Los péptidos se escanearon y 

fragmentaron con un espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher 

Sciencific) equipado con una fuente de nanospray Proxeon. Los tres iones precursores 

más intensos, que van de 400 a 2000 m/z, se escanearon y se midieron en el 

espectrómetro de masas con una resolución de 60000 a 400 m/z. Los iones precursores 

se fragmentaron utilizando alta energía de disociación, con nitrógeno como gas de 

colisión según el protocolo descrito por Olsen y cols., (2007) y los fragmentos iónicos 

generados se midieron en un analizador de masas Orbitrap con una resolución de 7500 a 

400 m/z. 

Los parámetros de búsqueda usando SEQUEST fueron los siguientes: 

carbamidometil cisteína como modificación fija, metioninas oxidadas como 

modificación variable, una tolerancia del ion precursor de 2 ppm y una tolerancia del 

fragmento iónico de 0.1 Da. La búsqueda en la base de datos de los espectros de 

fragmentación se realizó en la base de datos NCBInr 

(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/FASTA/nr.gz). Sólo aquellos péptidos con más de cinco 

aminoácidos, con valores de Xcorr por encima de 1.5, 2.0 y 2.5 para las especies simple, 

doble y triplemente cargadas, respectivamente y con probabilidades de péptidos por 

encima de 0.5, se aceptaron como identificaciones positivas.  

La secuenciación de novo de los fragmentos trípticos se realizó usando el 

software Peaks Studio v 4.5 (www.bioinformaticssolutions.com). La tolerancia de error 

de la masa fue de 0.01 Da y 0.02 Da para los precursores y los fragmentos, 

respectivamente. Sólo aquellas secuencias con scores ≥50, valores de calidad ≥ 0.75 y 

que contenían cadenas de aminoácidos ≥ 4, con confianza ≥ 99.5 se consideraron como 

candidatos válidos. Además, los péptidos secuenciados de novo también se validaron 

manualmente usando el software BlastP (Altschul y cols., 1997). 
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VI.3.4. Técnicas bioinformáticas 

a) Búsqueda de secuencias en la base de datos 

Muchas secuencias de proteínas de diferencies especies vegetales se han 

contrastado y por homología, se han identificado en las bases de datos más importantes 

y comúnmente utilizadas para este fin como el National Center of Biotechnology 

Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

b) Búsqueda de secuencias homólogas 

La búsqueda de secuencias homólogas se realizó mediante la técnica algorítmica 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a través de la página del EBI. El BLAST 

constituye una herramienta muy útil para la búsqueda de alineamientos locales básicos y 

proporciona información sobre la estructura y la función de la nueva proteína 

encontrada. Para realizar la búsqueda de las secuencias homólogas se usaron dos 

herramientas BLAST: el NCBI-BLAST2 (Pearson, 1990) y el MPsrch que es capaz de 

identificar secuencias de forma exitosa donde BLAST falla o incluso da falsos 

positivos. 

En ambos casos, las condiciones en las que se realizó el BLAST fueron las 

especificadas por defecto en la página del EBI, excepto en aquellos casos en los que era 

necesario ampliar la búsqueda, para lo que se disminuyó el umbral, o se quitó el filtro 

para encontrar un mayor número de secuencias. 

VII. Análisis del perfil génico de cultivos celulares elicitados de T. × 

media 

VII.1. Recogida de muestras 

Las suspensiones celulares de T. × media se sometieron a cuatro tratamientos 

diferentes: control, 50 mM de M-β-CD, 100 µM de MJ y la combinación de ambos. El 

tratamiento control no contenía ni M-β-CD ni MJ. Para realizar estos tratamientos se 

utilizó una densidad final de 200 g PF de células/ L. Puesto que los elicitores se 

adicionaron al medio óptimo de producción en dos momentos diferentes del cultivo, las 

células se muestrearon a 4, 24, 72 y 96 h en el tratamiento control y con 50 mM de M-β-

CD solas (ya que éstas fueron adicionadas al medio de cultivo en el momento de la 
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transferencia de las suspensiones celulares desde el medio óptimo para el crecimiento al 

medio óptimo para la producción) y 7, 8, 10 y 11 días en el tratamiento control, 50 mM 

de M-β-CD, 100 µM de MJ y la combinación de ambos, ya que el MJ fue adicionado al 

medio, después del mantenimiento de las células durante 7 días creciendo tanto en el 

medio óptimo de producción (medio control) como en el medio de producción 

suplementado con M-β-CD. Una vez separadas las células del medio extracelular, se 

congelaron en N2 líquido y se almacenaron a -80 ºC hasta su uso. 

VII.2. Aislamiento y purificación de ARN  

El ARN total se aisló a partir de células congeladas (100 mg de PF) utilizando el 

kit de extracción “REAL ARNzol SPIN KIT” (REAL). Además, para que el análisis de 

la expresión génica sea correcto, la muestra de ARN tiene que estar libre de restos de 

ADN genómico, puesto que su presencia implicaría la aparición de falsos positivos o de 

resultados erróneos. Para ello, se siguió la metodología descrita por el kit Turbo DNA-

freeTM (AMBION). Debido a la inestabilidad del ARN y su facilidad para degradarse se 

trabajó a 4ºC, utilizando DEPC (dietilpirocarbonato, que es un inactivador de ARNasas) 

en todas las soluciones acuosas, y usando material libre de ARNasas (doblemente 

autoclavado).  

VII.3. Cuantificación del ARN total  

Para que el análisis de la expresión génica se desarrolle correctamente hay que 

realizar una buena cuantificación del ARN del que se dispone, para posteriormente 

aplicar la misma cantidad de ARN a todas las muestras. Para ello se utilizó un 

espectrofotómetro Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies Inc, USA). Una vez 

realizada la cuantificación, se realizó un gel de agarosa al 1.2% para visualizar las dos 

bandas típicas del RNA total, cargando la misma cantidad de material en todos los 

pocillos y comprobando, de este modo, que el ARN no se había degradado y que la 

cuantificación era correcta. 

VII.4. Síntesis de ADNc 

 El ARN purificado (1 µg) se utilizó para obtener ADNc a través de una reacción 

de transcripción reversa utilizando el kit de retrotranscripción M-MLV Reverse 

Transcriptase (Invitrogen), siguiendo las especificaciones del fabricante. Una vez 

obtenido, se cuantificó la concentración de ADNc mediante el espectrofotómetro 



Material y Métodos   

90 
 

Nanodrop® (NanoDrop Technologies Inc., USA). Una vez terminado todo este proceso, 

las muestras de ADNc se mantuvieron a -80ºC hasta el momento de su utilización.  

VII.5. PCR cuantitativa a tiempo real 

 El estudio de la expresión diferencial de los genes que codifican las enzimas 

implicadas en la ruta de biosíntesis del taxol, en suspensiones celulares de T. × media 

elicitadas con M-β-CD y MJ se realizó con ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real 

(Lightcycler® 480 Instrument, Roche). Para la reacción de PCR a tiempo real se utilizó 

el kit SYBR® Green PCR Mastermix (Roche). La mezcla de reacción final contenía: 2.5 

µL de SYBR® Green PCR Mastermix, 0.75 µM de cebador sentido, 0.75 µM de 

cebador antisentido, 0.5 µL de una dilución de ADNc 1:10. Las reacciones se 

prepararon en una placa de 384 pocillos MicroAmpTM (Applied Biosystems). Todas las 

muestras se analizaron por triplicado. Para ello, después de una activación inicial de la 

polimerasa a 95 °C durante 5 min, las muestras se sometieron a 45 ciclos de 

amplificación, cada uno comprendido por: desnaturalización (95 °C durante 10 min), 

hibridación (55 °C durante 10 min) y extensión (72 °C durante 10 min). La 

fluorescencia se midió al final del paso de hibridación de cada ciclo para controlar el 

progreso de la amplificación. La especificidad de los amplicones se comprobó a partir 

del análisis de las curvas de disociación después de los 45 ciclos de amplificación de la 

PCR. Los datos fueron analizados con el software LightCycler ® 480 versión 1.5.0 SP3 

(Roche). 

Las secuencias de los genes utilizados para el análisis por PCR cuantitativa a 

tiempo real se diseñaron utilizando el software Primer3 version 4.0 (Tabla 3) y la 

eficiencia de la amplificación de cada gen objeto de estudio fue determinada 

empíricamente a partir de diluciones seriadas del ADNc y siguiendo la metodología 

descrita en el manual de usuario de Qiagen. Sólo se utilizaron aquellos genes que 

presentaban una eficiencia superior a 0.8. 

En cuanto al gen de referencia, debido a que el genoma de Taxus no está 

secuenciado, la disponibilidad de genes endógenos referenciados es muy pobre, y por 

ello inicialmente se evaluaron dos genes que actuasen como control endógeno para las 

condiciones de nuestro experimento, la maturasa K (proteína implicada en la 

maduración del ARN de cloroplastos) y el ARNr 18S, ambos considerados 

constitutivos. Sin embargo, ambos genes mostraron una expresión variable en las 
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condiciones del experimento, por lo que se procedió a evaluar el fragmento de gen 

TBC41, cuya secuencia se obtuvo en experimentos realizados por el grupo de 

investigación de la Universidad de Barcelona mediante la técnica ADNc-AFLP, que 

permite hacer estudios de expresión génica sin conocimiento previo del genoma de la 

planta. Aunque no se sabe con exactitud a qué gen corresponde esta secuencia, éste 

tiene homología con una 3,5-epimerasa-4-reductasa (relacionada con el metabolismo de 

algunos componentes de la pared celular), y se determinó que este gen actuaba de forma 

satisfactoria como gen endógeno para las condiciones experimentales ensayadas.  

 

Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados para amplificar los genes mediante PCR cuantitativa a 
tiempo real. Tbc 41, control endógeno; txs, taxadieno sintasa; dbat, 10-deacetilbacatina III 
acetiltransferasa; bapt, bacatina III 13-O- fenilpropanoil transferasa; dbtnbt, debenzoiltaxol N-benzoil 
transferasa; t7βoh, taxano 7β-hidroxilasa; tbc595, factor de transcripción; abc, transportadores ABC 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gen Secuencia del cebador
Tamaño del 

amplicón (pb)

tbc 41 Sentido: 5’-CAA GAA GAA AGA GTC AGC AAA TGG-3’
Antisentido: 5’-GGA ACG ACA TGA CAT TAT GAA TAG C-3’

91

txs
Sentido: 5’-TTC GCA CGC ACG GAT ACG- 3’
Antisentido: 5’-TTC ACC ACG CTT CTC AAT TCG- 3’

114

dbat
Sentido: 5’- AGT TGG ATT TGG TGA TGC AA- 3’
Antisentido:5’- ATC CAT GTT GCA CGA GAC TT- 3’

92

bapt
Sentido: 5’- TAA GCA CTC TAC AAC AAC AAT GG- 3’
Antisentido: 5’- GCA TGA ACA TTA GTA TCT TGA TTC C- 3’

111

dbtnbt
Sentido: 5’- CGG GGG GTT TGT TGT GGG ATT A- 3’
Antisentido: 5’- TTA GCC TCT CCC CTC GCC ATC T- 3’

104

t7βoh
Sentido: 5’- GGT CCG CCC AAA TTG CCA GAA- 3’
Antisentido: 5’- CCC TGC AGA GCC CAA AAA ACC- 3’

110

tb595
Sentido: 5’- TGA GCT GCA TAT GTC CGT GTT GTA- 3’
Antisentido: 5’- TCG CAT GAT TTT GAG AGG AAG CTT- 3’

88

abc
Sentido: 5’- AGC CTA TAA ATC CCT AGT GCA A- 3’
Antisentido: 5’- GTT GCC TGC CAG TGT TAT TT- 3’

120
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I. Antecedentes y objetivos 

Las plantas responden al ataque de patógenos y/o factores externos a través de 

mecanismos de defensa inducibles y constitutivos. Las barreras estructurales o los 

depósitos de compuestos antimicrobianos estratégicamente posicionados, representan 

defensas constitutivas contra la colonización de los tejidos. Las respuestas de defensa 

inducidas incluyen la activación de genes relacionados con la defensa, que conducen al 

refuerzo de las paredes celulares vegetales y la acumulación de fitoalexinas y proteínas 

PR, como parte de un mecanismo promovido por la infección por patógenos o por el 

tratamiento con elicitores (Kim y Hwang, 2000;. Zamboni y cols., 2006, Almagro y 

cols., 2009). La participación del AJ y su derivado más activo, MJ, en la cascada de 

transducción de la señal, ha conducido a la utilización de estas moléculas como 

inductores de mecanismos de defensa en una gran variedad de sistemas vegetales. 

Numerosos autores han demostrado que los jasmonatos también provocan la 

acumulación de metabolitos secundarios en suspensiones celulares, por ejemplo, taxol 

en los cultivos celulares de Taxus sp (Yukimune y cols., 1996), ácido rosmarínico en 

cultivos Coleus blumei (Szabo y cols., 1999), ginsenósidos en cultivos celulares de P. 

ginseng (Yu y cols., 2002) y cultivos celulares de vid (Qu y cols., 2006). En los cultivos 

celulares de C. annuum, sólo un compuesto de naturaleza sesquiterpénica, el capsidiol 

que tiene actividad antifúngica y antimicrobiana (De Marino y cols., 2006), se sintetiza 

en respuesta a la presencia de celulasa y MJ (Ma, 2008). La adición de MJ también 

induce la producción de solavetivona en cultivos de raíces de Hyoscyamus muticus, la 

cual es un compuesto sesquiterpénico característico de la familia de las Solanáceas 

(Singh y cols., 1998). En vid, MJ también induce la acumulación de estilbenos 

(especialmente resveratrol y viniferinas) en hojas, bayas (Larronde y cols., 2003) y 

suspensiones celulares (Repka y cols., 2004; Lijavetzky y cols., 2008).  

Por otro lado, en tomate o tabaco, los jasmonatos también son capaces de inducir 

la expresión de genes que codifican para proteínas PR tales como quitinasas y β-1,3-

glucanasas (Enkerli y cols., 1993; Fukuda y Shinshi, 1994), que juegan un papel en el 

sistema de defensa de la planta (Kasprzewska, 2003). De hecho, algunos autores 

(Mauch y cols., 1988; Schröder y cols., 1992) han demostrado el efecto antifúngico de 

algunas quitinasas, especialmente en combinación con β-1,3-glucanasas. En C. annuum, 

la expresión de proteínas PR como quitinasa y β-1,3-glucanasa, se induce fuertemente 
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en hojas y tallos tras la infección con Xanthomonas campestris pv vesicatoria o 

Phytophthora capsici (Hwang y cols., 1997; Lee y Hwang, 1996). Además, Kim y 

Hwang (2000) describieron que el tratamiento combinado de MJ con SA o la infección 

de hojas de pimiento con X. campestris pv vesicatoria inducía fuertemente la expresión 

de una proteína básica PR-1. Jung y cols., (2004) aislaron un ADNc que codificaba para 

una proteína extracelular que contiene repeticiones ricas en leucina (LRR) en respuesta 

a esta infección. La infección de los tejidos de pimiento con P. capsici o Colletotricum 

gloeosporioides también indujo la expresión de tres genes que codificaban para una 

peroxidasa (Do y cols., 2003). Asimismo, Kim y cols., (2002) aislaron y caracterizaron 

un gen que codifica una proteína homóloga a la proteína tipo taumatina (TLP) durante la 

interacción de frutos de pimiento maduros con el hongo C. gloeosporioides. La 

expresión de esta TLP se estimulaba tanto por el tratamiento con AJ como por heridas 

durante la maduración del fruto.  

Con estos antecedentes y para el desarrollo de este capítulo se utilizaron los 

cultivos celulares de C. annuum y C. chinense elicitados con M-β-CD y MJ 

separadamente o en combinación con el fin de evaluar el efecto inductor de estos 

elicitores sobre la acumulación extracelular de metabolitos secundarios y proteínas 

relacionadas con la defensa y en el que se abordaron los objetivos siguientes: 

• Estudio de la producción de compuestos de naturaleza sesquiterpénica en 

suspensiones celulares de C. annuum. 

• Estudio del proteoma extracelular de cultivos celulares de C. annuum 

elicitados con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de metilo. 

• Estudio del proteoma extracelular de cultivos celulares de C. chinense 

elicitados con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de metilo. 
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II. Caracterización de la curva de crecimiento de Capsicum annuum 

La determinación de la curva de crecimiento se llevó a cabo en suspensiones 

celulares previamente estabilizadas a lo largo de los subcultivos, con el fin de 

determinar la duración de las distintas fases del crecimiento así como los parámetros 

cinéticos característicos. Para ello, se tomaron muestras periódicas desde el inicio de la 

suspensión celular hasta los 28 días de cultivo. 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Representación de la curva de crecimiento, de las variaciones del pH y de la conductividad 

durante el cultivo de suspensiones celulares de C. annuum. Los valores representados son las medias ± 

DE de tres réplicas independientes. 

Como se puede observar en la Figura 1, la curva de crecimiento de la suspensión 

celular fue típicamente sigmoidal, iniciada con una densidad celular del 22.2% (medida 

como VEC (%), que se corresponde con una densidad celular de 200 gPF/ L), se 

incrementó hasta el 72.8% (que se corresponde con 582 gPF/ L que a su vez equivale a 

29.1 gPS/ L) y luego se estabilizó al alcanzar a la fase estacionaria del crecimiento, 

distinguiéndose un periodo corto de latencia o fase “lag” desde el inicio de la curva 

hasta que comienza el crecimiento de forma exponencial (desde el día 0 al día 2); la fase 

“log” que comprende desde el comienzo de la fase de crecimiento exponencial hasta 

que se observa disminución del crecimiento (desde el día 2 al día 15) y la fase 

“estacionaria” que abarcó desde el día 15 hasta el final del cultivo (día 28). Este cese del 

crecimiento a partir del día 18 determinó la necesidad de subcultivo a ese tiempo. 

Por otra parte, la medida de la conductividad muestra una variación 

inversamente proporcional al crecimiento debido a que la conductividad del medio de 
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cultivo está directamente relacionada con la concentración de iones en el medio. Por lo 

tanto, se observa una disminución de los dos principales nutrientes aniónicos, los 

nitratos y fosfatos, que disminuyen en proporción a su consumo por las células. En 

cuanto al pH, éste va a estar condicionado por el metabolismo celular, que en el caso de 

las células cultivadas in vitro, dependerá principalmente, de la composición del medio 

de cultivo. En el caso de las suspensiones celulares de pimiento, el pH se ajustó 

inicialmente a 5.8. Como se observa en la Figura 1, el pH descendió en una unidad 

transcurridos 13 días de cultivo y a continuación, se incrementó bruscamente superando 

incluso el valor inicial, alcanzando hacia el final del cultivo un pH próximo a 7.5. Las 

células vegetales cultivadas in vitro tienden a utilizar aquella fuente de nitrógeno cuya 

incorporación les reporte un menor coste energético. Sin embargo, la incorporación de 

nitrógeno no sólo depende del coste energético, sino también de la relación de 

concentraciones de sales de amonio y de nitratos del medio de cultivo (Loulakakis y 

Roubelakis-Angelakis, 2001) e incluso de la disponibilidad, por parte de la célula, de 

moléculas capaces de reducir los nitratos y nitritos hasta amonio, lo cual, está 

directamente relacionado con el metabolismo de las células y sus fuentes de carbono. 

II.1. Cinética de crecimiento de las suspensiones celulares  

Para la determinación de los parámetros cinéticos, se han utilizado las ecuaciones 

descritas en el apartado II. de Material y Métodos. Dichos parámetros se muestran 

representados en la Figura 2.  

El volumen de empaquetamiento celular (VEC) indica el porcentaje de volumen 

celular en relación al volumen total de suspensión celular. La caracterización de la curva 

de crecimiento se realizó en base a los parámetros cinéticos “velocidad de crecimiento 

en la fase exponencial” (Vexp), “volumen de empaquetamiento celular máximo” o 

biomasa máxima generada (VECmáx) y “tiempo de agotamiento” (Ta), obtenidos a partir 

de los datos cinéticos de la curva de crecimiento. 

Los valores de estos parámetros cinéticos fueron VECmáx del 72.8%, Vexp 2.79 y 

Ta de 18 días (Figura 2).  
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Figura 2. Curva de crecimiento de suspensiones celulares de C. annuum utilizada para mostrar los 

parámetros cinéticos.  

III. Identificación y cuantificación de compuestos de naturaleza 

sesquiterpénica en cultivos celulares de C. annuum elicitados con 

ciclodextrinas y jasmonato de metilo 

 Tras la elicitación de suspensiones celulares de C.annuum con 50 mM de β-CD 

y 100 µM de MJ, separadamente o en combinación, se realizó la extracción de los 

compuestos sesquiterpénicos presentes en el medio extracelular mediante partición de 

fases con acetato de etilo.  

Para ello, en un primer momento, se realizó un análisis de los compuestos 

presentes en el medio extracelular mediante la utilización de un HPLC-DAD, con el fin 

de detectar la presencia en los medios de elicitación de compuestos característicos del 

género Capsicum mediante la utilización de patrones externos tales como capsicina y 

compuestos derivados de ésta y capsidiol, fitoalexina de naturaleza sesquiterpénica 

abundante en los frutos de pimiento. Sin embargo, los resultados obtenidos con esta 

técnica no arrojaron luz acerca de la presencia de estos compuestos de interés, por lo 

que se realizó un análisis mediante GC/MS del extracto metanólico obtenido tras la 

extracción. 

Tanto los cromatogramas obtenidos de los extractos control como los resultantes 

de las muestras elicitadas con M-β-CD y MJ, separadamente o en combinación, 

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 
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(<90%) que presentaban cuando se comparaban con los espectros de masas de la base 

de datos o bien, debido a que no se encontraban espectros de masas de compuestos 

similares en la base de datos utilizada.  

Entre los compuestos identificados destacó la presencia compuestos de 

naturaleza sesquiterpénica, como solavetivona y aromadendrano. La solavetivona es una 

fitoalexina característica de la familia de las Solanáceas que se acumula en los 

tubérculos en respuesta a infecciones fúngicas (Ribera y Zúñiga, 2012) mientras que el 

aromadendrano se caracteriza por ser un sesquiterpeno utilizado en el control de plagas, 

ya que actúa como un inhibidor de la hormona juvenil de insectos y como un elemento 

disuasorio además de presentar acción antifúngica (Moreira y cols., 2003). Estos dos 

compuestos se detectaron con un grado de fiabilidad superior al 90% cuando se 

realizaron los análisis comparativos del espectro de masas experimental y el obtenido en 

la base de datos.  

La Figura 3 muestra los resultados obtenidos del tratamiento de cultivos 

celulares de C. annuum control y los elicitados con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de 

MJ, individualmente o en combinación. Como se puede observar en dicha figura, la 

producción de estos compuestos resultó ser muy baja en los cultivos celulares control y 

en los tratamientos individuales de M-β-CD y MJ. Sin embargo, el tratamiento 

combinado de ambos elicitores provocó un aumento exponencial de la producción de 

ambos compuestos (2353 ± 80 µg/gPS y 1094 ± 67 µg/gPS de aromadendrano y 

solavetivona, respectivamente). Estos resultados indicaron que la acción conjunta de M-

β-CD y MJ provocó un efecto sinérgico sobre la producción de estos metabolitos ya que 

la suma de los niveles individuales obtenidos en presencia de M-β-CD (46.1 ± 8.5 

µg/gPS y 63.7 ± 11.78 µg/gPS de aromadendrano y solavetivona, respectivamente) o 

MJ (92.9 ± 15.15 µg/gPS y 53.3 ± 22.54 µg/gPS de aromadendrano y solavetivona, 

respectivamente) fue mucho menor que los niveles obtenidos con el tratamiento 

combinado. 

Se han realizado numerosos estudios donde se ha identificado solavetivona 

como el compuesto que se biosintetiza tras la inducción de suspensiones celulares de 

diferentes especies vegetales con factores bióticos y/o abióticos. Así, Uegaki y cols., 

(1981) identificaron la presencia de solavetivona en suspensiones celulares de patata en 

respuesta al hongo patógeno P. infestans. Brindle y cols., (1983) también detectaron la 
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presencia de solavetivona en hojas de Nicotiana sp después de la infección con el virus 

del mosaico del tabaco. Recientemente, Tugizimana y cols., (2012) han identificado 

cinco compuestos sesquiterpénicos entre ellos solavetivona y capsidiol, en respuesta a la 

elicitación de cultivos celulares de tabaco elicitados con ergosterol (principal esterol de 

las membranas fúngicas). El interés en la producción de solavetivona radica en sus 

propiedades farmacológicas, por su efecto antiinflamatorio, antifúngico, antimicrobiano 

y su actividad antitumoral (Jason Yoder, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 3. Productividad (µg/ gPS) de solavetivona y aromadendrano en cultivos celulares de C. annuum 
elicitados con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ tras 96 h de elicitación. Los valores representados son 
las medias ± DE de tres réplicas independientes. 

 

IV. Análisis del proteoma extracelular de cultivos celulares de C. 

annuum elicitados con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato de 

metilo 

Tras la elicitación de las suspensiones celulares de C. annuum se realizó la 

extracción de las proteínas presentes en el medio extracelular. A continuación, la 

determinación de las proteínas extracelulares totales se realizó mediante electroforesis 

desnaturalizante sobre geles de poliacrilamida teñidos con azul brillante de Coomassie.  

 

0

500

1000

1500

2000

2500

μ
g

/ 
g

P
S

Tratamientos

Aromadendrano
Solavetivona



Capítulo I   

104 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. A. Patrón de proteínas totales del medio extracelular de suspensiones celulares de C. annuum 
realizado mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes, teñido con Coomassie. La calle M se 
corresponde con el marcador de peso molecular, la calle C con el control, la calle MJ con la suspensión 
celular elicitada con jasmonato de metilo, la calle CD con la suspensión celular elicitada con metil-β-
ciclodextrinas y la calle CD+MJ al tratamiento combinado de la suspensión celular con metil-β-
ciclodextrinas y jasmonato de metilo. B. Patrón de proteínas totales del medio extracelular de 
suspensiones celulares C. annuum control (calle C) y elicitadas con jasmonato de metilo (calle MJ) 
realizado mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes, teñido con Coomassie. El asterisco 
representa a las bandas de proteínas inducidas por la presencia de MJ. 

  

Cuando se realizó el análisis comparativo de las bandas de proteínas 

extracelulares presentes en los cultivos celulares no tratados (control) y los cultivos 

celulares elicitados en presencia de 100 µM de MJ (MJ y M-β-CD+MJ), se observó que 

el patrón de proteínas era similar (Figura 4A), destacando la presencia de tres bandas de 

proteínas que se correspondían con pesos moleculares aparentes de 25.3, 40.6 y 69 kDa 

y que resultaron ser inducibles por el tratamiento de las suspensiones celulares con MJ 

(Figura 4B). Por esa razón, se realizó el análisis proteómico de las bandas de proteínas 

correspondientes al tratamiento control y MJ (Figura 4B). Además, las bandas de 

proteínas con pesos moleculares aparentes inferiores a 46 kDa constituyeron las 

proteínas mayoritarias presentes en el medio extracelular. Así, debido a la simplicidad 

de la huella peptídica obtenida, se realizó el análisis proteómico del medio extracelular 

de las suspensiones celulares de C. annuum mediante RP-nanoLC ESI MS/MS.  Para 

ello, se realizó la digestión con tripsina de las 7 bandas de proteínas extracelulares 

separadas mediante electroforesis (Figura 4) tanto de los cultivos control como de los 

elicitados con MJ y los diferentes fragmentos trípticos obtenidos se separaron por 

nanoLC ESI MS/ MS.  
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25.3 kDa*

29.5 kDa
31 kDa
33 kDa
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69 kDa *
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Como se observa en la Tabla 1, tras el análisis de los fragmentos trípticos de la 

banda de proteínas con peso molecular aparente de 25.3 kDa en los cultivos celulares 

tratados con MJ, se identificaron 17 fragmentos trípticos cuyas secuencias de 

aminoácidos presentaron homología con proteínas PR de Capsicum sp (PR-1 (nº acceso 

AAK30143) y PR-4 (nº acceso BAD11073)), proteína de unión a quitina (CACBP1, nº 

acceso AAF18934) de Capsicum, PrP27 de Nicotiana tabacum (nº acceso BAA81904), 

proteína tipo NtPRp27 de Solanum tuberosum (nº acceso AAO22065) así como una 

quitinasa de clase I (nº acceso AAR90844) y proteínas con repeticiones ricas en leucina 

(LRR, nº acceso AAN62015) de C. annuum. 

Los fragmentos trípticos obtenidos tras la digestión con tripsina de la banda de 

proteínas peso molecular aparente de 40.6 kDa inducida por MJ (Tabla 1), contenía 12 

secuencias de aminoácidos que mostraron homología con una peroxidasa de C. annuum 

denominada CAPO1 (nº acceso AAL35364) y una peroxidasa de Populus alba x P. 

tremula var. glandulosa, denominada PoPOD1 (nº acceso AAX53172). Finalmente, las 

secuencias de aminoácidos descritas en la Tabla 1 correspondiente a la banda de 

proteínas de peso molecular aparente de 69 kDa, mostraron homología con enzimas 

hidrolíticas tales como LEXYL 1 y 2 (nº acceso BAC98298 y BAC98299, 

respectivamente) y arabinosidasas (nº acceso AAL18931) de S. lycopersicum, y 

pectinesterasa (nº acceso ABN08348) de C. annuum, así como una proteína nectarina 

IV (nº acceso AAX81588) de N. langsdorffii × N. sanderae. 

Aparte de estas proteínas inducibles por MJ, se observó la presencia de otras 

proteínas PR en las bandas de proteínas de peso molecular aparente de 22.2, 29.5, 31 y 

33 kDa, tanto en el tratamiento control como en los cultivos celulares de C. annuum 

elicitados con MJ (Tabla 2). Los fragmentos trípticos identificados presentaron 

secuencias de aminoácidos que eran homólogas a quitinasas, β-1,3-glucanasas, TLP y 

peroxidasas, lo que sugiere que su expresión es principalmente constitutiva ya que están 

involucrados en las respuestas de crecimiento, desarrollo y defensa. De hecho, 

numerosos estudios han confirmado la expresión de estas proteínas PR en los medios 

extracelulares de los cultivos celulares no tratados de Zinnia elegans, Cycas revoluta y 

T. baccata (Novo Uzal y cols., 2009).  

En relación a las bandas de proteínas inducidas por jasmonatos, varios autores 

(Lee y cols., 2001; Kim y Hwang, 2000; Park y cols., 2001) han descrito la presencia de 
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proteínas PR-1 y PR-4 y las proteínas de unión a quitina en tejidos de pimiento tratados 

con etefón, SA, MJ y patógenos. De hecho, Park y cols., (2001) demostraron que la 

expresión de los genes que codifican para la proteína PR básica PR4b estaba mediada 

por el AJ, mientras que PR-1 se indujo fuertemente cuando las hojas de pimiento se 

trataron con una combinación de SA y MJ. Estos resultados concuerdan con la 

presencia de secuencias de aminoácidos en las células de pimiento tratadas con MJ ya 

que mostraron homología con una proteína básica PR-1 de pimiento (CABPR1, nº 

acceso AAK30143; Kim y Hwang, 2000). Estas secuencias de aminoácidos de 

Capsicum sp que son idénticas a CABPR1 de tabaco y tomate (destacadas en negrita, 

Tabla 1), representan regiones peptídicas altamente conservadas en proteínas PR-1. De 

manera similar, dos secuencias de aminoácidos, TGAQTIVR y QIDTDGVGNQR, 

(fragmentos trípticos en cursiva, Tabla 1) mostraron homología con una proteína de 

unión a quitina (CACBP1, nº acceso AAF18934) aislada de la librería de ADNc de 

hojas de pimiento infectadas con X. campestris pv vesicatoria (Lee y cols., 2001). Estas 

secuencias de aminoácidos forman parte de la secuencia consenso, siendo idénticas en 

todas las proteínas comparadas de la familia de las Solanáceas (pimiento, tomate, tabaco 

y patata). 

 



 

 
 

Tabla 1. Identificación de proteínas en base a los fragmentos trípticos obtenidos a partir del proteoma extracelular de cultivos celulares de C. annuum 

elicitados con 100 µM de MJ usando nanoLC-ESI MS/MS y búsqueda de por homología de secuencia.  

Bandas
inducidas por

MJ

Fragmento tríptico Nº Acceso Proteína Masa nominal Scoresa

25.3 kDa LAAFAQNYANQR
MQHSGGPYGENLAAAFPQLNAAGAVK

AAK30143
CABPR-1 

Capsicum annuum 20.481 148

AWRSKYGWTAFCGPVGPR BAD11073
PR4b

Capsicum chinense
22.508 230

TGAQTIVR, QIDTDGVGNQR AAF18934
CACBP1 precursor
Capsicum annuum 22.956 145

WDQGYDVTAR, FLDYCNSLR
NGFVAQLNKK

BAA81904
NtPRp27

Nicotiana tabacum
27.418 144

YIQGYSGDVR, NGFVAELNKK,
TVDQLWSDYK

AAO22065
Proteína tipo NtPRp27

Solanum tuberosum 25.172 242

NDNACQGKNNFYSYNAFITAAK,  
SFPGFGTTGDTAVR,

EQGSPGDYCSPSGQWPCAPGRK, 
GPIQISYNYNYGPCGR

AAR90844
Quitinasa clase I

Capsicum annuum 13.175 468

LSGTIPSSLGNLK
LSGEIPISVLK AAN62015

Proteína LRR
Capsicum annuum 21.557 114

40.6 kDa VGFYSSTCPR,AESIVQSTVR, 
GYEVIDDAK, DSVLVTK, GLTWSVPTGR, 

ASDTSDLPGFTESVDSQK, 
VALDTGSVNNFDTSYFSNLR, GILESDQK, 

LWTDDSTK, FGVEFGR

AAL35364
Peroxidasa CAPO1
Capsicum anuum

36.507 533

GLLHSDQELFNGGSQDALVR, 
MGNISPLTGTNGEIR AAX53172

Peroxidasa PoPOD1
Populus alba x Populus tremula var. 

Glandulosa
33.934 246



 

 
 

 
Glandulosa

69 kDa HYTAYDVDNWK, AISNNFATLMR
LGFFDGNPK, IYGNLGPK, QGIVLLK

BAC98298
LEXYL1

Solanum lycopersicum
84.081 280

AMYNVGQAGLTYWSPNVNIYR, 
YGVAYVK, YNFNAK

VTQQDLDDTFNPPFK, AVTNNFATLMR, 
LGFFDGNPK

NQLYGNLGPK, QGIVLLK, NTAGSLPLSPK

BAC98299
LEXYL2

Solanum lycopersicum 69.724 518

AFVSEYAVTGNDAGK AAL18931
Arabinosidasa ARA-1
Solanum lycopersicum 74.698 76

SVVDGWTTFR ABN08348
Pectinesterasa

Capsicum annuum 60.079 63

VASVAPFGACFDSR AAX81588
Nectarina IV

Nicotiana langsdorffii x Nicotiana
sanderae

47.746 69

 

a Mascot scores 
Las secuencias consenso de peroxidasas están subrayadas.  
Los péptidos con regiones altamente conservadas correspondientes a proteínas PR están marcadas en negrita. 
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La mayoría de las quitinasas y β-1,3-glucanasas que se identificaron, 

correspondían a las bandas de proteínas de peso molecular aparente de 29.5 y 31 kDa 

(Tabla 2) y sólo se identificó una quitinasa de clase I en la banda de proteínas de peso 

molecular aparente de 25.3 kDa que resultó ser inducida por MJ (Tabla 1). Las 

quitinasas y β-1,3-glucanasas son las principales proteínas extracelulares que se 

encuentran en estos cultivos celulares. De hecho, la mayoría de los fragmentos trípticos 

mostraron homología con quitinasas de S. dulcamara, Bambusa oldhamii y N. tabacum, 

endoquitinasas de S. lycopersicum, Gossypium hirsutum, C. annuum y N. tabacum y β-

1,3-glucanasas de N. tabacum.  

Numerosos estudios han demostrado que estas proteínas PR se expresan 

constitutivamente a bajos niveles en las plantas, pero son fuertemente inducidas cuando 

las plantas responden a la infección (Wu y Bradford, 2003). Shinya y cols., (2007) 

identificaron un nuevo gen de la quitinasa de clase IV (NtChiIV) en N. tabacum la cual 

se indujo transitoriamente por la presencia de un β-1,3-1,6-glucano de Alternaria 

alternata. Una comparación de la secuencia de aminoácidos deducida de NtChiIV 

mostró un 64% de identidad con las quitinasas de clase IV de A. thaliana, 59% de 

identidad con Oryza sativa y 67% de identidad con V. vinifera. Por lo tanto, es bastante 

probable que los dos péptidos identificados en los cultivos celulares de pimiento 

(SIGFDGLNDPDIVAR y DAVISFK, Tabla 2), que coinciden con la secuencia de 

aminoácidos deducida de NtChiIV (Shinya y cols, 2007) representen un fragmento 

altamente conservado de estas quitinasas de clase IV. Del mismo modo, se identificaron 

fragmentos trípticos cuya secuencia de aminoácidos mostraron homología con una β-1, 

3-glucanasa de N. tabacum (Tabla 2). Linthorst y cols., (1990) demostraron que los 

genes que codifican β-1, 3-glucanasas, tanto ácidas como básicas, y que se expresan 

constitutivamente en plantas de tabaco sanas, su expresión se incrementó fuertemente 

después de la infección con el virus del mosaico del tabaco o tras el tratamiento con SA. 

Una de las secuencias de aminoácidos que se encuentran en los cultivos celulares de 

pimiento (HFGLFSPNK) fue localizada 31 residuos de aminoácidos aguas arriba del 

extremo C-terminal, mientras que los otros dos (GSNIEVMLGLPNSDVK y 

DFWPDVK) fueron localizados 46 y 80 residuos de aminoácidos, respectivamente, 

aguas abajo del péptido señal, lo que indica que se trata de una proteína de secreción 

típica de la pared celular (Chivasa y cols., 2002), lo cual es coherente con su 

localización en los medios extracelulares de C. annuum.  



 

 
 

Tabla 2. Identificación de proteínas constitutivas en base a los fragmentos trípticos obtenidos a partir del proteoma extracelular de cultivos celulares de C. 

annuum usando nanoLC-ESI MS/MS y búsqueda por homología de secuencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bandas
proteínas

constitutivas
Fragmento tríptico Nº acceso Proteína Masa nominal Scoresa

22.2 kDa NNCPYTVWAASTPVGGGR, 
GQTWTINAPPGTAMAR, TNCNFDGSGR, 

CHAIQCTANINGECPGSLR,
VPGGCNNPCTTFGGQQYCCTQGPCGPTELSK,

CPDAYSYPQDDATSTFTCPSGSTNYR

AAK97184
Proteína tipo taumatina

Capsicum annuum 27.254 500

29.5 kDa GFGTTGDTTAR, GPIQISHNYNYGPCGR, 
SAIWFWMTPQSPK, IGFYKR

AAP32201
Quitinasa 29 kDa

Solanum dulcamara 29.454 257

EGNQMGSGFYGR
QPGYGVITNIINGGIECGK

Q05540
Endoquitinasa ácida 27 kDa

(precursor)
Solanum lycopersicum

27.023 141

GFYTYDAFIAAAR, 
VPGYGVITNIINGGLECGK

IGFYKR

Q39799
Endoquitinasa 1 (precursor)

Gossypium hirsutum 35.613 240

EQGSPGDYCSPSGQWPCAPGRK
GPIQISYNYNYGPCGR, WQPSSADR

RYCGILGVSPGDNLDCGNQR

AAY90154
Endoquitinasa

Capsicum annuum 19.591 410



 

 
 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Mascot scores 
Las secuencias consenso de peroxidasas están subrayadas.  

31 kDa
GPIQLSYNYNYGPAGK, IGFYQR AAR18735

Quitinasa; BoCHI1
Bambusa oldhamii

36.195 102

SIGFDGLNDPDIVAR, DAVISFK BAF44533
Quitinasa clase IV
Nicotiana tabacum

30.797 126

EQGSPGDYCTPSGQWPCAPGR
GPIQISHNYNYGPCGR

WQPSSADR

P24091
Endoquitinasa B (precursor)

Nicotiana tabacum
35.668 156

GSNIEVMLGLPNSDVK
DFWPDVK

HFGLFSPNK

CAA37669
beta-1,3-glucanasa
Nicotiana tabacum

40.452 163

VGFYSSTCPR, AESIVQSTVR, 
SHFQSDPTVAPGLLR,

GYEVIDDAK,GLTWSVPTGR, 
ASDTSDLPGFTESVDSQK, LWTDDST, 

FGVEFGR, GILESDQK

CAH17986
Peroxidasa CAPOA1

Capsicum annuum
32.309 495

GFEVIAQAK, LGGQTYTVALGR, 
EMVALAGAHTVGFAR

CAI48071
Peroxidasa aniónica
Capsicum chinense 31.471 128

33 kDa IGASLIR, MGNISPLTGTDGEIR CAA66037
Peroxidasa PXP3-4
Populus trichocarpa 37.081 138

MGASLLR, GFEVIDNIK, 
DSVVILGGPNWNVK, FDNNYFK

BAA82306
Peroxidasa

Nicotiana tabacum
34.805 262

IGASILR, ISPLTGTNGEIR BAD97435
Peroxidasa POX11

Pisum sativum
34.771 160
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Asimismo, también encontramos dos secuencias de aminoácidos en la banda 

proteica de peso molecular aparente de 25.3 kDa que mostraron homología con 

proteínas que presentaban dominios LRR altamente conservados en los cultivos 

celulares de C. annuum. LRR es un dominio de unión a proteínas con una repetición de 

24-26 residuos de aminoácidos, que proporciona un marco estructural para ciertas 

interacciones moleculares específicas. De hecho, las proteínas LRR participan en una 

serie de vías de transducción de señales y juegan un papel importante en la mediación 

de interacciones proteína-proteína. Jung y cols., (2004) aislaron una proteína 

extracelular que contenía dominios LRR, llamada CALRR1, a partir de hojas de 

pimiento infectadas con X. campestris pv vesicatoria. Además, el ARNm de CALRR1 

estaba localizado en los tejidos del floema de diferentes órganos del pimiento durante la 

infección, lo que sugiere que esta proteína puede jugar un papel clave en la protección 

de las células del floema contra el estrés biótico. 

Por otro lado, los fragmentos trípticos que mostraron homología con las 

peroxidasas CAPO1 y PoPOD1 fueron los únicos inducidos por MJ (banda de proteína 

de peso molecular aparente de 40.6 kDa, Tabla 1). Do y cols., (2003) clonaron los genes 

de CAPO1 en hojas de pimiento infectadas por una cepa no virulenta de X. campestris 

pv vesicatoria. La secuencia de aminoácidos deducida de CAPO1, en comparación con 

otras peroxidasas vegetales, fue 89% idéntica a una peroxidasa de tomate relacionada 

con la defensa (nº acceso T07008; Gadea y cols., 1996), 73% homóloga a la peroxidasa 

catiónica de cacahuete (nº acceso P22196; Buffard y cols., 1990), 49% idéntica a la 

peroxidasa relacionada con la lignificación de A. thaliana (nº acceso 11513747; 

Ostergaard y cols., 2000) y 43% homóloga a la peroxidasa de alfalfa inducida por 

patógenos (nº acceso JC4781). Do y cols., (2003) también describieron cambios no sólo 

en la expresión de genes de CAPO1 durante la respuesta hipersensible a X. campestris 

en hojas de C. annuum, sino también durante el proceso de infección de los tejidos de 

pimiento por P. capsici o C. gloeosporioides, lo que sugiere un papel de estas enzimas 

en respuesta a la infección por hongos oomicetos y bacterias en C. annuum. Además, se 

encontraron otros fragmentos trípticos en las bandas de proteínas constitutivas de peso 

molecular aparente de 31 y 33 kDa (Tabla 2) que se han correlacionado con otras 

peroxidasas de especies herbáceas y leñosas. Estas secuencias de aminoácidos contienen 

regiones que están altamente conservadas (Tabla 2) como GEIR en peroxidasas de 

Populus y Pisum sativum, VAL en una peroxidasa aniónica de C. chinense y GGP, que 
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constituye una región altamente conservada en la peroxidasa de N. tabacum. De manera 

similar, otras secuencias conservadas, tales como VIDNIK, se encontraron en las 

peroxidasas de N. tabacum y A. thaliana (Tognolli y cols., 2002). 

Las peroxidasas están involucradas en una amplia gama de procesos fisiológicos 

debido al alto número de isoformas que presentan y a la versatilidad de las reacciones 

en las que participan (Passardi y cols., 2004b). Entre esos procesos fisiológicos destacan 

la generación de una barrera física para limitar la invasión de patógenos mediante la 

entrecruzamiento de los componentes de la pared celular en respuesta a diferentes 

estímulos, tales como heridas e interacciones con patógenos (Almagro y cols., 2009). 

En este sentido, Bae y cols., (2006) aislaron el gen de la peroxidasa PoPOD1 de 

suspensiones celulares de álamo y analizaron su expresión en respuesta a diferentes 

estreses. PoPOD1 codificaba una proteína de 316 aminoácidos con un péptido señal N-

terminal de 23 residuos, sin extensión C-terminal, lo que sugiere que era una proteína de 

secreción típica de la pared celular. Del mismo modo, su expresión estaba regulada en 

respuesta al estrés ambiental y reguladores del crecimiento como el AJ y ácido 

giberélico. Sin embargo, la expresión de genes se incrementaba significativamente por 

la presencia del elicitor bacteriano laminarina, lo que sugiere un papel fundamental en la 

defensa contra la invasión de patógenos, posiblemente a través de su participación en la 

rigidificación de la pared celular. 

Finalmente, la banda de proteínas inducida por la presencia de MJ, con peso 

molecular aparente de 69 kDa, contenía fragmentos trípticos cuyas secuencias de 

aminoácidos mostraron homología con dos proteínas β-D-xilosidasas de tomate 

(designados como LEXYL 1 y 2, (Tabla 1)), que eran en un 74% similares entre sí. 

LEXYL1 de S. lycopersicum mostró un 65% de homología con una β-D-xilosidasa de 

Arabidopsis (Itai y cols., 2003). También se detectó un fragmento tríptico con una 

secuencia de aminoácidos homóloga a una proteína α-D-arabinofuranosidasa de tomate. 

Estas enzimas normalmente degradan los componentes hemicelulósicos, xilanos y 

arabinoxilanos de la pared celular. Por otro lado, la identificación de una pectinesterasa 

en los medios extracelulares de C. annuum podría estar relacionado con el 

reblandecimiento de la pared celular durante el crecimiento celular y/o el proceso de 

elicitación. Por lo tanto, la presencia de estas enzimas hidrolíticas en el proteoma 

extracelular de C. annuum sugiere su participación en la modificación de la arquitectura 

de la pared celular durante el crecimiento del cultivo celular bajo elicitación con MJ. 
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Además, se encontró un fragmento tríptico que coincidía con las secuencias de 

aminoácidos de Nectarina IV, un potente inhibidor de endoglucanasas secretado en el 

néctar de plantas de tabaco ornamentales (N. langsdorffii x N. sanderae var LxS8). Esta 

secuencia de aminoácidos también estaba presente en un precursor de un inhibidor de 

proteínas, concretamente de endoglucanasas fúngicas específicas de xiloglucano en 

tomate y sus homólogas en patata. La función principal de esta Nectarina IV estaba 

relacionada con la defensa o en respuesta a estrés ya que inhibió eficazmente a las 

endoglucanasas específicas de xiloglucano, aunque no se observó actividad inhibidora 

contra xilanasas (Saqlan Naqvi y cols., 2005). 

V. Análisis del proteoma extracelular de cultivos celulares de C. 

chinense elicitados con jasmonato de metilo 

Del mismo modo, se llevó a cabo el análisis del proteoma extracelular de 

suspensiones celulares de C. chinense elicitadas con 100 µM MJ con el fin de evaluar el 

efecto del MJ como inductor de proteínas PR. Para ello, la determinación de las 

proteínas extracelulares totales se realizó mediante electroforesis desnaturalizante sobre 

geles de poliacrilamida teñidos con azul brillante de Coomassie. La Figura 5 muestra el 

patrón de proteínas extracelulares totales obtenido a partir de suspensiones celulares de 

C. chinense elicitadas con MJ (calle MJ), en el cual destaca la presencia de dos bandas 

de proteínas específicas, de peso molecular aparente de 24 y 90 kDa, cuya expresión fue 

inducida por la presencia de MJ. Las secuencias de aminoácidos de los fragmentos 

trípticos obtenidos tras la microsecuenciación de la banda de proteínas con peso 

molecular aparente de 24 kDa (Tabla 3) mostraron homología con una proteína tipo 

NtPRp27 de S. tuberosum (NtPRp27, nº acceso AAO22065) y tres proteínas PR de C. 

annuum (quitinasa de clase I, LRR y proteína tipo germina (GLP) con nº acceso 

AAR90844, AAN62015 y AAR28997, respectivamente). Por otro lado, los fragmentos 

trípticos obtenidos tras la digestión de la banda de proteína inducida por MJ (con un 

peso molecular aparente de 90 kDa) (Tabla 3) contenía secuencias de aminoácidos que 

mostraron homología con una pectinesterasa de C. annuum (nº acceso ABN08348). 

Estos resultados mostraron que la aplicación exógena de MJ promovió la acumulación 

de proteínas extracelulares PR en suspensiones celulares de C. chinense, sugiriendo un 

papel para MJ en la mediación de la expresión de genes relacionados con la defensa en 

pimiento. 
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La inducción de quitinasas de clase I, proteínas de tipo LRR y pectinesterasas 

tras el tratamiento con MJ, ha sido descrita extensamente por varios autores (Wu y 

Bradford, 2003; Jung y cols., 2004; Yamagami y cols., 2009). Sin embargo, NtPRp27 y 

GLP nunca han sido descritas en suspensiones celulares de C. chinense elicitadas con 

MJ. Las secuencia de aminoácidos de los fragmentos trípticos relacionados con 

NtPRp27 mostraron homología con proteínas NtPRp27 de N. tabacum y S. tuberosum, 

las cuales respondieron claramente a la infección por hongos o virus, heridas mecánicas, 

SA, etileno y MJ, lo cual es coherente con muchas proteínas PR cuyos transcritos se 

acumulan en respuesta a estas moléculas señal (Okushima y cols., 2000; Zhen Dong y 

cols., 2003; Elvira y cols., 2008). En cuanto a las proteínas GLP, constituyen un grupo 

grande y heterogéneo de proteínas cuyas secuencias de aminoácidos presentaron entre 

25-100% de homología y diferentes patrones de expresión (Godfrey y cols., 2007; Park 

y cols., 2004). Park y cols., (2004) describieron una proteína GLP en C. annuum 

(CaGLP1), la cual estaba implicada en la respuesta de defensa frente a una amplia gama 

de microbios patógenos, incluyendo virus y bacterias. Además, cuando las plantas 

fueron tratadas con SA o etileno, mostraron una acumulación rápida de transcritos de 

CaGLP. En contraste con nuestros resultados, la expresión de CaGLP1 no se vió 

afectada por el tratamiento con MJ (Hurkman y Tanaka, 1996). Por lo tanto, los 

diferentes efectos observados sobre la expresión de GLP, como resultado de la 

aplicación exógena de moléculas señal como etileno, SA y MJ sugieren que las 

proteínas GLP pueden desempeñar diversas funciones protegiendo a las plantas frente a 

los ataques de patógenos y diferentes estreses. 

Aparte de estas proteínas inducibles por MJ, se observó la presencia de otras 

proteínas de tipo PR, en las bandas de proteínas de peso molecular aparente de 20 y 33 

kDa, tanto en los cultivos celulares control (calle M, Figura 4) como en los cultivos 

elicitados con MJ (calle MJ, Figura 4), cuyos fragmentos trípticos presentaron 

secuencias de aminoácidos homólogas a endoquitinasas y peroxidasas, lo que sugiere 

que su expresión es principalmente constitutiva (Tabla 3). De hecho, estas proteínas PR 

se expresan constitutivamente en cultivos celulares no tratados como V. vinifera 

(Belchí-Navarro y cols., 2013a) y S. lycopersicum (Briceño y cols., 2012). 
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Figura 4. Patrón de proteínas totales del medio extracelular de suspensiones celulares C. chinense 
realizado mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes, teñido con Coomassie. La calle M se 
corresponde con el marcador de peso molecular, la calle C con el control y la calle MJ con la suspensión 
celular elicitada con jasmonato de metilo. El asterisco muestra las bandas de proteínas inducidas por la 
presencia de MJ. 

 

Los resultados obtenidos muestran que la aplicación exógena de MJ induce un 

conjunto de proteínas PR tanto en suspensiones celulares de C annuum como de C. 

chinense, lo que sugiere un papel fundamental de MJ como mediador de la expresión de 

productos génicos relacionados con la defensa en pimiento.

M C MJ
kDa
113

92

52

35

28

21 20 kDa

24 kDa *

33 kDa

90 kDa *



 

 
 

Tabla 3. Identificación de proteínas en base a los fragmentos trípticos obtenidos a partir del proteoma extracelular de cultivos celulares de C. chinense usando 

nanoLC-ESI MS/MS y búsqueda por homología de secuencia. El asterisco representa  las bandas de proteínas inducidas por la presencia de MJ. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Bandas proteínas Fragmento tríptico Nº acceso Proteína Masa nominal Score

20 kDa GPIQISYNYNYGPCGR
YCGILGVSPGDNLDCGNQR

AAY90154
Endoquitinasa

Capsicum annuum
19.591 219

24 kDa* YIQGYSGDVR AAO22065
Proteína tipo NtPRp27

Solanum tuberosum 25.172 62

NNFYSYNAFITAAK
SFPGFGTTGDTAVR

GPIQISYNYNYGPCGR
AAR90844

Quitinasa clase I
Capsicum annuum 13.175 291

LAGTVPLANK
LSGEIPISVLK AAN62015

Proteína LRR
Capsicum annuum

21.557 114

GEVFAFPR
GLVHFQQN

NGDVPAAVVA
AAR28997

Proteína tipo germina
Capsicum annuum

23.295 144

33 kDa
GFEVIAQAK

LGGQTYTVALGR
EMVALAGAHTVGFAR

CAI48071
Peroxidasa aniónica
Capsicum chinense 31.471 114

90 kDa *
IDAFQDTLYTHTLR

TYLGRPWK ABN08348
Pectinesterasa

Capsicum annuum
60.079 133
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I. Antecedentes y objetivos 

La zanahoria (Daucus carota L.) es una planta angiosperma originaria del centro 

asiático y del mediterráneo perteneciente a la familia de las Umbelíferas (Apiaceae) que 

ha sido empleada durante décadas como especie modelo en investigaciones 

biotecnológicas, siendo una de las especies pioneras usadas para desarrollar sistemas de 

cultivo de tejidos. Además, se han realizado numerosas investigaciones en zanahoria 

dirigidas al estudio de la regulación y función de genes y el metabolismo de plantas. La 

investigación aplicada, incluye el desarrollo de plantas resistentes a estreses tanto 

bióticos como abióticos y a modificaciones de las rutas biosintéticas. Además, las 

zanahorias constituyen un importante reservorio de compuestos bioactivos utilizados 

con fines medicinales, ya que se pueden desarrollar productos con fines farmaceúticos y 

para fitorremediación (Baranski, 2008).  

Los fitosteroles o esteroles vegetales son un componente esencial de las 

membranas de todos los organismos eucariotas, y son responsables de su permeabilidad 

y fluidez (Piironen y cols., 2000; Posé y cols., 2009). En las plantas, se han identificado 

más de 200 tipos diferentes de fitosteroles siendo los más abundantes β-sitosterol, 

campesterol y estigmasterol, que constituyen el 95-98% de los esteroles de plantas 

(Lagarda y cols., 2006) y están presentes en todas las frutas y hortalizas por lo que se 

incluyen regularmente en la dieta humana. En general, los aceites vegetales se 

consideran una de las fuentes naturales más ricas de esteroles, seguidos por los cereales, 

productos a base de cereales y frutos secos (Piironen y cols., 2000). Durante los últimos 

15 años, los fitosteroles han recibido mucha atención debido a sus propiedades para 

reducir el colesterol y proteger contra las enfermedades cardiovasculares (Moreau y 

cols., 2002; García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 2011). Aparte de este efecto reductor 

del colesterol, los fitosteroles presentan otras importantes propiedades farmacológicas, 

tales como actividades anti-inflamatorias y antioxidantes (Delgado-Zamarreño y cols., 

2009) y además, ejercen efectos antitumorales contra algunos tipos de cáncer (Woyengo 

y cols., 2009). Los efectos beneficiosos de los fitosteroles en la salud humana han 

conducido a un aumento en el consumo de alimentos enriquecidos en esteroles vegetales 

que contienen estos compuestos bioactivos. Este hecho ha aumentado su demanda y ha 

conducido al desarrollo de estrategias para aumentar su producción a partir de otras  

fuentes naturales, ya que por ejemplo, las frutas y verduras contienen típicamente menos 
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de 0.05% en PF de fitosteroles, y nueces y aceites vegetales pueden contener más de 1% 

de fitosteroles (García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 2011).  

Hoy en día, la metodología clásica de extracción de fitosteroles procedentes de 

materia prima vegetal, más empleada para fines comerciales, es la destilación por 

desodorización de aceites vegetales (Llamos y cols., 2008). Además, la gran cantidad de 

material necesario para extraer una cantidad significativa de los fitosteroles procedentes 

de fuentes naturales hace que el coste de estos productos y su impacto sobre el medio 

ambiente sean muy elevados. Con el objetivo de superar las limitaciones de los métodos 

clásicos de extracción de la materia prima vegetal, hemos desarrollado un método de 

producción y liberación de fitosteroles basado en el crecimiento de las células vegetales 

in vitro, a través de la adición al medio de crecimiento de β-CD y, opcionalmente, 

jasmonato de metilo (MJ). La ventaja más importante de estos cultivos celulares frente a 

plantas enteras es la facilidad de aislamiento del producto y purificación, especialmente 

cuando el producto es secretado en el medio (Cai y cols., 2012). En este sentido, el uso 

de compuestos que retiren los metabolitos in situ incrementa la productividad del 

sistema, un factor clave para la producción biotecnológica. 

Por otro lado, los cultivos de células son capaces de responder a estreses bióticos 

y abióticos activando una gran variedad de mecanismos de defensa entre los que se 

incluyen la inducción de metabolitos secundarios y la expresión de proteínas PR que 

pueden ser acumulados en el espacio extracelular (Briceño y cols., 2012; Belchí-

Navarro y cols., 2013a). La función de este espacio extracelular es crucial para la vida 

de la célula ya que se considera un compartimento dinámico que desempeña un papel 

fundamental no sólo en la determinación de los procesos relacionados con el 

crecimiento celular, el transporte, la osmorregulación, la adhesión celular y el 

intercambio gaseoso (Sakurai, 1998) sino también en la interacción con los factores 

ambientales incluyendo los necesarios para la nutrición y la defensa. De esta manera, la 

identificación de proteínas expresadas diferencialmente en el espacio extracelular puede 

ayudarnos a comprender el papel desempeñado por este compartimento celular en 

defensa.  

Con estos antecedentes y para el desarrollo de este capítulo se utilizó el cultivo 

celular de D. carota elicitado como un sistema para el estudio de las respuestas de 

defensa, por lo que los objetivos generales que se plantean son los siguientes: 
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• la caracterización de la producción de fitosteroles en suspensiones celulares de 

D. carota. 

• el estudio de la implicación del Ca+2, eventos de fosforilación y desfosforilación 

de proteínas, NO y H2O2 en la ruta de señalización que dirige la producción de 

fitosteroles en suspensiones celulares elicitadas con M-β-CD. 

• el estudio del proteoma extracelular de suspensiones celulares de zanahoria en 

condiciones control y elicitadas con M-β-CD y MJ, separadamente o en 

combinación.  
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II. Caracterización de la curva de crecimiento de Daucus carota 

La determinación de la curva de crecimiento se llevó a cabo en suspensiones 

celulares previamente estabilizadas a lo largo de los subcultivos, con el fin de 

determinar la duración de las distintas fases del crecimiento así como los parámetros 

cinéticos característicos. Para ello, se tomaron muestras periódicas desde el inicio de la 

suspensión celular hasta los 16 días de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 1. Representación de la curva de crecimiento, de las variaciones del pH y de la conductividad 
durante el tiempo del cultivo celular de D. carota. Los valores representados son las medias ± DE de tres 
réplicas independientes. 

Como se puede observar en la Figura 1, la curva de crecimiento de la suspensión 

celular fue típicamente sigmoidal, con una densidad celular inicial del 25% (medida 

como VEC (%), que se corresponde con una densidad celular de 200 gPF/ L), la cual 

incrementó hasta el 76.5% (que se corresponde con 612 gPF/ L que a su vez equivale a 

28.5 gPS/ L) y luego se estabilizó al llegar a la fase estacionaria del crecimiento. Así, se 

distingue un periodo corto de latencia o fase “lag” desde el inicio de la curva hasta que 

comienza el crecimiento de forma exponencial (desde el día 0 al día 2); la fase “log” 

que comprende desde el comienzo de la fase de crecimiento exponencial hasta que se 

observa el cese del crecimiento (desde el día 2 al día 10) y la fase “estacionaria” que 

abarcó desde el día 10 hasta el final del cultivo (día 16). Este cese del crecimiento a 

partir del día 10 determinó la necesidad de subcultivo cada 10 días. 
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Como se ha mencionado en el capítulo anterior, la conductividad muestra una 

variación inversamente proporcional al crecimiento debido a que la conductividad del 

medio extracelular está directamente relacionada con la concentración de iones en el 

medio, la cual va disminuyendo conforme las células van consumiendo iones del medio. 

En cuanto al pH, que está condicionado por el metabolismo celular y por la 

composición del medio de cultivo, en el caso de las suspensiones celulares de zanahoria, 

se ajustó inicialmente a 6.0. Durante los primeros cuatro días de cultivo, este valor 

disminuyó en 1 unidad y a continuación, se incrementó hasta alcanzar el valor inicial y 

permaneció constante hasta el final del cultivo. Este descenso inicial del pH se debe al 

consumo de las sales de amonio mientras que el aumento sería el resultado de la 

asimilación de los nitratos ya que el consumo de las fuentes nitrogenadas es el factor 

más importante que modifica el pH del medio extracelular a lo largo de la curva de 

crecimiento (McDonald y Jackman, 1989). 

II.2.1. Cinética de crecimiento de las suspensiones celulares  

Para la determinación de los parámetros cinéticos sobre los que se ha basado la 

caracterización de la curva de crecimiento de D. carota, se han utilizado las ecuaciones 

descritas en el apartado II. de Material y Métodos. Dichos parámetros se muestran 

representados en la Figura 2.  

Los valores de estos parámetros cinéticos fueron VECmáx del 76.5%, Vexp 5.87 y 

Ta de 10 días (Figura 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Curva de crecimiento de suspensiones celulares de D. carota utilizada para mostrar los 
parámetros cinéticos.  

 

Vexp 
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II.2.2. Identificación y cuantificación de fitosteroles en cultivos 

celulares de D. carota elicitados con ciclodextrinas 

 Tras la elicitación de suspensiones celulares de D. carota con 50 mM de β-CD 

se realizó la extracción de los fitosteroles presentes en el medio extracelular mediante 

partición de fases con acetato de etilo y el extracto metanólico obtenido fue analizado 

mediante GC/MS. De todos los compuestos presentes en el medio extracelular se 

identificaron y cuantificaron el campesterol (tiempo de retención (Tr): 27.58 min), 

estigmasterol (Tr: 27.87 min) β-sitosterol (Tr: 28.41 min) y fucosterol (Tr: 28.55 min) 

(Figura 3). 

 



 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Cromatograma GC/MS del extracto metanólico de suspensiones celulares de D. carota control (▬) y elicitado (▬) con 50 mM de β-CD (a). Detalle del 
cromatograma ampliado (b). 
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III. Caracterización de la producción extracelular de fitosteroles en 

suspensiones celulares de D. carota 

III.1. Estudio temporal y comparativo del efecto de la adición de distintos tipos de 

ciclodextrinas sobre la producción de fitosteroles en suspensiones celulares de D. 

carota 

Es bien conocido que las β-CD no sólo son capaces de formar complejos de 

inclusión con compuestos hidrofóbicos aumentando su solubilidad en soluciones 

acuosas sino que además, actúan como verdaderos elicitores promoviendo la biosíntesis 

de metabolitos secundarios en diferentes cultivos de células vegetales (Morales y cols., 

1998; Bru y cols., 2006; Almagro y cols., 2011a, 2012; Briceño y cols., 2012).  

El análisis de la producción de fitosteroles a lo largo del tiempo se realizó 

tomando muestras periódicamente hasta 168 h. La figura 4 muestra los resultados 

obtenidos del tratamiento de cultivos celulares de D. carota elicitados con 50 mM de β-

CD, tanto las metiladas al azar (M-β-CD) como las hidroxipropiladas (HP-β-CD), ya 

que Bru y cols., (2006) demostraron que esta concentración es suficientemente elevada 

para no ser un factor limitante en la producción de metabolitos. Los resultados indicaron 

que la acumulación extracelular de fitosteroles se incrementó linealmente hasta 144 h, 

en los cultivos celulares tratados con M-β-CD (151.16 ± 4.32 mg/ L) mientras que en 

los elicitados con HP-β-CD, los niveles de producción obtenidos fueron del orden de 2.7 

veces inferior (55.11 ± 9.58 mg/ L) al cabo de 144 h. Además, esta acumulación 

extracelular de fitosteroles no se observó en los cultivos control (datos no mostrados). 

En cuanto a los niveles de producción de cada fitosterol individualmente 

(expresado como % del total de esteroles producidos) (Figura 5A y 5B) se puede ver 

que conforme aumenta el tiempo de elicitación, el compuesto encontrado en mayor 

proporción en los cultivos celulares de D. carota elicitados con β-CD varía, siendo 

mayoritariamente acumulado el estigmasterol a las 24 h (51% y 40% con M-β-CD y 

HP-β-CD, respectivamente), y a medida que aumenta el tiempo de elicitación, su 

proporción va disminuyendo progresivamente a favor del β-sitosterol, siendo éste 

acumulado en mayor proporción a las 168 h (49% y 44% con M-β-CD y HP-β-CD, 

respectivamente) frente a un 19% de acumulación de estigmasterol con ambos tipos de 

β-CD. Sin embargo, la proporción de campesterol y fucosterol permanece constante a lo 
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largo del tratamiento (22% y 10%, respectivamente) tanto en los cultivos celulares 

elicitados con M-β-CD como en los tratados con HP-β-CD. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Variación de la acumulación extracelular de fitosteroles a lo largo del tiempo en cultivos 
celulares de D. carota elicitados con 50 mM de M-β-CD (■) y HP-β-CD (■). Las barras corresponden a 
mg/ L y las líneas a mg/ gPS. Los valores representados son las medias ± DE de tres réplicas 
independientes. 

 

Numerosos estudios han demostrado la capacidad de las β-CD para extraer los 

lípidos que constituyen las membranas de células animales, aumentando su fluidez y 

permeabilidad (Zidovetzki y Levitan, 2007). Así, Piel y cols., (2007) han descrito las 

propiedades de unión a lípidos de los diferentes tipos de β-CD, analizando su capacidad 

para formar complejos solubles con el colesterol en los liposomas. En relación con su 

capacidad para extraer y solubilizar compuestos hidrófobos en comparación con las β-

CD no sustituidas, las β-CD hidroxipropiladas son menos hidrófobas que las metiladas, 

por lo que las M-β-CD tienen una mayor capacidad para solubilizar colesterol en 

soluciones acuosas. Por lo tanto, las diferencias observadas en su capacidad para 

complejar los fitosteroles (Figura 4) podrían ser debidas a sus propiedades 

fisicoquímicas. 
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Figura 5. Proporción de fitosteroles, expresada como porcentaje del total de esteroles acumulados en el 
medio extracelular, en cultivos celulares de D. carota elicitados con M-β-CD (A) y HP-β-CD (B).  

 

III.2. Efecto de la edad celular sobre la producción de fitosteroles en cultivos 

celulares de D. carota 

La división celular es un proceso que está estrechamente relacionado con la 

biosíntesis de moléculas esenciales como los fitosteroles, que contribuyen/ participan en 

la formación de nuevas membranas. Estudios llevados a cabo en semillas de lino en 

desarrollo, han demostrado que el contenido de fitosteroles disminuye a medida que 

aumenta el grado de maduración de éstas (Herchi y cols., 2009). Por ello, una vez 

establecidos el tiempo y el tipo de β-CD en los que se produce la mayor acumulación 

extracelular de fitosteroles, se procedió a determinar cuál era la edad celular (en base a 

la curva de crecimiento (Figura 1)) más apropiada para la producción de estos 

compuestos en los cultivos celulares de zanahoria. Para llevar a cabo estos 

experimentos, se utilizaron cultivos celulares de 4, 6, 10 y 14 días de edad que se 

correspondían con cada una de las fases de la curva de crecimiento y se elicitaron con 

50 mM de M-β-CD. Como se puede observar en la Figura 6, la edad celular a la cual se 

produjo la mayor acumulación extracelular de fitosteroles fue 10 días (118.28 ± 11.15 

mg/ L), momento en el cual las células comienzan a entrar en fase estacionaria 

observándose a continuación, una disminución en la acumulación extracelular de 

fitosteroles. Esta disminución en los niveles de fitosteroles podría explicarse debido a su 

conversión en otros compuestos lipídicos tal y como ocurre en el desarrollo de las 

semillas de lino (Herchi y cols., 2009). Sin embargo, no se observaron diferencias 

significativas en los niveles de producción obtenidos cuando los cultivos celulares 

fueron elicitados a los 4, 6 o 14 días de edad celular (Figura 6). 
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Figura 6. Efecto de la edad celular sobre la acumulación extracelular de fitosteroles en cultivos celulares 
de D. carota elicitados con 50 mM de M-β-CD durante 144 h. Los valores representados son las medias ± 
DE de tres réplicas independientes. Las barras corresponden a mg/ L y las líneas a mg/ gPS. 

 

III.3. Efecto de la densidad celular y de diferentes concentraciones de M-β-CD 

sobre la producción de fitosteroles en cultivos celulares de D. carota 

Estudios realizados en células de plantas y mamíferos han demostrado que las 

M-β-CD actúan con eficacias diferentes en diferentes tipos de membrana y que 

requieren diferentes concentraciones y tiempos de incubación para la eliminación de los 

esteroles, sin destruir la bicapa lipídica de las membranas plasmáticas (Zidovetzki y 

Levitan, 2007; Roche y cols., 2008). En este sentido, la cantidad de M-β-CD adicionada 

al medio de cultivo podría modificar el proceso de secreción y acumulación de 

fitosteroles en las suspensiones celulares de zanahoria y por otro lado, la densidad 

celular en el cultivo podría ser un parámetro clave en la producción de algunos 

compuestos usando la elicitación. Así, debido a los buenos resultados obtenidos en los 

ensayos anteriores con M-β-CD, se decidió estudiar el efecto que tendría sobre la 

producción de fitosteroles, la adición de distintas concentraciones de M-β-CD a 

diferentes densidades celulares. Para ello, suspensiones celulares de zanahoria de 10 

días con tres densidades celulares diferentes (100, 200 y 340 gPF/ L) se incubaron en 

presencia de distintas concentraciones de M-β-CD (10, 30, 50 y 70 mM) durante 144 h.  
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En la Figura 7 se observan los valores de producción de fitosteroles (mg/L y mg/ 

gPS) de suspensiones celulares de zanahoria tratadas con diferentes concentraciones de 

M-β-CD a diferentes densidades celulares. Como puede observarse, los niveles de 

acumulación extracelular de fitosteroles se incrementan conforme aumentan, tanto la 

densidad celular como la concentración de M-β-CD siendo este incremento del orden de 

1.5 veces mayor en los tratamientos realizados a intermedia (200 gPF/ L) y alta 

densidad (340 gPF/ L) con respecto a baja densidad celular (100 gPF/ L), a cualquiera 

de las concentraciones de M-β-CD ensayadas, aunque las diferencias en los niveles de 

producción de fitosteroles a densidad celular intermedia y alta, no son 

significativamente diferentes usando 30 y 50 mM de M-β-CD. Sin embargo, si tenemos 

en cuenta la productividad (mg/ gPS), la máxima acumulación extracelular de 

fitosteroles se alcanzó utilizando 50 mM de M-β-CD a densidad celular intermedia (200 

gPF/ L). 

Por todo ello, y a la vista de los resultados obtenidos, se estableció la 

concentración óptima de M-β-CD en 50 mM ya que era lo suficientemente elevada 

como para no limitar la producción y acumulación extracelular de fitosteroles en el 

medio de cultivo y una densidad celular intermedia (200 gPF/ L), lo cual podría hacer 

viable el proceso de escalado y paso a biorreactores convencionales posibilitando su 

producción industrial.  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, pudimos establecer las condiciones 
óptimas para la producción de fitosteroles en cultivo celulares de zanahoria (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Condiciones óptimas establecidas para la obtención de fitosteroles en cultivos celulares de 
zanahoria elicitados. 
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Figura 7. Efecto de la densidad celular (g/ L) sobre la acumulación extracelular de fitosteroles en cultivos 
celulares de D. carota elicitados con diferentes concentraciones de M-β-CD durante 144 h. Los valores 
representados son las medias ± DE de tres réplicas independientes.  

 

III.4. Caracterización de la producción intracelular de fitosteroles en cultivos 

celulares de D. carota elicitados con M-β-CD 

En la Figura 8 se muestra el contenido total de fitosteroles (intra- y extracelular) 

a lo largo del tiempo en cultivos celulares de D. carota control y elicitados con 50 mM 

M-β-CD. Como se observa en los cultivos control, la acumulación intracelular de 

fitosteroles se incrementó con el tiempo, alcanzando la máxima producción a las 168 h 

(70.08 ± 8. 93 mg/ L) no detectándose la presencia de estos compuestos en el medio 

extracelular. Sin embargo, cuando los cultivos celulares se elicitaron con M-β-CD, los 

niveles de producción intracelular de fitosteroles fueron considerablemente inferiores a 

los detectados en las células control, elevándose su concentración en el medio 

extracelular a lo largo de todo el cultivo, observándose la mayor acumulación de éstos 

en el medio de cultivo elicitado a las 144 h (95.69 ± 10.48 mg/ L). Además, existe una 
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diferencia notable entre el contenido intra- y extracelular de fitosteroles ya que el 

contenido intracelular representa aproximadamente el 10% del contenido total de 

fitosteroles en los tratamientos realizados en presencia de M-β-CD, acumulándose la 

mayor parte de estos compuestos en el medio extracelular (~ 75 %).  

Estos resultados ponen de manifiesto la capacidad de las M-β-CD para formar 

complejos de inclusión con moléculas hidrofóbicas como los fitosteroles, aumentando 

no sólo su solubilidad en soluciones acuosas sino también permitiendo su acumulación 

extracelular y facilitando su extracción desde el medio de cultivo. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Contenido total de fitosteroles (intra- (■) y extracelular (■)) a lo largo del tiempo en cultivos 
celulares de D. carota elicitados con 50 mM M-β-CD. Los valores representados son las medias ± DE de 
tres réplicas independientes. Las barras corresponden a mg/ L y las líneas a mg/ gPS. 

 

III.5. Efecto de la adición de jasmonato de metilo en presencia de M-β-CD sobre la 

producción de fitosteroles en cultivos celulares de D. carota 

Existen numerosos estudios que demuestran que el MJ está implicado en la 

señalización local y sistémica del estrés biótico y abiótico (Turner y cols., 2002) así 

como en la regulación de procesos fisiológicos y expresión de genes. Asimismo, se sabe 

que la adición exógena de jasmonatos desencadena respuestas de defensa, entre las que 

se incluyen la biosíntesis de metabolitos en las plantas (Farmer y cols., 1992). Además, 

está bien establecido que el uso combinado de diferentes elicitores puede mejorar la 
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producción de metabolitos en multitud de cultivos celulares (Zhao y cols., 2000). Por 

tanto, una manera de incrementar la producción fitosteroles podría ser la adición de un 

segundo elicitor.  

El estudio temporal de la producción de fitosteroles en cultivos celulares de D. 

carota elicitados con 50 mM de M-β-CD, solas o en combinación con 100 µM de MJ, 

se realizó tomando muestras periódicamente hasta 168 h. Inicialmente, se optó por una 

concentración de 100 µM de MJ ya que es considerada como la dosis óptima para 

inducir metabolitos en diferentes especies vegetales (Gundlach y cols., 1992; Ketchum 

y cols., 1999; Sánchez-Sampedro y cols., 2006) y además, resultados previos obtenidos 

por nuestro grupo de investigación indicaron que el tratamiento combinado de 50 mM 

de M-β-CD y 100 µM de MJ produjo un efecto sinérgico sobre la producción de 

metabolitos en suspensiones celulares de V. vinifera (Belchí-Navarro y cols., 2012), C. 

roseus (Almagro y cols., 2011a) y S. lycopersicum (Briceño y cols., 2012). 

La figura 9 muestra los resultados obtenidos del tratamiento de cultivos celulares 

de D. carota elicitados con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ, solos o en 

combinación. Los resultados indicaron que la acumulación extracelular de fitosteroles 

se incrementó gradualmente hasta 120 h, tanto en los cultivos celulares tratados sólo 

con M-β-CD (64.85 ± 6.19 mg/ L; 5.41 ± 0.08 mg/ gPS) como en los combinados con 

M-β-CD y MJ (37.97± 7.93 mg/ L; 4.37 ± 1.08 mg/ gPS) y posteriormente, esta 

producción alcanzó un valor máximo que se mantuvo constante durante el resto del 

experimento. Sin embargo, con el tratamiento combinado no se consiguió incrementar 

la producción de fitosteroles, siendo del orden de 1.5 veces inferior en comparación con 

el tratamiento de M-β-CD solas. Además, en los experimentos realizados sólo en 

presencia de MJ, no se detectó producción de fitosteroles durante el periodo de tiempo 

analizado (datos no mostrados). Sin embargo, se observó un incremento en la 

producción de metabolitos relacionados con la defensa tales como eugenol, isoeugenol y 

6-metoximeleina (cumarina característica del género Daucus) tanto en los cultivos 

celulares tratados sólo con MJ como en los tratamientos combinados con M-β-CD 

(datos no mostrados).  
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Figura 9. Variación de la acumulación extracelular de fitosteroles a lo largo del tiempo en cultivos 
celulares de D. carota  elicitados con 50 mM de M-β-CD solas (■) o en combinación con 100 µM de MJ 
(■). Los valores representados son las medias ± DE de tres réplicas independientes. Las barras 
corresponden a mg/ L y las líneas a mg/ gPS. 

 

Esta disminución de la producción de fitosteroles en presencia de MJ podría 

estar relacionada con la reducción en la tasa de crecimiento (Tc, medida como gPF/ día) 

y/o de la división celular. Como se observa en la Figura 10, tanto los cultivos celulares 

elicitados sólo con M-β-CD como el tratamiento combinado de M-β-CD y MJ, 

presentan un aumento en la tasa de crecimiento, siendo este incremento del orden de 2 

veces inferior en el tratamiento combinado de M-β-CD y MJ (15.8 gPF/ día) con 

respecto al tratamiento sólo con M-β-CD (32.5 gPF/ día).  

Debido a la disminución de la producción de fitosteroles observada en los 

cultivos celulares de zanahoria elicitados en presencia de 100 µM de MJ, se procedió a 

evaluar el efecto de diferentes concentraciones de MJ (0, 50, 100, 150 y 200 µM), en 

combinación con 50 mM de M-β-CD, con el fin de comprobar si existía alguna 

concentración de MJ, capaz de incrementar la producción de fitosteroles por encima del 

valor obtenido en el tratamiento con M-β-CD (Figura 9). Los resultados indicaron que 

ninguna de las concentraciones de MJ ensayadas fue capaz de incrementar los niveles 

de producción (Figura 11) por encima del valor obtenido en el tratamiento con M-β-CD 

solas (104.66 ± 10.48 mg/ L), observándose además, una ligera disminución en la 

producción de fitosteroles conforme aumenta la concentración de MJ. 
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Figura 10. A. Efecto de la adición de 50 mM de M-β-CD solas (♦) o en combinación con 100 µM MJ (■) 
sobre el crecimiento de suspensiones celulares de D. carota. Los valores representados son las medias ± 
DE de tres réplicas independientes. B. Viabilidad celular de los cultivos de zanahoria elicitados en 
presencia de 100 µM de MJ ensayada con DAF (células verdes, vivas) e IP (células rojas, muertas). 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Efecto de la adición de diferentes concentraciones de MJ (0, 50, 100, 150 y 200 µM) sobre la 
producción de fitosteroles en cultivos celulares de D. carota elicitados en presencia de 50 mM de M-β-
CD (0 µM de MJ) durante 144 h. Los valores representados son las medias ± DE de tres réplicas 
independientes. Las barras corresponden a mg/ L y las líneas a mg/ gPS. 
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Los resultados mostraron que el crecimiento celular en presencia de M-β-CD fue 

similar al tratamiento conjunto de ambos elicitores (Figura 10A) pero la presencia de 

MJ provocó una disminución de la biomasa celular que no estaba asociada a una lisis 

celular (Figura 10B). Este efecto del MJ sobre el crecimiento celular podría ser debido a 

la desviación del flujo metabólico (distribución de carbono), que favorece la activación 

del metabolismo secundario sobre el metabolismo primario (Larronde y cols., 2003; 

Sivakumar y Paek, 2005). Además, este efecto del MJ sobre el crecimiento celular 

también ha sido descrito por Pauwels y cols., (2008) en cultivos celulares de 

Arabidopsis, donde la aplicación exógena de MJ (100 µM) reprimió la progresión del 

ciclo celular. En este sentido, la acción del MJ sobre los cultivos celulares de zanahoria 

provocaría el cese de la renovación celular y con ello, el de la síntesis de nuevas 

membranas en las cuales, los fitosteroles son fundamentales, no afectando a la 

viabilidad celular. En efecto, Bonfill y cols., (2011) mostraron que el contenido en 

centellósidos en cultivos celulares de Centella asiatica aumentó debido al tratamiento 

con 100 µM de MJ mientras que el contenido en fitosteroles disminuyó, lo que sugiere 

que el MJ activa la ruta biosintética de los centellósidos en detrimento de la de los 

fitosteroles, que están más relacionados con el crecimiento celular. Efectivamente, MJ, 

no sólo induce la producción de compuestos relacionados con la defensa, sino también 

modifica el patrón de crecimiento celular en diferentes cultivos de células vegetales 

(Krisa y cols., 1999; Almagro y cols., 2011a). Además, Tassoni y cols., (2005) 

observaron una reducción del crecimiento celular en los cultivos celulares de V. vinifera 

cv Barbera tratados con MJ. Kiselev y cols., (2007) también detectaron una inhibición 

del crecimiento celular en callos de V. amurensis tratados con diferentes elicitores. 

III.6. Efecto de la luz UV-A y UV-C sobre la producción de fitosteroles en 

suspensiones celulares de D. carota elicitadas con M-β-CD y MJ 

La radiación o luz ultravioleta (UV) es una parte minoritaria del espectro solar 

(comprende aproximadamente el 8-9% de la radicación solar), pero representa un factor 

ecológico importante que influye sobre los organismos y los ecosistemas (Day y Neale, 

2002), y está relacionada con la aparición de diversos cambios adaptativos en los 

organismos a lo largo del desarrollo de la vida sobre la Tierra (Cockell y Knowland, 

1999). La radiación UV se divide fundamentalmente en tres rangos de longitud de onda: 

UV-C (200-280 nm) que es extremadamente perjudicial para los organismos, pero es 

absorbida completamente por el ozono y el oxígeno, por lo que no resulta relevante bajo 
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las condiciones de radiación solar naturales; UV-B (280-320 nm) que representa sólo el 

1.5 % del espectro de radiación UV y puede producir gran variedad de daños en las 

plantas y otros organismos; UV-A (320-400 nm) que representa aproximadamente el 

6.3 % de la radiación UV que llega a la Tierra y es la parte menos peligrosa de la 

radiación UV (Hollósy, 2002). Por lo tanto, una fracción de la radiación UV-B y la 

totalidad de la radiación UV-A llegan a la superficie terrestre, donde provocan diversos 

efectos biológicos. Además, la efectividad de las respuestas biológicas a la radiación 

UV aumenta con el descenso de la longitud de onda, por lo que dichas respuestas están 

dominadas por la luz UV-B (Björn, 1999). En este sentido, los organismos pueden 

contrarrestar los efectos nocivos de la radiación UV-B mediante el desarrollo de 

medidas de protección y reparación, como la producción de compuestos absorbentes de 

la radiación UV tales como flavonoides, fenilpropanoides, etc., mecanismos 

antioxidantes y fotoprotectores, y procesos de reparación de proteínas y ADN (Jansen, 

2002). 

Por ello, la luz UV ha sido considerada un elicitor físico que induce la biosíntesis de 

numerosos metabolitos en cultivos celulares de V. vinifera, C. roseus (Almagro y cols., 

2011b). Así, Ramani y Jayabaskaran (2008) observaron un aumento en la producción de 

catarantina y vindolina en cultivos celulares de C. roseus, ya que sus niveles 

aumentaron 3 y 12 veces, respectivamente cuando las células se irradiaron con luz UV-

B durante 5 min. Keskin y Kunter (2010) también observaron que al irradiar un callo de 

V. vinifera durante 15 min con luz UV-C se producía un aumento significativo de los 

niveles de trans-resveratrol.  

La Figura 12 muestra el efecto de diferentes tiempos de exposición a la luz UV-C 

sobre la producción de fitosteroles en cultivos celulares de D. carota elicitados en 

presencia de 50 mM de M-β-CD solas o en combinación con 100 µM de MJ. De manera 

similar a los resultados descritos anteriormente, la producción de fitosteroles fue mayor 

cuando los cultivos celulares se elicitaron sólo en presencia de M-β-CD (120.38 ± 8.89 

mg/ L) Asimismo, cuando los cultivos celulares se expusieron a la luz UV-C durante 

tiempos cortos (15 y 30 min), el nivel de producción de fitosteroles obtenido fue similar 

al de las células no expuestas elicitadas sólo con M-β-CD, observándose un descenso 

brusco de la producción del orden de 2.5 veces inferior en relación al tratamiento con 

M-β-CD (células no expuestas) cuando el tiempo de exposición a la luz UV-C fue 

mayor (60 min). Sin embargo, cuando las células se elicitaron conjuntamente con M-β-
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CD y MJ y se expusieron durante diferentes tiempos a la luz UV-C, se observó un ligero 

incremento en el contenido total de fitosteroles, aunque no se apreciaron diferencias 

significativas durante los tiempos de exposición ensayados. Estos resultados indicaron 

que la producción de fitosteroles se mantiene estable durante el tiempo de exposición a 

la luz UV-C a través de la presencia conjunta de los tres elicitores (M-β-CD, MJ y luz 

UV-C) aunque el nivel de producción obtenido fue del orden de 2 veces inferior al 

obtenido en el tratamiento combinado de M-β-CD y UV-C.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Efecto del tiempo de exposición (0, 15, 30 y 60 min) de luz UV-C (250 nm, 10 µW/ cm2) 
sobre la producción de fitosteroles en cultivos celulares de D. carota elicitados con 50 mM de M-β-CD 
solas o en combinación con 100 µM de MJ durante 144 h. Los valores representados son las medias ± DE 
de tres réplicas independientes. 

 

Por otro lado, la Figura 13 muestra el efecto de diferentes tiempos de exposición a la 

luz UV-A (15, 30 y 60 min) sobre la producción de fitosteroles en cultivos celulares de 

D. carota elicitados con 50 mM de M-β-CD solas o en combinación con 100 µM de MJ. 

Como se observa, la producción de fitosteroles fue mayor cuando los cultivos celulares 

se elicitaron sólo en presencia de M-β-CD (120.38 ± 8.89 mg/ L), no detectándose la 

presencia de estos compuestos en las células tratadas con o sin MJ y expuestas a luz 

UV-A a los diferentes tiempos ensayados (15, 30 y 60 min) (datos no mostrados). 

Además, cuando los cultivos celulares de zanahoria se elicitaron con M-β-CD, solas o 

en combinación con MJ y se expusieron a la luz UV-A durante tiempos cortos, el 

contenido de fitosteroles fue disminuyendo ligeramente conforme aumentaba el tiempo 

de exposición, no existiendo diferencias significativas con respecto a las células no 
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tiempos de exposición prolongados, se observó un descenso brusco en la producción, 
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siendo éste del orden de 3.6 veces inferior, al cabo de 60 min de exposición a la luz UV-

A (33.36 ± 15.09 mg/ L) en comparación a las células no expuestas (120.38 ± 8.89 mg/ 

L). Los resultados indicaron que la adición de un tercer elicitor (UV-A) a las células de 

zanahoria estimuladas con M-β-CD, solas o en combinación con MJ provocó una 

respuesta bifásica del cultivo en la producción de fitosteroles, alcanzando un valor 

similar al obtenido por las células no irradiadas cuando se expusieron 30 min bajo la luz 

UV-A (120.38 ± 8.89 mg/ L y 77.45 ±13.76 mg/ L, respectivamente).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Efecto del tiempo de exposición (0, 15, 30 y 60 min) de luz UV-A (360 nm, 10 µW/ cm2) 
sobre la producción de fitosteroles en cultivos celulares de D. carota elicitados con 50 mM de M-β-CD 
solas o en combinación con 100 µM de MJ  durante 144 h. Los valores representados son las medias ± 
DE de tres réplicas independientes. 
 
 

Son muy pocos los estudios en los que se muestran los efectos de la luz UV 

sobre la producción de metabolitos en cultivos celulares de zanahoria y la mayoría de 

las investigaciones realizadas están dirigidas al aumento del contenido de antocianinas 

en cultivos celulares de D. carota, como mecanismo de defensa para proteger a las 

células de los efectos adversos de la luz UV (Gläβgen y cols., 1998). Schnitzler y cols., 

(1992) demostraron que el tratamiento simultáneo con luz UV y elicitores de origen 

fúngico en cultivos celulares de D. carota, provocó un incremento en la biosíntesis del 

compuesto fenólico, ácido 4-hidroxibenzoico, así como una inducción de las enzimas de 

la ruta fenilpropanoide. Sin embargo, en presencia del elicitor fúngico, los cultivos 

celulares eran incapaces de inducir la biosíntesis de antocianinas. En este sentido, 

además de la acumulación de fitosteroles, tras la exposición a la luz UV-A de los 

cultivos celulares de zanahoria tratados conjuntamente con M-β-CD y MJ se detectó la 
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cumarina 6-metoximeleína, así como compuestos derivados de la ruta fenilpropanoide. 

De hecho, tanto en los cultivos celulares tratados sólo con M-β-CD como en los 

tratamientos combinados con MJ, se identificaron compuestos fenólicos como eugenol e 

isoeugenol, mientras que el contenido de estos fenoles disminuyó cuando las células 

tratadas con M-β-CD se expusieron a la luz UV-A (datos no mostrados). Por el 

contrario, la exposición de las células elicitadas con M-β-CD y MJ y expuestas durante 

tiempos cortos (15 min) a la luz UV-A incrementó los niveles de estos compuestos que 

volvieron a disminuir cuando tiempo de exposición a la luz UV-A fue prolongado (60 

min) (datos no mostrados). 

IV. Ruta de señalización dirigida por los elicitores en la producción de 

fitosteroles en suspensiones celulares de D. carota 

Los estudios sobre las vías de transducción de la señal desencadenados por la 

presencia de elicitores han revelado las similitudes existentes entre las moléculas usadas 

por plantas y animales para percibir y transmitir las señales asociadas a organismos 

invasores, que ponen de manifiesto la conservación en los dos reinos, de un sistema de 

señalización relacionado con la defensa (Nürnberger y cols., 2004). De este modo, tras 

la percepción del elicitor por parte de proteínas receptoras de membrana, tienen lugar 

diferentes eventos de señalización tempranos como el flujo de iones a través de la 

membrana plasmática (Ca2+, H+, K+, Cl-), eventos de fosforilación/desfosforilación de 

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

movilización o a la generación directa o indirecta de diversas moléculas señal como 

[Ca2+]cit, NO y ROS. Estos componentes de las vías de transducción de la señal 

conducen a las respuestas de defensa inducidas por elicitores, tales como la activación 

de genes de defensa.  

IV.1. Implicación del calcio en la producción de fitosteroles desencadenada por 

ciclodextrinas metiladas al azar 

Durante el proceso de elicitación se desencadenan eventos de señalización que 

conducen a la inducción de genes relacionados con la producción de metabolitos 

secundarios. Por esta razón, se estudió el mecanismo molecular implicado en el proceso 

de elicitación de suspensiones celulares de zanahoria, en el cual se incluyen los eventos 
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tempranos de la ruta de señalización y su relación con eventos tardíos, en particular con 

la biosíntesis y acumulación de fitosteroles. 

La implicación del Ca2+ en la vía de señalización desencadenada por M-β-CD y 

el origen del mismo se estudió mediante el uso de compuestos que regulan la entrada de 

Ca2+ así como la utilización de medios de cultivo que no contenían Ca2+. Para averiguar 

si el origen del Ca2+es extracelular, las suspensiones celulares de zanahoria se elicitaron 

en medios de cultivo carentes de Ca2+ o se trataron con compuestos que inhibían la 

entrada de Ca2+ desde el medio de cultivo específicamente, un quelante de Ca2+, EGTA 

y un bloqueante de Ca2+, concretamente LaCl3 que es un inhibidor competitivo de los 

canales de Ca2+ de la membrana plasmática. Para averiguar si el origen del Ca2+ es 

intracelular, las suspensiones celulares se trataron con compuestos que inhiben la 

liberación del Ca2+ desde los compartimentos intracelulares, concretamente RR y Neo 

que inhiben los canales de Ca2+ dependientes de rianodina y de IP3, respectivamente.  

Para realizar el estudio de la implicación del Ca2+ en la producción de 

fitosteroles en cultivos celulares de zanahoria elicitados con 50 mM de M-β-CD, en 

primer lugar se procedió a evaluar el efecto que tendría la ausencia de Ca2+ en el medio 

de cultivo. Para ello, se utilizaron medios de cultivo carentes de Ca2+ y medios de 

cultivo completos a los que se añadieron dos concentraciones de EGTA (5 y 10 mM 

mM) ( Figura 13). Los resultados se analizaron tras 24 h de elicitación en presencia de 

M-β-CD, tiempo mínimo a partir del cual se detectó la presencia de fitosteroles en el 

medio extracelular (Figura 4).  

Los resultados mostraron que existía una fuerte dependencia del Ca2+ 

extracelular, ya que la producción de fitosteroles en cultivos celulares elicitados con M-

β-CD, se redujo a la mitad en los medios carentes de Ca2+ en relación al medio 

completo (4.77 ± 0.73 y 9.81 ± 0.85 mg/ L, respectivamente). Además, cuando se utilizó 

EGTA a una concentración de 5 mM no se observaron diferencias en la producción de 

fitosteroles (13.3 ± 2.97 mg/ L) con respecto al tratamiento control que contenía M-β-

CD en los medios con Ca2+. Este resultado puede ser debido a que la concentración de 

Ca2+ que queda libre en el medio de cultivo tras la adición de 5 mM de EGTA (52 µM), 

es lo suficientemente elevada como para que se desencadene la señal que induce la 

producción de fitosteroles. Sin embargo, tras la adición de 10 mM de EGTA se produjo 

una disminución drástica de la producción de fitosteroles cuando las suspensiones 
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celulares se elicitaron con M-β-CD (3.12 ± 0.5 mg/L) estando incluso por debajo del 

valor obtenido en medios de cultivo carentes de Ca2+ (4.77 ± 0.73 mg/ L). Esta 

concentración de EGTA (10 mM) deja libre en el medio de cultivo una concentración de 

Ca2+ de 16 µM, lo que sugiere que esta mínima concentración de Ca2+ podría dirigir la 

escasa producción de fitosteroles observada. Estos resultados ponen de manifiesto la 

existencia de una dependencia parcial del Ca2+ extracelular sobre la producción de 

fitosteroles ya que se observa un fuerte descenso de dicha producción cuando en el 

medio de cultivo no hay Ca2+ (o se encuentra en cantidades menores a 16 µM). Además, 

en los tratamientos control (sin M-β-CD) que contenían los medios completos y 

distintas concentraciones de EGTA (5 y 10 mM) no se observó producción alguna de 

fitosteroles (datos no mostrados).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 14. Efecto de la carencia de Ca2+ (-Ca2+) y de la adición de distintas concentraciones de EGTA (5 
y 10 mM) sobre la producción de fitosteroles en suspensiones celulares de D. carota elicitadas con 50 
mM de M-β-CD durante 24 h. Los valores representados son las medias ± DE de tres réplicas 
independientes. 

 

Para seguir analizando si la producción de fitosteroles depende de los flujos de 

Ca2+ extracelular y/o intracelular, se realizó la elicitación de suspensiones celulares de 

zanahoria con M-β-CD durante 24 h, en medios de cultivo completos y medios carentes 

de Ca2+ a los que se añadieron un además del quelante de Ca2+, EGTA (10 mM), un 

inhibidor de la entrada de Ca2+ extracelular, La3+ (500 µM, Lecourieux y cols., 2006) e 

inhibidores de la liberación de Ca2+ intracelular RR (10 µM, Allen, 1995) y/o Neo (100 

µM, Lecourieux y cols., 2005). 
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Como se muestra en la Figura 15, la producción y acumulación extracelular de 

fitosteroles se redujo fuertemente cuando las suspensiones celulares fueron pre-tratadas 

con EGTA y/o La+3 y posteriormente elicitadas con M-β-CD durante 24 h en medios 

completos. Este descenso en la producción de fitosteroles fue más significativo en 

presencia del agente quelante que por la presencia del competidor por los canales de 

Ca2+. Estos resultados sugieren que la producción de fitosteroles inducida por la 

presencia de M-β-CD es parcialmente dependiente del flujo de Ca2+ procedente del 

medio de cultivo.  

Del mismo modo, también se ensayó el efecto de inhibidores de la liberación de 

Ca2+ procedente de los compartimentos intracelulares (Figura 15). Para ello, se utilizó 

RR, un inhibidor de los canales de Ca2+ intracelulares dependientes de rianodina y Neo, 

un inhibidor de fosfolipasa-C específica de la vía de los inosítidos fosfato. Así, cuando 

las suspensiones celulares de zanahoria se elicitaron con M-β-CD, se produjo un 

aumento significativo de la producción de fitosteroles. Sin embargo, la presencia 

conjunta de ambos inhibidores produjo una disminución significativa del contenido de 

fitosteroles (8.50 ± 0.62 mg/ L) aunque de valor similar al obtenido en el tratamiento 

sólo de M-β-CD (9.81 ± 0.85 mg/ L). 

Estos resultados sugieren que se debe producir no sólo un incremento de la 

concentración del Ca2+ citosólico a través de la entrada de Ca2+ desde el medio 

extracelular, sino también a través de la movilización del Ca2+ procedente de los 

orgánulos intracelulares, para que tenga lugar la producción de fitosteroles promovida 

por M-β-CD, ya que cuando se adicionaron M-β-CD a las suspensiones celulares pre-

tratadas con todos los bloqueadores específicos de los canales de Ca2+ (intra- y 

extracelulares) junto con EGTA, se observó un descenso en la producción de 

fitosteroles (3.21 ± 0.38 mg/ L) a las 24 h de tratamiento (Figura 15) siendo este 

descenso similar al observado en el tratamiento sólo de EGTA en combinación con M-

β-CD (3.12 ± 0.50 mg/ L). 

Asimismo, para averiguar si esta baja producción de fitosteroles se debe al Ca2+ 

que contiene el medio de cultivo, las elicitaciones se realizaron en medios de cultivo 

carentes de Ca2+ añadiendo EGTA y los bloqueadores mencionados anteriormente. En 

la Figura 16 se observa que la producción de fitosteroles en suspensiones celulares 

elicitadas durante 24 h con M-β-CD en medios carentes de Ca2+ es de 4.77 ± 0.74 mg/ 
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L, lo que significa una disminución de 2 veces en la producción de fitosteroles, con 

respecto a las suspensiones celulares elicitadas con M-β-CD en medios completos (9.82 

± 0.75 mg/ L). Esta producción disminuye de manera similar en los tratamientos 

realizados en ausencia de Ca2+ y en presencia de inhibidores específicos de los canales 

de Ca2+ de los almacenes internos llegando a valores de fitosteroles de 2 mg/ L. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Efecto de diferentes bloqueadores y antagonistas de los flujos de Ca2+ extracelular e 
intracelular en la acumulación extracelular de fitosteroles en suspensiones celulares de D. carota 
elicitadas con 50 mM de M-β-CD en medios completos al cabo de 24 h. 

 

Sin embargo, los niveles de producción obtenidos en los cultivos celulares pre-

tratados con EGTA y La3+, y elicitados durante 24 h con M-β-CD en medios carentes de 

Ca2+ son similares a los alcanzados en suspensiones celulares elicitadas en medios 

deprivados de Ca2+. A la vista de los resultados obtenidos se puede deducir que: i) la 

producción de fitosteroles es independiente de los flujos de Ca2+ extracelular ya que los 

medios estaban deprivados de Ca2+ y los niveles de producción alcanzados son similares 

a los obtenidos medios desprovistos de Ca2+; ii)  que los niveles producción de 

fitosteroles en presencia de RR y Neo (inhiben los flujos de Ca2+ intracelulares 

dependientes de canales de rianodina y de IP3, respectivamente), son similares a los 

obtenidos en presencia de M-β-CD en medios completos, lo que sugiere que al inhibir 

un canal intracelular de Ca2+, puede estar actuando el otro. En efecto, cuando ambos 

inhibidores se añaden simultáneamente en medios desprovistos de Ca2+, los niveles de 
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fitosteroles disminuyen y se mantienen similares a los obtenidos en presencia de 

inhibidores de la entrada de Ca2+ desde el medio de cultivo. 

Numerosos estudios sobre el Ca2+ han demostrado que diferentes reservorios de 

Ca2+ pueden ser utilizados en respuesta a diferentes estímulos. De hecho, Lecourieux y 

cols., (2002) mostraron que el incremento de Ca2+ en cultivos celulares elicitados de N. 

plumbaginifolia se produjo como consecuencia de una entrada de Ca2+ desde el medio 

extracelular en primer lugar, seguido de una liberación de Ca2+ desde los almacenes 

internos. Asimismo, el Ca2+ puede ser liberado desde un único reservorio. Así, Poutrain 

y cols., (2009) demostraron que la acumulación y biosíntesis de indolalcaloides 

monoterpénicos en cultivos celulares de C. roseus estaba regulada específicamente por 

el Ca2+ liberado del sistema de endomembranas, sugiriendo que la elevación del Ca2+ 

citosólico, procedente de los almacenes internos puede tener efectos contrarios sobre el 

metabolismo secundario dependiendo de que esa elevación sea promovida por la vía de 

IP3 o por la de los receptores de rianodina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Efecto de diferentes bloqueadores y antagonistas de los flujos de Ca2+ extracelular e 
intracelular en la acumulación extracelular de fitosteroles en suspensiones celulares de D. carota 
elicitadas con 50 mM de M-β-CD en medios de cultivo carentes de Ca 2+ al cabo de 24 h. En color verde 
se muestra el nivel de producción extracelular de fitosteroles alcanzado tras 24 h de elicitación con 50 
mM de M-β-CD en medios de cultivo completos. 

 

Con el fin de analizar la secuencia de respuestas celulares activadas por los 

elicitores, se han utilizado una serie de compuestos que actúan sobre las rutas de 

señalización. Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan evidencias de la 
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participación del Ca2+ como mediador en la producción de fitosteroles inducida por 

elicitores en suspensiones celulares de zanahoria, el cual proviene de la entrada de Ca2+ 

extracelular y de la movilización de Ca2+ de los orgánulos ya que el tratamiento 

combinado con secuestrantes y bloqueadores específicos de los canales de Ca2+ (Figura 

15) que inhiben el flujo de Ca2+ de los almacenes intracelulares y su entrada desde el 

medio de cultivo disminuyen los niveles de fitosteroles. A pesar de que existen 

numerosos estudios que demuestran que el Ca2+ juega un papel fundamental en 

diferentes procesos fisiológicos inducidos por estímulos externos, es la primera vez que 

se describe la implicación del Ca2+ en la ruta de señalización que conduce a la 

biosíntesis de fitosteroles. 

IV.2. Implicación de eventos de fosforilación/desfosforilación en la producción de 

fitosteroles desencadenada por ciclodextrinas metiladas al azar 

Para determinar la posible implicación de eventos de 

fosforilación/defosforilación en la ruta de señalización dirigida hacia la producción de 

fitosteroles en suspensiones celulares de zanahoria elicitadas con M-β-CD se realizaron 

experimentos en presencia de inhibidores de proteín quinasas (PQ) tales como 

estaurosporina (Est), apigenina (Ap), genisteína (Gen). También se estudió el efecto de 

inhibidores de proteín fosfatasas (PP) como cantaridina (Can) y óxido de fenilarsina 

(OFA). Como puede observarse en la Figura 17, la producción de fitosteroles dirigida 

por M-β-CD fue parcialmente dependiente de eventos de desfosforilación de tirosin-

proteínas ya que la acumulación de fitosteroles se redujo cuando las suspensiones 

celulares de zanahoria pre-tratadas con OFA se elicitaron con M-β-CD, mientras que el 

pre-tratamiento de los cultivos con Gen (inhibidor de tirosín PQ) dio lugar a un aumento 

significativo de la producción de fitosteroles. Además, la producción de fitosteroles fue 

ligeramente dependiente de eventos de fosforilación de Ser/Thr proteínas ya que la 

adición de M-β-CD a los cultivos celulares pre-tratados con Est redujo 

significativamente la acumulación de éstos en suspensiones celulares de zanahoria 

elicitadas con M-β-CD.  

El proceso de fosforilación y defosforilación de proteínas no sólo está implicado 

en las vías de transducción de señales desencadenadas por elicitores sino que también 

participa directamente en la regulación de la biosíntesis de metabolitos secundarios, 

aunque la identidad de la mayoría de las PQ y la función de fosforilación de estas 
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proteínas no es del todo conocida (Zhao y cols., 2005). En este estudio, los eventos de 

fosforilación/desfosforilación parecen estar implicados en las rutas de señalización que 

conducen a la biosíntesis de fitosteroles desencadenada por M-β-CD (Figura 17) ya que 

tanto los eventos de desfosforilación de Tyr-proteínas (OFA), como los eventos de 

fosforilación de Ser/Thr PQ (Est) parecen estar implicados en la producción de 

fitosteroles, no observándose una dependencia clara de eventos de fosforilación de 

proteínas dirigidos por MAPK (Apig) y Tyr PQ (Gen) ni de desfosforilación de Ser/Thr 

PQ llevada a cabo por protein fosfatasas tipo 2A (Cant). Por lo tanto, se requieren 

estudios más profundos para asignar una posible implicación de estas PQ y PP en la 

producción de fitosteroles dirigida por M-β-CD (Figura 17). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Efecto de diferentes diferentes inhibidores de PQ y PP en la acumulación extracelular de 
fitosteroles en suspensiones celulares de D. carota elicitadas con 50 mM de M-β-CD durante 24 h. 

 

IV.3. Implicación H2O2 y NO en la producción de fitosteroles dirigida por las 

ciclodextrinas metiladas al azar 

Las reacciones de defensa incluyen el estallido oxidativo que conduce a la 

producción de O2
•- y H2O2. El H2O2 es una molécula clave implicada en la cascada de 

señalización dirigida por elicitores (Lecourieux y cols., 2006), que se acumula en las 

paredes celulares por la acción de la NADPH oxidasa de membrana plasmática. La 

producción de estas especies reactivas se inhibe en presencia de DPI (inhibidor 

específico de la NADPH oxidasa de membrana). Así, cuando los cultivos celulares de 

zanahoria se pre-trataron con DPI y se elicitaron con M-β-CD, no se observó ningún 
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cambio en la acumulación extracelular de fitosteroles, sugiriendo que el H2O2 no juega 

un papel determinante en la ruta de señalización para la producción de fitosteroles 

(Figura 18). Resultados similares fueron descritos por Sánchez-Sampedro y cols., 

(2008) en cultivos celulares de S. marianum en los cuales, la síntesis de silimarinas no 

se vió afectada por la inhibición de la generación de ROS ni en su caso, por la adición 

de H2O2 al cultivo. Estos resultados ponen de manifiesto que la producción de ROS no 

es un requerimiento esencial para la inducción de la síntesis de fitosteroles. Sin 

embargo, en cultivos celulares de V. vinifera, la producción de trans-resveratrol resultó 

ser claramente dependiente de la biosíntesis de H2O2 ya que la adición de DPI, inhibidor 

de la NADPH oxidasa, provocó una drástica disminución de la producción de trans-

resveratrol tanto en los cultivos celulares elicitados con M-β-CD separadamente o en 

combinación con MJ (Belchí-Navarro y cols., 2013b). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Efecto de diferentes efectores sobre la acumulación extracelular de fitosteroles en 
suspensiones celulares de D. carota elicitadas con 50 mM de M-β-CD durante 24 h. 

 

Además, existen muchas evidencias que apoyan la idea de que el NO constituye 

una parte de la cascada de señalización que se activa en las células vegetales en 

respuesta a patógenos o elicitores (Wendehenne y cols., 2004). Para estudiar la posible 

implicación del NO en la ruta de señalización dirigida por M-β-CD para la producción 

de fitosteroles, las suspensiones celulares de zanahoria se pre-trataron con compuestos 

que actuaban inhibiendo la NOS (L-ANN), secuestrando NO (cPTiO) o donando NO 

(NPS). Como se aprecia en la Figura 18, la producción de fitosteroles fue parcialmente 
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dependiente de la producción de NO ya que se observó un descenso en su acumulación 

al añadir cPTiO. Además, una NOS parece ser la responsable de la biosíntesis de NO ya 

que el pre-tratamiento de las suspensiones celulares con L-ANN dio lugar a una 

disminución significativa de la producción de fitosteroles. Resultados similares han sido 

descritos en cultivos celulares de vid, donde la producción de trans-resveratrol se vió 

parcialmente afectada tras la aplicación de L-ANN y cPTiO y posteriormente elicitados 

con M-β-CD (Belchí-Navarro y cols., 2013b). Asimismo, el pre-tratamiento de los 

cultivos con NPS, dio lugar a un aumento de la acumulación de fitosteroles, lo que 

puede ser debido al sumatorio del NO endógeno y el aporte exógeno procedente del 

NPS favoreciendo en cualquier caso, dicha producción. En efecto, la adición de NPS a 

cultivos celulares ha sido una estrategia muy utilizada no solo para el aumento de la 

producción de metabolitos secundarios sino también, para promover el aumento de la 

biomasa celular. Además, la adición exógena de NO puede incrementar el efecto de los 

elicitores sobre la producción de metabolitos secundarios (Zhang y cols., 2012). En ese 

sentido, la aplicación de NPS y radiación UV-B en hojas de G. biloba y ultrasonidos en 

células de T. yunnanensis mejoró la producción de flavonoides y taxanos, 

respectivamente (Hao y cols., 2009; Wang y cols., 2006). 

V. Análisis del proteoma extracelular en cultivos celulares de 

zanahoria elicitados con ciclodextrinas metiladas al azar y jasmonato 

de metilo 

La determinación de las proteínas extracelulares presentes en el medio de cultivo 

de suspensiones celulares de zanahoria control y elicitadas con M-β-CD y MJ, se realizó 

mediante electroforesis desnaturalizante sobre geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

reveladas posteriormente con tinción de plata (Figura 19).  

Como se observa en la Figura 19, el patrón de proteínas extracelulares totales 

fue relativamente simple tanto en los cultivos control como en los elicitados. Sin 

embargo, el perfil proteómico en las suspensiones celulares tratadas con M-β-CD solas 

o en combinación con MJ (Figura 19, calle CD y CD + MJ) fue ligeramente más 

complejo que el observado en los cultivos control y tratados sólo con MJ (Figura 19, 

calle C y MJ). Además, las proteínas con un peso molecular por debajo de 62 kDa 

constituyeron las proteínas mayoritarias en los cultivos celulares elicitados con M-β-CD 
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observándose además, diferencias en la intensidad de las bandas de proteínas específicas 

entre los tratamientos. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Patrón de proteínas totales del medio extracelular de suspensiones celulares de D. carota 
realizado mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes, teñido con tinción de plata. La calle M 
se corresponde con el marcador de peso molecular, la calle C con el control, la calle CD con la suspensión 
celular  elicitada con M-β-CD, la calle MJ con la suspensión celular elicitada con jasmonato de metilo y 
la calle CD + MJ con la suspensión celular elicitada conjuntamente con M-β-CD y MJ. 

 

Por ello, dada la simplicidad de la huella peptídica obtenida y con el fin de 

comprobar si M-β-CD y MJ, por separado o en combinación, eran capaces de alterar los 

niveles de proteínas relacionadas con la defensa, se llevó a cabo el análisis proteómico 

de las bandas de proteínas correspondientes a 20.4, 23.9 y 40.7 kDa mediante 

microsecuenciación por nanoLC ESI MS/MS. Sin embargo, esta aproximación requiere 

que la proteína en cuestión haya sido identificada previamente por su huella peptídica y 

que los espectros de fragmentación de los péptidos trípticos se encuentren depositados 

en las bases de datos. Cuando éste no es el caso, se puede realizar la secuenciación de 

novo, técnica muy valiosa cuando se trabaja en la identificación de proteínas en 

organismos que no son considerados modelo para los estudios de genómica funcional, 

como es el caso de D. carota.  

De esta manera, mediante la comparación de los fragmentos trípticos obtenidos a 

partir de las bandas con peso molecular aparente de 40.7 kDa, tanto en los cultivos 

control como en los elicitados (Figura 19), se identificaron diferencialmente doce y tres 

fragmentos trípticos en los cultivos celulares tratados con M-β-CD y MJ, 

respectivamente (Tabla 2 y 3), lo cual sugiere que estos fragmentos trípticos son 
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producidos como consecuencia de la elicitación. Así, los fragmentos obtenidos tras la 

secuenciación de la banda de proteína con peso molecular aparente de 40.7 kDa en el 

tratamiento con M-β-CD, contenían secuencias de aminoácidos que presentaban 

homología con una glicoproteína secretada (EP4, nº acceso Q39689) y un precursor de 

la glicoproteína dérmica extracelular (EDGP, nº acceso Q05929) de D. carota, dos 

peroxidasas que presentaban homología a las de Spinacia oleracea y A. thaliana (nº 

acceso P93547 y Q9FX85, respectivamente), una proteína de V. vinifera (MADS-box, 

nº acceso Q8LLR0) y una proteína que contiene dominios de repeticiones ricas en 

leucina (LRR) y F-box (nº acceso Q9LJF8) de A. thaliana (Tabla 2).  

Concretamente, en la banda de proteína correspondiente a 40.7 kDa en el 

tratamiento de las suspensiones celulares con M-β-CD, se identificaron tres fragmentos 

trípticos que mostraron homología con una glicoproteína denominada EP4, así como un 

fragmento tríptico obtenido tras la secuenciación de novo que mostró homología con 

una glicoproteína extracelular dérmica llamada EDPG de D. carota. 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 y cols., 

2009). EDPG es uno de esos inhibidores de proteínas, ya que muestra actividad 

inhibidora hacia las endo-β-1,4-glucanasas de Aspergillus aculeatus que actúan 

específicamente sobre el xiloglucano (Shang y cols., 2005) y además, se expresan en 

respuesta a estreses bióticos y abióticos por lo que juega un papel fundamental en los 

sistemas de defensa de las plantas y en los mecanismos de transducción de la señal (Ditt 

y cols., 2001). Por tanto, la inhibición de esta endo-β-1,4-glucanasa por EDPG 

constituye un componente importante del mecanismo de defensa en la zanahoria. De 

hecho, Yoshizawa y cols., (2011) han purificado y cristalizado tanto la EDPG como el 

complejo que se forma con la endo-β-1,4-glucanasa a partir de A. aculeatus. Además, 

Satoh y cols., (1995) demostraron que las suspensiones celulares de zanahoria son 

capaces de sintetizar y secretar al medio extracelular la proteína EDGP, que es inducida 

por heridas en la raíz de zanahoria, pero no por la infección con el patógeno Erwinia 

carotova. Como ocurre con EDPG, EP4 que es una glicoproteína de 45 kDa unida 

iónicamente a la pared celular que ha sido purificada a partir de cultivos celulares de 

zanahoria no embriogénicos por van Engelen y cols., (1995), también se acumula en el 

medio extracelular y sus niveles son mucho mayores cuando las células están expuestas 

a un elicitor. Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de la pared celular y 
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de sus proteínas asociadas, tanto en el desarrollo de las plantas como en la defensa 

frente a cualquier tipo de estrés. Además, otros dos fragmentos trípticos obtenidos tras 

la secuenciación de novo presentaron homología con una proteina MADS-box de V. 

vinifera y una proteína que contiene dominios de repeticiones ricas en leucina (LRR) y 

F-box de  A. thaliana (Tabla 2). Las proteínas con repeticiones ricas en leucina (LRR) 

constituyen una familia de proteínas que juegan un papel crucial en el desarrollo, la 

defensa frente a patógenos así como en el reconocimiento de microorganismos 

formando parte importante en la inmunidad innata de las plantas (Di Matteo y cols., 

2003). Así, el dominio LRR se ha encontrado en las estructuras primarias de un número 

de proteínas biológicamente activas, tales como los receptores de inmunidad innata, 

inhibidores de enzimas, moléculas de adhesión celular, proteínas de unión a ribosomas 

y receptores de hormonas, que pueden funcionar en el reconocimiento de ligandos y en 

la red de transducción de la señal (Jung y Hwang, 2007). Además, estos dominios LRR 

pueden actuar como sitios de interacción proteína-proteína, unión péptido-ligando y la 

interacción proteína-carbohidrato (Jones y Jones, 1997; Kajava 1998). Las proteínas de 

plantas que contienen dominios LRR extracelulares se clasifican en cinco clases en 

función de la organización de esos dominios: proteínas tipo inhibidor de 

poligalacturonasas, proteínas tipo LRR-extensina, proteínas tipo receptor, receptor tipo 

quinasa y proteínas con dominios LRR extracelulares simples. Este último tipo de 

proteínas LRR se han descrito en varias especies de plantas, como tomate (Tornero y 

cols., 1996) y pimiento (Jung y cols., 2004) y su expresión resultó ser fuertemente 

inducida tras la infección por patógenos. Por otro lado, las proteínas con dominios 

MADS representan una familia grande y diversa de factores reguladores que participan 

en diversos procesos biológicos, incluyendo la transición floral y la determinación del 

órgano floral. Además, la familia de genes MADS-box incluye tanto activadores de la 

transcripción como represores, que forman redes complejas de interacción entre sí, así 

como con factores reguladores tales como correpresores, proteínas de unión a ARN y 

factores de modificación post-traduccionales (Kagale y cols., 2010). 

Por otro lado, tras la digestión tríptica de la banda de proteína con peso 

molecular aparente de 20.4 kDa en el tratamiento con M-β-CD, se identificó un único 

fragmento cuya secuencia de aminoácidos mostró homología con una proteína tipo 

taumatina (TLP) de D. carota (nº acceso Q8VYY2) (Tabla 2). Las TLP pertenecen a la 

familia de las PR-5, las cuales pueden tener múltiples actividades, desestabilizando la 
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membrana de hongos e incluso estimulando una vía de transducción de señal mediada 

por una proteína quinasa que provoca alteraciones en la pared celular (Monteiro y cols., 

2003). En cuanto a la TLP inducida tras el tratamiento de los cultivos celulares de 

zanahoria con M-β-CD, encontrada en la banda de 20.4 kDa, ésta es similar en 

estructura a la encontrada en callos embriogénicos, plántulas y plantas maduras de 

zanahoria. Jung y cols., (2005) demostraron que esta TLP inducible era altamente 

específica de estrés hídrico e independiente de estrés causado por ácido abscísico, SA y 

MJ y no específica ni del órgano ni del estado de desarrollo. Además, esta TLP 

extracelular posee 14 residuos de cisteína, los cuales forman siete puentes disulfuro, 

confiriéndole una gran estabilidad en amplios rangos de temperatura y pH.  

Además, en la banda de proteína de 62 KDa (Tabla 2) inducida por el 

tratamiento con M-β-CD, se identificaron cinco fragmentos trípticos mediante 

secuenciación de novo, cuyas secuencias de aminoácidos presentaron homologías con 

tres proteínas tipo reticulina oxidasa y cuatro fragmentos trípticos que mostraron 

homología con una proteína de unión celular (nº acceso Q6I6Y6) de D. carota, una 

proteína nectarina 5 (nº acceso Q84N20) de N. langsdorffii x N. sanderae, una proteína 

de la familia de las LRR (nº acceso Q10M75) de O. sativa subsp. japonica y una 

proteína poco conocida, Argonauta 10 (nº acceso Q9XGW1) de A. thaliana. 

La reticulina oxidasa, también denominada enzima de unión a berberina, 

pertenece a la familia de las oxidorreductasas unidas a FAD dependientes de oxígeno. 

Esta enzima es la responsable de la biosíntesis de los alcaloides bencilisoquinolina y 

cataliza la oxidación estereoespecífica así como la formación de enlaces C-C de la 

reticulina, siendo esta última un precursor de la morfina (Winkler y cols., 2009). Custers 

y cols., (2004) identificaron una reticulina oxidasa en hojas de dos especies de la familia 

de las compuestas tratadas con SA. Además, esta enzima es común en la familia de las 

Papaveráceas. En estudios realizados en girasol, Dittrich y Kutchan, (1991) observaron 

que la expresión de los genes que codificaban para esta proteína se activaban cuando se 

producía una infección fúngica. Esta proteína puede usar una gran variedad de azúcares 

reducidos, sobre todo hexosas que se acumulan en la planta tras una infección por 

patógenos, dando lugar a producción de H2O2. Asimismo, Custers y cols., (2004) al 

añadir SA a hojas de Lactuca sativa y girasol observaron que la fracción de proteínas 

que tenía actividad antifúngica contenía secuencias que presentaban una alta homología 

a la reticulina oxidasa de Eschscholzia californica y Papaver somniferum. La reticulina 
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oxidasa también cataliza la formación de alcaloides de benzofenantridina que se 

sintetizan en ciertas especies de plantas de las familias de las Papaveráceas y las 

Fumaráceas en respuesta a ataques patógenos, actuando así como fitoalexinas (Dittrich 

y Kutchan, 1991; Dixon, 2001). En cuanto a la proteína nectarina 5, es una proteína de 

65 kDa del tipo de las enzimas de unión a berberina, que está unida covalentemente a 

flavina y que presenta actividad oxidasa en respuesta a ataques microbianos (Carter y 

Thornburg, 2004). Estos autores indicaron, que esta proteína podría estar implicada en 

la regulación del estado oxidativo del néctar debido a la presencia de flavina y además, 

debido a su actividad glucosa oxidasa podría ser la responsable de los elevados niveles 

de H2O2 encontrados en el néctar y por tanto, podría estar relacionada con una respuesta 

de defensa de la planta frente a patógenos. Por último, el fragmento tríptico 

SFLADLPTK, obtenido tras la secuenciación de novo, presentó homología con una 

proteína argonauta (Tabla 2), que son componentes clave en el mecanismo de 

silenciamiento del ARN y protegen frente a agentes víricos, entre otras funciones 

(Scholthof y cols., 2011).  



 

 
 

Bandas de proteínas 
inducidas por  M-β-CD Fragmento tríptico Secuencia homóloga Nº 

Acceso Proteína Score 
Masa 

nominal 
(kDa) 

20.4 kDa CPQAYSYAYDDK  Q8VYY2 
Proteína tipo Taumatina 

 Daucus carota 
66 22.080 

 
40.7 kDa 

 
SQTQGEAFDNFMPK 

YSLYQEPAK 
ISTGELSDPPNSLK 

 

 Q39689 
EP4 

Daucus carota 
198 41.838 

DASTLQYVTK DASTLQYVT Q05929 

 
EDGP  

Daucus carota 
 

73 45.841 

YEELQLTQR YEELQRTQR Q8LLR0 
MADS-box 
Vitis vinifera 

69 27.667 

TSSGCPNFESLVR 
 

SGCPNLENLV 
 

Q9LJF8 

 
Proteína que contiene 

dominios LRR y F-box  
Arabidopsis thaliana 

 

57 34.623 

DAPPNLTLR 
MSQLSVLTGTQGEIR 

ANLFTSDQLYTDSR 
YLGPTADSTMDQTFANN 

CTMLNVLTGTQEGLR 

 
 

QGLFTSDQDLYTDSR 
PTQDPTMAQTFANN 

LNVLTGTQGEIR 
 

P93547 
 

Peroxidasa 
Spinacia oleracea 

90 38.248 

 
TLLDSDQLR 

 
LLDSDQ 

 
Q9FX85 

Peroxidasa 10 
Arabidopsis thaliana 

 
44 38.030 

Tabla 2. Identificación de proteínas en base a los fragmentos trípticos obtenidos a partir del proteoma extracelular de cultivos celulares de D. Carota 

elicitados con 50 mM de M-β-CD usando nanoLC-ESI MS/MS y búsqueda por homología de secuencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los fragmentos trípticos en negrita se obtuvieron mediante microsecuenciación 

 

62 kDa 
 
 

ATCAGEDLFWALR  
YFGVNFDR 

VGLVFNPYNR 

 
GEDLFWA 
YFGENFDR 
IGLVFNPY 

 

Q9SVG4 
Proteína tipo reticulina 

oxidasa 
Arabidopsis thaliana 

226 63.559 

MNELSESALPFYPR MNEFAESALPF Q948L1 

Proteína tipo (S)-
reticulina oxidase  

Daucus carota 
 

81 56.826 

TVADPLNFFR 
 

DPLNFFR 
  

G8A1B6  
Reticulina oxidasa  

Medicago truncatula 
 

57 61.860 

TPLLYDQTVFGTGK TPILYDQTVFGTGK Q6I6Y6 
Proteína de unión celular 

Daucus carota 
 

116 
 

48.766 
 

YGLAADHVLDAR YGLAADNVLDAR Q84N20 

Nectarina V  
Nicotiana langsdorffii x 

Nicotiana sanderae 
 

86 47.754 

CSVVDLAR CSVVDLSR Q10M75 

Proteína LRR 
Oryza sativa subsp. 

japonica  
 

65 113.071 

SFLADLPTK FLADLPTK 
 

Q9XGW1 
 

Proteína argonauta 10 
Arabidopsis thaliana 

 
59 110.868 
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Asimismo, se identificaron tres fragmentos trípticos inducibles en los cultivos 

celulares elicitados con MJ (Tabla 3), que presentaron homología con una glicoproteína 

inducible (iEP4) (nº acceso O04702) de D. carota, una proteína citocromo P450 (nº 

acceso A3F4L9) de Glycine max y un precursor de esterasas (nº acceso Q7Y1X1) de 

Hevea brasiliensis. De estos tres fragmentos trípticos inducidos por MJ, destacó la 

presencia del fragmento obtenido mediante secuenciación de novo, 

YNDLTQYFNESLK, cuya secuencia de aminoácidos resultó ser casi idéntica a la 

glicoproteína EP4 descrita por van Engelen y cols., (1995), como una proteína inducible 

por MJ, denominada iEP4, con el fin de distinguir su secuencia de aminoácidos de la 

secuencia de EP4, a pesar de que es muy probable que este producto génico sea el 

mismo al descrito anteriormente para EP4. Bertinetti y Ugalde, (1996) demostraron que 

el ARNm de iEP4 estaba presente en cultivos celulares de zanahoria no elicitadas a una 

concentración muy baja y que la presencia de un elicitor liberado por calor térmico 

obtenido a partir del micelio de Sclerotinia sclerotiorum aumentó su nivel de expresión 

de 5 a 10 veces. Por lo tanto, es lógico pensar que la presencia de MJ podría estimular la 

expresión de esta proteína de 40.7 kDa (Figura 19 y Tabla 3). Otro fragmento tríptico 

identificado mediante secuenciación de novo en los cultivos celulares elicitados con MJ, 

presentó homología con un citocromo P450 obtenido a partir de suspensiones celulares 

de soja. Suzuki y cols., (1996) aislaron el ADNc que codifica para el citocromo P450 

(CYP93A1) a partir de cultivos celulares de soja que habían sido tratados con 30 µM de 

MJ. La secuencia de aminoácidos de este producto génico presentó entre el 30-40% de 

identidad con otros P450 de plantas. Estos P450 están implicados en la biosíntesis de 

metabolitos secundarios, tales como flavonoides, terpenoides y alcaloides (Bolwell y 

cols., 1994). También se sabe que algunos de estos metabolitos se acumulan en 

suspensiones celulares después del tratamiento con MJ (Gundlach y cols., 1992; 

Sánchez-Sampedro y cols., 2005; Onrubia y cols., 2010a), por lo que es posible que esta 

proteína (CYP93A1) inducida por MJ esté implicada en la biosíntesis de estos 

metabolitos secundarios. De hecho, la implicación de dos citocromos P450, ha sido 

descrita en la biosíntesis de fenilpropanoides y flavonoides tales como cinamato 4-

hidroxilasa (CYP73) (Teutsch y cols., 1993) y flavonoide 3',5'-hidroxilasa (CYP75) 

(Toguri y cols., 1993), respectivamente. 



 

 
 

Bandas de 
proteínas 
inducidas 
por MJ 

 

Fragmento tríptico Secuencia homóloga Nº Acceso Proteína Score Masa nominal 
(kDa) 

 
40.7 kDa 

YNDLTQYFNESLK YNDLTQYFNSELK O04702 

 
iEP4 

Daucus carota 
 

98 42.641 

WVWCCCEVLSGRMMR 
 

ELLSGRMM 
 

Q42798.1 
Cytochrome P450 93A1 

Glycine max 
 

55 57.870 

ESLPLAAFHQVDVYTAK LPLATFVHVDIYSVK Q7Y1X1 

 
Esterasa (precursor) 
Hevea brasiliensis 

 

90 43.329 

Tabla 3. Identificación de proteínas en base a los fragmentos trípticos obtenidos a partir del proteoma extracelular de cultivos celulares de D. Carota 

elicitados con 100 µM de MJ usando nanoLC-ESI MS/MS y búsqueda por homología de secuencia. 
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Aparte de estas proteínas inducibles por M-β-CD y MJ, también se observó la 

presencia de fragmentos trípticos que presentaron homología con proteínas PR, en las 

bandas de proteínas con peso molecular aparente de 23.9 y 40.7 kDa (Tabla 4) tanto en 

los cultivos control (calle C, Figura 19) como en los elicitados (calle CD, MJ, y CD + 

MJ; Figura 19), por lo que se consideraron como constitutivas. Estos proteínas PR 

fueron del tipo de las quitinasas de clase IV y peroxidasas que pertenecen a la familia de 

las PR-3 y PR-9, respectivamente (Tablas 2 y 4). En efecto, la expresión constitutiva de 

quitinasas y peroxidasas, ha sido numerosas veces demostrada en el medio extracelular 

de cultivos celulares no elicitados de Zinnia elegans, Cycas revoluta, Taxus baccata 

(Novo-Uzal y cols., 2009). De hecho, quince fragmentos trípticos, identificados a partir 

de banda de proteína de peso molecular aparente de 23.9 kDa, mostraron homología con 

una endoquitinasa ácida extracelular (EP3) de zanahoria, la cual pertenece a una 

pequeña familia de quitinasas de clase IV (Tabla 4). van Hengel y cols., (1998) 

describieron el patrón de expresión de los genes que codificaban para esta endoquitinasa 

EP3 en cultivos embriogénicos de zanahoria. Así, en base al patrón de expresión 

obtenido, se sugirió que las células de zanahoria que producen EP3 no desarrollaban 

embriones por sí mismas. De esta manera, parece ser que las quitinasas EP3 o algún 

producto de su actividad enzimática difunden a través del medio condicionado a las 

células y son capaces de ayudar en el desarrollo de embriones somáticos, y de este 

modo, desempeñan un papel importante en el proceso de embriogénesis somática. Por 

lo tanto, la función biológica de las quitinasas EP3 sería su participación en el reinicio 

la división celular en células embriogénicas y embriones como parte de un sistema 

celular nodriza que se requiere para la embriogénesis, aunque no está limitado a ella. 

 

 



 

 
 

Tabla 4. Identificación de proteínas constitutivas en base a los fragmentos trípticos obtenidos a partir del proteoma extracelular de cultivos celulares de D. 

Carota usando nanoLC-ESI MS/MS y búsqueda por homología de secuencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bandas de 
proteínas 

Constitutivas  
Fragmento tríptico Secuencia homóloga Nº 

Acceso Proteína Score 
Masa 

nominal 
(kDa) 

23.9 kDa SAFLNALQSYSSFGTSGSADDSKR 
AGYPCNANVK 

VQSVTTQGFGATIR 
AINSIECNGGSPDAVNSR 

VSLYNSYCSK 
FGVAPGDNQR 

NFYTR 
GPLQLTWNYNYIDAGK 

SNEFDGLNNPDIVASDAVVSFR 
NFYTR 

AGYPCNANVK 
VQSVTSQGFGATIR 

AINSIECNGGSPDAVNSR 
VSLYNSYCSK 
FGVAPGDNQR 

 

 

Q96410 

Quitinasa de 
clase IV 
(EP3) 

Daucus 
carota 

566 29.289 

40.7 kDa VVSCSDIVALAAR 
SPNVFDNK 
YYVDLMNR 

QGLFTSDQDLYTDSR 
 

 Q43782 
Peroxidasa 

Linum 
usitatissimum 

203 38.628 

 
NYPTQDSTMDKTFANNLK 

 

 
YPNQDTTMDKTFANNL 

 
Q75RW7 

Peroxidasa 
Coffea 
arabica 

 

126 23.530 

LVSGCADLTALAAR VVSCADLTALAAR Q43032 

Peroxidasa 
aniónica 

Petroselinum 
crispum 

 

97 39.263 

NAPPNLTLR NAPPNLTLR Q3S615 

Peroxidasa 
Phaseolus 

lunatus 
 

61 31.889 
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De manera similar, los resultados obtenidos tras la digestión tríptica de las 

bandas de proteínas de peso molecular aparente de 40.7 kDa, permitieron identificar 

trece fragmentos trípticos cuyas secuencias de aminoácidos mostraron homología con 

peroxidasas de S. oleracea, A. thaliana Linum usitatissimum, Coffea Arabica, 

Petroselinum crispum y Phaseolus lunatus (Tablas 2 y 4). Estas secuencias de 

aminoácidos contenía regiones muy conservadas (Passardi y cols., 2004) tales como 

GEIR, también encontrado en peroxidasas de Populus, Vitis y Pisum sativum, y VAL en 

peroxidasas de especies de Capsicum (Sabater-Jara y cols., 2010, 2011). Las 

peroxidasas secretoras de clase III pertenecen a la subfamilia de proteínas PR-9 (van 

Loon y cols., 2006), y desempeñan un papel reconocido en la defensa de las plantas a 

través de diversos mecanismos, como una producción masiva de especies reactivas del 

oxígeno, el refuerzo de la pared celular y lignificación y la producción de fitoalexinas 

(Almagro y cols., 2009, Belchí-Navarro y cols., 2013a). 
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I. Antecedentes y objetivos 

Un aspecto característico de las plantas es su capacidad para sintetizar una 

enorme variedad de metabolitos secundarios que para el hombre suponen un importante 

recurso natural para la obtención de fármacos, aditivos alimentarios, nutraceúticos y 

compuestos químicos de diversas utilidades. 

El taxol es un metabolito secundario de naturaleza diterpénica que fue obtenido 

por primera vez de la corteza del tejo del Pacífico (Taxus brevifolia) en donde se 

encuentra en una proporción del orden del 0.01% en PS (Cameron y Smith, 2008) y 

presenta una elevada actividad antitumoral (Zhong, 2002). Su actividad antitumoral es 

debida a que promueve la polimerización de la tubulina rompiendo así el equilibrio de 

polimerización-despolimerización de los microtúbulos y bloqueando la división celular 

en la mitosis. Por este motivo, el taxol es una de las moléculas más importantes en la 

lucha contra el cáncer, siendo el principio activo de un 22% de los fármacos utilizados 

en quimioterapia en el mercado mundial. La mayor parte del taxol utilizado en la 

quimioterapia contra el cáncer procede de la extracción directa del árbol o de su semi-

síntesis a partir de precursores como la bacatina III y la 10-deacetilbacatina III aislados 

también de la planta (Nicolaou y cols., 1994; Holton y cols., 1994). Sin embargo, la 

mayoría de las plantas que contienen compuestos de alto valor añadido son difíciles de 

cultivar o se encuentran en peligro de extinción debido a la sobreexplotación. Por otro 

lado, la síntesis química de estos compuestos es a menudo económicamente inviable 

debido a la complejidad de sus estructuras y los requisitos estereoquímicos. Por ello, la 

gran demanda mundial de este compuesto junto con el hecho de que su extracción 

implica la muerte de la planta ha llevado a una intensa búsqueda de nuevos sistemas de 

producción. En este sentido, el empleo de cultivos celulares de especies de Taxus 

constituye la alternativa más viable y con menor impacto ecológico para la producción 

de taxol y otros taxanos relacionados y además, proporcionan un sistema único para el 

estudio de la biosíntesis de los taxanos. 

Con la finalidad de incrementar la productividad de taxol, así como de taxanos 

relacionados en los cultivos celulares, se han utilizado varias estrategias que incluyen la 

optimización de las condiciones de cultivo, la selección de líneas celulares altamente 

productivas así como el uso de precursores y elicitores. Sin embargo, a pesar de los 

avances conseguidos en este campo, la mejora biotecnológica de la producción de taxol 
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sólo se puede conseguir a través del conocimiento y la manipulación de su biosíntesis, 

la cual no es completamente conocida. 

Con estos antecedentes y para el desarrollo de este capítulo se utilizó una línea 

celular de Taxus x media en diferentes condiciones de elicitación, como sistema para la 

producción biotecnológica de taxol y otros taxanos relacionados, por lo que los 

objetivos generales que se plantean son los siguientes: 

• la caracterización de la producción de taxol y otros taxanos relacionados en 

suspensiones celulares de T. x media. 

• el estudio del perfil de expresión de los genes que codifican para enzimas 

implicadas en la ruta de biosíntesis de taxanos en cultivos celulares de T. x 

media  elicitados con CD y MJ separadamente o en combinación. 
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II. Caracterización del crecimiento en suspensiones celulares de T. x 

media  

Estudios previos realizados por el grupo de investigación de Biotecnología 

vegetal: Producción de fitofármacos en la Universidad de Barcelona, sobre la 

producción de taxanos en suspensiones celulares de diferentes especies de tejo, han 

demostrado que es posible incrementar la producción de estos metabolitos utilizando un 

cultivo en dos fases y la adición de elicitores (Cusidó y cols., 2002; Bonfill y cols., 

2003; Expósito y cols., 2010). Por ello, como ya se ha indicado en Materiales y 

Métodos, en los estudios de elicitación planteados en este trabajo, se estableció un 

cultivo en dos fases, en el que en primer lugar se incrementó la biomasa manteniendo 

las células en el medio óptimo para el crecimiento para ser inoculadas posteriormente al 

medio óptimo para la producción de taxanos.  

Con el fin de determinar con exactitud la duración de las distintas fases del 

crecimiento de la línea celular de T. x media utilizada en este ensayo, en primer lugar se 

llevó a cabo un estudio de su cinética. Para ello, la determinación del crecimiento, 

medido como volumen de empaquetamiento celular (VEC), que indica el porcentaje de 

volumen celular en relación al volumen total de suspensión celular, se realizó en 

suspensiones celulares de T. x media mantenidas en el medio de cultivo óptimo para el 

crecimiento, previa estabilización a lo largo de varios subcultivos. Para ello, se tomaron 

muestras periódicas desde el inicio de la suspensión celular hasta los 20 días de cultivo. 

Como se puede observar en la Figura 1, la curva de crecimiento fue típicamente 

sigmoidal distinguiéndose la fase de latencia o “lag” desde su inicio hasta el comienzo 

del crecimiento exponencial (día 4); la fase “log” que comprendió desde el comienzo de 

la fase de crecimiento exponencial hasta que se observó una disminución de la 

acumulación de biomasa y la fase “estacionaria” que abarcó desde el día 14 hasta el 

final del cultivo. 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 4 al 12 (R2=0.995). La representación gráfica del crecimiento, 

determinó la necesidad de subcultivos cada dos semanas. 

 Además, la medida del VEC fue acompañada de la medida de pH y de la 

conductividad del medio de cultivo en el que las células crecían (Figura 1). En relación 

a la conductividad del medio, se observó una variación inversamente proporcional a la 
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curva de crecimiento. La conductividad del medio extracelular está directamente 

relacionada con la concentración de iones en el medio. Por lo tanto, cuando las células 

están en la fase de mayor actividad del metabolismo primario (fase exponencial), 

consumen una mayor cantidad de nutrientes minerales disminuyendo enormemente su 

concentración en el medio de cultivo. Durante la fase “lag” y “estacionaria”, la 

actividad del metabolismo primario es menor, por ello, las variaciones de la 

conductividad son también menores.  

 Por otro lado, los resultados mostrados en la Figura 1 indicaron que el pH inicial 

del medio de cultivo fue 4.94 ± 0.08 y este valor disminuyó en 1.5 unidades hasta el día 

10 y a partir de ese día se observó un ligero incremento hasta el día 14 manteniéndose 

estable hasta el final del cultivo. Esta variación en el pH del medio extracelular fue 

debida fundamentalmente a la disponibilidad de las fuentes nitrogenadas y del estado 

energético de las células. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1. Representación de la curva de crecimiento, de las variaciones del pH y de la conductividad 
durante el tiempo de cultivo, en suspensiones celulares de T. x media crecidas en el medio de cultivo 
óptimo para el crecimiento. Los valores representados son las medias ± DE de tres réplicas 
independientes. 

 

 Asimismo, se determinaron los parámetros cinéticos descritos en el apartado II. 

de Material y Métodos. La caracterización de la curva de crecimiento se realizó en base 

a los parámetros cinéticos “velocidad de crecimiento en la fase exponencial” (Vexp), 

“volumen de empaquetamiento celular máximo” o biomasa máxima generada (VECmáx) 

y “tiempo de agotamiento” (Ta), obtenidos a partir de los datos cinéticos de las curvas 

de crecimiento. 
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 Los valores de estos parámetros cinéticos fueron VECmáx del 65.23 %, Vexp 4.02 

y Ta de 14 días (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 2. Curva de crecimiento de suspensiones celulares de T. x media utilizada para calcular los 
parámetros cinéticos. 

 

II.1. Caracterización del crecimiento en suspensiones celulares de T. x 

media elicitadas con jasmonato de metilo y ciclodextrinas 

Una vez establecidas las diferentes fases de la curva de crecimiento y los 

parámetros cinéticos en las suspensiones celulares de T. x media crecidas en el medio 

óptimo para el crecimiento, se determinó que el tiempo óptimo de cultivo para llevar a 

cabo los experimentos de elicitación era de 14 días. Transcurrido ese tiempo, las células 

se transfirieron del medio de cultivo óptimo para el crecimiento al medio de cultivo 

óptimo para la producción de taxanos que contenía 50 mM de M-β-CD, HP-β-CD y γ-

CD solas o en combinación con 100 µM de MJ y se mantuvieron en dicho medio en 

oscuridad durante 20 días, con el fin de comprobar si los diferentes elicitores utilizados 

afectaban al crecimiento celular. MJ fue adicionado 7 días después de la transferencia 

de las suspensiones celulares al medio óptimo de producción suplementado con CD, por 

lo que la elicitación con MJ fue de 13 días. El incremento de biomasa durante el 

tratamiento con los elicitores se determinó tal y como se describe en el apartado II. de 

Material y Métodos. 

Como se observa en la Figura 3, a pesar de que las células estaban en un medio 

de cultivo óptimo para la producción, se observó un buen crecimiento de las mismas en 



Capítulo III   

172 
 

todos los tratamientos realizados hasta aproximadamente los 16 días para disminuir 

ligeramente hasta el final del cultivo. En estudios realizados anteriormente con la misma 

línea celular se pudo determinar un crecimiento activo de las células a pesar de crecer 

en el medio que activa la producción de compuestos secundarios (Onrubia, 2012). En el 

caso de las células tratadas con diferentes CD, éstas mostraron un aumento del 

crecimiento similar al obtenido en los tratamientos control (comprendido entre 10 y 30 

g PS de células/ L) llegando incluso a ser más elevado en las células elicitadas con HP-

β-CD, indicando que la elicitación con CD no afectaba negativamente al crecimiento 

celular y que la estructura y grado de polimerización de dichas moléculas podía ser la 

causa de la diferente respuesta de la suspensión celular. La adición de MJ al medio de 

cultivo ocasionó un descenso de la capacidad de crecimiento, hecho ya constatado en 

otros cultivos celulares de Taxus (Furmanowa y cols., 2000; Baebler y cols., 2005). Por 

otro lado, aunque inicialmente la capacidad de formación de biomasa en los cultivos 

celulares elicitados con MJ (solo o en combinación con las diferentes CD) siguieron la 

misma tendencia que los tratamientos control y de CD solas, tras la adición de éste (día 

7 del cultivo) (Figura 3), se produjo una reducción significativa en la generación de la 

biomasa, observándose a partir del día 12 un incremento lineal de la misma que alcanzó 

niveles similares al control al final del experimento. Los valores de viabilidad celular 

(medida como porcentaje de células vivas en relación al total), corroboran este hecho ya 

que en los cultivos celulares tratados con MJ se observó una disminución de células 

vivas, aunque en ningún caso, ésta resultó ser menor del 70% (Figura 4A). Resultados 

muy similares fueron descritos por Expósito y cols., (2010) en cultivos celulares de T x 

media. En los demás cultivos estudiados, la viabilidad celular se mantuvo muy alta, 

confirmando los resultados ya comentados para la formación de biomasa. 
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Figura 3. Variación de la biomasa celular durante la elicitación de cultivos celulares de T. x media con 50 

mM de M-β-CD (A), HP- β-CD (B) y γ-CD (C) solas o en combinación con 100 µM de MJ. Las medidas 

están expresadas en g PS/ L y los valores representados son las medias ± DE de dos réplicas 

independientes. 
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Figura 4. A. Viabilidad celular de los cultivos de T. x media crecidos durante 20 días en el medio de 
producción sin la adición de elicitores (control) o con 100 µM de MJ solo o en combinación con 50 mM 
de CD. B. Imagen de las células teñidas con diacetato de fluoresceína (células verdes) y yoduro de 
propidio (células rojas).  

 

Aunque la adición de un elicitor puede estimular la síntesis de metabolitos 

secundarios en cultivos celulares se ha demostrado que también puede provocar una 

inhibición del crecimiento y una rápida pérdida de la viabilidad celular. Diferentes 

autores (Yuan y cols., 2002b; Qiao y cols., 2003) analizaron si la disminución de la 

viabilidad celular se debía al efecto directo de los inductores o a la alta acumulación de 

metabolitos secundarios que podría resultar tóxico para las células. En este sentido, se 

han encontrado metabolitos secundarios que participan en los mecanismos de defensa 

que pueden inducir apoptosis celular (Knight y cols., 2001). Estudios realizados en 

cultivos celulares de T. chinensis y T. baccata revelaron que la formación de taxol 

podría estar relacionada con la muerte celular (Ma y cols., 2002; Expósito y cols., 
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2009b). Además, Kim y cols., (2005) señalaron que, después del tratamiento con MJ, la 

pérdida de la viabilidad celular parecía estar relacionada con un nivel elevado de taxol y 

otros taxanos, en lugar de ser un efecto directo de la adición de MJ al medio de cultivo. 

III. Identificación y cuantificación de taxanos en cultivos celulares de 

T. x media elicitados con jasmonato de metilo y ciclodextrinas 

Tras la elicitación de suspensiones celulares de T. x media en el medio de cultivo 

óptimo para la producción, suplementado con 50 mM de las CD consideradas en este 

estudio y 100 µM de MJ, separadamente o en combinación, se realizó la extracción de 

los taxanos presentes en el medio extracelular y los extractos metanólicos obtenidos se 

analizaron mediante HPLC-DAD. De todos los taxanos presentes en el medio 

extracelular, se identificaron y cuantificaron el taxol, la 10-deacetilbacatina III, la 

bacatina III, el 10-deacetiltaxol y la cefalomanina (Figura 5). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Cromatograma HPLC-DAD del extracto metanólico obtenido del medio extracelular de 
cultivos celulares de T. x media elicitados durante 20 días con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ 
separadamente o en combinación.  
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IV. Caracterización de la producción de taxanos en suspensiones 

celulares de T. x media  

IV.1. Estudio temporal y comparativo del efecto de la adición de distintos tipos de 

ciclodextrinas solas o en combinación con jasmonato de metilo sobre la producción 

de taxanos en suspensiones celulares de tejo 

La fase de desarrollo del cultivo celular es un factor clave en la biosíntesis de 

compuestos secundarios, por ello, los elicitores se añadieron al medio de cultivo óptimo 

para la producción en dos momentos diferentes del cultivo. En el caso de las CD, éstas 

se adicionaron al medio de cultivo en el momento de la transferencia de las 

suspensiones celulares desde el medio óptimo para el crecimiento al medio óptimo para 

la producción, como se ha descrito en anteriores trabajos (Bru y cols., 2006), mientras 

que MJ se adicionó al medio después del mantenimiento de las células durante 7 días en 

el medio óptimo de producción. Diversos autores (Ketchum y cols., 1999; Kim y cols., 

2005; Onrubia y cols., 2010a) han demostrado que la adición de MJ al medio a los 7 

días de cultivo daba lugar a incrementos de producción más destacados puesto que las 

células ya se habían recuperado del estrés que representa la inoculación a medio fresco 

y además al haber mayor biomasa celular también podría implicar una mayor 

acumulación de los precursores de taxanos. 

La presencia de MJ en el medio de cultivo condicionó el incremento de taxanos 

totales con respecto al cultivo control. En los cultivos elicitados con MJ, en el momento 

de la máxima producción, los contenidos de taxanos totales fueron más de 2 veces 

superiores a los correspondientes al cultivo control (Figura 6). La efectividad del MJ en 

el incremento de la producción de taxanos ha sido ya demostrada en numerosas 

ocasiones (Ketchum y cols., 1999; Yukimune y cols., 1996; Furmanowa y cols., 1996; 

Cusidó y cols., 2002; Bentebibel y cols., 2005). 

La adición de las CD al medio de cultivo también ocasionó incrementos en el 

contenido de taxanos totales sin embargo, su mayor o menor eficacia como compuestos 

elicitores fue dependiente de su naturaleza química. La CD que más activó la biosíntesis 

de taxanos fue M-β-CD, que dio lugar a una producción de taxanos totales 2.4 veces 

superiores a la del control sin elicitar, seguida de la γ-CD (1.8 veces) y de la HP-β-CD 

(1.4 veces). A su vez, la producción máxima de taxanos en los cultivos elicitados con γ-
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CD se alcanzó el dia 16 de elicitación, mientras que en el caso de los cultivos elicitados 

con las otras CD ensayadas, tuvo lugar al final del cultivo (20 días) (Figura 6). La 

acción positiva de las CD sobre la activación del metabolismo secundario ya había sido 

demostrada previamente (Zamboni y cols., 2009). Así, en cultivos celulares de V. 

vinifera cv. Gamay, la producción de resveratrol se vio claramente incrementada por la 

adición de M-β-CD (Lijavetzky y cols., 2008; Martinez-Esteso y cols., 2011) y en 

cultivos celulares de S lycopersicum cv. Micro-Tom también se obtuvo una mayor 

producción de esteroles y taraxasterol tras la adición de CD al medio de cultivo 

(Briceño y cols., 2012). Sin embargo, esta es la primera vez que se ensaya la utilización 

de CD como elicitores con el fin de incrementar la producción de taxanos en 

suspensiones celulares de T. x media. 

Resultados mucho más destacados se obtuvieron cuando las células fueron 

elicitadas con β- o γ-CD en combinación con MJ, el contenido total de taxanos se 

incrementó exponencialmente alcanzándose la máxima producción el día 16 (que se 

corresponde con 9 días de tratamiento con MJ) en el caso de las M-β-CD + MJ (103.80 

± 16.04 mg/ L, Figura 6) y el día 20 en los cultivos elicitados con HP-β-CD + MJ y γ-

CD + MJ (87.91 ± 12.74 y 175.77 ± 24.86 mg/ L, respectivamente, Figura 6B y 6C).  

Los resultados obtenidos (Figura 6) indican que la capacidad para producir y 

acumular taxanos en los cultivos celulares de T. x media elicitados conjuntamente con 

50 mM de CD y 100 µM de MJ varía en función de la naturaleza (β- y γ-CD) y el tipo 

de CD (M-β-CD y HP-β-CD) utilizadas como elicitor, tal como ya se ha indicado en los 

resultados correspondientes al crecimiento de los cultivos estudiados. 

Los niveles de taxanos alcanzados corresponden a una productividad de 6.5 

mg/L/día, 4.4 mg/L/día y 8.8 mg/L/día en los cultivos elicitados con MJ y M-β-CD, 

HP-β-CD y γ-CD, respectivamente. Estos valores de productividad se encuentran entre 

los más altos alcanzados en laboratorios académicos. La misma línea celular tratada con 

coronatina (1 µM) dio lugar a unos valores de productividad de taxanos totales altos, del 

orden de 5 mg/L/día (Onrubia y cols., 2013a), pero la elicitación conjunta de CD con 

MJ superó ampliamente estos niveles. 

Los valores de taxanos totales obtenidos en el tratamiento combinado de CD y 

MJ fueron siempre, como mínimo, 10 veces superiores a aquellos obtenidos en los 
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cultivos elicitados con cualquiera de las CD ensayadas o con MJ individualmente. A la 

vez, debemos destacar que los niveles de taxanos totales obtenidos en los cultivos 

tratados simultáneamente con MJ y cada una de las tres CD ensayadas, es decir M-β-

CD, HP-β-CD o γ-CD resultaron ser del orden de 2.8, 3.0 y 5.5 veces superiores a la 

suma de taxanos totales obtenidos en los cultivos tratados con MJ más los alcanzados en 

aquellos suplementados individualmente con las CD estudiadas, siempre considerando 

el momento de producción máxima. Estos resultados sugieren que ambos tipos de 

elicitores actúan sinérgicamente en la producción de taxanos.  

Por otro lado, los resultados mostrados en la Figura 7 indican que los cultivos 

celulares de T. x media elicitados con CD y MJ simultáneamente, tienen una elevada 

capacidad para excretar los taxanos desde las células productoras hacia el medio 

extracelular, observando una diferencia significativa entre el contenido intra- y 

extracelular de taxanos en todos los tratamientos realizados. Así, en los cultivos control, 

el contenido total de taxanos se mantuvo bajo a lo largo de todo el experimento en 

ambos espacios, observándose un ligero incremento a partir del día 12, acumulándose la 

mayor parte de éstos en el interior celular (~ 80%) transcurridos 20 días. En todos los 

cultivos estudiados se pudo observar que las CD adicionadas solas incrementan la 

capacidad de las células para excretar los taxanos formados ya que el porcentaje de 

excreción en los cultivos tratados con M-β-CD, HP-β-CD y γ-CD incrementó en 2, 1.6 y 

1.5 veces, respectivamente, en relación al control sin elicitar. Bajo condiciones de 

elicitación con CD y MJ simultáneamente, el contenido total de taxanos en el interior de 

las células, a lo largo de todo el experimento, representó entre el 10-30% del contenido 

total, cuando las CD utilizadas fueron β-CD (M-β-CD y HP-β-CD), acumulándose, 

respectivamente  una media del 87% y 74% de los taxanos formados  en el medio 

extracelular. Sin embargo, cuando las células se estimularon con γ-CD y MJ, la 

capacidad celular para liberar los taxanos producidos al medio de cultivo resultó menor, 

obteniéndose niveles similares de taxanos intra- y extracelulares (~50% en ambos 

espacios al cabo de 20 días). También debemos destacar que la presencia de MJ en el 

medio de cultivo suplementado con CD potenció la capacidad celular para excretar los 

taxanos formados en todos los cultivos tratados con CD, ya que provocó un mayor 

porcentaje de excreción en todos ellos.  
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Figura 6. Variación de la producción de taxanos a lo largo del tiempo en cultivos celulares de T. x media 

elicitados con 50 mM de M-β-CD (A), HP- β-CD (B) y γ-CD (C) separadamente o en combinación con 

100 µM de MJ  durante 20 días. Los valores representados son las medias ± DE de dos réplicas 

independientes. 
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Las CD, como se ha descrito en el apartado de Introducción son oligosacáridos 

cíclicos que se han mostrado muy eficaces en la inducción de respuestas de defensa en 

cultivos celulares de V. vinifera (Bru y cols., 2006), es decir, son compuestos que actúan 

como elicitores dando lugar a un marcado incremento de la producción de compuestos 

secundarios a la vez que también activa ciertos factores de transcripción (Zamboni y 

cols., 2009). Sin embargo, una de las propiedades más destacadas de las CD es, debido 

a su estructura molecular, formar complejos de inclusión con compuestos poco 

hidrosolubles, que facilitan su salida de las células y su aislamiento en el medio cultivo. 

Los resultados descritos hasta el momento demuestran que también en cultivos celulares 

de T x media, las CD ensayadas, y en especial las β-CD, probablemente separan los 

taxanos formados en el citoplasma activo y una vez en el medio de cultivo, también 

éstos quedan secuestrados. Todo ello es probablemente la causa de los altos niveles de 

producción alcanzados en los cultivos tratados con β-CD y MJ, ya que los procesos de 

retroinhibición y la posible toxicidad de los taxanos, que generalmente limitan la 

producción, en este caso no son patentes. 

Los resultados obtenidos demuestran que, aunque la elicitación conjunta de MJ 

con γ-CD resultó ser el tratamiento que condicionó los mayores niveles de taxanos 

totales, la capacidad de las células para liberar los taxanos formados fue limitada. 

Contrariamente, en los cultivos tratados simultáneamente con MJ y M-β-CD la 

liberación de los taxanos al medio de cultivo fue casi total, aunque los niveles de 

producción no fueron tan elevados (Figura 7). Por ello, en el momento de máxima 

producción, se encontraron mayores concentraciones de taxanos en el medio 

suplementado con MJ y M-β-CD que en aquel suplementado con MJ con γ-CD, hecho 

que resultó básico para el planteamiento de los nuevos ensayos llevados a cabo en este 

trabajo de Tesis Doctoral.  
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Figura 7. Capacidad de excreción de taxanos desde las células productoras (colores claros) hacia el 

medio extracelular (colores oscuros) en cultivos celulares de T. x media elicitados con 50 mM de M-β-CD 

(■), HP- β-CD (■) y γ-CD (■) separadamente o en combinación con 100 µM de MJ (■) durante 20 días. 

Los valores representados son las medias ± DE de dos réplicas independientes. 

En cuanto a los niveles de producción de cada taxano individualmente 

(expresado como % del total de taxanos producidos) (Figura 8) se puede ver que, el 

taxano encontrado en mayor proporción en los cultivos celulares de T. x media varió 

dependiendo del tipo de CD. En el caso de las β-CD metiladas al azar (M-β-CD, Figura 

8A), el taxano más abundante, fue el taxol, el cual representó aproximadamente entre el 

70-80 % del contenido total de taxanos siendo el 2º taxano más abundante la bacatina 

III, que representó el 15%. Por otro lado, en presencia de CD hidroxipropiladas (HP-β-

CD, Figura 8B), se obtuvo una producción de taxanos variable a lo largo del tiempo 

acumulándose en mayor proporción el taxol (65-70%) durante los primeros 12 días de 

elicitación, el cual disminuyó hasta el 30-45% hacia el final del experimento siendo el 

taxano más abundante en este intervalo la bacatina III, que representó alrededor del 

45%. Sin embargo, cuando las células fueron elicitadas con γ-CD (Figura 8C) se 

incrementó significativamente la producción de bacatina III a partir de 16 días en 

detrimento del taxol siendo aproximadamente el 56% frente a un 23% de taxol. Este 

hecho demuestra la importancia de la capacidad excretora de las células productoras 

para la formación de taxol, ya que, aunque los niveles de taxanos totales fueron muy 

superiores en este último cultivo con respecto a los demás, los niveles de taxol 

obtenidos resultaron significativamente menores. Probablemente la toxicidad de este 

compuesto para la propia célula que lo produce limitó su biosíntesis, hecho que provocó 

la acumulación de su precursor inmediato, la bacatina III. 
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Figura 8. Proporción de taxanos, expresado como porcentaje del contenido total de taxanos, en cultivos 

celulares de T. x media elicitados con 50 mM de M-β-CD (A), HP-β-CD (B) y γ-CD (C) en combinación 

con 100 µM de MJ a lo largo del tiempo. 

Estos resultados ponen de manifiesto la capacidad de las CD para formar 

complejos de inclusión con los taxanos permitiendo no sólo la acumulación extracelular 

de estos compuestos, evitando su efecto tóxico sobre las células productoras, sino 

también facilitando su recuperación del medio extracelular por lo que se abre una nueva 
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vía para la producción de estos metabolitos a partir de suspensiones celulares de T. x 

media elicitadas conjuntamente con CD y MJ. 

V. Análisis de los niveles de expresión de los genes que codifican 

enzimas clave de la ruta de biosíntesis de taxanos utilizando cultivos 

celulares de T. x media elicitados con jasmonato de metilo y 

ciclodextrinas separadamente o en combinación 

Una vez establecido que, el tratamiento más efectivo resultó ser la adición de M-

β-CD junto con MJ puesto que además de condicionar una alta producción de taxol y 

taxanos de interés, también promovía su liberación, de forma que dichos compuestos se 

encontraban casi exclusivamente en el medio de cultivo, se procedió a analizar la 

relación entre los niveles de acumulación de taxanos y la expresión de los genes que 

codifican para enzimas clave de la ruta de biosíntesis del taxol. Para ello, los cultivos 

celulares de T. x media se elicitaron con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ 

separadamente o en combinación y se mantuvieron durante 23 días en oscuridad, en el 

medio de cultivo óptimo para la producción. Durante ese tiempo, se recogieron muestras 

periódicas para analizar, tanto el contenido total e individual de taxanos mediante 

HPLC-DAD como el perfil de expresión de los genes que codifican para enzimas clave 

que controlan la biosíntesis de estos compuestos, mediante PCR cuantitativa en tiempo 

real (qRT-PCR), con el fin de buscar una interrelación entre los resultados obtenidos en 

los estudios metabólicos y los transcriptómicos llevados a cabo. 

La Figura 9 muestra el contenido total de taxanos obtenido tras la elicitación de 

los cultivos celulares de T. x media con M-β-CD sola o en combinación con MJ. Como 

se puede observar en dicha figura, el contenido total de taxanos incrementó 

significativamente cuando las células fueron transferidas al medio óptimo para la 

producción en presencia de estos elicitores ya que, en los cultivos control, la 

acumulación total de taxanos se mantuvo baja durante todo el experimento, 

observándose un ligero incremento a partir del día 10 del cultivo, el cual se mantuvo 

estable en torno a 5 mg/ L hasta el día 21. En los cultivos celulares elicitados en 

presencia de M-β-CD solas, la cantidad de taxanos acumulados fue oscilante, situándose 

los niveles de producción entre 5 y 18 mg/ L. Por el contrario, bajo condiciones de 

elicitación en presencia únicamente de MJ, se observó un aumento significativo de la 
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producción total de taxanos tras la adición del mismo (día 7 del cultivo), alcanzándose 

los mayores niveles de producción a partir del día 18 (40.33 ± 6.05 mg/ L). Del mismo 

modo, cuando las células se trataron con ambos elicitores, se produjo un incremento 

lineal en la acumulación total de taxanos, alcanzando valores máximos tras 23 días de 

tratamiento (142.21 ± 17.22 mg/ L). Es destacable de nuevo el efecto sinérgico de 

ambos elicitores, sobre la producción de taxanos puesto que, en el momento de la 

máxima producción, el total de taxanos de los cultivos elicitados individualmente con 

M-β−CD y MJ resultó ser aproximadamente 3 y 9 veces superior al control, en cambio 

en los cultivos suplementados con ambos elicitores, el nivel de taxanos alcanzado 

superó en 23 veces el de los cultivos control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Contenido total de taxanos (extra- e intracelular) en cultivos celulares de T. x media elicitados 

con 50 mM de M-β-CD separadamente o en combinación con 100 µM de MJ durante 23 días. Los valores 

representados son las medias ± DE de dos réplicas independientes. 

 

Asimismo, con el fin de conocer el mecanismo de acción de estos elicitores 

sobre la biosíntesis de taxanos, se determinaron los perfiles de transcripción de algunos 

genes que codifican para diferentes enzimas implicadas en la ruta de biosíntesis del 

taxol y otros taxanos relacionados, mediante qRT-PCR y su relación con el perfil de 

acumulación de los taxanos analizados. Los genes, cuyo patrón y niveles de expresión 
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se estudiaron fueron: TXS (taxadieno sintasa), que controla el primer paso 

comprometido de la ruta de biosíntesis del taxol; T7βOH (taxano 7β-hidroxilasa) y 

DBAT (10-deacetilbacatina III-10β-O-acetiltransferasa), que controlan pasos 

intermedios de la ruta; BAPT (bacatina III-3-amino-13-fenilpropanoiltransferasa) y 

DBTNBT (3´N-benzoiltransferasa) que están implicadas en los últimos pasos de la ruta 

biosintética del taxol. Además, con el fin de estandarizar los resultados, seleccionamos 

como valor de referencia (nivel de expresión =1), el nivel de acumulación del ARNm de 

cada gen en los cultivos celulares que se encontraban 14 días creciendo en el medio de 

cultivo óptimo para el crecimiento. Así, para llevar a cabo este estudio, la expresión de 

los genes considerados fue determinada desde el día 1 hasta el día 11 en el caso de los 

tratamientos control y de M-β-CD, y desde 1h hasta 96 h después de la adición de MJ 

en los tratamientos de MJ sólo y en combinación con M-β-CD, ya que éste fue 

adicionado al medio de cultivo óptimo para la producción una vez que las células habían 

estado creciendo durante 7 días en dicho medio suplementado o no con M-β-CD. 

La expresión de los genes estudiados no se vió significativamente incrementada 

por la presencia de M-β-CD individualmente en el medio de cultivo ya que en la 

mayoría de ellos, la acumulación de sus transcritos no duplicó el valor de referencia. 

Tampoco los cultivos control presentaron incrementos claros de acumulación de 

transcritos de los genes estudiados por lo que básicamente se comentarán los cambios 

en los patrones de expresión observados en los cultivos elicitados con MJ o MJ junto 

con M-β-CD. Puesto que el MJ fue adicionado el día 7 de cultivo, los resultados se 

comentarán en base a la adición de dicho elicitor, es decir considerando los tiempos de 

determinación de la expresión génica a partir de dicho momento.  

 La expresión del primer gen implicado en la ruta biosintética del taxol, TXS, fue 

fuertemente incrementada por la presencia de los elicitores a partir del día 7 del cultivo 

(Figura 10). La acumulación de transcritos de gen TXS en los cultivos celulares tratados 

con MJ, incrementó considerablemente tras 4 horas de tratamiento (7d–4h), 

alcanzándose los mayores niveles de acumulación tras 72 horas después de la adición 

del mismo. En ese punto los niveles de ARNm para el gen TXS fueron del orden de 16.7 

veces superiores al tratamiento control. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 

por Vongpaseuth y Roberts, (2007), quienes mostraron que la expresión de genes 

implicados en los primeros pasos de la ruta de biosíntesis del taxol (GGPPS y TXS) 
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aumentaban 6 h después de la elicitación con MJ, alcanzando el máximo de 1-2 días 

después de la elicitación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Variación de la expresión relativa de del gen TXS en cultivos celulares de T. x media 

elicitados con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ separadamente o en combinación. Los ARN 

mensajeros se analizaron mediante qRT-PCR frente al gen de referencia TBC41. MC: cultivos celulares 

crecidos durante 14 días en el medio de cultivo óptimo para el crecimiento. Los valores representados son 

las medias ± DE de tres réplicas independientes. 

 

Asimismo, la expresión de TXS fue mayor en el tratamiento con ambos elicitores 

en todos los tiempos analizados, alcanzándose el máximo nivel de expresión, con una 

acumulación de transcritos 16 veces superior al valor de referencia, entre los 8 y 10 días 

después de la adición de MJ, para posteriormente disminuir aunque se mantuvo elevado 

hasta el día 11 del cultivo. En este sentido, la combinación de ambos elicitores provocó 

un incremento de la expresión de TXS que fue del orden de 1.5 veces superior a la suma 

obtenida del tratamiento individual con M-β-CD y MJ en el punto 10d-72h, existiendo 
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también en este caso, un efecto sinérgico entre ambos elicitores sobre los niveles de 

expresión de gen TXS (Figura 10). 

En los pasos intermedios de la ruta de biosíntesis del taxol, la enzima T7βOH 

cataliza la hidroxilación del C7 del esqueleto de taxano. Al igual que en el caso anterior, 

la expresión del gen T7βOH también aumentó después de la elicitación. Como muestra 

la Figura 11, la acumulación de transcritos de este gen fue significativamente mayor en 

los cultivos celulares tratados con MJ, solo o en combinación con M-β-CD, que en los 

cultivos tratados sólo con M-β-CD y en los cultivos control. Así, bajo condiciones de 

elicitación con MJ, la expresión de T7βOH se incrementó inmediatamente tras la 

adición del mismo (día7-1h), alcanzando el máximo nivel de expresión tras 4 horas de 

elicitación, momento en que la acumulación de sus transcritos resultó ser 150 veces el 

valor de referencia. A continuación, disminuyó (8d-24h) para aumentar nuevamente 

(10d-72h), manteniéndose estable hasta las 96h estudiadas. Por otro lado, cuando las 

células se elicitaron con M-β-CD, los niveles de acumulación de transcritos de T7βOH 

se mantuvieron bajos, sólo del orden de 6.7 veces superiores al valor de referencia, 

durante todo el experimento. Sin embargo, la acción conjunta de ambos elicitores 

provocó un muy marcado incremento de la expresión de T7βOH, observándose dos 

picos máximos de expresión transcurridas 4 y 72 horas de elicitación (con 

acumulaciones de transcritos superiores a 400 veces el valor de referencia), que fueron 

del orden de 71.4 y 99 veces superiores, respectivamente, a la suma de los niveles de 

expresión encontrados en las células tratadas con M-β-CD y MJ a esos tiempos, 

mostrando de nuevo un claro efecto sinérgico entre ambos elicitores (Figura 11). 
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Figura 11. Variación de la expresión relativa de del gen T7βOH en cultivos celulares de T. x media 

elicitados con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ separadamente o en combinación. Los ARN 

mensajeros se analizaron mediante qRT-PCR frente al gen de referencia TBC41. MC: cultivos celulares 

crecidos durante 14 días en el medio de cultivo óptimo para el crecimiento. Los valores representados son 

las medias ± DE de tres réplicas independientes. 

 

Por otro lado, también se estudió el nivel de expresión del gen que codifica para 

la enzima DBAT, responsable de la conversión de 10-deacetilbacatina III a bacatina III. 

Como se observa en la Figura 12, la expresión del gen DBAT también incrementó bajo 

condiciones de elicitación con MJ, aunque se observó un incremento inicial en el 

tratamiento control y de M-β-CD a las 4 y 24 horas, respectivamente, disminuyendo 

durante el resto del experimento. En el caso de los cultivos celulares tratados con MJ, la 

expresión del gen DBAT se incrementó desde el inicio (7d-1h) y alcanzó el nivel 

máximo a las 72 horas (10d-72h) (2.4 y 12.7 veces superior al valor de referencia y al 

control, respectivamente), disminuyendo a las 96h. Una vez más, la acción combinada 

de ambos elicitores produjo la mayor acumulación de transcritos, observándose 

aparentemente dos picos máximos de expresión, transcurridas 4 y 72 horas de 
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elicitación, que fueron del orden de 14.1 y 24.3 veces superiores a la suma de los 

niveles de expresión de las células tratadas con M-β-CD y MJ individualmente a esos 

tiempos, haciendo patente de nuevo un efecto sinérgico entre ambos elicitores. 

Sin embargo, que el incremento de expresión de este gen debido a la elicitación 

fue poco destacado ya que en ningún caso superó a 7 veces el valor de referencia, 

respuesta mucho más limitada que la que se observó en los genes estudiados 

anteriormente. Es decir la respuesta del gen DBAT a la elicitación con M-β-CD y MJ 

resultó limitada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Variación de la expresión relativa de del gen DBAT en cultivos celulares de T. x media 

elicitados con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ separadamente o en combinación. Los ARN 

mensajeros se analizaron mediante qRT-PCR frente al gen de referencia TBC41. MC: cultivos celulares 

crecidos durante 14 días en el medio de cultivo óptimo para el crecimiento. Los valores representados son 

las medias ± DE de tres réplicas independientes. 

 

 Con el fin de establecer la relación que puede existir entre la producción de 

taxanos y la acumulación de transcritos de los genes involucrados en su biosíntesis, 

10-Deacetilbacatina III Bacatina III

10-Deacetilbacatina III 
10β-O-acetiltransferasa

(DBAT)

0

2

4

6

8

10

M
C

4
h

2
4

h

7
2

h

9
6

h

7
d

-1
h

7
d

-4
h

8
d

-2
4

h

1
0

d
-7

2
h

1
1

d
-9

6
h

D
B

A
T/

 T
B

C
4

1

MC

Control

M-β-CD

MJ

M-β-CD + MJ



Capítulo III   

190 
 

debemos considerar que la DAB III y la bacatina son dos compuestos cuya producción 

podría estar regulada por la expresión de los genes estudiados hasta el momento, es 

decir, los genes TXS, T7βOH y DBAT. Los niveles de producción de DAB III (Figura 

13A) fueron variables tanto en los cultivos control como en los cultivos elicitados con 

M-β-CD y MJ individualmente, manteniéndose bajos (< 5 mg/ L) a lo largo de todo el 

experimento, mientras que en el tratamiento combinado se observó un incremento 

(14.03 mg/ L) al final del mismo. Sin embargo, los niveles más elevados de bacatina III 

se obtuvieron en presencia MJ solo o en combinación con M-β-CD (a lo largo de todo el 

experimento) (Figura 13B). Estos resultados sugieren una transformación activa de la 

DAB III en bacatina III en la línea celular de T. x media estudiada. El hecho de que la 

acumulación de bacatina III fuese tan elevada en relación a la acumulación de DAB III 

podría indicar que, aunque la expresión del gen que codifica para la enzima DBAT no 

era muy elevada (Figura 12), si que fue suficiente para dar lugar a la cantidad de enzima 

activa necesaria para no limitar el proceso biosintético que lleva a la síntesis de taxol. Es 

decir, la enzima DBAT no parece controlar un paso limitante de esta ruta biosintética. 

En ese sentido, Onrubia y cols., (2013a), indicaron que la enzima DBAT, 

probablemente no controla un paso flujo-limitante y que la producción de bacatina III 

depende más de los niveles de precursores formados que de la cantidad de enzima 

formada. 

Los dos últimos genes estudiados, implicados en la ruta de biosíntesis del taxol, 

codifican dos transferasas, el gen BAPT (Figura 14) que codifica para la enzima BAPT 

que es responsable de la unión de la cadena lateral a bacatina III, dando lugar a la 

formación de taxanos que contienen derivados de la β-fenilalanina como cadena lateral 

y el gen DBTNBT (Figura 15A) que codifica para la enzima DBTNBT, que está 

implicada en la benzoilación de la cadena lateral, último paso metabólico que conduce a 

la síntesis del taxol. Como se observa en dichas figuras, tanto los cultivos control como 

los elicitados con M-β-CD, presentaron un ligero incremento en la expresión de estos 

dos genes durante todo el tiempo del experimento, aunque en ningún caso resultaron 

superiores a 10 veces el valor de referencia, es decir, también en este caso, el 

incremento de expresión de ambos genes en condiciones de elicitación fue limitado 

(Figuras 14 y 15A). 
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Figura 13. Contenido total (extra- + intracelular) de 10-deacetilbacatina III (A) y bacatina III (B) en 

cultivos celulares de T. x media elicitados con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ separadamente o en 

combinación, durante 23 días en medio de cultivo óptimo para la producción. Los valores representados 

son las medias ± DE de dos réplicas independientes. 

 

En las células tratadas sólo con MJ, la acumulación de transcritos para el gen 

BAPT comenzó después de 1h de elicitación alcanzando su máximo a las 96 horas (11d-

96h), con niveles de expresión 42.4 veces superiores al tratamiento control, mientras 

que en el caso de gen DBTNBT, la mayor acumulación de transcritos tuvo lugar a partir 

de 72 horas (10d-72h) de elicitación (7.63 veces superior al control en ese punto). Sin 

embargo, la combinación de ambos elicitores provocó un efecto sinérgico tanto en el 

nivel de expresión del gen BAPT como en el del gen DBTNBT. En el caso concreto de 

BAPT (Figura 14), los mayores niveles de expresión se observaron durante las primeras 

4 horas de tratamiento y a continuación, disminuyeron progresivamente hasta alcanzar 

el mismo nivel de expresión que al final del tratamiento con MJ individualmente (11d-

96h). En el caso del gen DBTNBT (Figura 15A), la presencia conjunta de MJ y M-β-CD 

produjo dos picos máximos transcurridas 1 (7d-1h) y 72 horas (10d-72h) de elicitación, 

que fueron del orden de 2.5 y 1.5 veces superiores a la suma de los niveles de expresión 
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encontrados en las células tratadas con MJ y M-β-CD individualmente, en esos dos 

puntos. Un hecho destacable es que la presencia de M-β-CD en el tratamiento 

combinado produjo una activación más temprana de estos dos genes, con respecto a la 

observada en los cultivos elicitados con tan sólo MJ, como se observa en las Figuras 14 

y 15A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Variación de la expresión relativa del gen BAPT en cultivos celulares de T. x media elicitados 

con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ separadamente o en combinación. Los ARN mensajeros se 

analizaron mediante qRT-PCR frente al gen de referencia TBC41. MC: cultivos celulares crecidos durante 

14 días en el medio de cultivo óptimo para el crecimiento. Los valores representados son las medias ± DE 

de tres réplicas independientes. 

 

En relación a la biosíntesis del taxol, que se sintetiza después de la benzoilación 

del 3´-N-debenzoiltaxol por acción de la enzima DBTNBT, se observó la mayor 

acumulación en el tratamiento conjunto de M-β-CD y MJ, al final del experimento 

(65.01 mg/ L) (Figura 15B), mientras que en el caso de los cultivos celulares tratados 

con MJ y M-β-CD por separado, la cantidad de taxol acumulado fue de 5.9 y 13.9 mg/ 

L, respectivamente, mostrando un efecto sinérgico por la acción conjunta de ambos 

elicitores. Este incremento en los niveles de producción del taxol no se correlacionaron 

con el incremento de la expresión del gen DBTNBT inducido por la presencia de ambos 
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elicitores, ya que, en dichas condiciones, los niveles de taxol resultaron prácticamente 

60 veces superiores a los contenidos del cultivo control, mientras que la expresión de 

este gen tan sólo incrementó en unas 6-8 veces. La limitada acumulación de transcritos 

para los genes BAPT y DBTNBT no pueden pues responder a la destacada producción 

de taxol encontrada en los cultivos celulares de T x media elicitados conjuntamente con 

MJ y M-β-CD. 

Asimismo, también se cuantificaron el deacetiltaxol (DAT) y la cefalomanina. 

Como se observa en la Figura 16, el contenido de DAT y cefalomanina fue indetectable 

o muy bajo (≤ 5 mg/ L) tanto en los cultivos control como en los cultivos celulares 

elicitados con M-β-CD y MJ individualmente. Sin embargo, la presencia conjunta de 

ambos elicitores dio lugar a un aumento de su producción, siendo máxima entre los días 

16-18 (16.6 mg/ L) y el día 23 (37.9 mg/ L) en el caso del DAT y la cefalomanina, 

respectivamente. En cuanto a su biosíntesis, probablemente bacatina III y β-fenilalanoil 

CoA sean necesarias para la biosíntesis del DAT, así como la enzima BAPT. Sin 

embargo, no está claro si el DAT se forma como un producto de la degradación del 

taxol o si se forma a través de una reacción secundaria de la ruta de biosíntesis del taxol. 

En cuanto a la cefalomanina, también requiere de la enzima BAPT para su formación, 

pero no de DBTNBT. De hecho, la cefalomanina es muy similar estructuralmente al 

taxol, sólo difieren en la presencia de un grupo N-tigloilo en la posición C3´ de la 

cadena lateral en lugar de un grupo N-benzoilo. Dado que los niveles de taxol fueron 

mayores que los de cefalomanina, se podría sugerir que la/las etapa/s metabólica/s que 

conducen a la síntesis de esta última se producen con menos eficiencia que las 

conducentes a la formación de taxol.  

Los resultados descritos indican que los niveles de transcripción de estos genes 

podrían, en la mayoría de los casos, estar correlacionados con los niveles de taxanos 

producidos en presencia de M-β-CD separadamente o en combinación con MJ, ya que 

el efecto sinérgico observado en la acumulación de taxanos es consecuencia del efecto 

sinérgico detectado en la expresión de genes, aunque los niveles máximos de transcritos 

se alcanzan al inicio de la elicitación, mientras que la mayor acumulación de taxanos se 

produce transcurridos 23 días de tratamiento (Figura 9). 
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Figura 15. Variación de la expresión relativa de del gen DBTNBT (A) y del contenido total (extra- + 

intracelular) de taxol (B) en cultivos celulares de T. x media elicitados con 50 mM de M-β-CD y 100 µM 

de MJ separadamente o en combinación. Los ARN mensajeros se analizaron mediante qRT-PCR frente al 

gen de referencia TBC41. MC: cultivos celulares crecidos durante 14 días en el medio de cultivo óptimo 

para el crecimiento. Los valores representados son las medias ± DE de tres réplicas independientes. 
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Figura 16. Contenido total (extra- + intracelular) de 10-deacetiltaxol y cefalomanina en cultivos celulares 

de T. x media elicitados con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ separadamente o en combinación, 

durante 23 días en medio de cultivo óptimo para la producción. Los valores representados son las medias 

± DE de dos réplicas independientes. 

  

Los bajos niveles de expresión de los genes estudiados, en condiciones control, 

podrían ser la explicación de los muy bajos contenidos de taxol y taxanos relacionados 

en la línea celular de T x media estudiada, por lo que se demuestra que la elicitación es 

una estrategia necesaria para la activación de genes implicados en la ruta secundaria que 

lleva a su formación y en consecuencia para la obtención biotecnológica de niveles 

elevados de dichos compuestos de interés. 

También es destacable el hecho de que la máxima expresión de los genes 

relacionados con la biosíntesis del taxol tiene lugar a las pocas horas/días de la 

elicitación, sin embargo, los máximos niveles de taxanos se alcanzan posteriormente (7-

10 días). Ello podría indicar que las enzimas formadas persisten de manera estable y 

activa, aún después de desaparecer los transcritos que las codifican. Nims y cols., 
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(2006), demostraron en cultivos celulares de T. cuspidata que los transcritos del gen 

TXS no persistían más de 30 horas después de la elicitación. Sin embargo, este punto 

requeriría estudios más profundos de las actividades enzimáticas a lo largo del tiempo 

de elicitación y un conocimiento más amplio de otros factores que también podrían 

tomar parte en la regulación de este proceso biosintético. 

Durante las últimas décadas se han llevado a cabo numerosos estudios 

metabólicos y genéticos que han dado lugar a avances significativos en el conocimiento 

de la ruta de biosíntesis del taxol. Sin embargo, la ruta biosintética completa así como 

las enzimas implicadas en ella no son completamente conocidas. En este sentido, 

utilizando la técnica ADNc-AFLP en cultivos celulares de Taxus, el grupo de 

investigación de la Universidad de Barcelona ha encontrado algunos genes cuyo nivel 

de expresión aumenta considerablemente en respuesta a la adición de MJ. De esa forma 

se ha conseguido secuenciar y clonar posibles genes reguladores que podrían estar 

directamente implicados en la biosíntesis y/o regulación del taxol. Uno de ellos, resultó 

de especial interés, el TB595, cuya secuencia se encuentra protegida bajo patente 

(Patente EE.UU. 61/337689), ya que podría ser un gen regulador involucrado en la 

respuesta de MJ que conduce a la biosíntesis de metabolitos secundarios y que codifica 

para una posible proteína reguladora denominada taximin implicada en los sistemas de 

defensa de las plantas (Onrubia y cols., 2012). 

Por ello, se realizó el análisis de la expresión de los genes que codifican para la 

proteína taximin (TB595) así como para el gen que codifica para un transportador ABC 

(ABC) obtenidos, mediante la técnica ADNc-AFLP, con el objetivo de comprobar cuál 

era su patrón de expresión en los cultivos celulares de T. x media elicitados con 50 mM 

de M-β-CD y 100 µM de MJ, solos o en combinación. Los resultados indicaron (Figura 

17) que los mayores niveles de expresión del gen TB595 se obtuvieron cuando los 

cultivos celulares se encontraban en el medio de cultivo óptimo para el crecimiento 

durante 14 días (MC) y durante las primeras 4 horas en el medio de cultivo óptimo para 

la producción (cultivos control y elicitados con MJ), observándose posteriormente, una 

disminución drástica en la acumulación de transcritos hasta el final del experimento en 

todos los tratamientos (Figura 17). Resultados similares fueron obtenidos en los 

estudios de ADNc-AFPL realizados en cultivos celulares de T. baccata elicitados con 

100 µM de MJ en los cuales, la mayor activación transcripcional de este gen tuvo lugar 

durante las primeras horas de crecimiento de las células en el medio de cultivo óptimo 
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para la producción tanto en cultivos control como en los elicitados con MJ, poniendo de 

manifiesto su participación en la regulación como factor de transcripción relacionado 

con el metabolismo secundario. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Variación de la expresión relativa de del gen TB595 en cultivos celulares de T. x media 

elicitados con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ separadamente o en combinación. Los ARN 

mensajeros se analizaron mediante qRT-PCR frente al gen de referencia TBC41. MC: cultivos celulares 

crecidos durante 14 días en el medio de cultivo óptimo para el crecimiento. Los valores representados son 

las medias ± DE de tres réplicas independientes. 

 

En cuanto a los niveles de expresión del gen que codifica para el transportador 

ABC (ABC), se observó un aumento en la acumulación de transcritos para este gen en 

los cultivos tratados con MJ, que alcanzó su máximo a las 4h de elicitación, alcanzando 

valores más de 12 veces superiores al valor de referencia. Sin embargo, mucho más 

efectiva resultó la elicitación simultánea con MJ y M-β-CD, ya que provocó un máximo 

de expresión tan sólo después de 1h de la elicitación conjunta, llegando a niveles de 

acumulación de transcritos de 23 veces el valor de referencia y más del doble del 

observado en este tiempo para el cultivo elicitado con MJ (Figura 18). 
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Figura 18. Variación de la expresión relativa del gen ABC en cultivos celulares de T. x media elicitados 

con 50 mM de M-β-CD y 100 µM de MJ separadamente o en combinación. Los ARN mensajeros se 

analizaron mediante qRT-PCR frente al gen de referencia TBC41. MC: cultivos celulares crecidos durante 

14 días en el medio de cultivo óptimo para el crecimiento. Los valores representados son las medias ± DE 

de tres réplicas independientes. 

 

 Al considerar los contenidos de bacatina III y taxol en los cultivos celulares 

elicitados con MJ o MJ junto con M-β-CD se puede observar que mientras que los 

niveles de bacatina III son altos en ambos cultivos, los de taxol son muy superiores en el 

cultivo tratado con ambos elicitores que en aquel tratado con tan sólo MJ. Este hecho 

podría ser debido, como se ha indicado anteriormente a que la acumulación de 

transcritos para los dos genes que actúan en la formación de taxol (BAPT y DBTNBT) es 

superior en los cultivos tratados con MJ y M-β-CD conjuntamente que en los tratados 

únicamente con MJ. A la vez, los transcritos para ambos genes se acumulan en 

momentos más tempranos de la elicitación cuando actúan ambos elicitores 

simultáneamente. Sin embargo, los niveles de expresión de ambos genes no son tan 

destacados como para responder a las diferencias tan acusadas en los niveles de taxol 

observadas entre ambos tratamientos. Por ello se debe considerar que la alta y muy 

temprana expresión del gen ABC observada en los cultivos doblemente elicitados podría 

contribuir decisivamente a los elevados niveles de producción de taxol. El gen ABC 

codifica probablemente para una proteína integral de membrana, y por ello con alta 

estabilidad, que colaboraría a transferir las inclusiones de CD-taxol o el taxol libre 

0

5

10

15

20

25

M
C

4
h

2
4

h

7
2

h

9
6

h

7
d

-1
h

7
d

-4
h

8
d

-2
4

h

1
0

d
-7

2
h

1
1

d
-9

6
h

A
B

C
/
 T

B
C

4
1

MC

Control

M-β-CD

MJ

M-β-CD + MJ



  Capítulo III 

199 
 

desde el citosol celular al medio de cultivo. Esta liberación constante de taxol podría ser 

la razón de una activa biosíntesis y acumulación extracelular ya que disminuirían 

claramente los procesos de retroinhibición y/o de toxicidad que podrían tener lugar en el 

citoplasma activo debido a la presencia de taxol, dando por ello las altas producciones 

de taxol obtenidas en este trabajo. El hecho de que el taxol y otros taxanos formen 

complejos de inclusión con las CD, a la vez que disminuye su toxicidad celular, también 

previene la posible degradación enzimática intra- y especialmente extracelular a la que 

están sometidos dichos compuestos (Cai y cols., 2012). La capacidad de las 

suspensiones celulares para liberar al medio de cultivo los productos de interés 

sintetizados es un punto muy importante a tener en cuenta cuando se pretende llevar a 

cabo la producción biotecnológica de un compuesto interés. Una alta capacidad de 

excreción por parte de las células productoras al medio de cultivo permite el 

establecimiento de sistemas continuos a nivel de biorreactor sin destruir la biomasa 

celular, a la vez que los procesos requeridos para extraer y purificar los compuestos de 

interés son más sencillos, biosostenibles y económicamente mucho más viables. 
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I. Los experimentos de elicitación de suspensiones celulares de C. annuum 

en presencia de CD y MJ separadamente o en combinación, permitió la identificación de 

compuestos de naturaleza sesquiterpénica como el aromadendrano y la solavetivona. 

Además, la adición combinada de estos elicitores a cultivos celulares de C. annuum 

produjo una acumulación más elevada de estos compuestos que cuando se utilizaron por 

separado observándose por tanto, un efecto sinérgico sobre su producción. La ausencia 

de estos compuestos en los cultivos control sugiere que su síntesis se produce como 

consecuencia de la elicitación. 

II. El análisis comparativo de las bandas de proteínas extracelulares 

presentes en los cultivos celulares de C. annuum control y los cultivos celulares 

elicitados en presencia de MJ solo o en combinación con M-β-CD mostró la presencia 

de tres bandas de proteínas que resultaron ser inducibles por el tratamiento de las 

suspensiones celulares con MJ. El análisis proteómico de estas tres bandas permitió la 

identificación de proteínas PR cuyas secuencias de aminoácidos presentaron homología 

con quitinasas, peroxidasas y otras enzimas hidrolíticas. Aparte de estas proteínas 

inducibles por MJ, se observó la presencia de proteínas PR constitutivas cuyas 

secuencias de aminoácidos eran homólogas a quitinasas, β-1,3-glucanasas, proteínas 

tipo taumatina y peroxidasas que están involucradas en el crecimiento, desarrollo y 

respuestas de defensa. 

III. El análisis del patrón de proteínas extracelulares totales obtenido a partir 

de suspensiones celulares de C. chinense elicitadas con MJ mostró la presencia de dos 

bandas de proteínas específicas cuya expresión fue inducida por la presencia de MJ. Los 

fragmentos trípticos obtenidos tras la microsecuenciación de esas bandas, contenían 

secuencias de aminoácidos que presentaron homología con proteínas PR del tipo 

NtPRp27, quitinasas, proteínas tipo germina y una pectinesterasa, sugiriendo un papel 

de MJ en la mediación de la expresión de genes relacionados con la defensa en 

pimiento. Además de estas proteínas inducidas por MJ, se identificaron endoquitinasas 

y peroxidasas que se encontraban presentes tanto en tratamientos control como 

elicitados.  

IV. La elicitación de suspensiones celulares de D. carota con β-CD dio lugar a la 

acumulación extracelular de fitosteroles, la cual resultó ser dependiente principalmente del tipo 

de β-CD (M-β-CD) y del tiempo de incubación (144 h), y en menor medida, de la edad (10 
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días) y densidad celular (200 gPF/ L). Las M-β-CD resultaron ser las mejores moléculas 

para extraer y acumular los fitosteroles a partir de cultivos celulares de zanahoria mejorando, 

no sólo la producción de estos compuestos sino también, favoreciendo su recuperación del 

medio de cultivo sin destrucción de la biomasa celular. Sin embargo, el uso de otros elicitores 

(MJ y luz UV) separadamente o en combinación con M-β-CD, no incrementór la 

producción de fitosteroles sino que indujo la biosíntesis de compuestos relacionados con 

la defensa.  

V. Los resultados obtenidos de los estudios de señalización proporcionan 

evidencias de un papel del Ca2+ en la mediación de la producción de fitosteroles dirigida 

por M-β-CD en suspensiones celulares de D. carota, mostrando la existencia de dos vías 

activadas por M-β-CD para la producción de fitosteroles, una vía independiente del 

Ca2+, y otra en la que el aumento del Ca2+ citosólico se produce bien por la entrada de 

Ca2+ desde el medio extracelular o bien por la movilización del Ca2+ procedente de los 

orgánulos intracelulares. Por otra parte, la producción de fitosteroles fue dependiente 

del estado de fosforilación/desfosforilación de ciertas proteínas a través de Ser-Thr-PQ 

y de Tyr-PP. Además, la producción de fitosteroles desencadenada por M-β-CD fue 

parcialmente dependiente de óxido nítrico e independiente de H2O2. 

VI. El análisis del proteoma extracelular de suspensiones celulares de D. 

carota mostró un perfil proteómico ligeramente más complejo en las suspensiones 

celulares tratadas con M-β-CD solas o en combinación con MJ, que el observado en los 

cultivos control y tratados sólo con MJ. Entre las proteínas identificadas en los cultivos 

celulares elicitados con M-β-CD individualmente, destacó la presencia de fragmentos 

trípticos cuyas secuencias de aminoácidos mostraron homología con proteínas 

características del género Daucus (TLP, EP4 y EDPG) y peroxidasas de Spinacia 

oleracea y Arabidopsis thaliana. Además, la identificación de las proteínas mediante 

secuenciación de novo de la banda de 62 kDa permitió la identificación de proteínas tipo 

reticulina oxidasa. Asimismo, se identificaron tres fragmentos trípticos inducibles en los 

cultivos celulares elicitados con MJ, que presentaron homología con una glicoproteína 

inducible (iEP4) de D. carota, un citocromo P450 de Glycine max y un precursor de 

esterasas de Hevea brasiliensis. También se identificaron proteínas constitutivas que 

presentaron homología con quitinasas y peroxidasas. 
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VII. Los resultados obtenidos tras la elicitación de los cultivos celulares de T. 

x media con CD (de diferente tipo y naturaleza) y MJ, muestran que la producción de 

taxanos aumenta considerablemente cuando cualquier tipo de CD se añade junto con 

MJ, favoreciendo la secreción de taxanos hacia el medio extracelular, en donde se 

acumulan para alcanzar una concentración mayor que en las células. Este aumento en la 

producción extracelular de taxanos es dependiente de la naturaleza (β y γ) y tipo (M-β-

CD y HP-β-CD) de CD, observándose además, una sinergia en la acción de los dos 

elicitores a tiempos largos, siendo ese aumento más destacable en el caso del 

tratamiento combinado de M-β-CD y MJ, por lo que se seleccionó esta β-CD para la 

realización de los experimentos posteriores. 

VIII. Tras el análisis comparativo del perfil metabolómico y genómico en 

cultivos celulares de T. x media elicitados con M-β-CD y MJ individualmente o en 

combinación, se observó que tanto el gen TXS como el gen T7βOH resultaron 

fuertemente inducidos tras la elicitación con ambos elicitores, sin limitar la acumulación 

de taxanos.  Sin embargo, la expresión de  los genes que codifican para las transferasas 

DBAT, BAPT y DBTNBT y que son responsables de la formación de bacatina III, la 

unión de la cadena lateral a bacatina III y la formación de taxol, respectivamente, 

mostraron una respuesta menor a la elicitación, lo que sugiere que estos genes estén 

probablemente implicados en las etapas limitantes de la ruta de biosíntesis de taxol. 

Además, los niveles de transcripción de estos genes, en la mayoría de los casos, podrían 

estar correlacionados con los niveles de taxanos producidos en presencia de M-β-CD 

separadamente o en combinación con MJ, ya que el efecto sinérgico observado en la 

acumulación de taxanos resultó ser una consecuencia del efecto sinérgico detectado en 

la expresión de genes, aunque los niveles máximos de transcritos se alcanzan al inicio 

de la elicitación, mientras que la mayor acumulación de taxanos se produce 

transcurridos 23 días de tratamiento. 
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