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Resumen

Actualmente, y a pesar de los avances en la quimica sintética, las plantas siguen
siendo una fuente muy importante de materias primas para la industria farmacéutica,
pero la cantidad de producto que se extrae por planta es muy reducida. Factores
ambientales como la sequia, salinidad o radiacion UV son capaces de alterar el
metabolismo de las plantas. En los ultimos afios se han realizado numerosos estudios
que demuestran que la elicitacion mediante estrés abidtico puede ocasionar un
incremento en la biosintesis de metabolitos secundarios utiles, pero también un
descenso en el crecimiento. En este TFG haremos una revisidon de los trabajos mas
destacados realizados sobre plantas con interés medicinal, y también de los trabajos
sobre el fenédmeno del “priming” que los bidlogos vegetales ven como una posible
solucion a la pérdida de biomasa tras las elicitacion abidtica.

Palabras clave

Metabolitos secundarios, estrés abiotico, elicitores, primado.

Abstract

At present, and despite the advances in synthetic chemistry, plants are still a very
important source of raw materials for the pharmaceutical industry, but the amount of
product being harvested per plant is very small. Environmental factors such as drought,
salinity or UV radiation are able to alter the metabolism of plants. In recent years,
numerous studies have shown that elicitation using abiotic stress may cause an increase
in the biosynthesis of useful secondary metabolites, but also a decrease in plant’s
growth. In this TFG, we will make a review of the most prominent essays on plants with
medicinal interest, and also about the studies on the "priming" phenomenon, that plant
biologists see as a possible solution to the loss of biomass after the abiotic elicitation.

Keywords

Secondary metabolites, abiotic stress, elicitors, priming.
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salinidad, anegamiento, primado, etc.) y sus equivalentes en inglés. El puntoQ me
permitid acceder, consultar y descargar sin restriccién una gran variedad de articulos
alojados en bases de datos como MedLinePLus, Scielo, Science Direct o Springer Link.

Se ha utilizado el programa Mendeley Desktop como gestor bibliografico, y su
plug-in para Microsoft Word 2016 como una ayuda a la hora de referenciar los articulos
de la bibliografia.



Introduccion

Las plantas se han utilizado con fines medicinales desde hace milenios en
practicamente todas las culturas[1]. A dia de hoy, los remedios tradicionales basados
en plantas terrestres siguen siendo el método terapéutico mas utilizado en todo el
planeta[2], ya que el costo de los nuevos biofarmacos limita su acceso a una gran parte
de la poblacién. Ademas, la Organizacidn Mundial de la Salud en su ultimo informe sobre
medicina tradicional, propone aumentar el uso de plantas medicinales con el fin de
compensar el aumento de la poblacién y la consiguiente demanda de medicamentos a
nivel mundial[3].

Actualmente, y a pesar de los avances en la quimica sintética, las plantas siguen
siendo una fuente muy importante de compuestos utilizados en la industria
farmacéutica. Se estima que el 25% de los farmacos actuales derivan directa o
indirectamente de metabolitos de las plantas[4]. Por todo ello, es comprensible el
interés en la busqueda de avances que permitan mejorar la produccién de compuestos
orgdnicos procedentes de plantas.

Se conoce como metabolismo a la suma de todos los procesos bioquimicos que
se llevan a cabo en un ser vivo. Por una parte se encuentran los metabolitos primarios
(como los azucares, aminoacidos o lipidos), que son los involucrados directamente en el
crecimiento, desarrollo y reproduccion de la planta. Por otro lado, los metabolitos
secundarios son moléculas producidas por la planta para relacionarse con el entorno y
gue actian como un mecanismo de defensa en respuesta a diferentes condiciones de
estrés, tales como sequia, temperaturas extremas, alta radiacién ultravioleta,
infecciones de patégenos o incluso frente a ataques de herbivoros. Los metabolitos
secundarios derivan de los primarios, e integran a una gran variedad de moléculas
organicas que contribuyen a los olores, colores y sabores caracteristicos de cada especie
y que se clasifican segun su origen biosintético en tres grupos: terpenoides, compuestos
fendlicos y compuestos nitrogenados o alcaloides[5].

Se estima que existen aproximadamente unos 100.000 metabolitos secundarios
sintetizados por las plantas[6] y su extraccidn para ser usados como materia prima tiene
interés para la industria farmacéutica, cosmética o alimentaria, entre otras.
Lamentablemente se suelen encontrar en unas concentraciones muy bajas,
normalmente inferiores al 1% del peso seco de la planta[7], siendo necesario el uso de
grandes cantidades de material vegetal para obtener una cantidad significativa de
producto. Por tanto, resulta muy interesante hallar métodos que logren aumentar la
cantidad total de estos compuestos presentes en los cultivos, con el fin de incrementar
la productividad.

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro supusieron un gran avance,
ya que pueden llevarse a cabo en condiciones controladas independientemente de los
factores ambientales bidticos (insectos, microorganismos...) y abidticos (luz ultravioleta,
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cambios de temperatura, salinidad...). Actualmente se trabaja con diferentes estrategias
para incrementar el rendimiento de la produccién de metabolitos secundarios en estos
cultivos, tales como la ingenieria genética y metabdlica, la seleccidn y mejoramiento de
la linea celular, la adicién de precursores o el uso de elicitores [8,9]. A diferencia de
técnicas mas complejas, como podria ser la ingenieria genética, la elicitacién resalta
como una opcidon mas econémica y relativamente sencilla de implementar.

Desde un punto de vista fisioldgico, un elicitor es una molécula o un factor
ambiental que es capaz de activar una cascada de seiializacion en las plantas que media
en la expresion de genes relacionados con la biosintesis de metabolitos secundarios[10].
Pueden clasificarse en dos grupos segln su origen: bidticos o abidticos. Los primeros son
principalmente compuestos organicos procedentes de la pared celular de hongos,
levaduras, bacterias o plantas. Mientras que los abidticos estdn comprendidos por
factores fisicos y quimicos capaces de producir estrés en las células y desencadenar una
respuesta enzimatica, tales como la radiacion UV, sequia, salinidad, cambios bruscos de
temperatura, dailo mecdnico o la presencia de metales pesados[11,12]. En esta revisidn
nos centraremos especificamente en los elicitores abioticos (Figura 1).

En los ultimos afios, se han llevado a cabo una gran cantidad de estudios usando
diferentes elicitadores abidticos, revelando prometedores resultados. Muestra de ello
es el realizado por Zobayed et al. [13] en el que demostraron que, tras someter a estrés
por sequia a plantas de Hierba de San Juan (Hypericum perforatum), la concentracién
de hiperforina se duplicé con respecto a las plantas del grupo de control. La hiperforina,
molécula responsable de las propiedades ansioliticas y antidepresivas de la planta[14],
posee una eficacia similar a la de fdrmacos como la fluoxetina o la sertralina. Con estos
resultados, queda patente lo interesante que puede resultar la elicitacidn de cultivos en
la produccién de metabolitos secundarios.



Figura 1. Varias sefiales abidticas que producen estrés en las plantas (modificada de
Ramakrishna y Ravishankar[11]).
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A continuacién, se recogen algunos tipos de elicitores presentados en diversos
estudios que ilustran la influencia del uso del estrés abidtico sobre la biosintesis de
metabolitos secundarios en plantas con interés medicinal.

Estrés por sequia

La falta de agua es uno de los principales fendmenos causantes de estrés
medioambiental en las plantas, limitando severamente su crecimiento y alterando su
composicion bioquimica. Como respuesta a la sequia, los estomas de la planta se cierran,
logrando que disminuya la cantidad de agua que se pierde mediante la transpiracién,
pero provocando que se acumule un exceso de energia que debe eliminarse por otras
vias, como el incremento en la biosintesis de metabolitos secundarios[15]. En este
sentido, se ha observado que en el maiz los cambios mas notables se dieron en
aminodcidos, azUcares y acidos organicos[16], metabolitos utilizados por la planta para
intentar vences el estrés osmético que ocasiona la falta de agua.



Diferentes estudios llevados a cabo con plantas del género Hypericum han
demostrado una clara relacion entre la falta de agua y el incremento de la sintesis de
moléculas con interés medicinal. En plantas de Hypericum polyanthemum sometidas
durante dos semanas a estrés por sequia, la concentracién de Uliginosin B, un derivado
fendlico al que se le atribuyen propiedades antinociceptivas[17] y antidepresivas[18],
aumentd hasta 40 veces con respecto a los niveles hallados en las plantas del grupo de
control[19].

Al cultivar plantas de Salvia officinalis en condiciones de sequia durante ocho
semanas, Nowak et al. [20] observaron un aumento medio de un 33% en la
concentracion de monoterpenos, como el alcanfor y el eucalipitol.

De forma similar, un significativo aumento de la concentracién de flavonoides y
saponinas de interés medicinal en Stellaria dichotoma fue reportado tras 90 dias de
sequia controlada[21].

Anegamiento

El exceso de agua también puede resultar muy dafiino para las plantas. El
anegamiento durante periodos prolongados provoca condiciones de hipoxia, que
provoca un gran estrés en las raices, inhibiendo la asimilacion del carbono y el uso de
fotosintatos[22], lo que conlleva la acumulacién de sustancias como manitol, betaina o
prolina con el fin de compensar la osmolaridad.

En cultivos de adormidera (Papaver somniferum) en los que se estudié el efecto
del anegamiento sobre los alcaloides de la planta, se observd que las cantidades de
morfina y codeina aumentaron en un 46% y 48% respectivamente[23].

Salinidad

Una elevada salinidad en el suelo provoca una gran variedad de respuestas
bioquimicas y fisioldgicas que afectan a casi todos los procesos de las plantas. Una de
las estrategias de defensa para minimizar los dafios producidos por el estrés salino es
incrementar la sintesis de metabolitos osmoprotectores[24] y sustancias
antioxidantes[25].

Fatima et al. [26] reportaron un aumento significativo de la sintesis de vinblastina
y vincristina, dos alcaloides usados actualmente en el tratamiento de muchos tipos de
cancer[27], en cultivos de vinca de Madagascar (Catharanthus roseus) sometidos a
pequeiios niveles de salinidad. En un estudio similar, también se observé una mayor
concentracion de dichos alcaloides tras varios meses de riego con agua salada[28].



Un aumento de la salinidad en el medio durante treinta dias favorecid
notablemente la acumulacion de flavonoides de gran interés medicinal y alimenticio[29]
en las hojas de Cartamo (Carthamus tinctorius)[30].

En Mentha piperita, el contenido de acidos fendlicos se duplico y la
concentracion de aceite esencial incrementd un 35% con respecto al grupo de control
tras dos meses de estrés salino[31]. Asimismo, el contenido de aceite esencial en las
flores de Calendula officinalis, que posee propiedades antibidticas y antifungicas[32],
también se vio aumentado al ser cultivada en un ambiente salino[33].

Radiacion UV

Frente a un exceso de radiacién UV, las plantas acumulan sustancias como
flavonoides, antocianinas, alcaloides, carotenoides o cumarinas con el fin de protegerse
del dafio oxidativo generado[34].

Catorce dias de estrés por radiacion UV-B y UV-C lograron aumentar
significativamente en los dos casos la cantidad de artemisinina acumulada en las hojas
e inflorescencias de Artemisia annua[35], molécula de la que derivan los principales
farmacos utilizados actualmente en el tratamiento de la malaria[36].

Podemos encontrar resultados similares en el estudio realizado por Luis et al.[37]
en el que se exponia a radiacion UV-B durante dos semanas a plantas de romero
(Rosmarinus officinalis). En él, se demuestra que en este caso la sintesis de 4acido
carnésico y rosmarinico (dos potentes antioxidantes[38,39]) fue muy superior con
respecto al grupo de control.

La sintesis de flavonoides y antocianinas se vio incrementada en un 47% y 59%
respectivamente al someter a un suplemento de radiacién ultravioleta-B a plantas de
lino (Linum usitatissimum)[40]. De igual modo, en cultivos de bufera (Withania
somnifera) también se observaron notables aumentos en la concentracién de alcaloides,
flavonoides, antocianinas y saponinas[41].

Un destacable aumento en la cantidad de taxol presente en las hojas de Taxus
chinensis fue observado tras una exposicion de tres meses a radiacién UV-B[42]. Un
hallazgo especialmente relevante, puesto que el taxol es un farmaco anticancerigeno
muy dificil de producir por sintesis quimica y su extraccion de la planta es el método mas
viable econdmicamente[27,43].



Estrés mecdnico

Diferentes factores como el movimiento provocado por el viento, la lluvia al caer,
o el dafio producido por herbivoros también provoca cambios en el metabolismo de las
plantas.

Se demostro que, tras dafar cada 6 horas con un escalpelo plantas de mostaza
marrdn (Brassica juncea), los niveles de glucosinolatos presentes se habian duplicado a
las 24 horas[44]. Similares resultados obtuvieron Costa et al. con el arbol del jabdén
(Quillaja brasiliensis), en el que la concentracidon de saponinas de interés medicinal
aumenté en mas de un 50%[45].

Otra forma de estrés mecanico es el resultado de someter a las plantas a
ultrasonidos de baja intensidad durante unos pocos minutos. Un incremento de hasta
un 75% en la concentracidén de saponinas presentes en Panax ginseng se reporto tras un
minuto de exposicion a ultrasonidos[46]. Asimismo, la concentracién de resveratrol,
conocido por ser un excelente antioxidante[47], contenida en cacahuetes se incremento
de 0.48 a 3.96 pg/g de peso seco tras una exposicion de 4 minutos a estrés por
ultrasonidos[48].

Cabe destacar que la elicitacién por estrés abidtico también puede afectar
negativamente a los cultivos. Uno de los problemas que encontramos es que, mientras
gue la produccién de cierto metabolito aumenta drasticamente, otros sufren un notable
descenso de su sintesis en una misma planta. Por otro lado, la principal desventaja es
que el estrés en muchos casos provocd un notable descenso en el crecimiento de las
plantas y por tanto en la cantidad total de biomasa obtenida (Tabla 1).

Hemos de senalar que en muchos de los estudios consultados se habla de la
concentracion del metabolito, pero no se dan datos sobre el peso de las plantas
elicitadas, ni la diferencia del peso con las del grupo de control. Esto nos hace imposible
saber si el aumento de la concentracién representaba realmente una mayor cantidad de
producto frente al obtenido en las plantas que mantuvieron un crecimiento normal,
pero tenian una concentracién menor de producto



Tabla 1. Efecto de diferentes elicitores en la produccion de metabolitos secundarios y
su efecto en el crecimiento de la planta.

A A
. Factor producto biomasa .
Especie Producto . Referencia
abidtico (%) (%)
Hypericum . . :

Hiperforina Sequia 100 -10 [13]

perforatum
Salvia officinalis  Monoterpenos Sequia 33 -10 [20]

Papaver . .

. Morfina Anegamiento 46 - [23]

somniferum
Mentha piperita Fenoles Salinidad 120 -84 [31]
Artemisia annua  Artemisinina UVv-C 17.5 -40 [35]
Ginko biloba Bilobalidos Ozono 220 - [49]
Artemisia annua  Artemisinina  Congelacion 45 - [50]

Dioscorea . .
) Diosgenina Metal (Cu) 727 -54 [51]
bulbifera
Catharantus . .
Ajmalicina Calor 100 - [52]
roseus

Panax ginseng Saponinas Metal (Se) 31 +31 [53]

El “priming” o primado de plantas aparece como una posible solucién al
problema de la pérdida de crecimiento. Este consiste en una exposicion inicial a un
estimulo estresante, con la que la planta queda preparada para defenderse, actuando
de una manera mas rapida y eficaz frente a un segundo estimulo de estrés [54]. Gracias
al primado se consigue mitigar parte de dafio sufrido durante el estrés de la elicitacion,
por lo que el crecimiento de la planta y su biomasa final no se verian tan afectadas.

El Grupo de Biologia Vegetal aplicada, con quien he colaborado en la realizacién
de este TFG, ha desarrollado conjuntamente con el Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas varias sustancias capaces de aumentar de manera natural las defensas de las
plantas. Un ejemplo es la Menadiona Sodio Bisulfito (MSB), que como demuestra un
estudio realizado por Jiménez-Arias et al.[55], es capaz de aumentar mediante el
primado en semilla la tolerancia de Arabidopsis a la salinidad, gracias a la acumulacién
de prolina, mejorando considerablemente su crecimiento bajo estrés.
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A pesar de ser un fendmeno ampliamente evidenciado en las ultimas décadas, y
aunque todavia no se conoce bien cdmo actuan los mecanismos moleculares de
defensa[55-58], el primado parece tener un prometedor futuro junto al campo de la
elicitaciéon en la obtencién de mayores cantidades de metabolitos secundarios de
interés.

Conclusiones

La gran demanda de productos naturales con fines terapéuticos, junto con la baja
concentraciéon a la que estos se encuentran en las plantas, pone de manifiesto la
necesidad de encontrar nuevas formas de aumentar la produccién, que permitan
satisfacer una demanda que va en aumento.

La fisiologia vegetal del estrés, como hemos visto, es un campo muy interesante
para aumentar las concentraciones de compuestos con interés farmacolégico. Asi, la
elicitacion mediante diferentes factores de estrés abidticos ha demostrado ser una
técnica capaz de aumentar considerablemente la concentracion de metabolitos
secundarios de interés medicinal presentes en los cultivos. Lamentablemente, este
aumento de concentracion se acompaifia en demasiadas ocasiones de un descenso en el
crecimiento, provocando la pérdida de biomasa.

Técnicas como el primado podrian suponer un gran avance a la hora de superar
los efectos adversos que provoca el estrés en las plantas durante la elicitacién, aunque
todavia son necesarias muchas investigaciones que nos permitan conocer realmente
como funcionan estos mecanismos.
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