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Prólogo 

Vale más saber alguna cosa de 
todo, que saberlo todo de alguna 
cosa. Blaise Pascal  

 

Excelentísimo Sr. Presidente de la Academia de Ciencias de la Región de Murcia.  

Ilustrísima Secretaría General 

Ilustrísimos Académicos e Ilustrísimas Autoridades.  

Queridos  compañeros y amigos  

Señoras y Señores.  

Es un verdadero honor para mí el haber sido elegida como candidata de esta 

prestigiosa Academia de Ciencias de la Región de Murcia y este acto de lectura de 

discurso a la vez que supone una inmensa responsabilidad, lo he realizado desde lo mas 

profundo de mis sentimientos, teniendo en mi pensamiento a mis padres, que me 

permitieron realizar mis estudios universitarios y me apoyaron durante toda mi 

formación académica y sobretodo a mis hijos, Enrique (estés donde estés, siempre 

estarás en mi corazón) y Eduardo, que en tantos momentos me acompañaron al trabajo y 

me ayudaron a realizar algunos experimentos en el laboratorio cuando eran niños por las 

dificultades que en aquella época teníamos, en nuestro papel de madres, para conciliar 

la vida familiar con la difícil carrera universitaria, por el enorme tiempo que a ellos les 

he quitado para dedicarme a la docencia, a la gestión y, sobretodo a la investigación.  

La trayectoria científica que he seguido a lo largo de los treinta y dos años de 

que llevo dedicados a la investigación no hubiera sido posible sin la ayuda de mis 

compañeros de grupo, por lo que deseo expresar mi gratitud a ellos, en especial a 

alguien que ya no está con nosotros, el Prof. Romualdo Muñoz que confió en mi cuando 

me inicié en la carrera investigadora y del que tanto aprendí, sobretodo a desarrollar los 

diseños experimentales y ese espíritu crítico necesario para realizar las discusiones 

científicas de los artículos de investigación; al Prof. Francisco García-Carmona por su 

ayuda inapreciable en el planteamiento y desarrollo de los modelos cinéticos de mi 

Tesis Doctoral y por sus consejos siempre certeros para mejorar tanto en mi vida 

personal como en la profesional, y a otra persona especial para mi, a la que siempre 

tengo presente, el Prof. Alfonso Ros-Barceló (en cualquier parte del mar en donde te 

encuentres), por sus consejos como compañero y amigo, por hacerme mantener los pies 

en la tierra y por ayudarme a visualizar los procesos fisiológicos que estudiábamos 
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manteniendo siempre esa visión global; y al resto de mis colaboradores más jóvenes del 

grupo de investigación, que se han formado a mi lado, siguiendo con ilusión todas las 

nuevas ideas y planteamientos que hemos desarrollado juntos en los últimos años.  

Por último, quiero expresar mi agradecimiento a los Académicos numerarios que 

avalaron mi candidatura, la Profesora de Investigación Dra Francisca Sevilla, 

compañera y amiga que junto con el Profesor de Investigación Dr. Felix Romojaro 

hicieron posible mi formación Postdoctoral en Biotecnología Vegetal, y al Profesor Dr. 

Francisco García-Carmona a quien le debo una buena parte de mi formación 

investigadora, por su disponibilidad y por haberme brindado siempre la oportunidad de 

trabajar con el y con las chicas, ahora compañeras y amigas, del Área de Bioquímica y 

Biología Molecular.  

Gracias a todos los que me habéis apoyado y ayudado a disfrutar de la 

investigación, sobretodo a los estudiantes de Grado y de Master, a los jóvenes 

investigadores que han pasado por nuestro laboratorio y a los que ahora lo llenan con su 

ilusión por la investigación, a los compañeros con los que he compartido los proyectos 

de investigación y aquellos con los que he desarrollado los contratos con empresas y,  

sobretodo a los amigos que habéis hecho posible, con vuestro apoyo incondicional y 

vuestra amistad, que me sienta viva todos los días.  

 

Cuando sientas algo que te haga vibrar el 
corazón, no te preguntes que es... solo 
vívelo al máximo, porque esa emoción, esa 
sensación se llama vida.  Mahatma Gandhi 
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1. Introducción 

Cuando me incorporé en 1984 como Licenciada a la línea de investigación del 

Grupo de Peroxidasas Vegetales, mi conocimiento sobre esta temática era tan vago e 

impreciso que me impedía averiguar cuales eran los aspectos más relevantes y los 

procesos en los que intervenían estas enzimas tan particulares que catalizan la oxidación 

de un gran número de compuestos a expensas del H2O2, por lo que el Prof. Romualdo 

Muñoz, me entregó una carpeta llena de separatas con las que compartí las calurosas 

tardes de aquel verano del 84, iniciándome, sin saberlo, en la  investigación 

exploratoria. A la vuelta de las vacaciones, comprendí la complejidad que presentaban 

estas hemoproteínas puesto que estaban implicadas en multitud de procesos fisiológicos 

que se producen a lo largo de la vida de las plantas.  Con ellas comencé mi andadura 

científica, explorando su implicación en los procesos de lignificación de las paredes 

celulares y por lo tanto, en los mecanismos de defensa de las plantas y su participación 

en las rutas de biosíntesis y degradación de multitud de compuestos almacenados en las 

vacuolas. Sin embargo, las peroxidasas vegetales no constituyen el tema central de este 

discurso, a pesar de las numerosas publicaciones científicas que nos han proporcionado, 

ya que este discurso se centrará en aquellos procesos fisiológicos de las plantas en los 

que he utilizado herramientas biotecnológicas, fundamentalmente las técnicas de 

Cultivo de tejidos y células vegetales in vitro combinadas con técnicas de Biología 

Molecular e Ingeniería Genética. Con la descripción de algunos ejemplos en los que he 

utilizado estas herramientas mostraré cómo hemos podido avanzar y profundizar, 

incluso realizar nuevos descubrimientos basados en la potencialidad que presentan las 

células vegetales y las plantas, estos organismos sésiles que colonizaron el paisaje 

terrestre durante la transición del período Silúrico al Devónico, hace más de 400 

millones de años y que sobreviven en un mundo inorgánico hostil y en condiciones 

ambientales cambiantes.   

Antes de adentrarnos en estos ejemplos es necesario definir qué se entiende por 

Biotecnología y cuáles son los pilares en los que se basa la Biotecnología Vegetal. 

¿Qué es la Biotecnología? 

La biotecnología esta de moda. Hoy en día, las noticias sobre los nuevos avances 

y descubrimientos que se realizan en los diferentes campos de la Ciencias, se 

desarrollan con herramientas biotecnológicas, y no es de extrañar ya que la 
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biotecnología no consiste únicamente en la observación, el estudio y la comprensión de 

los fenómenos biológicos sino que incluye la utilización de los seres vivos o parte de 

éstos para producir productos, mejorar plantas o animales o desarrollar 

microorganismos con propósitos industriales y comerciales (Avalos, 1990), todo ello 

enfocado a mejorar el bienestar de la sociedad. Según esta definición, la biotecnología 

no es algo moderno o novedoso. En realidad, desde los orígenes de la especie humana, 

el hombre siempre ha satisfecho sus necesidades alimenticias utilizando los seres vivos 

que la naturaleza ha puesto a su alcance, consumiéndolos directamente o a través de un 

procesado, por lo que ya se realizaban procesos biotecnológicos cuando los babilonios 

elaboraban la cerveza, los egipcios utilizaban levadura para la fabricación del pan o el 

uso de leches fermentadas por los pueblos nómadas en Asia. En definitiva, durante 

muchos siglos, el ser humano ha utilizado las plantas, los animales y ciertos 

microorganismos como alimento, o como fuente de materia prima para la obtención de 

otros productos específicos.  

Posteriormente, a finales del siglo XIX, las observaciones de Charles Darwin 

sobre el origen de las especies y el descubrimiento de las leyes de la genética que el 

monje austríaco Gregor Mendel había formulado, establecieron las bases de la herencia,  

y de su aplicación práctica se obtuvieron plantas y animales mejorados, mediante 

cruzamientos controlados y selección de la descendencia. Sin embargo, en los últimos 

60 años, gracias al descubrimiento de la estructura del ADN por Watson y Crick (1953), 

y las posteriores aplicaciones de la tecnología del ADN recombinante que han 

posibilitado la manipulación del genoma de cualquier ser vivo, el avance en el 

desarrollo de herramientas biotecnológicas ha sido espectacular y ha supuesto una 

auténtica revolución, provocando un tremendo impacto en ámbitos tan diversos como la 

medicina, la agricultura, la ganadería, el medio ambiente, etc...  

Por este motivo, la biotecnología es una disciplina transversal aplicable en los 

diferentes sectores de la sociedad. De hecho, en función de qué tipo de material 

biológico se utilice como materia prima, se distinguen cuatro variantes de la 

biotecnología actual, etiquetados con un color según el campo de aplicación: la 

biotecnología roja, aplicada a los procesos médicos y centrada en el desarrollo de 

terapias, productos (antibióticos, vacunas y nuevos fármacos) y servicios de diagnóstico 

para la mejora de la salud humana; la biotecnología azul, también conocida como 
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biotecnología marina, de aplicación en acuicultura (reproducción y selección con 

marcadores, mejora de piensos), cuidados sanitarios, cosmética y productos o aditivos 

alimentarios; la biotecnología blanca o biotecnología industrial, centrada en la 

generación de compuestos o materiales destinados a procesos industriales y la 

biotecnología verde o biotecnología vegetal que consiste en la aplicación de 

herramientas biotecnológicas fundamentalmente enfocadas hacia la mejora de las 

plantas.  

Todas estas aplicaciones de la biotecnología han generado importantes avances 

sociales, medioambientales y económicos, han contribuido al desarrollo de un tejido 

productivo basado en tecnologías avanzadas, por lo que esta disciplina científica 

constituye uno de los pilares clave para el desarrollo económico y social de cualquier 

país, y junto con la nanotecnología y las tecnologías de la comunicación y de la 

información (TICs) está llamada a conformar el futuro de nuestra sociedad y a cambiar 

los modos de vida y los modelos de negocio actuales (Seguí Simarro, 2011). 

Los pilares básicos de la Biotecnología Vegetal: los sistemas de cultivo in vitro y las 

técnicas de la Biología Molecular  

Históricamente podríamos decir que el principal descubrimiento que permitió 

establecer los pilares básicos sobre los que se fundamenta la biotecnología vegetal 

moderna fue el desarrollo de técnicas que permitieron introducir en una planta genes 

foráneos, ajenos a su especie, y mantenerlos permanentemente de modo que se puedan 

trasmitir a las siguientes generaciones junto con el resto de su material genético. Como 

todas las cosas complicadas, este hallazgo no surgió de la noche a la mañana. 

Realmente, este logro fue el resultado de la conjunción de tres líneas de investigación 

independientes iniciadas a principios del siglo XX: (1) el desarrollo del cultivo in vitro 

de células y tejidos vegetales, definido como el cultivo sobre un medio nutritivo en 

condiciones asépticas y controladas de trozos de plantas, órganos, tejidos y células o 

protoplastos (células vegetales desprovistas de la pared celular), en el laboratorio, (2) la 

regeneración de plantas completas a partir de trozos de tejido constituidos por células 

somáticas cultivadas in vitro (es decir, células no germinales que conforman los 

tejidos y órganos),  y (3) las aplicaciones de la tecnología del ADN recombinante, 

combinadas, en nuestro caso concreto, con la tecnología de Agrobacterium tumefaciens, 
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una bacteria del suelo que provoca la aparición de agallas en corona en las plantas 

(Vasil, 2008).  

Las bases científicas para el desarrollo de los sistemas de cultivo in vitro de 

células y tejidos vegetales se fundamentan en la teoría celular de Matthias Schleiden 

(1938) y Theodor Schwann (1839) en la que se postula que todos los organismos están 

compuestos por células y que todas las células derivan de otras precedentes, de manera 

que todas las funciones vitales emanan de la maquinaria celular y su contenido genético 

se transmite de generación en generación. De ella deriva el concepto de totipotencia 

celular, es decir, la capacidad que presentan las células para diferenciarse y 

especializarse en cualquier tipo celular e incluso regenerar la planta de la que derivan. 

Pese a los intentos del científico austríaco Gottlieb Haberlandt realizados en 

1902 por obtener cultivos de células vegetales aisladas, los estudios rigurosos y 

detallados no comenzaron hasta el descubrimiento de la primera sustancia reguladora 

del crecimiento vegetal, la auxina ácido indolacético (descrita por Went en 1928 e 

identificada químicamente por Kögl y Kostermans en 1934). Así fue en 1934 cuando 

Philip White logró el crecimiento ilimitado de un cultivo in vitro de raíces de tomate, 

demostrando que los meristemos apicales de raíz (es decir los tejidos que contienen 

células de raíz que se encuentran en continua actividad mitótica), aislados de la planta 

original y cultivados in vitro con nutrientes en un medio aséptico eran capaces de seguir 

creciendo durante 400 días. Más tarde, en 1939, el propio White en Estados Unidos y 

dos científicos franceses independientes, uno en París, Roger Gautheret, y otro en 

Grenoble, Pierre Nobecourt, publicaron simultáneamente sus famosos experimentos 

sobre cultivo in vitro de tejidos, que sirvieron de base para la regeneración de órganos 

vegetales in vitro (organogénesis). Posteriormente, el descubrimiento de otra sustancia 

reguladora del crecimiento, las citoquininas, concretamente la quinetina (Miller y cols, 

1955) y el hallazgo de que éstas, en combinación con las auxinas, regulaban la 

formación de órganos (tallos y raíces) (Skoog y Miller 1957), fueron los dos factores 

decisivos para el desarrollo de la regeneración de plantas a partir de cultivos in vitro de 

tejidos.  

Una vez conseguidas las técnicas para el cultivo in vitro de tejidos y órganos 

vegetales, quedaba por realizar un reto aún más difícil de conseguir: que un tejido o un 

órgano vegetal volviera hacia atrás en el desarrollo y se desdiferenciara y se mantuviera 
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en ese estado celular, en cultivo in vitro. A lo largo de las décadas posteriores 

comenzaron a publicarse artículos científicos en los que se demostraba que era posible 

obtener el crecimiento ilimitado de callos, que son masas de células mayoritariamente 

indiferenciadas que crecen en un medio nutritivo de forma desorganizada, sin formar 

estructuras anatómicas reconocibles, a partir de fragmentos de hojas, tallos, raíces, 

cotiledones, etc…, siendo en la actualidad posible desdiferenciar hacia callo cualquier 

tejido de una planta adulta, siempre y cuando se mantengan las condiciones de cultivo y 

la combinación de reguladores del crecimiento adecuadas. Es necesario destacar en este 

punto la aplicabilidad de los cultivos de callos ya que a partir de callos friables, es decir 

masas de células fácilmente disgregables en medio de cultivo líquido, se obtienen los 

cultivos de células en suspensión que se utilizan en la actualidad para la obtención de 

protoplastos, orgánulos como las vacuolas e incluso para la obtención de compuestos 

bioactivos y proteínas, como veremos mas adelante. 

Simultáneamente al desarrollo de sistemas para la regeneración de plantas o para 

la obtención de cultivos de callos o células, se realizaron avances muy significativos 

desarrollando  sistemas eficientes para la transferencia de genes a células vegetales. El 

éxito de uno de estos sistemas se basaba en los trabajos desarrollados por Braun (1947) 

sobre las agallas en corona causadas por la bacteria del suelo, Agrobacterium 

tumefaciens. Una agalla es un tumor, un “cáncer vegetal” es decir un crecimiento 

incontrolado de células en aquella zona de la planta que ha sido infectada por 

Agrobacterium. Esta bacteria del suelo infecta transmitiendo a la célula vegetal un 

plásmido denominado Ti, que contiene genes bacterianos empaquetados en moléculas 

de ADN circular, transfiriendo parte de estos plásmidos, el ADN-T, a las células 

vegetales que infectan. De esta manera el ADN-T queda directamente integrado en el 

genoma de la célula vegetal como si fuera un conjunto de genes más de la propia célula 

y así, se ejecutan las instrucciones que dictan los genes del ADN-T y comienza el 

proceso de infección, generándose el tumor, que incluso se puede crecer in vitro, en un 

medio nutritivo sin hormonas vegetales en condiciones estériles. Algunos años después 

de que se publicara este trabajo y gracias al descubrimiento de la arquitectura 

tridimensional del ADN (Watson y Crick, 1953), complementado años más tarde, por el 

aislamiento de las enzimas de restricción (Smith y Wilcox, 1970) que presentan la 

capacidad de cortar la molécula del ADN por sitios específicos, se estableció el 
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mecanismo por el cual Agrobacterium, a través de su plásmido Ti provocaba la 

enfermedad y se pudo conocer bien la estructura de este ADN-T. Con en el desarrollo 

de la tecnología del ADN recombinante surgió la brillante idea de aislar el plásmido Ti, 

desarmarlo quitándole los genes que provocaban la aparición del tumor y sustituirlos 

por otros genes de interés e introducirlos en la célula vegetal aprovechando la facilidad 

con que esta bacteria infectaba a las plantas. Uno de los primeros trabajos realizados en 

este sentido fue publicado en 1983 por el científico mejicano Luis Herrera Estrella 

durante su estancia en el departamento de genética de la Universidad de Gante 

trabajando con los profesores Marc Van Montagu y Jozef Schell, demostrando que 

mediante esta técnica se podían introducir genes que conferían resistencia a antibióticos 

en células de tabaco cultivadas in vitro. De esta forma, si se aplicaban estos antibióticos 

a células de tabaco no transformadas, éstas morían mientras que las transformadas 

sobrevivían. Había comenzado una nueva etapa en la que se podía utilizar este patógeno 

del suelo como vector natural para la transformación genética de las células, tejidos u 

órganos, para la producción de cualquier compuesto de interés o incluso para la mejora 

genética de las plantas.  

Ahora que ya conocemos las herramientas para hacer crecer in vitro células, 

tejidos u órganos a partir de un trozo de planta, en un entorno aséptico y controlado, con 

soluciones nutritivas y reguladores de crecimiento, y las técnicas para introducir los 

genes que nos interesen en estos cultivos, describiré cómo he utilizado esta caja de 

herramientas para resolver problemas concretos en los estudios básicos y aplicados de la 

fisiología de las plantas. 

 

2. Estudios básicos: Localización e implicación de las peroxidasas en la biosíntesis y 

degradación de compuestos almacenados en la vacuola y en la biosíntesis de ligninas  

 

Las peroxidasas son proteínas que catalizan la oxidación de numerosos 

compuestos a expensas del H2O2. En la naturaleza existen una gran diversidad de 

peroxidasas lo que ha obligado a clasificarlas en dos grandes superfamilias, una que 

incluye a las peroxidasas vegetales, fúngicas y bacterianas, y otra constituida por las 

peroxidasas animales (Welinder 1992). A su vez, dentro de las peroxidasas vegetales, 
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fúngicas y bacterianas se han definido tres clases atendiendo a las diferencias 

estructurales que existen entre ellas: 

- La clase I está compuesta por las peroxidasas bacterianas, la citocromo c peroxidasa 

mitocondrial de levaduras y la ascorbato peroxidasa cloroplástica y citosólica de plantas 

superiores (Jespersen et al., 1997). No poseen naturaleza glicoprotéica y, en general, son 

muy termolábiles; 

- La clase II agrupa a todas las peroxidasas fúngicas de secreción;   

- La clase III, que engloba a todas las peroxidasas vegetales de secreción, son  

glicoproteínas que actúan sobre una extensa variedad de compuestos y muestran una 

extraordinaria e inusual estabilidad térmica. El grado de glicosilación que presentan es 

variable y es uno de los factores principales que determinan la inusual estabilidad 

térmica de estas proteínas (McEldoon y Dordrick 1996). En su estructura, estas 

hemoproteínas contienen como grupo prostético una molécula de protohemina IX 

(grupo hemo). En su estado nativo, el átomo de hierro se encuentra en el estado de 

oxidación formal +3 [Fe(III)]. Este hierro está pentacoordinado con los cuatro átomos 

de nitrógeno de la estructura tetrapirrólica del grupo hemo, y con un átomo de nitrógeno 

de un residuo de histidina proximal. La sexta posición de coordinación se encuentra 

libre determinando así el estado de alto espín para el hierro. Además contiene dos 

átomos de Ca2+ que resultan esenciales para su estabilidad (Banci 1997). 

Estas peroxidasas de secreción presentan diferentes formas isoenzimáticas que 

difieren en su carga eléctrica, por lo que pueden ser fácilmente estudiadas mediante 

enfoque isoeléctrico. Así, en función de su punto isoeléctrico (pI), las isoenzimas de 

peroxidasa se clasifican en ácidas (pI < 7.0), básicas (7.0 > pI < 8.0) y fuertemente 

básicas (pI > 8.0) (Ros Barceló y cols. 1997, Ros Barceló y Pomar 2001). Su 

localización subcelular varía aunque muestran una especificidad de sustrato similar. Las 

semejanzas en las características bioquímicas junto con el elevado número de formas 

isoenzimáticas, son los factores que más desconciertan a la mayoría de los 

investigadores que estudian las funciones metabólicas de estas proteínas. Este elevado 

número de isoenzimas es principalmente debido a los diferentes patrones de 

glicosilación que se originan tras las modificaciones post-transcripcionales y las 

alteraciones conformacionales con componentes de bajo peso molecular, 

fundamentalmente con los fenoles presentes en la célula vegetal (Ros Barceló y cols. 
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1987). Estas interacciones también modifican sus propiedades catalíticas ampliando así 

su funcionalidad metabólica. 

Probablemente, para compensar su amplia especificidad de sustrato, las 

peroxidasas presentan una compartimentación tisular, celular y subcelular muy 

específica. Así, las peroxidasas se localizan en los tejidos meristemáticos (Crevecoeur y 

cols. 1997), en las células epidérmicas (Goldberg y cols. 1987, Hendriks y van Loon 

1990, Ferrer y Ros Barceló 1994) y vasculares (Czaninski y Catesson 1969, Ros 

Barceló y cols. 2002a). En estas últimas, las peroxidasas se localizan principalmente en 

el xilema (Ferrer y Ros Barceló 1994) y en las células del floema. En los frutos, se 

encuentran fundamentalmente localizadas en las células epidérmicas y en el xilema 

(Calderón y cols. 1993), mientras que en las hojas se localizan en las células del 

mesófilo (Sottomayor y Ros Barceló 1997). 

A nivel subcelular, las peroxidasas se localizan tanto en las paredes celulares 

como en las vacuolas de todas estas células. Sin embargo, en las meristemáticas 

(Crevecoeur y cols. 1997), vasculares (Ros Barceló y cols. 1991) y del mesófilo 

(Sottomayor y Ros Barceló 1997), se localizan principalmente en la vacuola, bien en 

forma soluble (Crevecoeur y cols. 1997) o firmemente ligadas a la cara interna del 

tonoplasto (Ros Barceló y cols. 1991, Sottomayor y Ros Barceló 1997). 

Estas particularidades también conciernen a la compartimentación de las 

diferentes isoenzimas de peroxidasa. De hecho, mientras que las peroxidasas ácidas, 

básicas y fuertemente básicas se localizan en las paredes celulares, en las vacuolas sólo 

hay peroxidasas fuertemente básicas, lo que pudimos confirmar mediante el aislamiento 

de vacuolas intactas a partir de protoplastos purificados de diferentes materiales 

vegetales, gracias a los métodos aprendidos durante mi estancia postdoctoral en el 

laboratorio de Biotecnología Vegetal del Prof. Jean-Claude Pech de Toulouse (Pedreño 

y cols. 1993). Así, en todas las especies vegetales analizadas, como Vitis vinifera 

(Figura 1), Capsicum annum, Lactuca sativa y Catharanthus roseus, se encontró que la 

única isoenzima de peroxidasa de naturaleza fuertemente básica asociada a protoplastos 

y vacuolas, era coincidente con la que habíamos localizado en la pared celular. Esta 

doble localización nos llevó a plantearnos cual sería la función metabólica de estas 

isoenzimas fuertemente básicas en las plantas. 
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Figura 1. (a) Patrón de isoenzimas de peroxidasa en paredes celulares (b) Patrón de isoenzimas de 
peroxidasa en vacuolas (c) Obtención de protoplastos y vacuolas a partir de suspensiones celulares de 
Vitis vinifera cv Gamay.  

 

Como conclusiones más sobresalientes de estos estudios cabe destacar que el 

papel metabólico de esta isoenzima vacuolar es la de participar en las rutas de 

biosíntesis y degradación de fenoles y alcaloides almacenados en la vacuola, como así 

lo sugiere las elevadas constantes microscopicas (K3) que muestra por sustratos 

vacuolares como la quercetina, la miricetina o el trans-resveratrol. Además, a través del 

cálculo de las constantes microscópicas que indican la reactividad que muestra esta 

isoenzima con el H2O2, (los valores de K1), se demostró que participaba en la 

detoxificación de H2O2 en la vacuola, utilizando como donadores de electrones estos 

sustratos vacuolares. 

Los resultados obtenidos indicaban que en la biosíntesis y degradación de los 

metabolitos secundarios, como los fenoles y los alcaloides, que se almacenan 

principalmente en las vacuolas, están implicadas sólo las peroxidasas fuertemente 

básicas (Pedreño y cols. 1993, Ros Barceló y cols. 1997), mientras que en los procesos 

que conducen al endurecimiento de la pared celular están implicados los tres tipos de 

peroxidasas.  
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Confirmada la localización de las peroxidasas en los elementos vasculares de 

xilema y floema, nuestra atención se dirigió hacia uno de los procesos que proporcionan 

resistencia e impermeabilidad a las paredes celulares, la biosíntesis de ligninas.   

Los elementos del xilema diferenciados (células conductoras de agua) y los 

tejidos de sostén, fundamentalmente las fibras del floema y del xilema, se encuentran 

revestidos internamente de ligninas (Figura 2), que son el resultado de la polimerización 

oxidativa de tres alcoholes p-hidroxicinamílicos (Figura 3), en una reacción mediada 

por peroxidasas (Ros Barceló y cols. 2000; Pomar y cols. 2002), dando lugar a un 

heteropolímero altamente hidrofóbico (Ralph y cols. 1999). Este proceso de sellado de 

las paredes celulares vegetales a través de la deposición de ligninas, conocido como 

lignificación, proporciona la fuerza mecánica a los tallos y confiere rigidez e 

impermeabilidad, protegiendo a los elementos xilemáticos de las elevadas presiones 

hidrostáticas a las que se encuentra sometido este sistema conductor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. (a) Fotografía de microscopio óptico mostrando la deposición de ligninas y la actividad 
peroxidasa (b) en el xilema de Zinnia elegans.  
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Figura 3. Polimerización oxidativa de los alcoholes p-hidroxicinamílicos catalizada por peroxidasas. 
Estructura extendida de las ligninas de álamo a partir de datos obtenidos mediante RMN mostrando los 
diferentes tipos de enlaces. Tomado de Vanholme y cols. (2010). 

Sobre la importancia de este proceso es necesario destacar que la adquisición de 

la capacidad de lignificación, que ocurrió en las plantas a comienzos del periodo 

Devónico, marcó un antes y un después en la evolución vegetal, ya que fue uno de los 

factores que determinaron la colonización de la superficie terrestre por estos organismos 

originariamente acuáticos. Ello hizo posible la aborción más eficaz de la luz, y permitió 

el acceso directo a nuevas fuentes de nutrientes, que son más limitadas en el medio 

acuático. Sin embargo, al colonizar el medio terrestre las plantas quedaron directamente 

expuestas a diversos factores ambientales de estrés, que previamente no habían 

experimentado en el medio acuático. El desarrollo de respuestas apropiadas frente a 

estas situaciones de estrés ha sido la fuerza motriz de la evolución vegetal que, en 

última instancia, ha derivado en la amplia diversificación de las especies terrestres. Sin 

embargo, la lignificación de las plantas puede restringir su utilización y 
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aprovechamiento por el hombre. Así, la intensa lignificación que experimenta la madera 

dificulta y encarece las labores de la industria papelera, aumentando adicionalmente el 

nivel de los residuos tóxicos indeseables. Sobre la importancia de este fenómeno, basta 

decir que la industria papelera europea es la responsable del 27 % de los residuos 

tóxicos vertidos a los ríos y al mar. Así, estas industrias llegan a degradar 25 millones 

de m3 de agua, vertiendo 0.5 millones de toneladas de organoclorados, junto con 10.000 

toneladas de partículas sólidas, 15.000 toneladas de SO2 y 3.500 toneladas de óxidos de 

nitrógeno durante la producción de 1 millón de toneladas de pasta de papel, lo que 

también supone un gasto energético de casi 1 millón de megavatios-hora, equivalentes a 

20.000 toneladas de carbón.  

Es también destacable que la lignificación disminuye la calidad nutritiva de las 

plantas usadas como forrajes y pastos, al reducir su digestibilidad y, por lo tanto, su 

utilidad como alimentos. En estos aspectos, la lignificación es un factor indeseable 

durante el procesamiento por las industrias agroalimentarias de hortalizas como los 

espárragos y las alcachofas, al conferir una dureza indeseable a los productos de partida.   

Desde el punto de vista metabólico, el proceso de la lignificación es una 

secuencia de reacciones en cadena que conducen desde un metabolito primario, la 

fenilalanina, hasta los precursores inmediatos de las ligninas, los ésteres de CoA de los 

ácidos cinámicos a través de una ruta común (fenilpropanoide) que proporciona una 

gran diversidad de compuestos (Figura 4). La etapa específica de la biosíntesis de 

ligninas conduce a estos ésteres de CoA hacia la síntesis de los alcoholes p-

hidroxicinamílicos mediante dos reducciones catalizadas por las enzimas p-

hidroxicinamil-CoA reductasa (CCR) y la p-hidroxicinamil alcohol deshidrogenasa 

(CAD) (Figura 4). La etapa final de este complicado proceso biosintético implica la 

oxidación de los alcoholes p-cumarílico, coniferílico y sinapílico por peroxidasas (Prx) 

de la pared celular, dando lugar a la formación de los correspondientes radicales: las 

unidades hidroxifenilo (H), guayacilo (G) y siringilo (S) que se ensamblan en la pared 

celular (Figura 3), fundamentalmente de las células de los tejidos conductores y de 

sostén; con ello generan un polímero hidrofóbico que proporciona rigidez e 

impermeabiliza la pared celular.  
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Figura 4. Ruta de biosíntesis de los monolignoles: PAL: fenilalanina amonio liasa; C4H: cinamato-4-
hidroxilasa; C3H: p-cumarato 3-hidroxilasa; 4CL: 4-cumarato CoA ligasa; CCoAOMT: cafeoil-CoA-O-
metiltransferasa; CCR: cinamil-CoA reductasa; CAD: cinamil alcohol deshidrogenasa; CAld5H: 
Coniferilaldehido 5 hidroxilasa; AldOMT: aldehido O-metiltransferasa. 
 

En relación a la biosíntesis de ligninas, las peroxidasas ácidas y básicas son 

capaces de oxidar a los alcoholes p-cumarílico y coniferílico; sin embargo, son 

incapaces de oxidar al alcohol sinapílico debido a las interacciones hidrofóbicas entre el 

sitio de unión al sustrato y los grupos metoxi del alcohol sinapílico (Ostergaard y cols., 

2000). Esta situación no se produce con las peroxidasas de naturaleza fuertemente 

básica, cuya caracterización molecular y funcional ha sido realizada por nuestro grupo 

de investigación poniendo en evidencia su papel catalítico sobre este monolignol (Ros 

Barceló y Pomar, 2001), utilizando para ello como herramienta biotecnológica los 

cultivos celulares in vitro de la planta modelo Zinnia elegans.  

 

3. Estudios básicos: Utilización de la planta Zinnia elegans y de sus cultivos celulares 

in vitro derivados de hipocotilo como fuente para la obtención de peroxidasas 

implicadas en la lignificación. 

Z. elegans es una planta anual con flores que pertenece a la familia de las 

Asteráceas (Figura 5a). Esta especie vegetal la hemos utilizado como modelo en los 

estudios de lignificación y resultó ser ideal, en primer lugar debido a la simplicidad y la 

dualidad del patrón de lignificación que muestran sus tallos y sus hipocotilos (Figura 

5b) ya que en un determinado estado de desarrollo de la planta, ofrece simultáneamente 
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los dos modelos de lignificación que encontramos en gimnospermas y angiospermas. 

Así, en plantas de Z. elegans de 25-30 días, el análisis de los productos de oxidación 

con nitrobenceno reveló que las ligninas del hipocotilo estaban formadas principalmente 

por unidades G/S en una relación 43/57, mientras que las ligninas del tallo contenían 

cantidades considerables de unidades H, en una relación H/G/S de 22/56/22. Por tanto, 

las unidades S predominaban en el hipocotilo, mientras que las unidades G lo hacían en 

el tallo. En este sentido, las ligninas del hipocotilo de Z. elegans resultaron ser típicas de 

las angiospermas mientras que las ligninas del tallo se asemejaban parcialmente a las de 

gimnospermas, ya que la suma (H+G) constituye el 78% de las tres unidades 

estructurales (Ros Barceló y cols. 2004). En segundo lugar, debido a la naturaleza del 

patrón isoenzimático de la peroxidasa (Figura 5c), que se encuentra completamente 

restringido a la presencia de una única isoenzima de naturaleza fuertemente básica 

(López-Serrano y cols., 2004). Indudablemente, este hecho hace de Z. elegans una 

especie vegetal idónea, y casi insustituible, para estudiar la función fisiológica de esta 

peroxidasa fuertemente básica y más concretamente de su participación en el proceso de 

lignificación. 

 

Figura 5. Planta de Z. elegans (a), 

mostrando hipocotilo (flecha) (b) e 

isoelectroenfoque que revela la presencia de la 

isoenzima fuertemente básica de peroxidasa en 

hipocotilos (1), tallos (2) y cultivos celulares (3) de 

Z. elegans (c). 

 
 

 

Estas peroxidasas de secreción se encuentran localizadas en la pared y en los 

espacios intercelulares (apoplasto), y forman parte de lo que se denomina fluido 

intercelular o fluido apoplástico, en donde se mueven libremente. Sin embargo, la 

cantidad de peroxidasa que se puede extraer de este fluido es muy pequeña lo que 

imposibilita su extracción en grandes cantidades para su posterior purificación, además 

de que el proceso de extracción es destructivo. En este sentido, los cultivos celulares en 

suspensión de Z. elegans nos proporcionaron un gran cantidad de estas proteínas 
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apoplásticas ya que el medio de cultivo líquido (medio extracelular) en el que crecen las 

células vegetales in vitro puede considerarse como un amplio espacio intercelular que 

forma un continuo con la pared de las células vegetales que se encuentran en suspensión 

(Kärkönen y Koutaniemi, 2010). Por esta razón, las suspensiones celulares 

constituyeron una fuente óptima para el aislamiento, identificación y caracterización de 

estas proteínas localizadas en la pared celular ya que el espacio intercelular, en este caso 

el medio extracelular, se obtenía directamente mediante técnicas no destructivas, en un 

corto espacio de tiempo. Por este motivo desarrollamos, como herramienta 

biotecnológica, suspensiones celulares derivadas de callos inducidos a partir de 

fragmentos de hipocotilo obtenidos de plantas de Z. elegans germinadas in vitro.  

De esta manera, mediante el uso de cultivos celulares sucesivos en los que se 

duplicaba exponencialmente el cultivo celular cada 15 días, en apenas tres meses, 

obtuvimos 18.5 litros de medio extracelular a partir del cual realizamos la purificación a 

homogeneidad  de esta isoenzima de peroxidasa fuertemente básica de Z. elegans 

(Figura 5c). El proceso de purificación se realizó en cuatro etapas que incluyeron una 

cromatografía de interacción hidrofóbica seguida de una de exclusión molecular y, a 

continuación una cromatografía de intercambio iónico (Figura 6a). Dada la naturaleza 

glicoproteica de estas peroxidasas, el último paso de purificación consistió en una 

cromatografía de afinidad sobre Concanavalina A donde se obtuvieron dos fracciones 

de peroxidasas que diferían en el grado de glicosilación (Figura 6b) (Gabaldón y cols. 

2005) (A partir de los 18.5 litros de medio extracelular se obtuvieron 2.5mg de ZePrx 

34.70 KDa y 5.2mg de ZePrx 33.44 KDa (peso calculado por MALDI-TOF MS)).  

 

Una característica especial de esta peroxidasa fuertemente básica es que posee 

propiedades catalíticas que la diferencian de otras peroxidasas como son: 1) la 

capacidad de sostener una actividad oxidasa (independiente de H2O2) frente a los 

alcoholes hidroxicinamílicos (Pomar y cols. 2002), 2) la capacidad diferencial de oxidar 

al alcohol sinapílico (Ros Barceló y cols. 2007), y 3) los valores inusualmente bajos de 

Km frente a los alcoholes p-hidroxicinamílicos y el H2O2, que son del mismo orden de 

magnitud que los que presentan, frente a sus correspondientes substratos, las dos 

enzimas inmediatamente antecesoras en la ruta específica de la biosíntesis de ligninas, 
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la p-hidroxicinamil-CoA reductasa (CCR) y la p-hidroxicinamil alcohol deshidrogenasa 

(CAD) (Ros Barceló y Pomar 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. (a) Proceso de purificación a homogeneidad electroforética. (b) Las dos peroxidasas de Z. 
elegans desglicosiladas (d-ZePrx 34.70 y 33.44) muestran la misma movilidad en SDS-PAGE. 

Una vez que conseguimos la purificación completa de esta proteina averiguamos 

que los determinantes estructurales que condicionan esta inusual actividad catalítica 

residen en sustituciones de aminoácidos en las proximidades de su centro catalítico, 

especialmente sobre estructuras secundarias en hélice α y hoja plegada β que 

condicionan la conformación de las histidinas proximales y distales en la proteína. Junto 

a estos determinantes característicos de la estructura secundaria, otro factor que 

condiciona la actividad catalítica de esta peroxidasa es su patrón de glicosilación debido 

principalmente a que las asparraginas, frecuentemente N-glicosiladas en la mayor parte 

de las peroxidasas, se encuentran próximas a la α-hélice F en la que está incluida la 

histidina proximal, actuando como factores relajantes o compresoras de dicha hélice. 

   

Un hecho destacable es que estas sustituciones de aminoácidos se encuentran 

también en peroxidasas homólogas presentes en plantas primitivas, no sólo en 

gimnospermas –plantas vasculares-, sino también en plantas no vasculares como las 

hepáticas que no lignifican por lo que esta peroxidasa, de naturaleza fuertemente básica, 

es una proteína altamente conservada durante la evolución vegetal, hecho que era 

esperable ya que la lignificación de la pared celular es un proceso altamente conservado 

(Gómez-Ros y cols. 2007; Novo Uzal y cols. 2009).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.7.1.  Análisis mediante SDS-PAGE de las diferentes etapas de purificación. 
a. Marcadores de peso molecular. 
b. Extracto crudo de suspensiones celulares 
c. Fracción enriquecida en peroxidasa en la cromatografía hidrofóbica 
d. Fracción enriquecida en peroxidasa en la cromatografía de exclusión molecular 
e. Fracción enriquecida en peroxidasa en la cromatografía de intercambio iónico 
f. Peroxidasa purificada. Prx(-). 
g. Peroxidasa purificada. Prx(+). 
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Con el fin de profundizar en el conocimiento de esta proteína, se secuenció el 

promotor del gen de esta peroxidasa y se determinaron los elementos cis reguladores de 

su expresión génica. Estos estudios han conducido a la conclusión de que esta 

peroxidasa responde a las auxinas, las citoquininas y los brasinoesteroides, las tres 

principales hormonas que regulan el desarrollo vascular (Gutierrez y cols. 2009). De la 

misma forma, a partir del estudio de estos elementos cis se ha concluido que la 

expresión de la peroxidasa parece estar regulada por factores de transcripción del tipo 

NAC, MYB y AP2, cuya expresión está regulada por las auxinas y las citoquininas 

durante el desarrollo vascular. El estudio de los elementos cis del promotor de la 

peroxidasa también ha revelado la presencia de elementos “ocs”, que responden 

conjuntamente a las auxinas, al NO y al H2O2, por lo que están bajo el control del estado 

redox celular (Gómez-Ros y cols. 2012; Novo Uzal y cols. 2013). 

 

4. Estudios básicos: Los cultivos decélulas del mesófilo de  Zinnia elegans en 

diferenciación a traqueidas como sistema modelo para el estudio de los factores que 

regulan la xilogénesis. 

La formación del xilema (xilogénesis) ha sido objeto de numerosos estudios en 

plantas superiores, no sólo porque su función es esencial para la existencia de las 

plantas vasculares, sino porque la formación del xilema supone un modelo único del 

proceso de diferenciación en plantas superiores. Además, la xilogénesis es importante 

desde una perspectiva aplicada y biotecnológica, ya que los biomateriales, como la 

celulosa y las ligninas, representan una gran parte de la biomasa terrestre, y además 

juegan un importante papel en el ciclo del carbono (Fukuda 1996). 

Las traqueidas son las células más distintivas del xilema y se caracterizan por la 

presencia de una pared celular secundaria con engrosamientos que pueden ser espirales, 

anulares, reticulados o con punteaduras. En el xilema primario, las traqueidas se 

diferencian a partir de las células pro-cambiales mientras que en el xilema secundario, 

derivan de las células del cambium vascular.  
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Z. elegans también ofrece la posibilidad de trabajar con cultivos celulares que se 

asemejan a las células del xilema en diferenciación (Pesquet y cols. 2005) y de hecho, 

estos cultivos se han utilizado como modelo para determinar la expresión de las enzimas 

implicadas en la ruta biosintética de las ligninas (Demura y cols. 2002, Milioni y cols. 

2002), gracias a que la diferenciación de las células de mesófilo foliar a traqueidas se 

induce de manera sincrónica en una población celular homogénea, haciendo posible el 

estudio bioquímico y fisiológico de la xilogénesis, libre de la complejidad impuesta por 

la heterogeneidad que presentan los tejidos vegetales (Roberts y McCann 2000, Milioni 

y cols. 2002). Fukuda y Komamine (1980) establecieron este sistema experimental in 

vitro en el que células aisladas de mesófilo de hojas de Z. elegans se diferenciaban 

directamente a traqueidas en un medio de cultivo que contenía auxinas y citoquininas. 

En la práctica, este sistema experimental depende de muchos factores, como la edad y 

las condiciones de la planta de Z. elegans, el medio de cultivo así como las condiciones 

específicas del mismo (Roberts y cols. 1992). El modelo de xilogénesis de Zinnia es 

también particularmente útil para visualizar todo el proceso a nivel celular, es decir toda 

la secuencia de eventos que se producen durante la diferenciación a traqueidas, ya que 

debido a sus características morfológicas, estas células se pueden identificar con 

facilidad a la luz del microscopio óptico. De hecho, la diferenciación es un proceso 

inducible, desencadenado por el establecimiento del propio cultivo, y por la adición de 

auxinas y citoquininas al medio en el que las células se diferencian de manera 

sincrónica (McCann y cols. 2000). Esta propiedad unida al hecho de que la inducción de 

la diferenciación de traqueidas in vitro es un proceso relativamente simple de 

reproducir, nos animó a utilizar esta herramienta biotecnológica como sistema para 

realizar el estudio de los factores que regulan este proceso de diferenciación celular.   

El proceso de desdiferenciación de células de mesófilo foliar y su diferenciación 

posterior a traqueidas se divide en tres estados diferentes (Figura 7) (Pedreño et al. 

2006): Estado I en el que se produce la inducción de la desdiferenciación como 

consecuencia del establecimiento del cultivo y de la adición de una combinación de 

auxinas y citoquininas, perdiendo las células del mesófilo su capacidad para realizar la 

fotosíntesis. Estado II en el que las células desdiferenciadas restringen su potencial de 

desarrollo y se diferencian en células pro-cambiales. Estado III en el que las células pro-
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cambiales se diferencian en traqueidas. Este proceso de diferenciación in vitro implica 

la formación de la pared celular secundaria y la muerte celular programada, por lo que 

imita el desarrollo de las células del xilema in vivo, y permite el estudio de la 

xilogénesis que, in planta, hubiera sido mucho más difícil y más lento en cuanto a la 

obtención de resultados.  

 

 

Figura 7. Estados del proceso de 

desdiferenciación de células  de 

mesófilo foliar de Z. elegans y su 

diferenciación posterior a 

traqueidas. 

 

 

La muerte celular programada es una de las características más distintivas del 

xilema en diferenciación y se trata de un proceso estrechamente coordinado con los 

procesos de formación de la pared celular secundaria y lignificación (Fukuda, 1996). 

Durante este proceso, las células individuales degradan de manera autónoma sus 

contenidos celulares (Groover y Jones, 1999). Las traqueidas alcanzan su madurez tras 

la pérdida del contenido celular (Fukuda y Komamine 1980, Roberts y cols. 1988). Las 

enzimas hidrolíticas, que catalizan la degradación del contenido celular, se acumulan en 

la vacuola de las células hasta la lisis de este orgánulo (Fukuda y cols. 1998; Fukuda 

2004). Una entrada masiva de calcio en el citosol provoca el colapso de la vacuola y la 

liberación de las enzimas hidrolíticas. Tras la rotura del tonoplasto, los orgánulos con 

una sola membrana, como el aparato de Golgi y el retículo endoplásmico, se lisan, y a 

continuación se degradan aquellos que contienen una doble membrana (Groover y 
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Jones, 1999; Obara y cols. 2001). La degeneración visible de todos los orgánulos ocurre 

varias horas después de que los engrosamientos de la pared secundaria lleguen a ser 

visibles (Figura 8). Por lo tanto, la coordinación entre la biosíntesis de la pared celular 

secundaria y la muerte celular requiere la segregación de enzimas hidrolíticas y, aunque 

parte de la cascada metabólica que conduce a la muerte celular en el xilema había sido 

bien estudiada, poco se sabía acerca de las señales reguladoras que disparaban este 

inevitable proceso.  

Figura 8. Células de mesófilo durante su diferenciación a 
traqueidas, donde se observa la formación de la pared celular 
secundaria (flechas). 

Una de estas posibles señales era el óxido nítrico (NO) ya que varios autores 

(Neill y cols., 2003; Wendehenne y cols., 2004) lo habían descrito como una molécula 

señal implicada en respuestas de defensa y en la consiguiente muerte celular a través de 

una cooperación, estrechamente equilibrada con las especies reactivas del oxígeno, 

anión superóxido (O2
-) y peróxido de hidrógeno (H2O2) (Delledonne y cols., 2001) por 

lo que no sería descartable que estas tres moléculas trabajasen juntas durante la muerte 

celular programada que caracteriza la diferenciación del xilema. Sin embargo, no había 

información ni datos disponibles que nos confirmasen que las células del xilema eran 

capaces de producir NO y, por lo tanto, la naturaleza y la extensión de la producción de 

NO por dichas células no había sido investigada por lo que nos propusimos la 

realización de este estudio.  

El NO es una molécula radical, relativamente estable, implicada en multitud de 

procesos fisiológicos en plantas donde actúa como mensajero químico en procesos de 

citotoxicidad y muerte celular (Durner y Klessig, 1999). En células animales, la mayor 

parte de sus propiedades reguladoras se habían explicado en base a su capacidad para 

actuar como un ligando del hierro en las hemoproteínas, por lo que su efecto activador o 

inhibidor sobre estas proteínas y la naturaleza de este efecto dependía, en gran parte, del 

estado de oxidación de la hemoproteína lo que condicionaba las propiedades del ligando 

y la configuración electrónica del hierro hemínico (Tsai, 1994). Sin embargo el efecto 

del NO no se restringe a las hemoproteínas ya que, por sus propiedades químicas podría  
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actuar sobre otras metaloproteinas que contienen cobre o zinc e incluso sobre aquellas 

que contienen grupos tioles. En este sentido, el NO podría ejercer un efecto directo 

sobre las enzimas de la ruta biosintética de ligninas interaccionando con ellas (C4H, 

C3H, CAld5H y peroxidasa). Este hecho es especialmente relevante ya que el NO 

podría ser entonces una señal clave en el último paso de la biosíntesis de ligninas en el 

que se produce el ensamblaje de los monolignoles.  

Con estos antecedentes, las primeras experiencias realizadas por nuestro equipo 

investigador se centraron en el análisis del efecto que podría tener la liberación de NO 

sobre la actividad peroxidasa del xilema en diferenciación de Z. elegans in vitro e in 

planta. Los resultados que obtuvimos mostraron que la adición del nitroprusiato sódico 

(NPS), compuesto que es capaz de liberar y mantener en disolución acuosa 

concentraciones micromoleculares de NO, al menos durante los primeros 45 minutos de 

descomposición (Stamler y cols., 1992), inhibía más del 50% de la actividad peroxidasa 

obtenida del fluido intercelular del tallo de Z. elegans utilizando TMB 

(tetrametilbencidina) como sustrato. Esta inhibición se revirtió mediante la adición de 

PTIO (2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazol-1-oxil-3-óxido) ya que este compuesto 

reacciona específicamente con NO para dar NO2 y, por lo tanto, cualquier efecto 

observable como consecuencia de la adición de NPS que sea reversible por PTIO puede 

asignarse a un efecto del NO, lo que prueba que el efecto observado se debía al NO 

(Ros Barceló y cols., 2002b). Estos ensayos se complementaron con estudios 

electroforéticos en los que se observaba una disminución brusca de la expresión de las 

isoformas de la peroxidasa debido a la liberación del NO (añadiendo NPS) ya que este 

efecto fue revertido por la adición de PTIO. De manera similar se procedió a estudiar el 

efecto de esta molécula liberadora de NO sobre la actividad TMB oxidasa en el xilema 

en lignificación de la planta Z. elegans. Como sucedió en los ensayos realizados in 

vitro, la actividad TMB oxidasa in vivo también se inhibió por la adición de NPS y la 

reversión se produjo con la adición de PTIO (Ros Barceló y cols., 2000). 

Todos estos resultados obtenidos en ensayos bioquímicos e histoquímicos 

sugerían un papel clave para el NO en el control de la diferenciación del tejido vascular 

de Z. elegans, incluyendo probablemente el proceso de lignificación de la pared celular. 
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Sin embargo, la aplicación de NO a tejidos vegetales y el análisis posterior de la 

respuesta observada no resultaba una prueba fehaciente de que el NO se produjese en 

ese tejido y si ocurría, fuese además una molécula reguladora de este proceso 

fisiológico.  

Con estos antecedentes, se planteó la hipótesis de que si localizábamos la 

producción del NO in situ en el xilema en diferenciación, todos los posibles cruces 

expuestos entre el NO y las rutas metabólicas que se expresan diferencialmente en el 

tejido vascular, incluyendo la muerte celular, no podrían considerarse fortuitos. Si se 

demostraba la capacidad del xilema en diferenciación para producir NO y se 

identificaban los  lugares de actuación del NO se podría elucidar la función real que 

juega el NO en la xilogénesis y en la lignificación de la pared celular. Para la 

demostración de esta última aseveración también era preciso averiguar la localización 

precisa de los lugares de producción de H2O2 ya que en el xilema y en otros muchos 

tejidos lignificantes, el H2O2 es necesario para la polimerización oxidativa de los 

alcoholes p-hidroxicinamílicos mediada por la peroxidasa (Ros Barceló 1995, 1997) y 

también habría que demostrar si existía alguna correlación espacio-temporal entre la 

manifestación de estas dos señales (NO y H2O2) y el proceso de lignificación de la 

pared celular.  

Por lo tanto nuestro objetivo fue estudiar la posibles lugares de producción de 

NO en el xilema en diferenciación de Z. elegans. Estos estudios se extendieron también 

a su localización en un cultivo de células de mesófilo de Z. elegans que se diferencian a 

elementos traqueales. De manera similar se procedió a realizar un estudio detallado de 

los lugares de producción del  H2O2.  

Estudio sobre los lugares de producción de óxido nítrico in planta, en los haces 

vasculares, e in vitro, en los cultivos de células del mesófilo de Zinnia elegans que se 

diferencian a elementos traqueales  

Efectivamente, la producción de NO se localizó en los haces vasculares de los 

tallos de Z. elegans. Estos resultados se obtuvieron utilizando un indicador fluorescente 
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que permite la visualización en tiempo real del NO in situ y la microscopía confocal 

láser de barrido (Gabaldón y cols. 2005). La tinción fluorescente se localizó 

principalmente, en las paredes celulares del xilema así como en las fibras del floema, 

con independencia del estado de diferenciación celular. Sin embargo, se observó un 

gradiente espacial de producción de NO inversamente relacionado con el grado de 

diferenciación del xilema ya que las células del xilema jóvenes, en diferenciación, 

manifestaron una mayor capacidad para producir NO que las células del xilema 

completamente maduras y diferenciadas lo que indicaba una fuerte relación entre la 

producción de NO y la muerte celular programada que se produce durante la 

diferenciación del xilema y que precede a la lignificación de la pared celular (Figura 9).  

 

Figura 9. (A) Correlación temporal inversa entre la producción de NO y el contenido en ligninas en el 
xilema de Z. elegans. (B) Producción de NO en el xilema de Z. elegans visualizado en el microscopio 
confocal láser de barrido con la sonda fluorescente diacetato de 4,5-diaminofluoresceina. (1, *), células  
del xilema de paredes delgadas; (2, puntas de flecha), células del xilema de paredes gruesas en 
diferenciación; (3, flechas), células del xilema de paredes gruesas diferenciadas. P, fibras floema; X, 
elemento xilema. Barra=40 µm. (C) Producción de NO en células de mesófilo de Z. elegans en 
diferenciación a traqueidas. Imágenes en campo claro (1, 3, 5, 7) y con fluorescencia (2, 4, 6, 8) de 
células de mesófilo indiferenciadas (1, 2), en diferenciación con paredes delgadas (3, 4), elementos 
traqueales en diferenciación (5, 6), elementos traqueales completamente (7, 8), teñidos con diacetato de 
4,5-diaminofluoresceina y visualizados en el microscopio confocal láser de barrido. Barra=15 µm 
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Como se observa en la Figura 9B, la producción más elevada de NO se localizó 

en las células predeterminadas para diferenciarse irreversiblemente a elementos del 

xilema aún vivas, por lo que son estas células del xilema jóvenes en diferenciación las 

que generan y mantienen la producción de NO mientras que la síntesis de la pared 

celular secundaria y la autolisis celular se producen. Estos resultados también 

demostraban que la producción de NO y la lignificación de la pared celular son dos 

procesos metabólicos inversamente relacionados durante la diferenciación del xilema 

(Gabaldón y cols. 2005). 

La producción de NO en las células del mesófilo de Z. elegans que se 

diferencian a elementos traqueales in vitro mantienen la misma propiedad mostrada por 

las células del xilema en diferenciación in planta ya que la señal fluorescente se detectó, 

principalmente, en las células predeterminadas y en las que se encontraban en 

diferenciación a elementos traqueales (Figura 9). Estos resultados confirmaron que la 

formación de NO en los elementos traqueales en diferenciación estaba directamente 

relacionada con los procesos tempranos de la diferenciación del xilema que se producen 

inmediatamente antes de que tengan lugar los procesos de formación de la pared celular 

secundaria y se produzca la autolisis celular. Por el contrario, las células aisladas del 

mesófilo que no habían adquirido la capacidad para diferenciarse a traqueidas, 

manifestaban unos niveles muy débiles de la señal fluorescente lo que contrastaba con 

la producción elevada de NO mostrada por las células predeterminadas para 

diferenciarse a traqueidas (Gabaldón y cols. 2005, Ros Barceló y cols. 2004).  

Estos resultados sugerían que el NO producido por las células en diferenciación 

se sintetizaba en el momento preciso en el que éstas adquieren la capacidad para la 

muerte celular. Estos resultados también explicaban el porqué las células 

predeterminadas, localizadas en los haces vasculares del xilema también mostraban un 

estallido de NO que, como ocurría en los sistemas celulares in vitro, se mantiene 

mientras que se produce la ruptura celular confirmando que la formación de NO estaba 

directamente relacionada con los procesos tempranos de la diferenciación del xilema 

que se producen inmediatamente antes de que se manifieste la autolisis celular y los 
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procesos de formación de la pared celular secundaria (Gabaldón y cols. 2005, Ros 

Barceló y cols. 2004).  

Estudio sobre los lugares de producción de H2O2 in planta, en los haces vasculares, e 

in vitro, en los cultivos de células del mesófilo de Zinnia elegans que se diferencian a 

elementos traqueales  

Adicionalmente, se realizó un estudio detallado de los sitios de producción de 

H2O2 en el xilema en lignificación mediante la utilización conjunta de técnicas de 

microscopía junto con la utilización de sondas fluorescentes que permiten visualizar la 

formación de H2O2. De esta manera, se comprobó que en las células del xilema en 

diferenciación y en las células del parénquima adyacentes se localizaba la producción de 

H2O2 sugiriendo que estas células parenquimáticas podrían ser las responsables de la 

producción de H2O2 que, posteriormente, difunde de célula a célula, a través del espacio 

intercelular hacia las células del xilema en diferenciación para que tenga lugar la 

biosíntesis de ligninas en la pared celular secundaria (Gómez-Ros y cols. 2006). 

 

 

 

 

Figura 10. (a) Producción de H2O2 en los elementos del xilema de Z. elegans visualizada con diacetato de 
2,7-diclorofluoresceína en el microscopio confocal láser de barrido. (b)  Observación de los 
engrosamientos de la pared celular secundaria en los elementos del xilema de Z. elegans con luz 
polarizada. (c) Producción de H2O2 en células de mesófilo de Z. elegans en diferenciación a traqueidas 
visualizada con diacetato de 2,7-diclorofluoresceína en el microscopio confocal láser de barrido y (d) en 
campo claro. Las flechas indican células de parenquima no diferenciadas y las puntas de flecha elementos 
traqueales en diferenciación. (e) Visualización de la deposición de ligninas en cultivos de células de 
mesófilo de Z. elegans en diferenciación a traqueidas. 
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Una evidencia adicional que apoyó la hipótesis planteada se obtuvo mediante la 

localización del H2O2 en los cultivos celulares de mesófilo de Z. elegans en 

diferenciación a traqueidas (Figura 10). Utilizando este sistema modelo junto con la 

microscopía confocal láser y el diacetato de 2,7-diclorofluoresceína como sonda 

fluorescente, la producción de H2O2 se localizó mayoritariamente en las células del 

mesófilo predeterminadas, detectándose un bajo nivel de H2O2 en los elementos 

traqueales completamente diferenciados (Gómez-Ros y cols. 2006) y con un elevado 

grado de lignificación (Figura 10e). Además, los niveles de H2O2 detectados en el 

cultivo celular in vitro fueron del orden de mM y acordes con los estimados in situ en el 

xilema en lignificación de la planta Z. elegans cuando se utilizó IK/almidón para la 

detección del H2O2 (Ros Barceló y cols. 2002a).  

5. Estudios básicos: Implicación de las peroxidasas y compuestos 

relacionados con la defensa  vegetal.  

Las peroxidasas, además de encontrarse de manera constitutiva en las plantas y 

estar implicadas en multitud de procesos del crecimiento y desarrollo de las mismas, 

también se inducen en respuesta a heridas (asociadas al ataque por depredadores), por la 

infección provocada por patógenos y mediante la aplicación de compuestos químicos 

que mimetizan el ataque por un patógeno o inducen algún tipo de estrés (van Loon y 

cols., 2006). De esta manera, sus niveles se acumulan para limitar la extensión de la 

infección a través de la creación de un entorno altamente tóxico mediante la producción 

de especies reactivas de oxígeno (Passardi y cols., 2005). De hecho, catalizan la oxido-

reducción de una amplia variedad de sustratos a expensas del H2O2 (Passardi y cols., 

2004) por lo que confieren resistencia frente a estreses bióticos y abióticos a través de 

diferentes mecanismos.  

Por ello, nos planteamos el estudio de las respuestas de defensa de la vid frente a 

patógenos de origen fúngico, ya que son causantes de grandes pérdidas económicas en 

las zonas viticultoras de la Región de Murcia. La peroxidasa parecía estar directamente 

implicada en estos mecanismos de defensa ya que cumplía todos los requisitos para ser 

la responsable de la oxidación del trans-resveratrol a viniferinas, que son las 
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fitoalexinas mayoritarias en la vid (compuestos de defensa que presentan actividad 

biológica frente a un amplio rango de agentes fitopatógenos), a través de un proceso 

análogo al que se produce durante la oxidación de los alcoholes p-hidroxicinamílicos a 

ligninas. Por este motivo, iniciamos una serie de experiencias centradas en estudios 

cinéticos y bioquímicos de la oxidación del trans-resveratrol por esta isoenzima 

fuertemente básica de peroxidasa, en este caso, de vid con la finalidad de conocer el 

mecanismo de acoplamiento oxidativo.  

Nuestra gran contribución en este campo fue la de establecer la localización 

subcelular de la síntesis de viniferinas, que tiene lugar mayoritariamente en la pared 

celular, y describir el mecanismo molecular a través del cual tiene lugar la reacción de 

acoplamiento oxidativo de los radicales del trans-resveratrol para la formación de 

viniferinas. En dicho mecanismo se propone que las especies mesoméricas Mβ y MO3, 

derivadas del radical del resveratrol, son las que intervienen en la síntesis de viniferinas 

in vivo mientras que in vitro, el acoplamiento mayoritario es del tipo Mβ  y M04, dando 

lugar al dehidrodímero del resveratrol (Pedreño y cols. 1996).  

 

Junto a esta contribución, parte de nuestro tiempo dedicado a esta línea de 

investigación, que se inició en 1989 con el primer proyecto de la CICYT, se centró en la 

búsqueda de un elicitor (molécula, compuesto o factor físico) capaz de inducir las 

reacciones de defensa en plantas de vid susceptibles al ataque fúngico, que pudiera 

actuar de forma análoga a una vacuna, inmunizando a la planta frente a los hongos. Para 

ello, realizamos el establecimiento del cultivo in vitro de plantas (Figura 11), a partir de 

segmentos nodales de los cultivares de vid existentes en el IMIDA en 1990, que 

mostraban diferentes grados de susceptibilidad/resistencia al ataque fúngico; siendo mi 

grupo de investigación pionero tanto en el establecimiento de estos cultivos in vitro 

como en la optimización de sus requerimientos nutricionales y hormonales; cultivos de 

vid que en la actualidad se siguen manteniendo, gracias a nuestra técnico de laboratorio 

(Pepita Alemán), ya que sirven como material de prácticas, para realizar la 

multiplicación vegetativa de la vid, de los estudiantes de Grado en Biología y 

Biotecnología de la Facultad de Biología.   
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Figura 11. Establecimiento de cultivo in vitro de plantas de vid (Vitis vinifera) de diferentes cultivares y  
susceptibilidad/resistencia a los ataques fúngicos.  

 

Después de diferentes pruebas con elicitores de tipo abiótico, como la luz 

ultravioleta o fungicidas sistémicos utilizados en agricultura, como el fosetil de 

aluminio, encontramos que un producto de secreción del hongo Trichoderma viride, 

comercializado con el nombre celulasa Onozuka R-10, era capaz de inducir la batería de 

reacciones de defensa que caracteriza la respuesta hipersensible de las plantas frente a 

los patógenos (Figura 12, Calderón y cols. 1993). Entre ellas, cabe destacar respuestas 

plasmolíticas, aparición de pardeamiento, síntesis de trans-resveratrol y viniferinas 

junto con la inducción de la síntesis del precursor del ácido salicílico, el ácido benzoico.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Respuesta hipersensible en los cultivos celulares de vid cv Monastrell por la presencia del 
elicitor celulasa Onozuka R-10. Vitroplantas de vid del híbrido (Vitis vinifera x Vitis rupestris) x Vitis 
riparia (A) y del cv Monastrell (B). Patrón electroforético de las diferentes isoenzimas de peroxidasa en 
hojas (1a y 1b) y en tallos (2a y 2b) correspondientes al híbrido (A) y al cv Monastrell (B). 
 
 

Dicho elicitor fue también capaz de inducir una isoenzima de peroxidasa en 

cultivos susceptibles de Vitis vinifera cv Monastrell, HSPrx, y otra isoenzima que se 

expresaba de forma constitutiva tanto en las hojas como los tallos de cultivos resistentes 

del híbrido (Vitis vinifera x Vitis rupestris) x Vitis riparia (Figura 12A, 1a y 2a) y que 

Celulasa Onozuka R-10Celulasa Onozuka R-10
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estaba ausente en la variedad Monastrell (Figura 12B, 1b y 2b) que es susceptible 

(flecha roja en la Figura 12), y por lo tanto, esta isoenzima de peroxidasa podía ser 

considerada como un marcador de resistencia (Calderón y cols. 1992a). 

 

6. Estudios aplicados: Elicitación como estrategia para la producción de compuestos 

relacionados con la defensa vegetal. 

 

A la vista de los resultados anteriores, la curiosidad científica me llevó hacia la 

búsqueda de compuestos que actuasen de elicitores, sobre los cultivos celulares de vid 

que también habíamos establecido en aquellos años 90, a partir de frutos inmaduros de 

la variedad Monastrell (Figura 13A) y que mantenemos en la actualidad. Por ello, le 

propuse al Prof. Roque Bru del Dpto de Agroquímica y Bioquímica de la Universidad 

de Alicante, realizar unos experimentos con unos compuestos de naturaleza 

oligosacarídica, las ciclodextrinas (Figura 13B), que se habían utilizado para la 

solubilización de sustratos apolares en medios acuosos en catálisis enzimática, de 

manera que pudiéramos suministrar de forma continuada trans-resveratrol (incluido en 

la cavidad interna de las ciclodextrinas) a un cultivo de células de vid, con la finalidad 

de protegerlas de posibles infecciones.  

 

 

 

 

 

Figura 13. (A) Establecimiento del cultivo in 
vitro de callos y suspensiones celulares de Vitis 
vinifera cv Monastrell a partir de frutos 
inmaduros de vid. (B) Esctructura de las β-
ciclodextrinas. 
 

 

De esta manera, en 1996 inicié una novedosa línea de investigación que 

comenzó observando el efecto de las dimetil-β-ciclodextrinas (abreviadamente CDs, 

Figura 13B) sobre el metabolismo del trans-resveratrol en suspensiones celulares de vid 

inoculadas con la bacteria fitopatógena Xylophilus ampelinus. Las suspensiones 

celulares control y las inoculadas contenían en las células una baja cantidad del 

AA
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derivado glucosilado del trans-resveratrol, trans-piceída. Sin embargo, cuando el 

cultivo se suplementó con CDs, tanto las células infectadas como las no infectadas 

seguían manteniendo niveles bajos de trans-piceída en las células pero secretaban una 

cantidad significativa de trans-resveratrol al medio de cultivo, sobretodo los controles 

con CDs que no contenían en su interior trans-resveratrol. 

Estos resultados sugerían que las CDs estaban actuando como elicitores de 

manera independiente a la presencia de la bacteria. Efectivamente, al analizar los 

medios de cultivo se comprobó que el trans-resveratrol se había acumulado en grandes 

cantidades en el medio de cultivo. Este nuevo descubrimiento nos llevó a profundizar 

más en detalle en el efecto de las CDs sobre las células de vid confirmándose el papel 

de las CDs como elicitores de una respuesta de defensa de la vid liderada por la síntesis 

del trans-resveratrol (Morales y col. 1998). 

 Por otra parte, la cantidad de trans-resveratrol acumulada en el medio de cultivo 

(2000 mg/L) excedía enormemente los límites de solubilidad de este compuesto en 

medio acuoso (48 mg/L). Este resultado ponía de manifiesto, por primera vez, la ventaja 

de utilizar CDs ya que éstas pueden alojar compuestos de baja polaridad en su cavidad 

central formando los denominados complejos de inclusión. Además, demostramos que 

el trans-resveratrol segregado por las células era capturado por las CDs permitiendo que 

se acumulase en concentraciones elevadas, teniendo lugar el proceso que se conoce 

como “eliminación del producto in situ” , proceso muy deseable ya que el crecimiento 

del cultivo no se ve afectado por las elevadas concentraciones de trans-resveratrol que 

se acumulan en el medio de cultivo, permaneciendo las células viables durante todo el 

proceso (Bru y cols. 2006).  

 

Con este nuevo procedimiento, la utilización de paredes celulares de hongos 

como elicitores para inducir la biosíntesis de trans-resveratrol en cultivos celulares de 

vid, técnica utilizada por otros investigadores (Liswidowati y cols en 1991), quedó en 

desuso (0.00324g/L) ya que la concentración de trans-resveratrol cuando se utiliza 

nuestro procedimiento de elicitación con CDs se incrementa más de 700 veces (2 g/L). 

Además, nuestro proceso era innovador ya que no dependía de la generación de 

biomasa celular puesto que eran las condiciones del medio de cultivo (la presencia de 

las CDs en el medio de cultivo) lo que favorecía el proceso de inducción de la 
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biosíntesis, secreción y acumulación de trans-resveratrol en el medio de cultivo (Bru y 

Pedreño, 2003; Figura 14A). Sin embargo, a pesar de la elevada concentración de trans-

resveratrol que se obtenía, aún nos quedaban muchas CDs vacías por lo que se nos 

ocurrió utilizar otros elicitores en combinación con las CDs. De todos los elicitores 

ensayados en combinación con las CDs encontramos uno que provocaba un efecto 

espectacular, el jasmonato de metilo (MJ; Figura 14B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. (A) Actuación de las ciclodextrinas en el proceso de acumulación del trans-resveratrol en el 
medio de cultivo. (B) Elicitación de suspensiones celulares de Vitis vinifera cv Gamay con β-
ciclodextrinas y jasmonato de metilo y recuperación del medio de cultivo enriquecido en  trans-
resveratrol (tubo marcado con E). 
 

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, el MJ había sido ampliamente utilizado como inductor de respuestas de 

defensa en numerosos cultivos in vitro de diferentes especies vegetales. 

 

Como se observa en la Figura 15, cuando las células se estimularon sólo con CDs, la 

biosíntesis de trans-resveratrol alcanzó el nivel máximo a las 72 horas de tratamiento, 

mientras que no se detectaron niveles significativos de trans-resveratrol en el medio de 

cultivo cuando las células fueron elicitadas con MJ o en los tratamientos de control. Sin 

embargo, cuando las células fueron tratadas con ambos elicitores, sorprendentemente la 

acumulación extracelular de trans-resveratrol aumentó de forma exponencial 

alcanzando valores máximos a las 168 horas de tratamiento (Figura 15). Además, la 

concentración final en presencia de ambos elicitores, 1400 µmoles de trans-resveratrol 

/g peso seco de células fue de un orden de magnitud superior a la concentración final de 

trans-resveratrol obtenida en las células tratadas sólo con CDs, resultados que nos 
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indicaron que la acción conjunta de MJ y CDs provocaba un efecto sinérgico  sobre la 

producción de trans-resveratrol (Lijavetzky y cols.2008). 

 

Figura 15. Producción de trans-resveratrol durante la 
elicitación de los cultivos celulares de Vitis vinifera cv 
Monastrell con ciclodextrinas solas (CDs) y/o en combinación 
con jasmonato de metilo (JM). 

 

 

 

 

Además, comprobamos que la expresión de genes que codifican para la 

fenilalanina amonio liasa (PAL), cinamato 4 hidroxilasa (C4H) y 4-cumarato CoA 

ligasa (4CL), para dar lugar a los precursores comunes para la biosíntesis de 

flavonoides, ligninas y estilbenoides, junto con la expresión del gen que codifica para la 

estilbeno sintasa (STS), responsable de la biosíntesis del trans-resveratrol (Figura 16), 

se incrementaban considerablemente en los cultivos de vid elicitados conjuntamente 

con MJ y CDs mientras que los niveles de expresión de los genes que codificaban para 

la chalcona sintasa (CHS, primera enzima de ruta para la biosíntesis de flavonoides) y la 

cinamilCoA reductasa (CCR, implicada en la ruta de formación de ligninas) eran muy 

bajos. Así conseguimos demostrar que la acción conjunta de ambos elicitores inducía de 

manera específica la expresión de la STS por lo que el efecto sinérgico de la producción 

de trans-resveratrol era el resultado del efecto sinérgico de ambos elicitores sobre la 

expresión de este gen (Lijavetzky y cols. 2008) Pero aún fuimos más allá, cuando 

analizamos el efecto de estos tratamientos sobre la expresión global de genes en los 

cultivos celulares de vid mediante el uso de micromatrices de ARN, y observamos que 

una gran proporción de los genes, que se expresaban diferencialmente, estaban 

regulados por MJ y CDs (Almagro y cols. 2014). Concretamente visualizamos, 

mediante el análisis de enriquecimiento funcional, la sobre-expresión de los transcritos 

relacionados con la biosíntesis de trans-resveratrol (Figura 16).   
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Figura 16. Mapa de calor en el que se expresan en rojo los transcritos que se sobre-expresan respecto al 
control y en azul los genes que presentan un nivel de expresión por debajo del control.  
 

Efectivamente como se observa en el mapa de calor (Figura 16), la elicitación 

con CDs solas o en combinación con MJ incrementaba fuertemente la expresión de los 

genes que se encontraban aguas arriba de la ruta de biosíntesis fenilpropanoide, además 

de la ruta específica en la que se sobre-expresaban varias STS que son las responsables 

de la formación del  trans-resveratrol (Almagro y cols. 2014). Llegado a este punto el 

siguiente paso, fruto de una colaboración con el Profesor de Investigación Lorenzo 

Burgos, del Departamento de Mejora Vegetal del CEBAS-CSIC, consistió en realizar la 

transformación genética de las células de vid para que sobre-expresasen la STS y a 

continuación, utilizar estas líneas celulares transgénicas de vid para la producción de 

trans-resveratrol en condiciones de elicitación con CDs y MJ (Mingyu y cols. 2016). 

 

De todas las STS analizadas en las micromatrices de ARN (microarrays) que se 

sobre-expresaban en presencia de estos elicitores seleccionamos aquella que mostraba 

una elevada expresión en presencia de CDs (solas o en combinación con MJ) y la 

utilizamos para transformar los cultivos celulares de Monastrell utilizando la tecnología 
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de la infección con Agrobacterium tumefaciens. De esta manera obtuvimos 40 líneas 

celulares transgénicas que contenían el transgén de la STS en las dos diferentes 

orientaciones de lectura, 20 líneas con lectura de derecha a izquierda y otras 20 con la 

lectura invertida.  Una vez realizada la elicitación con CDs y MJ y analizadas las líneas 

transgénicas encontramos varias de ellas, con la primera orientación, que eran capaces 

de incrementar considerablemente la producción extracelular del trans-resveratrol con 

respecto a la producción analizada en líneas celulares no transgénicas. Sin embargo, 

cuando la lectura del transgén estaba invertida, la producción de trans-resveratrol, 

aunque estaba incrementada con respecto al cultivo control no transgénico, fue menor.   

 

7. Estudios aplicados: El poder curativo de las plantas. Producción de principios 

bioactivos aprovechando las respuestas de defensa de las células vegetales mediante 

el  uso del cultivo celular, la elicitación y la transgénesis como estrategias para 

incrementar la producción de metabolitos secundarios. 

 

Las plantas sirven para curar. Esto lo sabemos todos, no es nada nuevo. El uso 

de remedios de origen vegetal se realiza desde que el ser humano comenzó a percatarse 

de que ciertos vegetales ayudaban a paliar determinadas dolencias y es esta medicina 

tradicional la que se ha extendido en todas las culturas y civilizaciones conocidas 

incluso hasta nuestros días. En un principio cuando no existía la tecnología apropiada 

para aislar y purificar los compuestos de las plantas, lo más fácil era tomar la planta con 

supuestos efectos curativos y comérsela. Sin embargo, las modernas técnicas de análisis 

de hoy en día, nos han permitido confirmar la utilidad terapéutica de algunas de aquellas 

plantas utilizadas en la medicina tradicional que antes se habían ingerido mediante el 

arriesgado método de ensayo-error. En la actualidad, sabemos que el efecto terapéutico 

de ciertas partes de las plantas se debe a que acumulan determinadas sustancias útiles 

que se denominan principios activos (Seguí Simarro, 2011). Sin embargo, las calidades 

y cantidades de estos principios activos de las plantas varían entre los diferentes 

cultivares de una misma especie vegetal y también dentro de una misma variedad en 

función de los diferentes factores que condicionan el crecimiento de las plantas. De esta 

manera, los extractos de plantas son heterogéneos en la medida en que las plantas se ven 

afectadas por las condiciones climáticas, geográficas, edáficas y por la presencia de 
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agentes patógenos ya que la gran mayoría de estos principios activos, denominados 

metabolitos secundarios, son sintetizados en pequeñas cantidades por las plantas en el 

lugar donde se produce la agresión o el daño (físico o biológico) como respuesta de 

defensa frente a los diversos estímulos externos. De hecho, la gran mayoría de los 

compuestos vegetales con fines terapéuticos son en realidad compuestos de defensa 

tóxicos para los organismos parásitos o predadores de la planta. Como en el caso del 

trans-resveratrol y las viniferinas, compuestos estilbenoides que la planta de vid y los 

cultivos derivados de sus bayas sintetizan para defenderse de infecciones fúngicas y 

bacterianas e incluso frente agresiones físicas como la exposición a la luz UV (Morales 

y cols. 1998; Bru y cols. 2006; Almagro y cols. 2011). Por otra parte, cientos de 

estudios han mostrado los efectos beneficiosos del trans-resveratrol sobre los sistemas 

cardiovascular y neurológico aunque la actividad biológica más importante de este 

compuesto radica en su acción antitumoral previniendo la carcinogénesis en los tres 

estadíos del desarrollo del tumor (Almagro y cols. 2013). 

 

Otro tipo de sustancias que las plantas producen sin una finalidad exclusiva de 

defensa y que a nosotros nos resultan beneficiosas son los flavonoides y las betalaínas, 

que son pigmentos nitrogenados de diferentes tonalidades que las plantas sintetizan para 

dar color a sus flores, frutos, hojas y para resultar más atractivas y que los insectos 

polinizadores se fijen y se posen en ellas, transportando así el polen de unas flores a 

otras que es en definitiva lo que a las plantas les interesa, asegurar la reproducción 

sexual de la especie vegetal a través de la polinización.  Estos metabolitos secundarios 

que tienen un importante papel antioxidante frente a los radicales libres y que ayudan a 

proteger a la planta frente a los efectos nocivos de la radiación ultravioleta poseen 

también un interés farmacológico. De hecho, se ha descrito en numerosas publicaciones 

científicas, el efecto vasodilatador de compuestos de naturaleza flavonoide y 

estilbenoide y la actividad antioxidante, captadora de radicales libres de éstos y de las 

betalaínas (Escribano y cols. 1998). Es también conocida la actividad de las isoflavonas 

(principalmente de soja) para tratar los síntomas derivados de los desequilibrios 

hormonales que padecen las mujeres con la llegada de la menopausia, o el efecto 

vasoprotector y activador de la microcirculación sanguínea de los flavonoides de los 

cítricos utilizados para el alivio de los síntomas relacionados con la insuficiencia venosa 
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de las extremidades inferiores. Sin embargo, existen otros compuestos nitrogenados, los 

alcaloides, que las plantas utilizan como disuasorios alimentarios (frente a insectos y 

herbívoros), y que a dosis muy bajas pueden tener un efecto terapéutico beneficioso 

mientras que a dosis elevadas son muy tóxicos y pueden incluso provocar la muerte por 

parada respiratoria. Uno de ellos desafortunadamente bastante famoso en nuestra 

sociedad es la cocaína, alcaloide tropánico derivado de la hoja de coca que a dosis 

moderadas es un potente anestésico y vasoconstrictor; sin embargo, si la dosis de 

cocaína aumenta se acelera la frecuencia cardíaca y el ritmo respiratorio produciéndose 

convulsiones y muerte por parada respiratoria.  Otro ejemplo es la fisostigmina del haba 

de calabar, alcaloide indólico muy venenoso que provoca una crisis colinérgica por 

inhibición de la enzima acetilcolinesterasa e incluso la  muerte, aunque a dosis bajas, se 

utiliza para el tratamiento de pacientes con glaucoma.  Muchos de estos metabolitos 

secundarios que las plantas los producen como respuesta de defensa o para interaccionar 

con los seres vivos que las rodean son de un elevado valor de mercado puesto que son 

los principios activos de muchos cosméticos, nutraceuticos y productos farmaceuticos. 

  

Otra de las plantas que ha sido cultivada desde la antigüedad y utilizada en la 

medicina tradicional para el tratamiento de reumatismos, artritis, afecciones hepáticas y 

urinarias así como antihelmíntico y antimalárico  ha sido el tejo. Esta extensa actividad 

biológica se debe a la presencia en esta planta, de numerosos compuestos bioactivos 

como los lignanos, flavonoides, esteroides y sus derivados glucosilados. Sin embargo, el 

gran interés que despierta el árbol del tejo es la presencia de los alcaloides diterpénicos 

complejos, fundamentalmente el taxol y sus derivados, ya que se utilizan actualmente 

en la quimioterapia frente a diversos tipos de cáncer.  Su capacidad antitumoral se basa, 

a diferencia de la mayoría 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,  frente al sarcoma de Kaposi 

asociado al SIDA y también, frente a algún tipo de leucemias.  
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Hasta hace relativamente poco tiempo, todo el taxol utilizado en la 

quimioterapia contra el cáncer y en estudios científicos procedía de la extracción directa 

de la corteza del árbol o de su semi-síntesis química a partir de precursores aislados 

también directamente de la planta. Sin embargo, la demanda mundial de 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 peso seco 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 se está viendo amenazado día tras 

día como resultado de los procesos de extracción de estos compuestos que implican la 

muerte de la planta. Además, los árboles de tejo crecen lentamente y, al ser su 

recolección destructiva, se han investigado otros sistemas de producción alternativos 

dirigiendo la mayor parte de estos esfuerzos hacia su producción biotecnológica, a 

traves del cultivo in vitro utilizando el cultivo celular obtenido a partir de aquellas 

partes de la planta en donde la biosíntesis de estos compuestos es más activa.  

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 producían 

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

Wickremesinhe y Arteca, 1993). Sin embargo, en la mayoría de los cultivos celulares de 

Taxus, es necesario incrementar la productividad del taxol para hacer el proceso 

económicamente competitivo. Entre las principales estrategias empleadas para 

incrementar esa productividad destaca la optimización de las condiciones de cultivo, 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. Numerosas estrategias y 

compuestos se han utilizado con el fin de incrementar la producción de taxol; entre ellas 

se incluyen, variaciones en el medio de cultivo (Cusidó y cols. 2002), la adición de 

precursores biosintéticos (Bentebibel y cols. 2005), así como elicitores abióticos, como 

sulfato de vanadilo (Cusidó y cols. 1999) o bióticos como extractos fúngicos (Lan y 
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cols. 2003) o incluso una mezcla de diferentes tipos de elicitores entre los que se 

incluyen el jasmonato de metilo (MJ) (Khosroushahi y cols. 2006).  

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 este estudio 

una 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 de su precursor 

bacatina III, respectivamente. Otro de los elicitores que nosotros ya habíamos ensayado 

y patentado como procedimiento para la producción de trans-resveratrol en cultivos 

celulares de vid, eran las ciclodextrinas (CDs) de las que conocíamos sus características  

estructurales que permitían alojar en su interior moléculas hidrofóbicas y a su vez, al 

contener una superficie exterior polar, eran capaces de mantenerse en soluciones 

acuosas como lo son los medios de cultivo.  

De esta manera, trabajando en colaboración con los Profesores Rosa Mª Cusidó 

y Javier Palazón del Área de Fisiología Vegetal de la Facultad de Farmacia de la 

Universidad de Barcelona, diseñamos una estrategia para mejorar la producción 

biotecnológica de taxanos que consistía en emplear los cultivos celulares establecidos 

por desdiferenciación de raíces transformadas de Taxus media que sobre-expresaban 

uno de los genes iniciales de la ruta biosintética de taxol, el gen txs que codifica para la 

enzima taxadieno sintasa; en segundo lugar, se estableció el cultivo en dos fases en el 

que las células se cultivaron en un medio óptimo para el crecimiento durante 10 días, y 

transcurridos esos días se transfirieron a un medio óptimo para la producción de taxanos  

y por último, la estrategia de elicitación de los cultivos celulares basada en el empleo 

del MJ y las CDs (Sabater-Jara y cols. 2014). Además, puesto que la fase de desarrollo 

del cultivo celular es un factor clave en la biosíntesis de compuestos secundarios, los 

elicitores indicados fueron suplementados al medio óptimo de producción de taxanos en 

dos momentos diferentes del cultivo. En el caso de las CDs, éstas fueron adicionadas 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 

MJ fue adicionado al medio después del mantenimiento de las células durante 7 días en 

el medio óptimo de producción, es decir, cuando las células se  encontraban ya 
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determinadas y adaptadas  a la biosíntesis de los compuestos secundarios de interés tal y 

como se muestra en la Figura 17: 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Diseño experimental del crecimiento y de la elicitación de los cultivos celulares de tejo. 

Como se puede observar en las figuras siguientes (Figura 18), tanto en los 

cultivos control como en los elicitados con CDs y MJ individualmente, los niveles de 

producción total de taxanos se mantuvieron estables a lo largo de todo el cultivo, 

observándose un ligero incremento en la producción hacia el final del mismo, siendo 

este incremento más acusado en el tratamiento con β-CDs metiladas al azar (RM- β-

CDs). Sin embargo, cuando las células fueron elicitadas simultáneamente con β-CDs o 

γ-CDs y MJ, la acumulación de taxanos se incrementó exponencialmente alcanzando la 

máxima producción en el día 16 (que se corresponde con 9 días de tratamiento con MJ) 

en el caso de las RM-β-CDs (103 mg/ L) y en el día 20 en los cultivos elicitados con β-

CDs hidroxipropiladas (HP-β-CDs, 88 mg/ L) y γ-CDs (175 mg/ L) en combinación con 

MJ. Estos resultados sugieren que la presencia conjunta de ambos elicitores produce un 

efecto sinérgico en la producción de taxanos ya que los valores obtenidos en los 

tratamientos combinados son hasta 10 veces superiores a los obtenidos en los cultivos 

elicitados con CDs o MJ individualmente (Sabater-Jara y cols. 2014). 

Por otro lado, el contenido total de taxanos en el interior celular osciló entre el 

10-25 % del contenido total, en los tratamientos realizados en presencia de β-CDs y MJ, 

acumulándose la mayor parte de estos compuestos en el medio extracelular (75-90 %). 

Sin embargo, cuando las células de tejo se estimularon en presencia de γ-CDs y MJ, el 
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% de taxanos intra- y extracelular aumentó de manera proporcional con el tiempo de 

elicitación, localizándose niveles similares de estos compuestos en ambos espacios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Producción de taxanos intra- y extracelular en las suspensiones celulares de tejo (Taxus x 
media) elicitadas con diferentes tipos de ciclodextrinas sólas o en combinación con jasmonato de metilo 
(MJ). RM-β-CD, β-ciclodextrinas metiladas al azar; HP-β-CD, β-ciclodextrinas hidroxipropiladas; γ-CD, 
γ-ciclodextrinas. 

En cuanto a los niveles de producción de cada taxano individualmente 

(expresado como % del total de taxanos producidos, Figura 19) se puede obervar que, el 

taxano encontrado en mayor proporción en los cultivos celulares de Taxus x media varía 

dependiendo del tipo de CD. En el caso de las β-CDs, el taxano más abundante es el 

taxol, el cual representa aproximadamente el 80 % del contenido total de taxanos tanto 

en metiladas al azar (RM-β-CDs) como en hidroxipropiladas (HP-β-CDs), siendo el 2º 

taxano más importante su precursor, la bacatina III que representa alrededor del 20%. 

Sin embargo, cuando las células fueron elicitadas con γ-CDs se incrementó 

significativamente la producción de bacatina III en detrimento del taxol siendo 

aproximadamente el 60 % frente a un 25 % de taxol. Estos resultados ponen de 

manifiesto la capacidad de las CDs para formar complejos de inclusión permitiendo no 

sólo la acumulación en el medio de cultivo de estos compuestos, evitando así su efecto 
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tóxico sobre las células productoras, sino también facilitando su recuperación del medio 

de cultivo (Sabater-Jara y cols. 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Niveles de producción de taxanos en los cultivos celulares de tejo elicitados con diferentes 
ciclodextrinas (RM-β-CD, β-ciclodextrinas metiladas al azar; HP-β-CD, β-ciclodextrinas 
hidroxipropiladas; γ-CD, γ-ciclodextrinas) en combinación con jasmonato de metilo (MJ). 

Esta línea de investigación, basada en la elicitación es claramente aplicada y los 

procedimientos para la estimulación de las células vegetales para la producción de 

principios activos están protegidos bajo patentes nacionales e internacionales y es la 

base de la actividad inventiva de nuestro actual grupo de investigación. Además hemos 

comprobado que esta tecnología de producción de estilbenos (trans-resveratrol) y 

taxanos (taxol) obtenidos en cultivos celulares de vid y de tejo es extrapolable a la 

producción de otros compuestos bioactivos como son los carotenoides y fitoesteroles en 

cultivos de zanahoria, tocoferoles en cultivos de lino, soja, cartamo y girasol por lo que 

estamos convencidos que dada la diversidad de compuestos de interés comercial que 

producen las plantas, estas herramientas biotecnológicas nos abren un abanico de 

oportunidades en este fascinante mundo de las plantas.  
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Epílogo 

A lo largo de esta charla hemos podido comprobar la utilidad de las técnicas 

biotecnológicas del cultivo in vitro diseñadas para obtener el crecimiento y 

multiplicación de las células, tejidos u órganos vegetales utilizando soluciones nutritivas 

y reguladores del crecimiento, en condiciones totalmente asépticas y controladas. El 

hecho de poder disponer de un sistema experimental fácilmente manipulable bajo 

condiciones controladas en el laboratorio nos ha permitido el abordaje de estudios que 

con plantas completas habrían sido mucho más difíciles de realizar; y no sólo es una 

cuestión de dificultad sino también de rapidez a la hora de obtener los resultados.  En 

este sentido, el empleo de cultivos celulares en suspensión de Zinnia elegans, obtenidos 

a partir de callos establecidos por cultivo in vitro de hipocotilos, ha sido la herramienta 

biotecnológica que nos ha permitido, realizar en poco tiempo, el aislamiento y 

purificación de proteínas que se localizan en la pared celular y en el fluido intercelular 

(apoplasto) como las peroxidasas de naturaleza fuertemente básica ya que el medio 

extracelular en el que crecen estos cultivos celulares es considerado como un amplio 

espacio intercelular que forma un continuo con la pared de la célula vegetal. Además, 

en comparación con otros métodos utilizados para el aislamiento de proteínas de la 

pared celular, tales como la infiltración al vacío y el fraccionamiento subcelular, el 

medio extracelular se obtiene directamente mediante técnicas no destructivas ya que se 

separa fácilmente de las células sin provocar ruptura celular proporcionando así una 

fuente adecuada, continua y única de proteínas de la pared celular. De esta manera 

hemos podido comprobar su implicación en la biosíntesis de ligninas de los elementos 

conductores del xilema y en los tejidos de sostén como las fibras del floema 

impermeabilizando las paredes celulares y proporcionando rigidez mecánica a los tallos 

de las plantas vasculares terrestres.  

Otra de las aplicaciones del cultivo in vitro que hemos visto se ha centrado en la 

posibilidad de observar paso a paso cómo las células de mesófilo de Zinnia elegans se 

transformaban en traqueidas en un medio de cultivo aséptico, regulado con hormonas 

vegetales. La reproducción in vitro de la xilogénesis, mediante la desdiferenciación de 

las células del mesófilo y su diferenciación a traqueidas nos ha permitido confirmar la 

función reguladora del NO y del H2O2 que previamente habíamos observado in vivo en 

el xilema en diferenciación.   
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Por otra parte como hemos visto a lo largo de esta charla, un aspecto 

característico de las plantas es su capacidad para sintetizar una enorme variedad de 

compuestos que si bien no tienen una función directa en los procesos de crecimiento y 

desarrollo, realizan una función esencial en la supervivencia de las plantas. Estos 

metabolitos secundarios que se sintetizan en pequeñas cantidades en determinadas 

situaciones de estrés presentan además, aplicaciones muy específicas de gran interés 

industrial por lo que tienen un alto valor en el mercado ya que suponen un importante 

recurso natural para la obtención de los principios activos para la elaboración de 

fármacos, como aditivos alimentarios y nutraceúticos, fundamentalmente por sus 

propiedades antioxidantes, y como ingredientes para su uso cosmético.  

La obtención de metabolitos secundarios mediante el uso del cultivo in vitro de 

células vegetales ha abierto nuevos caminos como fuente de compuestos bioactivos de 

gran valor añadido debido a las ventajas que presenta su utilización. De hecho, estos 

cultivos in vitro constituyen sistemas de producción estables y sostenibles ya que 

aseguran la obtención continua de compuestos bioactivos con calidad y productividad 

uniformes. Además, los requerimientos de espacio para el desarrollo de la producción 

son reducidos sin la necesidad de ocupación de terrenos para su cultivo, ya que éste se 

realiza en el laboratorio en condiciones de asepsia y el proceso de purificación del 

compuesto es más respetuoso con el medio ambiente, más fácil de desarrollar y se 

optimiza cuando los compuestos se secretan al medio de cultivo, pudiendo incluso 

realizar su producción en tanques (biorreactores) con agitación y sistemas de aireación 

que permiten el crecimiento de las células a gran escala. Mediante dos ejemplos de 

producción de estilbenos como el trans-resveratrol y taxanos como el taxol, hemos visto 

cómo la estimulación de los cultivos celulares de vid y de tejo con elicitores y su 

transgénesis, constituye una alternativa biotecnológica muy poderosa con un enorme 

potencial que aún esta por explotar. 

En definitiva el uso de las herramientas biotecnológicas nos han servido para 

ampliar nuestro conocimiento en aspectos básicos de la vida de las plantas como es su 

adaptación al hábitat terrestre, y su aprovechamiento por el hombre realizando una 

investigación aplicada para la producción de compuestos bioactivos mediante su cultivo 

in vitro, elicitación y transgénesis. 

Muchas gracias por su atención. 
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Excmo. Sr. Presidente 

Ilustrísimos Señores Académicos  

Dignísimas Autoridades 

Señoras y Señores 

Queridos amigos, 

 

Me corresponde el honor y el placer de contestar al discurso de investidura 

de la Dra. Mª Angeles Pedreño como nueva académica de número de la 

Academia de Ciencias de la Región de Murcia. Aparte de darle la más 

cordial  bienvenida en nombre de la Academia,  también quiero expresar mi 

agradecimiento a todos los académicos y al Presidente, por confiar en mí 

para este discurso de contestación y felicitarnos por este ingreso. 

 

He de comentarles que para mí, este es el primer Discurso de Contestación 

que hago como académica y que me llena de satisfacción el realizarlo, no 

solo por la calidad de los méritos científicos logrados por la Dra Pedreño en 

sus más de 32 años de dedicación a la investigación, desde su 

incorporación al departamento de Biología Vegetal de la Universidad de 

Murcia, sino también porque en este caso se trata de contestar hoy al 

Discurso de Ingreso de una científica que a  lo largo de toda su vida 

profesional ha mostrado  una gran entrega y capacidad de trabajo. Estas 

cualidades han quedado siempre reflejadas, incluso  en situaciones de 

adversidad  (que no han faltado), en las que dio muestra de su elevada 

capacidad de superación.  Todo ello ha fructificado tal y como lo atestigua 

su “Curriculum Vitae”, en una sobresaliente trayectoria científica en la que 

de forma eficaz y excelente ha logrado compaginar su labor investigadora 

con una notable actividad  docente, de gestión y difusión científica, méritos 
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reconocidos a todos los niveles y  en las instituciones en las que ha 

colaborado .  

Pero además de lo dicho, deseo expresarles mi satisfacción por su ingreso 

en la Academia,  no solo porque se trate de una científica con calidad 

contrastada y reconocida, como acabo de comentar, sino porque  con su 

incorporación comienza a cumplirse  uno de los objetivos que a corto plazo 

se habían marcado  en la  actual etapa de nuestra Academia, esto es, 

aumentar la presencia en ella de “científicas” de reconocida solvencia y con 

méritos para ello. La Dra Pedreño es la tercera mujer que entra en la 

Academia que estoy segura, se enriquece al contar con sus servicios ya que  

la persona elegida, aportará creatividad e innovación y  contribuirá 

eficazmente a implementar nuestras actividades y futuros logros como 

académicos, enfocados a la difusión y promoción de la Ciencia en nuestra 

Sociedad. 

 

La tradición de este tipo de acto establece que mi discurso debe subrayar la 

relevancia de la aportación de la nueva académica a la disciplina de su 

especialidad y situar su estirpe intelectual en el contexto de la ciencia y la 

tecnología de las últimas décadas.  

 

 A continuación les presentaré un resumen de la labor científica realizada 

por la Dra Pedreño a lo largo de su carrera investigadora  y que ha 

merecido nuestro reconocimiento a la hora de proponerla como académica 

numeraria. Resaltaré aquellos méritos que considero puedan resultar más 

interesantes,  con la certeza de que esta breve muestra dará cumplida cuenta 

de su brillante trayectoria científica  
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Actividad  Cientifica  

La formación universitaria de la Dra Pedreño transcurrió en la Facultad de 

Ciencias  de la Universidad de Murcia, obteniendo el título de licenciada   

en   Química en 1984. En ese mismo año ingresó en el Dpto. de Biología 

Vegetal,  en el que comenzó su Tesis Doctoral,  trabajo que desarrolló  bajo 

la dirección de los Drs Muñoz-Girón y García-Carmona, y que  presentó  

en el año 1988. Su título fue CARACTERIZACIÓN DE 

ISOPEROXIDASAS DE HIPOCOTILOS ETIOLADOS DE 

ALTRAMUZ. Este trabajo   fue un buen exponente del campo de la 

Fisiología Vegetal, y  el punto de partida de  su interés por la investigación 

en “proteínas vegetales”,  que han constituido uno de los temas centrales  

en el que desde entonces, ha desarrollado parte de su labor investigadora. 

En esta etapa,  cabe recordar que sus trabajos estaban enmarcados en la 

Enzimología, que entonces y actualmente, aunque con una clara influencia de 

la biología molecular y la genética, era un campo muy activo. La formación 

enzimológica de  la Dra. Pedreño  comenzó  tratando de avanzar en  el 

estudio del papel fisiológico y metabólico de las peroxidasas localizadas en la 

vacuola y en las paredes celulares,  estudio que estaba enfocado a dos 

aspectos diferenciales:  El primero centrado en  analizar la implicación de 

estas importantes  metaloenzimas  en los procesos de formación de ligninas y 

el segundo, en orden de lectura aunque no de importancia biológica,  en la 

oxidación y degradación de compuestos bioactivos,  concretamente  fenoles, 

alcaloides  y flavonoides. 

El interés en la lignificación no era baladí, considerando que se trata de uno 

de los procesos fisiológicos que ha hecho posible la colonización del 

paisaje terrestre por las plantas. En esta investigación,  como no podía ser 

de otra forma considerando la calidad científica de sus directores de Tesis, 

se abordaron aproximaciones experimentales enfocadas a poder establecer 

la relación estructura/localización celular/función, que llevaron de forma 
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paralela a su colaboración con el Dr. García Carmona. Se trataba de  

relacionar la localización celular, en este caso vacuolar, de la actividad 

peroxidasa  con los procesos de pardeamiento de frutas y hortalizas. 

Posteriormente para completar su formación, la Dra Pedreño, realizó una 

estancia postdoctoral en el laboratorio de Biotecnología Vegetal dirigido 

por el Prof. Jean-Claude Pech, en Toulouse, referencia internacional ya en 

aquella época, y uno de los laboratorios pioneros en el  análisis y empleo  

de diversas aproximaciones bioquímicas y   biotecnológicas del proceso de 

maduración de frutos y hortalizas, así como en la producción de 

metabolitos secundarios.   

 

En este punto quiero hacer una pequeña pausa  para comentar que fue en 

esta época cuando coincidí con la recién nombrada doctora,  que enviada 

por mi querido amigo Alfonso Ros, quiso informarse de la calidad del 

centro de Toulouse y concretamente del Prof. Pech, como grupo de 

elección para su formación postdoctoral. 

 

La elección de este laboratorio  por la Dra Pedreño fue crucial, puesto que 

de esa formación surgiría su dedicación posterior a la Biotecnología 

Vegetal tal y como acaba de exponer en su discurso   y constituyó el punto 

de partida para el establecimiento en el Departamento de Biología Vegetal, 

de una nueva línea de investigación basada en las ventajas y aplicaciones 

derivadas del cultivo in vitro de células vegetales.  

 

De regreso a la Universidad de Murcia (1990) y debido a sus méritos 

docentes e investigadores obtuvo el nombramiento de Profesora Titular de 

Universidad en el área de Fisiología Vegetal (1993), obteniendo 

posteriormente su habilitación nacional a catedrática de esta área en el año 

2004, realizando la toma de posesión en 2006.  
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LÍNEAS FUNDAMENTALES DE INVESTIGACIÓN 

DESARROLLADAS 

A continuación voy a detallar algo más algunos aspectos de sus líneas de 

investigación. Comenzaré haciendo alusión a que en general la ciencia 

actual es fruto de grupos de investigación bien compenetrados y la Dra. 

Pedreño, ha tenido y tiene  un elevado número de  buenos colaboradores, 

con los que ha compartido conocimientos y que ha derivado en unos 

resultados innovadores en sus trabajos de investigación.  

En el campo de la enzimología y del estudio funcional de proteínas, el 

hecho establecido de la influencia  que la localización subcelular de una 

proteína  tiene como factor determinante en su funcionalidad biológica, 

llevó a la Dra. Pedreño  a profundizar en este aspecto, empleando para ello 

los conocimientos y  técnicas desarrolladas en su estancia en el Laboratorio 

del Prof. Pech.  

Tal y como ha comentado en su charla, su principal contribución en esta 

línea fue el establecimiento de un modelo para la compartimentación de las 

isoenzimas de peroxidasa en los tejidos vegetales, que llevó al resultado 

pionero de identificar  la localización vacuolar específica para las 

isoenzimas  fuertemente básicas y del papel crucial de las mismas en las 

rutas de biosíntesis y degradación de compuestos de naturaleza fenólica.  

En este apartado  es importante  resaltar que la evidencia comentada por la 

Dra Pedreño  sobre el  papel ejercido por las peroxidasas de pared celular 

en el proceso de lignificación, constituye uno de los ejemplos más 

interesantes en los que la función celular de las especies reactivas del 

oxígeno (ROS) y de estas enzimas, es indispensable y beneficiosa en un 

proceso de importancia capital para las plantas. Estos hechos, junto a los 

hallazgos destacados que describen  la presencia y funcionalidad  de este 

tipo de peroxidasas en especies de plantas filogenéticamente distantes 
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como Ginkgo biloba, especie con caracteres pseudo-vasculares hasta 

angiospermas más evolucionadas como Zinnia elegans, reflejan sin duda 

que este conservacionismo evolutivo está relacionado con la participación 

funcional de las peroxidasas fuertemente básicas en el proceso de la 

lignificación de la pared celular.  

Queda claro el hecho de que la redundancia de isoformas en familias 

enzimáticas concretas,  no es un “capricho biológico” por expresarlo de 

forma tan poco ortodoxa, sino que responde a demandas evolutivas  y 

funciones celulares específicas. No pretendo sin embargo ser dogmática en 

esta afirmación, y como tal, admito  que nuevas evidencias científicas 

pudieran cambiarla y por ende habría que aceptarlas. Dicho esto, lo que si 

que ya no sería susceptible ni merecedor de cambio es el reconocimiento 

que las contribuciones derivadas de esta investigación tuvieron,  por la 

Federación de Sociedades Europeas de Fisiología Vegetal, otorgándole a la 

Dra Pedreño, el premio de Jóvenes Investigadores en 1994.  

  

En estos últimos años, la continuación de esta línea de investigación básica 

por el grupo  de trabajo que dirige, ha permitido establecer  también el 

papel relevante de las especies reactivas del nitrógeno (RNS) junto a las del 

oxígeno, en el proceso de xilogénesis, ampliando así la información sobre 

los mecanismos implicados en ella, lo que ha contribuido contribuyendo de 

forma pionera a establecer parte de los procesos de señalización que 

relacionan la muerte celular programada con la lignificación. 

 

El discurso de la nueva académica nos ha permitido también  tener una 

amplia perspectiva del que constituye el “leit motiv”  de su actividad 

investigadora actual: Las diversas ventajas que presentan los  cultivos en 

suspensión de células vegetales que los hacen adecuados para la 

producción  de  compuestos bioactivos y proteínas. Como vemos, se trata 
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de estudios de carácter básico a los que  ha sabido dar un giro aplicado,  

que resulta modélico para el abordaje de demandas específicas del entorno 

social.   

 

Evidentemente uno de los aspectos característicos de las plantas es su 

capacidad para sintetizar una enorme variedad de compuestos que realizan 

una función esencial en la supervivencia de las mismas. Este hecho 

constituye uno de los pilares en los que se sustenta el empleo de los 

cultivos celulares como biofactorías para la producción de metabolitos 

secundarios y proteínas. Las  ventajas de estos cultivos derivan 

fundamentalmente de su crecimiento  en condiciones asépticas, empleando 

la tecnología de fermentación clásica, que los hace idóneos para la 

producción a gran escala,  y al hecho de que los requisitos necesarios para 

su empleo como biofactorias sean muy similares a los establecidos en  los  

sistemas de producción bien caracterizados, como son los sistemas 

microbianos y los de células de mamífero. 

 Este área emergente y con gran potencial de crecimiento, representa una 

alternativa a los procesos de obtención de estos metabolitos a partir de 

materia prima vegetal, de síntesis química convencional y/o de 

transformación genética. De hecho, como hemos podido deducir a lo largo 

de la charla de la Dra Pedreño,  una de las ventajas primordiales de estos 

cultivos “in vitro” radica en que son sistemas de producción estables y 

sostenibles ya que aseguran la obtención continua de compuestos 

bioactivos y proteínas, con calidad y productividad uniformes con 

independencia de la localización geográfica y de las condiciones 

ambientales.  

Es comprensible que estos  fundamentos sean  los que han llevado  al 

estudio de la optimización de los cultivos celulares  por parte de  la Dra 

Pedreño para el empleo  de estas biofactorías  en la producción de 
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compuestos de alto valor añadido, entre ellos: vitamina E, carotenoides, 

fitoesteroles, estilbenoides como el resveratrol y taxanos como el taxol y 

sus derivados. Las aplicaciones específicas de los mismos derivadas de su 

gran interés industrial, residen en su empleo como principios activos para 

la elaboración de fármacos, como aditivos alimentarios y como 

nutracéuticos  junto a su utilización  en la industria cosmética,  debido 

fundamentalmente a sus propiedades antioxidantes.   

Pero a pesar  de las ventajas descritas,  el interés de los cultivos celulares 

vegetales en ciertas etapas, se ha visto desplazado en gran medida en 

comparación con el empleo de las plantas transgénicas y los sistemas de 

expresión transitoria de origen vegetal más recientes.  Si bien esta 

tendencia ha sufrido un  notable giro y el avance experimentado por esta 

tecnología, se ha comparado recientemente  con el del  empleo de “células 

de ovario de hámster chino”, actualmente la plataforma de fabricación más 

extendida y exitosa para productos biológicos.   

 

Estoy convencida de que en este cambio de tendencia no pueden obviarse 

las aportaciones derivadas de la investigación  realizada por el grupo de la 

Dra. Pedreño.   

 

Como ejemplo interesante del creciente interés del empleo biotecnológico  

de  la plataforma de células vegetales, les voy a  comentar que 

recientemente la Food and Drug Administration (FDA) USA , 

ha aprobado  por primera vez, un fármaco producido en cultivos en 

suspensión de células vegetales, concretamente de zanahoria, específico 

para pacientes  afectados con la “enfermedad de  Gaucher”. El fármaco 

en cuestión, llamado Elelyso® y químicamente conocido 

como taliglucerase, ha sido desarrollado por científicos de la compañía de 

biotecnología Protalix Biotherapeutics Inc. (PLX) de Israel, que 
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desarrollaron un método para la fabricación a partir de células de zanahoria 

modificada genéticamente,  de “glucocerebrosidasa”, la enzima deficitaria 

en los afectados por esta enfermedad.  

El producto resultante, es  mucho más económico (aproximadamente un 

25% más barato) y fácil de desarrollar que los medicamentos más 

empleados hasta ahora (Genzyme® en EEUU y Shire ® en Irlanda),  

producidos a partir de cultivos de células de mamífero, y que  están 

expuestos a la contaminación por virus y otros patógenos, factores que no 

son tan determinantes en el caso de que los fármacos procedan de cultivos 

de células vegetales.  

La enfermedad de Gaucher está considerada debido a su baja prevalencia, 

una enfermedad rara y se incluye dentro del grupo de las lipidosis. 

Concretamente estoy  hablando de una enfermedad de almacenamiento 

lisosómico, de herencia autosómica recesiva, debida a un acumulo de 

glucocerebrósidos en órganos como el bazo, el hígado, huesos, médula 

ósea, riñones y otras partes del cuerpo por déficit de la enzima 

glucocerebrosidasa, presentando los pacientes síntomas como anemia, 

agrandamiento del bazo y el hígado, dolor de huesos y articulaciones, entre 

otros. 

 De acuerdo con la información aparecida en la revista financiera digital 

Bloomberg, las acciones de la empresa Protalix BioTherapeutics subieron 

un 27 por ciento en las operaciones electrónicas, después de que la 

farmacéutica obtuviera la aprobación para su entrada en el ámbito médico 

con el tratamiento citado. Creo que es un importante ejemplo de la 

potencialidad de las aplicaciones biotecnológicas del cultivo de células 

vegetales.  

En este contexto y refiriéndome de nuevo al desarrollo de la línea de 

investigación en biotecnología vegetal por parte de la Dra Pedreño , 

comentar que  junto a un número elevado de publicaciones científicas a las 
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que me referiré a continuación, ha permitido  una importante transferencia 

de tecnología basada en el desarrollo de varias patentes nacionales e 

internacionales,  así como al mantenimiento de contratos y  a la  

investigación conjunta con empresas,  entre ellas, AMC  Grupo 

Alimentación, Viveros Bermejo, ALIMER, Phyture Biotech,  y Agrícola 

Santa Eulalia, reflejando el interés científico y  comercial de su 

investigación. 

 
CALIDAD CIENTÍFICA DE LA Dra PEDREÑO 

 Ahondando sobre ello, como último apartado  de este discurso, voy a hacer 

una breve referencia a la calidad científica de la nueva académica.  

Los resultados  obtenidos  descritos en detalle en un total de 104 

publicaciones  en revistas recogidas en la web of science, y en una veintena 

de capítulos de libros y revisiones, con más de 2100 citas por parte de otros 

investigadores, lo que se traduce en un índice de Hirsch de 26. 

Estos méritos científicos  han merecido la confianza y el apoyo de las 

agencias financiadoras nacionales y regionales, traducida en 17 proyectos 

financiados por los ministerios sucesivos, junto a 6 regionales, en los que 

en su mayor parte ha participado como investigadora principal. Añadir que 

la nueva académica forma parte de la Red Temática CYTED para el 

aprovechamiento de subproductos, en la que participa como única 

representante española junto con grupos de cinco países de Iberoamérica y 

Portugal y ha sido miembro del Comité de Gestión (representante española) 

de la acción europea COST FA1006. La colaboración científica con 

algunos miembros del consorcio dio lugar  a resultados innovadores que se 

tradujeron en la obtención de una nueva patente, y posteriormente, en una 

publicación en una de las revistas científicas de mayor prestigio, los 

Proceedings of the National Academy of Sciences (USA) . 
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Por otro lado, a nivel regional me gustaría destacar el hecho de que el 

grupo de investigación de la Dra Pedreño forma parte de uno de los  

“Grupos de Excelencia” elegido por la Fundación Seneca en su pasada 

convocatoria  de 2015 lo que supone estar entre los 24 mejores grupos de 

investigación a nivel regional.  

En relación a la transferencia de tecnología a empresas, sus méritos han 

sido objeto de reconocimiento por el Centro Europeo de Empresas e 

Innovación de Murcia (CEEIM), que otorgó a la Dra Pedreño el “Primer 

Premio de Investigación Aplicada en Empresas en 2009”.  

Es destacable también el “Premio a la Investigación” financiado por la 

Fundación Lavoisier que recibió en 2013 por el Estudio de las defensas 

inducidas por elicitores en cultivos de células vegetales, actividad 

enmarcada en la línea de investigación actual. 

No querría finalizar este apartado sobre la capacidad científica de la nueva 

Académica sin hacer mención expresa a otros aspectos que, para mí, son de 

considerable interés, por la importante y a veces poco reconocida, 

dedicación que requieren. En este sentido hacer hincapié en el hecho de su 

contribución en actividades formativas y en las relacionadas con la difusión 

de la Ciencia. Ha participado activamente en  impartir cursos de formación 

dirigidos a diferentes estamentos (personal de laboratorio, profesores de 

bachillerato y profesionales de entidades privadas) y ha dirigido  e 

impartido docencia  en cursos de formación del Servicio de Promoción 

Educativa (2004-2009), centrados en Biotecnología e Ingeniería Genética 

de Plantas. El éxito de estos cursos  fue el núcleo generador del actual 

Master de Biotecnología y Biología del Estrés de Plantas de la Universidad 

de Murcia y en el que participan también grupos del CEBAS, que se inició 

en 2010 y continúa en la actualidad.  

Indicar también que desde el año 2007 el grupo de investigación de la Dra 

Pedreño participa como el único representante de investigación en plantas, 
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en el Master de Biología Molecular y Biotecnología impartido en esta 

Universidad. Esta actividad formadora de los futuros doctores en el campo 

de la Biotecnología Vegetal se ha extendido a otros Centros de 

Investigación (CRAG, Barcelona) y otras Universidades, en las que ha  

impartido clases de master,  entre ellas se incluyen la Universidad de La 

Coruña, la Universidad Jaume I de Castellón y la Universidad de 

Valladolid.  

Unido a ello comentarles también su  experiencia de Gestión Científica. En 

este aspecto   destacar su contribución como Miembro Vocal de la Junta 

Directiva de la Sociedad Española de Fisiología Vegetal (2009-2013), y su 

participación como Adjunta del Area ANEP: Biología Animal, Vegetal y 

Ecología, concretamente para la gestión de proyectos y como experta en 

Fisiología y Biotecnología Vegetal en los Programas Nacionales de 

Biotecnología, Agricultura, y Biología Fundamental y de Sistemas, desde 

2006 hasta 2011. En estas mismas fechas también fue miembro de la 

Comisión de Evaluación de los Programas Ramón y Cajal y Juan de la 

Cierva. En la actualidad continúa colaborando con la ANEP como 

evaluadora en los diferentes Programas de Investigación así como con otras 

agencias extranjeras de investigación, como la francesa y la italiana. 

Finalmente, en este apartado quiero hacer una breve referencia a su  

importante labor de difusión de la Ciencia.  En este sentido, no creo 

pertinente el enumerarles detalladamente su amplia participación en Mesas 

Redondas, Seminarios y Conferencias en diversos Centros de Investigación  

e Institutos de Secundaria, junto con su contribución  en la Semana de la 

Ciencia y la Tecnología, La Noche de los Investigadores, diferentes 

Workshops o el envío de comentarios  científicos a la Unidad de Cultura 

Científica y Promoción de la Investigación, de la Universidad de Murcia, 

así como la autoría de artículos en prensa.  Sin embargo, sí que considero 

interesante destacar su entrega desde 2004 al desarrollo del actual Círculo 
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de Innovación de Biotecnología de la Región de Murcia (Foro Biomur) 

patrocinado por la Fundación Séneca.  

 

En suma, creo que a estas alturas de mi intervención, resulta innecesario 

seguir ahondando en los muchos méritos de la Dra. Pedreño que la hacen 

sobradamente acreedora a su entrada en esta Academia. Esta Academia no 

solo no ha cometido un error sino que ha acertado al elegir a una científica 

de su nivel, y cumple ampliamente con su mandato, reflejado en el Articulo 

8 punto 4 de sus estatutos, que le obliga a elegir personas con una 

cualificación relevante en la instancia siguiente:  “Haberse distinguido con 

publicaciones originales de importancia en cualquiera de las Ciencias de 

que se ocupa la Academia” Considero que a la nueva académica le 

adornan estas características en el ámbito de la Biología Vegetal, 

cumpliendo sobradamente estos requisitos.  Le doy por tanto mi más 

cordial bienvenida y mi enhorabuena. Aún a sabiendas de que  los detalles 

finos de la conducta de un ser vivo son impredecibles, estoy segura de su 

importante participación en los logros futuros de nuestra institución, como 

indiqué inicialmente.   

Finalizo haciendo referencia a una reciente crítica literaria  a la última 

novela de la escritora Lola López Mondéjar, que empezaba así: “interesar, 

agitar el ánimo, provocar  la reflexión, son algunos de los efectos 

benéficos de la buena literatura y es lo que logra la escritora en su 

novela”… Obviamente no es mi intención comparar este pequeño discurso 

con la importante e interesante obra literaria a la que me he referido,  pero 

sí me agradaría que al menos haya conseguido el interés de todos ustedes.  

Muchas gracias a la audiencia 

He dicho  

 

Francisca Sevilla Valenzuela  
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