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RESUMEN

Taxus globosa Schltdl. (Taxaceae) “tejo mexicano”, es la unica especie del género
Taxus que crece en la Republica Mexicana. Por la rareza de la especie, por su lento
crecimiento y poca densidad poblacional, es un arbol protegido por la Secretaria del Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT). El arbol silvestre de T. globosa ha sido
estudiado desde el punto de vista fitoquimico desde 2000 a la fecha, demostrando que la
especie produce taxol y taxanos relacionados con importante actividad anticancerigena, a
diferencia de otras especies de Taxus, la mayor acumulacién de taxol ocurre en las hojas y
en los tallos joévenes.

Objetivo. Dada la importancia de su potencial biosintético con respecto a la
produccién de taxanos bioactivos, se iniciaron los cultivos in vitro de T. globosa, para evaluar
diferentes estrategias biotecnolégicas como son: el tipo de cultivo, formulacién del medio de
cultivo, cultivo tipo lote y cultivo en dos fases, el uso de estimuladores e inmovilizacion
celular, con la finalidad de incrementar la produccién de taxol y taxanos relacionados y
estimular su excrecion al medio de cultivo.

Resultados. Se realizaron los experimentos de establecimiento de los cultivos de callo
y células en suspension, donde se obtuvieron callos derivados de hojas y tallos jévenes de T.
globosa a partir del tiempo 20 dias en medio Gamborg (B5) afadido de &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (2 mg/L), cinetina (CN) (0.5 mg/L) y &cido giberélico (GAs) (0.25
mg/L). El crecimiento y la produccion de taxanos en cultivos de callo se evalué en dos
medios de cultivo: Woody Planta Medium (WPM) y B5 afadidos de picloram (PIC) (2 mg/L),
CN (0.1 mg/L) y GA3 (0.5 mg/L). Los callos cultivados en medio B5 presentaron un indice de
crecimiento (IC) de 0.44 y un tiempo de duplicacion (td) de 13.81 dias. Por otro lado, los
callos cultivados en medio WPM tuvieron mayor IC (0.70) y un td de 13.2 dias.

Los cultivos de callos cultivados en los dos medios (B5 y WPM) produjeron taxol y 3
taxanos entre ellos: la baccatina lll, 10-deacetilbaccatina Il y 10-deacetiltaxol; estos taxanos
se producen desde el inicio de los cultivos y hasta el final de los mismos en forma ciclica,
obteniendo la mayor produccion de taxol en el medio B5 durante la 12 semana (50 pg/g PS)
de cultivo, esta produccion fue el doble y se obtuvo en menor tiempo que en el medio WPM
(24 pg/g PS).

Los cultivos de células en suspension se establecieron a partir de callos friables
derivados de hojas de T. globosa. Se realizaron los experimentos para determinar el tamafio

de in6culo mas adecuado para esta especie (50, 100 y 150 g PF/L), donde se determind que



el tamafio de in6culo de 50 g PF/L fue el adecuado para establecer las cinéticas de
crecimiento celular en medio WPM, en los cultivos tipo lote de células en suspension de T.
globosay se obtuvo un IC de 0.65 y un td 3.9 dias. En el establecimiento de los cultivos tipo
lote de celulas en suspension se evaluaron los medios WPM y B5 afiadidos de PIC (2 mg/L),
CN (0.1 mg/L) y GA; (0.5 mg/L) y la estimulacién con jasmonato de metilo (MeJ) (100uM). El
medio que estimulé el crecimiento celular fue el WPM con un IC de 6.14 y un td de 2.32 dias.
El medio de cultivo WPM afadido de MeJ estimulé la produccién del taxol (197.999 ug/L) y
tres taxanos mas como son 10-deacetilbaccatina Il (633.724 ug/L), 10-deacetiltaxol (229.611
ug/L) y baccatina Il (160.622 ug/L).

En base a los resultados obtenidos en la evaluaciéon de los medios WPM y B5, donde
observamos que el WPM estimul6 el crecimiento celular y por otro lado, el medio B5 estimulé
la excrecion de los taxanos al medio de cultivo, se decidié evaluar por primera vez en
cultivos liquidos de T. globosa, la estrategia de cultivos tipo lote en dos fases y la
estimulacién con calcio (Ca®") y MeJ. En esta etapa se corroboré que el MeJ inhibe el
crecimiento celular en los cultivos de T. globosa. Con respecto a la produccion de los
taxanos, observandose que el efecto del Ca?" combinado con el MeJ incrementé la
productividad de 3 taxanos: taxol (16.299 — 34.516 pg/L dia™), baccatina lll (4.673 — 26.287
ug/L dia™) y cefalomanina (2.435 — 151.995 ug/L dia™) con una excrecién de 41 al 60 %, con
esta estrategia biotecnoldgica no se logré estimular la produccion del 10-deacetiltaxol.

En la Ultima etapa del trabajo de investigacion, se evalué por primera vez en los
cultivos celulares del tejo mexicano, el efecto de la inmovilizacién celular y la estimulacion
con MeJ (100 puM), en medio Gamborg B5 (B5) afiadido de dos tratamientos que contenian
2,4-D (T1) y PIC (T2), en combinacién con CN y benzilaminopurina (BAP). Para ello se
empled los cultivos tipo lote en dos fases, con la finalidad de estimular en la segunda fase o
de produccion, la biosintesis de los taxanos con respecto al factor tiempo, asi como su
excrecion en los cultivos celulares de T. globosa. La productividad y el porcentaje de
excrecion al medio de cultivo de 4 taxanos: baccatina Il (8.260 — 12.7888 pg/L dia™)( 81%);
10-deacetilbaccatina Il (15 pg/L dia-1); 10 deacetiltaxol (3.180 pg/L dia® )( 62%) y
cefalomanina (49.272 pg/L dia™), se estimulé principalmente, por efecto del tratamiento T1
en los cultivos de células libres y estimulados con MeJ, a partir del tercer dia y hasta al final
de la segunda fase de la cinética. Por el contrario, la productividad del taxol (53 pg/L dia™) se

obtuvo por efecto del tratamiento T2 afiadido de MeJ de manera intracelular tanto en células



libres como inmovilizadas, el tiempo de la biosintesis in vitro del taxol disminuyé de 15 dias a
3 dias en fase de produccién, incrementando al doble su productividad (130.347 pg/L dia™)
en los cultivos de células inmovilizadas y estimuladas con MeJ de T. globosa. Nuestros
resultados indican que para estimular la produccion de los precursores del taxol (baccatina lll
y 10-deacetilbaccatina 1ll) ademés de la cefalomanina y el 10-deacetiltaxol, no es necesario
inmovilizar los cultivos de células en suspension de la especie. Asimismo, la velocidad de
biosintesis del taxol in vitro se increment6 por efecto de la inmovilizacion celular y del
estimulo del jasmonato de metilo en sinergia con las fuentes de carbono utilizadas en esta

investigacion.



ABSTRACT

Taxus globosa Schitdl. (Taxaceae) "Mexican yew", is the only species of the genus
Taxus growing in Mexico. Due to the rarity of the species, slow growth and low population
density, the tree is protected by the Secretary of Environment and Natural Resources
(SEMARNAT). The wild tree T. globosa has been studied from the phytochemical point of
view from 2000 up to this date, showing that the species produces taxol and taxanes, related
to important anticancer activity; unlike other species of Taxus, the largest accumulation of
taxol occurs in the leaves and young stems.

Objective. Because of the importance of its biosynthetic potential in connection with
the production of bioactive taxanes, in vitro cultures of T. globosa were initiated to evaluate
the different biotechnological strategies such as: type of culture, the culture medium
formulation, batch type culture and cultivation in two phases, the use of stimulators and cell
immobilization, in order to increase the production of taxol and related taxanes, and stimulate
its excretion into the culture medium.

Results. Experiments for the establishment of callus cultures and suspension cells
were carried out, and as a result, obtained calli derived from young leaves and stems of T.
globosa time from 20 days to Gamborg (B5) addition of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-
D) (2 mg/L), kinetin (KN) (0.5 mg/L) and gibberellic acid (GA3z) (0.25 mg/L). Growth and
taxane production in callus cultures were evaluated in two culture media: Woody Plant
Medium (WPM) and B5 added picloram (PIC) (2 mg/L), KN (0.1 mg/L) and GA;z (0.5 mg/L).
Callus grown on B5 medium showed a growth index (Gl) of 0.44, and a doubling time (dt) of
13.81 days. Furthermore, callus cultured in medium WPM had higher GI (0.70), and a td of
13.2 days.

The callus cultures grown in the two mediums (B5 and WPM), produced taxol and 3
taxanes including: baccatin Ill, 10-deacetylbaccatin 1ll, and 10-deacetiltaxol. These taxanes
are produced from the start to the end of the cultures, cyclically, reaching the highest
production of taxol in the B5 medium, during the 1st week (50 ug/g PS) of culture; this
doubled up production, and obtained it in less time than medium WPM (24 ug/g PS).



The cell suspension cultures were established from friable calli derived from T.
globosa leaves. Experiments were carried out to determine the size of the inoculum most
suitable for this species (50, 100 and 150 g FW/L); it was determined that the inoculum size
of 50 g FWI/L was the best suited to establish the kinetics of cellular growth in medium WPM,
in the batch type culture cell suspension of T. globosa; an IG of 0.65 and 3.9 days dt were
obtained. In establishing the batch type culture cell suspensions, the WPM and B5 media
added PIC (2 mg/L), KN (0.1 mg/L) and GA;z (0.5 mg/L), and the stimulation of methyl
jasmonate (MeJ) (100 uM), were evaluated. The medium that stimulated cell growth was the
WPM with a Gl of 6.14 and a td of 2.32 days. The WPM culture medium with MeJ added,
stimulated production of taxol (197.999 png/L) and three taxanes more, such as 10-
deacetylbaccatin Il (633.724 p/L), 10-deacetiltaxol (229.611 ug/L) and baccatin Il (160.622
ug/L).

Based on the assessment of the results obtained for the WPM and B5 media, where
we observe that the WPM stimulated cell growth and the B5 medium stimulated excretion of
taxanes in the culture medium, it was decided to test for the first time in liquid cultures of T.
globosa, the strategy type culture batch in two phases and stimulation with calcium (Ca*")
and MeJ.

At this stage it was confirmed that the MeJ inhibits cellular growth in cultures of T.
globosa. Regarding the production of taxanes, observing the effect of Ca?* combined with
MeJ, the productivity of 3 taxanes increased: taxol (16.299 - 34.516 ug/L day™), baccatin I
(4.673 - 26.287 pg/L day™) and cephalomannin (2.435 - 151995 ug/L day™) with an excretion
of 41 to 60%; this biotechnology strategy was unsuccessful, it did not to stimulate production
of 10-deacetiltaxol.

In the last stage of the research, it was evaluated for the first time, in cell cultures of
the Mexican yew, the effect of cellular immobilization and stimulation with MeJ (100 puM), in
medium Gamborg B5 (B5) added of two treatments containing 2,4-D (T1) and PIC (T2), in
combination with KN and benzylaminopurine (BAP). To this end, batch-type cultures in two
stages were used, with the goal to stimulate in the second phase or production, the
biosynthesis of taxane over the time factor, and also its excretion in the cell cultures of T.
globosa. Productivity and the rate of excretion into the culture medium of 4 taxanes: baccatin
11l (8.260 - 12.7888 pg/L day™) (81%); 10-deacetylbaccatin Il (15 pg/L day™); 10 deacetiltaxol
(3.180 pg/L day™) (62%) and cephalomannin (49.272 ug/L day™), was mainly stimulated by

the effect of treatment T1 in the crop of free cells, and stimulated it with MeJ, from the third



day and until the end of the second kinetics phase. Conversely, the productivity of taxol (53
ug/L day™) was obtained by treatment effect of T2 MeJ added intracellularly in both free and
immobilized cells; the time of the taxol biosynthesis in vitro decreased frolm 15 days to 3 days
in the production phase, doubling up its productivity (130.347 pg/L day™) in cultured and
immobilized cells, stimulated with MeJ of T. globosa. Our results indicate that to stimulate the
production of precursors of taxol (baccatin Ill and 10-deacetylbaccatin 1ll), in addition to the
cephalomannin and the 10-deacetiltaxol, it is not necessary to immobilize the cells in
suspension cultures of the species. Furthermore, the rate of taxol biosynthesis in vitro was
increased by the effect of cell immobilization and encouragement of methyl jasmonate in
synergy with the carbon sources used in this research.



1. INTRODUCCION

El género Taxus pertenece al orden de los Taxales y a la familia Taxaceae, del cual
destacan la presencia de 8 especies, que aunque son similares, se diferencian en su
distribucién geografica: Taxus baccata (tejo europeo o ingles), Taxus brevifolia (tejo del
Pacifico), Taxus cuspidata (tejo japonés), Taxus canadienses (tejo de Canada), Taxus
floridana (tejo de Florida), Taxus globosa (tejo mexicano), Taxus wallichiana (tejo del
Himalaya) y Taxus chinensis (tejo chino). Ademas se ha reportado la existencia de dos
hibridos: Taxus x media como resultado de la cruzamiento entre T. baccata con T. cuspidata
y Taxus x hunnewelliana como resultado de la cruzamiento entre T. cuspidata con T.

canadienses (Malik et al. 2011).

Este género Taxus ha generado un gran interés debido a su contenido de alcaloides
diterpénicos, particularmente el taxol, que es uno de los metabolitos secundarios con
importante actividad anticancerigena; sus propiedades fueron descubiertas a partir de los
extractos obtenidos de la corteza de T. brevifolia en 1971 (Wani et al. 1971). Actualmente se
obtiene de diferentes especies de Taxus, su produccion natural varia entre especies y ocurre
por lo general en bajas concentraciones, por lo que la opcibn mas viable ha sido el cultivo in

vitro de callos y células en suspension.

En los cultivos in vitro de las diferentes especies de Taxus, se han evaluado diversas
estrategias biotecnolédgicas para estimular e incrementar la produccion de taxol, asi como
sus precursores y demas taxanos, como son: el tipo de medio, la adicién al medio de cultivo
de diferentes reguladores de crecimiento, asi como la estimulacién bidtica y abidtica,
utilizando diferentes tipos de cultivo como son: cultivo tipo lote y cultivo tipo lote en dos
fases, la inmovilizacién celular y el escalamiento a biorreactores, entre otros (Malik et al.
2011).

Taxus globosa Schltdl conocido principalmente como “tejo mexicano”, es la unica
especie del género Taxus que crece en la Republica Mexicana. Su distribucion geogréfica es
restringida y se ubica en los estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi,
Querétaro, Hidalgo, Oaxaca y Chiapas. Crece en ambientes montafiosos humedos y

templados a 3400 msnm. Por la rareza de la especie, su lento crecimiento y poca densidad



poblacional, se le considera una especie protegida por la Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales (SEMARNAT). El arbol silvestre de T. globosa ha sido estudiado desde
el punto de vista fitoquimico desde 1993 a la fecha (Strobel et al. 1993), demostrando que la
especie presenta altos contenidos de taxol y taxanos relacionados, con importante actividad
anticancerigena, pero a diferencia de las otras especies del género Taxus, cuyos taxanos se
acumulan principalmente en la corteza, en el tejo mexicano la mayor acumulacion ocurre en
las hojas y en los tallos jovenes. Un estudio comparativo del contenido de taxanos realizado
por van Rozendaal et al. en el 2000, mostré que T. globosa es una de las especies con
mayor contenido de taxanos y en especifico de taxol (433 pg/g PS), en comparacion con las
demas especies del género. A partir de T. globosa se han aislado otros metabolitos
secundarios como son: [-sitosterol, [B-sitosteril-B-D-glucopirandsido, acido vanilico y un
peracetil taxano identificado como 5a,7(,9a,1083,13a-pentaacetoxi-4(20),11-taxadieno (7[3-
acetoxi-taxusina,2) (Guerrero et al. 2000). Dada la importancia de su potencial biosintético
con respecto a la producciéon de taxanos bioactivos, se iniciaron los cultivos in vitro de T.
globosa. Es asi que a partir del 2009 diferentes grupos en México se han interesado en el
establecimiento de los cultivos in vitro de T. globosa, obteniéndose los cultivos de callos y
células en suspension a partir de la aciculas y tallos jovenes, con la finalidad de producir
taxol asi como de los diferentes taxanos marcadores de la especie (Barrios et al. 2009;
Barradas-Dermitz et al. 2010; Barrales et al. 2011). A la fecha, la produccion in vitro de
taxanos en T. globosa que ha sido reportado, es muy baja con respecto a otras especies del
género, obteniendo en algunos casos trazas del taxol y otros taxanos (Barrales et al. 2011) o
bien incluso lineas celulares que no producen taxol (Barradas-Dermitz et al. 2010). Por lo
gue es necesario continuar con los estudios sobre el metabolismo in vitro de la produccion
de taxanos a partir de cultivos celulares de T. globosa. Es por eso que en este trabajo de
investigacion evaluamos diferentes estrategias biotecnolégicas para incrementar la
produccién y excrecion al medio de cultivo de taxol y taxanos relacionados, como son: el
tipo de cultivo, formulacion del medio de cultivo, cultivo tipo lote y cultivo en dos fases, el uso

de estimuladores e inmovilizacién celular.



2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1. Género Taxus

El género Taxus pertenece al orden de los Taxales y a la familia Taxaceae, en el que
se incluyen 24 especies y 55 variedades (Spjut, 2007). De las cuales, 8 especies son las
mas reconocidas y estudiadas, que aungque son similares, se diferencian en su distribucion
geografica: Taxus baccata (tejo europeo o inglés), Taxus brevifolia (tejo del Pacifico), Taxus
cuspidata (tejo japonés), Taxus canadienses (tejo de Canada), Taxus floridana (tejo de
Florida), Taxus globosa (tejo mexicano), Taxus wallichiana (tejo del Himalaya) y Taxus
chinensis (tejo chino). Ademas se ha reportado la existencia de dos hibridos: Taxus x media
como resultado de la cruzamiento entre T. baccata con T. cuspidata y Taxus x hunnewelliana
como resultado de la cruzamiento entre T. cuspidata con T. canadienses (Malik et al. 2011).

Las especies de este género son propias del hemisferio norte y sélo las originarias de
Asia se localizan por debajo de la linea ecuatorial, mientras que el resto de las especies se

encuentran de manera natural en diferentes areas de distribucion (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion geogréafica de las especies del género Taxus en el mundo.



2.1.1. Descripcién boténica

Los arboles del género Taxus son dioicos, es decir que existen arboles hembras y
machos, robustos y su follaje verde oscuro se mantiene durante todo el afio y puede llegar
hasta los 15 6 20 metros de altura. Crecen en ambientes humedos y frescos, principalmente
en zonas montafiosas. Su crecimiento es muy lento, necesita aproximadamente 100 afios

para que su tronco tenga 25 cm de diametro y 9 metros de altura.

El arbol del tejo se caracteriza por poseer un tronco grueso, de hasta 1.5 metros de
didmetro, con la corteza de color pardo-grisacea. Sus ramas son largas y crecen
horizontalmente. Las hojas son numerosas, largas y estrechas, de color verde oscuro por el
haz y mas palidas por el envés. Sus flores masculinas se agrupan en forma de espigas,
mientras que las femeninas constan de un Unico ovario, sencillo, sin estilo ni estigma,
rodeado en la base por un disco circular, que es el que dara lugar a la pulpa del fruto, el cual
consta de una semilla simple, de forma ovalada, cubierta por una cupula roja que recibe el
nombre de arilo, abierta por el 4pice, viscosa y carnosa en la madurez, hecho que sucede en

el otofio (Figura 2).

Figura 2. Caracteristicas morfologicas de las ramas de
los arboles del género Taxus. A) Segmento de una rama
con semillas, B) Segmento de una rama con estrobilos, C)
Semillas y D) Estrébilos.

http://home.tiscali.nl/grensschap/Archeologie/eburonen.ht
m.
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2.1.2. Etnobotanica

2.1.2.1. Usos tradicionales y misticos.

Desde tiempos muy antiguos, el tejo era una especie muy apreciada por el hombre,
particularmente por su madera de gran calidad, como por sus propiedades curativas y
venenosas. El tejo formd parte de distintos rituales relacionados con la vida y la muerte,
debido a la gran longevidad que tienen estos arboles. En Francia, Irlanda, Inglaterra, Espafia
y otros paises, se plantaba en los cementerios donde segun la leyenda, extendian una raiz
hasta la boca de cada uno de los cadaveres y transportaban sus almas. Su poder toxico se
ha exagerado hasta tal punto que Dioscoérides en su libro de plantas decia: “Tiene tanta
vehemencia, que ofende gravemente a los que a su sombra duermen o asientan, y adn
muchas veces los mata”. También los druidas irlandeses tenian un gran respeto al tejo
porgque creian que era eficaz contra las hadas y las brujas en ceremonias magicas (Strobel et
al. 1993). En el afio 51 a.C., el emperador Julio Cesar habla sobre este arbol en el sexto de
sus libros titulado De Bello Galico, en él explica que Catuvolcu, rey de los eburones confesé
qgue: “preferiria morir envenenado por un tejo que rendirme frente a los romanos...” y se

suicid6 con un té de tejo para evitar caer bajo su poder (Nicolaou et al. 1996).

Las propiedades medicinales del arbol de tejo se han conocido durante siglos. En el
noroeste de los Estados Unidos, las tribus nativas norteamericanas, tales como el Quinault,
Multnomah y Nez Perce utilizan la corteza del tejo del Pacifico como desinfectante, abortivo
y para el tratamiento de cancer de piel (Nicolaou et al. 1996). Las decocciones de hojas de
Taxus baccata se usaron ocasionalmente como antihelmintico, contra reumatismos, artritis,
afecciones hepéticas y molestias de las vias urinarias. Durante los siglos XVIII y XIX, la
gente en Europa y la India usaba las decocciones de hojas como abortivo y emenagogo
(Wilson et al. 2001). En homeopatia, las tinturas de tallos jovenes y frutos han sido utilizadas
para tratar el dolor de cabeza, neuralgias, cistitis, mala visioén, gota, reumatismo y varias
afecciones de corazén vy rifiones (Stohs, 2004). También se han usado como antimalarico,

antirreumético, para tratamiento de la bronquitis y contra el asma (Kupeli et al. 2003).
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2.1.3. Actividades bioldgicas de diferentes especies de Taxus.

Se han desarrollado varios estudios con el objetivo de descubrir las propiedades
curativas del tejo. Por ejemplo, en la medicina tradicional el tejo se ha usado para el
tratamiento de alergias, se encontr6 que era debido a su actividad como inhibidor de la
liberacion de histamina (Koyama et al. 2006). Posee propiedades antiinflamatorias y
propiedades anticonceptivas (Kipeli et al. 2003), anticonvulsivas y antipireticas (Nisar et al.
2008a). El tejo también se ha usado para el tratamiento de heridas e infecciones de la piel y
recientemente también se le han atribuido propiedades como antifingico y antibacteriano
(Nisar et al. 2008b). Ademas, se ha investigado el uso del tejo para el tratamiento de la
osteoporosis postmenopausica y se ha demostrado que el extracto acuoso de la corteza del
tejo impidié la disminucién de la masa 6sea inducida por ovarioectomia, especialmente en el

hueso cortical, mediante la inhibicion de su resorcion (Yin et al. 2006).

Sin embargo, el género Taxus es muy conocido debido al gran interés que han
despertado sus alcaloides diterpénicos, fundamentalmente el taxol, ya que es el compuesto
mas utilizado actualmente en la quimioterapia frente a diversos tipos de cancer. Ademas de
estos compuestos, el género Taxus es una fuente de compuestos con importante actividad
biol6gica como los lignanos, flavonoides, esteroides y derivados glucosilados (Gurbuz et al.
2004), que entre sus numerosas aplicaciones destacan por su actividad antitumoral,

antiinflamatoria, antioxidante y antitrombotica (Onrubia et al. 2010)
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2.2. Taxol

2.2.1. Descubrimiento del taxol.

En 1955 el Instituto Nacional del Cancer (NCI), establecio el Cancer Chemotherapy
Nacional Service Center (CCNSC) para que actuara como un centro publico para la
busqueda de compuestos antineoplasicos. Aunque la mayoria de los compuestos
investigados era de origen sintético, Jonathan Hartwell, un quimico que tenia experiencia en
productos naturales, empez6 a explorar el mundo de las plantas. Después de varios afios de
acuerdos informales, en 1960, el NCI encargd a botanicos del Departamento de Agricultura
de América (USDA) recolectar muestras de plantas y comprobar sus propiedades
anticancerigenas. En agosto de 1962, uno de los botanicos, Arthur S. Barclay, recogi6é 15
libras de ramas, agujas y corteza de Taxus brevifolia (tejo del Pacifico) y una vez procesado,
se encontré que el material tenia actividad citotoxica en modelos in vitro. En 1963, fue el
equipo de Monroe E. Wall quien descubrié que las extracciones realizadas a partir de la
corteza de esta especie poseian cualidades antitumorales. Poco tiempo después, Wall y su
colega Wani aislaron y purificaron los componentes para realizar estudios sobre su actividad
en el Research Triangle Institute, en Carolina del Norte. En 1967 el equipo consigui6 aislar el
principio activo, y anuncié su descubrimiento en la reunion de la Sociedad Quimica
Americana en Miami Beach, Florida, EUA (Wani et al. 1971, Wall y Wani, 1996), dicho
compuesto fue llamado “Taxol”, haciendo referencia al nombre botanico del tejo, Taxus. De
acuerdo con los resultados obtenidos, el NCI decidié apoyar el proyecto iniciado por Wall y
Wani, los cuales publicaron en 1971 el aislamiento y la estructura quimica del taxol (Wani et
al. 1971). Aungque la estructura era Unica entre los diferentes agentes anticacerigenos
conocidos, su aislamiento fue recibido con muy poco entusiasmo, debido a que tenia dos
graves problemas: era poco soluble en agua, por lo cual seria una droga dificil de formular y
su obtencion se daba en bajas concentraciones de una fuente no renovable, ya que la
extraccion del compuesto de la corteza interna del &rbol implicaba su muerte (Kingston,
2000). A pesar de estos problemas, el NCI siguié recolectando mas corteza de Taxus para
seguir aislando taxol y continuar con los ensayos preclinicos a gran escala. En 1979, se
recobroé el interés por este farmaco con el descubrimiento de su mecanismo de accién en la

estabilizacidon de los microtlibulos. Estas investigaciones fueron llevadas a cabo por un grupo
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de cientificos dirigidos por la Dra. Susan Horwitz de la Facultad de Medicina Albert Einstein
de Nueva York (Schiff et al. 1979). En 1982 se completaron los estudios preclinicos de
formulacién y toxicolégicos. La Fase | de los estudios clinicos con taxol inicié en 1983 y la
Fase Il en 1985; para 1989 se obtuvieron los primeros reportes de efectividad con 30% de
respuestas globales en el rescate de pacientes enfermos con cancer epitelial de ovario
(McGuire et al. 1989). En consecuencia, en 1992 la Administracién de Drogas y Alimentos de
EUA (FDA) aprobé el uso clinico de Taxol® como marca registrada de Bristol-Myers Squibb®
para el tratamiento de cancer de ovario; posteriormente, la FDA amplié su aprobacién de uso
debido al éxito obtenido en las pruebas clinicas contra cancer de mama, pulmén, vejiga,
cérvico-uterino, melanomas y Sarcoma de Karposi (Markman et al. 1992; O’'Shaughnessy y
Cowan, 1994; Jennewein y Croteau, 2001). En 1994, la sintesis total del taxol fue
desarrollada independientemente y por dos grupos de investigadores (Holton et al. 1994a,
1994b; Nicolaou et al. 1994).

El taxol se esta estudiando actualmente para el tratamiento de enfermedades no
relacionadas con el cancer que requieren estabilizaciéon de los microtibulos y evitar la
proliferaciéon celular y la angiogénesis, por ejemplo, psoriasis. Ademas, el taxol también esta
en estudio para el tratamiento de taupatias (afecciones en las proteinas tau), tales como el
Alzheimer o el Parkinson ligados al cromosoma 17, entre otros (Malik et al. 2011).

2.2.2. Estructura quimica del taxol.

El taxol tiene una estructura quimica compleja, su formula quimica es C47Hs5:NO1y4,
tiene un peso molecular de 853.9 Da y su nombre quimico es: 58,20-epoxi-1,2a,4,7B,13a-
hexahidroxitax-11-en-ona-4,10-diacetato-2-benzoato 13-ester unido a la cadena lateral

(2R,3S)-N-benzoil-3-fenilisoserina.

Su estructura esté dividida en dos partes: la cadena lateral y el esqueleto de taxano
(Figura 3), el cual esta constituido por el anillo A, By C. Estos anillos tiene distintos grupos
funcionales, incluyendo dos grupos OH, un grupo benzoilo, dos grupos acetilo y un anillo
oxateno. Unido al C13 del esqueleto se localiza la cadena lateral o C13 (2'R,3"S)-N-benzoil-
3’-fenilsoserina, con un hidroxilo y un grupo funcional de benzoilo (Guo et al. 2006; Malik et

al. 2011). Los constituyentes mas importantes de la molécula de taxol para la actividad
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anticancerigena estan presentes en el anillo A, en C2 con el grupo benzoil, el anillo oxatano

y la cadena lateral (Malik et al. 2011).

Figura 3. Estructura quimica de la molécula de taxol.

2.2.3. Avances en la biosintesis del taxol.

En las dltimas décadas, se han realizado importantes avances en el conocimiento de
la ruta de biosintesis del taxol y taxanos relacionados, mediante estudios metabdlicos y
genéticos, principalmente a partir de los estudios por cultivo in vitro de arboles de tejo. El
taxol, por su condicion de diterpeno, se forma a partir del geranilgeranil difosfato (GGPP),
gue se sintetiza a partir de tres moléculas de isopentil difosfato (IPP) y una de su isémero, el
dimetilalil difosfato (DMAPP), por la accion de la enzima genaril difosfato sintasa. La sintesis
de IPP tiene dos vias: en el citosol, la via clasica que procede del mevalonato, el IPP se
produce a partir de acetil coenzima A para la biosintesis de esteroles, triterpenos y ciertos
sesquiterpenos; en tanto que, en los plastidos, la via alternativa del no mevalonato o
metileritritol fosfato (MEP) que produce IPP y DMAPP a partir de piruvato y gliceraldehido-3-
fosfato, esta dirigida para la biosintesis de monoterpenos, diterpenos y tetraterpenos
(Exposito et al. 2009b).

Segun Eisenreich et al. (1996), el IPP implicado en la biosintesis del anillo de taxano
esta formado por la via plastidica. Sin embargo, otros estudios (Lansing et al. 1991; Zamir et
al. 1992) muestran que en plantas de Taxus suplementadas con mevalonato marcado, se
obtienen cantidades significativas de taxol marcado radiactivamente. Srinivasan et al. (1996)
sugirieron que el IPP formado a través de la ruta citosoélica podria desempefiar un papel en la
produccion de taxol en la fase inicial del crecimiento de las células de Taxus, mientras que

Wang et al. (2003) propusieron que la translocacion de IPP a través de la membrana
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plastidica so6lo se produce durante la fase de crecimiento tardio del cultivo. Un estudio en
cultivos de células T. baccata mostré que la adicion de fosmidomicina (inhibidor de la ruta
plastidica) en los cultivos, disminuye drasticamente la produccién de taxol, mientras que la
adicibn de mevinolina (inhibidor de la ruta citosolica), aunque se redujo, no afecta la
produccion. Esto demostrdé que el IPP usado para la formacion del anillo del taxano es
preferentemente formado en la via plastidica (Cusido et al. 2007).

La primera etapa especifica en la sintesis de taxol, es la ciclacion de GGPP a taxa-
4(5),11(12)-dieno y taxa-4(20),11(12)-dieno (Figura 4), dos compuestos isémeros, reaccién
catalizada por la enzima taxadieno sintasa (TS), una proteina monomérica de 79kDa. La
enzima se purificé y caracterizé en 1995 (Hezari et al. 1995) y el gen que codifica para TS se
identificd y cloné en 1996 (Wildung y Croteau, 1996).

TS

oPP
Geranilgeranil pirofosfato taxa-4(5),11(12)-dieno taxa-4(20),11(12)-dieno

Figura 4. Ciclacién de GGPP catalizado por la enzima taxadieno sintasa (TS) que produce

dos compuestos isomeros de taxadieno.

El segundo paso especifico en la biosintesis de taxol es una hidroxilacién,
dependiente del citocromo P450 (citP540) en la posicién C5, reaccion catalizada por la
enzima taxadieno-5a-hidroxilasa (T5aH) para formar tasa-4(20),11(12)-dieno-5a-ol
(Jennewein et al. 2004). Esta enzima, ademas de su actividad hidroxilante, continua con una
restructuracion alilica del doble enlace 4(5) a la posicion 4(20) (Figura 5). Estos dos pasos
metabdlicos, ciclacion y la hidroxilacion, son lentos, pero no parecen ser limitante de la

velocidad en la biosintesis de taxol (Hefner et al. 1996).

En este punto de la biosintesis hay una bifurcacién y el sustrato puede ser modificado
por una transferasa o una hidroxilasa (Figura 6). La enzima taxadieno-5a-ol-O-acetil
trasferasa (TDAT) que carece del extremo N-terminal, acila la taxa-4(20),11(12)-dieno-5a-ol

en la posicién C5 para formar el taxa-4(20),11(12)-dieno-5a-il-acetato (Walker and Croteau,
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2000a). Por otro lado, la enzima taxadieno-13a-hidroxilasa (T13a0H), una citP450, hidroxila
al taxa-4(20),11(12)-dieno-5a-ol en la posicién C13 dando lugar a taxa-4(20),11(12)-dieno-
5a,13a-diol (Wheerler et al. 2001). A su vez, el taxa-4(20),11(12)-dieno-5a-il-acetato puede
ser facilmente hidroxilado por la enzima taxano-10B-hidroxilasa (T10OH) en la posiciéon C10
dando lugar al taxa-4(20),11(12)-dieno-5a,10B-diol-acetato. Esta enzima es una
monooxigenasa dependiente de citP450 no especifica, por lo que también puede modificar a
otros taxanos (Schoendorf et al. 2000).

taxa-4(5),11(12)-dieno taxa-4(5),11(12)-dieno-5a-ol

Figura 5. Hidroxilacion del C5 y migracion del doble enlace desde la posicién 4(5) a la
posicion 4(20) del taxadieno catalizada por la enzima taxadiendo-5a-hidroxilasa (T5aOH).

Otra hidroxilasa dependiente de citP450 (taxano-143-hidroxilasa; T14BOH),
responsable de la produccién de los taxa-4(20),11(12)-dieno-5a-acetoxi-10p3-14p-diol, se
encontré mas tarde (Jennewein et al. 2003). Esta enzima utiliza sustratos ya hidroxilados en
la posicion C10, pero no los hidroxilados en la posicion C13, lo que sugiere gue esta enzima
no puede estar involucrada en la produccion de taxol, ya que este compuesto no presenta

ninguna hidroxilacién en la posicion C14.

Después de la formacion de taxa-4(20),11(12)-dieno-5a,10B-13a-triol-acetato, los
pasos siguientes en la ruta de biosintesis de taxol incluyen varias hidroxilaciones en las
posiciones C1, C2, C7 y C9, la oxidacién de C9 y la epoxidaciéon del doble enlace C4-C5. Se
sabe que las hidroxilaciones estdn mediadas por enzimas citP450 pero no se conoce el
orden exacto en el que tienen lugar. Teniendo en cuenta la frecuencia de oxidacion de los
taxanos encontrados en cultivos de células, una posible secuencia podria ser: C5, C10, C13,
C2, C9, C7 y finalmente C1 (Vongpaseuth y Roberts, 2007).
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—>
T13a0OH

20

taxa-4(20),11(12)-dieno-5a-ol taxa-4(20),11(12)-dieno-5a,13a-diol

TDAtL

taxa-4(20),11(12)-dieno-
5a,103,13a-triol-acetato

T108

taxa-4(20),11(12)-dieno-50- taxa-4(20),11(12)-dieno-
il-acetato 5a,10B-diol-acetato

Figura 6. Primera bifurcacion de la ruta de biosintesis de taxol. El taxa-4(20),11(12)-dieno-
5a-ol puede ser modificado por TDAT o T13aOH. Tras la acilacion, este sustrato puede ser
modificado por otras hidroxilasas.

Aunque se han propuesto diferentes mecanismos para la formacion del anillo de
oxetano (Floss y Mocek, 1995; Croteau et al. 2006), actualmente se acepta que el proceso
implica la epoxidacion del doble enlace 4(20), seguido por la migracion del grupo a-acetoxi
de la posiciéon C5 a la C4 junto con la expansion del oxirano a grupo oxetano. La enzima que
epoxida el doble enlace C4-C20 aun no se ha caracterizado funcionalmente y la expansion

del anillo de oxirano a oxetano es también un paso que no se conoce completamente.

Después de la posible formaciéon del precursor polihidroxilado por la actividad de la
enzima taxano-2a-O-benzoil transferasa (TBT) (Walker y Croteau, 2000a), el siguiente
compuesto obtenido es la 10-deacetilbaccatina Il (10-DB IlI). A continuacion, se produce la
acetilaciéon del hidroxilo en la posicion C10 de la 10-DAB dando lugar a la baccatina Il por
accion de la enzima 10-deacetilbaccatina IlI-10-O-acetil transferasa (DBAT) (Walker y
Croteau, 2000b). Este paso conduce a la formacion de un diterpeno intermedio, baccatina lll,

utilizando 10-DB 11l y acetil CoA como sustratos (Figura 7).
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DBAT
—>

Precursor 10-deacetilbaccatina Il bhaccatina Il
polihidroxilado

Figura 7. Formacion de 10-deacetilbaccatina Ill y la baccatina Ill a partir del precursor

polihidroxilado.

Tras la formacion de la baccatina lll, tiene lugar la esterificacion del grupo hidroxilo en
la posicion C13 con la cadena lateral B-fenilalanoil-CoA, un paso esencial en la biosintesis de
taxol. La cadena lateral se obtiene a partir del aminoacido a-fenilalanina por la accién de la
enzima fenilalanina aminomutasa (PAM) (Floss y Mocek, 1995) (Figura 8). Un éster-CoA
ligasa desconocido probablemente activa el compuesto por lo que se puede unir a baccatina
[ll. La unién de la cadena lateral transcurre con una esterificacion inicial del hidroxilo del C13
con B-fenilalanina-CoA para dar el 3'-N-debenzoil-2"-deoxitaxol, mediante la accion de la
enzima taxano-C13-O-fenilpropanoil-CoA trasnferasa (BAPT) (Figure 9) (Walker et al.
2002a).

§ CoA
2 TNy PAM transferasa
NHy
a-fenilalanina B-fenilalanina B-fenilalanoil CoA

Figura 8. Sintesis de B-fenilalanina CoA a partir de a-fenilalanina.

Aunque C1l3-transferasa puede enlazar B-fenilalanina y B-fenilisoserina, se cree que
el desconocido taxano-2'a-hidroxilasa actia en este penultimo punto (Figura 9). La
hidroxilasa, que participa en la formacién de la cadena lateral, se asemeja a otras taxano

hidroxilasas y se puede asumir que pertenece a la familia de las citP450.
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De acuerdo con los estudios realizados por Long y Croteau (2005) y Long et al.
(2008), parece que la N-benzoil transferasa (DBTNBT) es responsable de la Ultima etapa que
conduce a la sintesis del taxol a partir de N-debenzoiltaxol (Figura 9), ya que no hay
evidencia de hidroxilacion directa de B-fenilalanina en la posicién 2' o en 2'-deoxitaxol,
mientras que 3'-N-desbenzoil-2'deoxitaxol puede ser hidroxilado en la posicion 2 de la

cadena lateral.

Por otra parte, DBTNBT prefiere N-debenzoiltaxol sobre N-debenzoil- 2'-deoxitaxol
por un factor de eficiencia catalitica de dos. DBTNBT es una proteina cuya secuencia de
aminoacidos presenta homologia con otras aciltransferasas de Taxus (Walker et al. 2002b).
Si otras transferasas o enzimas modifican N-debenzoiltaxol, o incluso el mismo taxol, puede

dar lugar a la produccion otros compuestos, como cefalomanina o 10-desacetiltaxol.
Actualmente, la mayoria de las enzimas de la biosintesis de taxol han sido

secuenciadas, clonadas y caracterizadas, pero algunas de ellas siguen sin conocerse (Tabla
1).
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OBz

baccatina lll

B-fenilalanoil
RAPT

3’-N-debenzoil-2’-deoxitaxol

T2’aOH

N-debenzoiltaxol

DBTN

Figura 9. Etapa final de la biosintesis del taxol a partir de baccatina Ill. Esterificacion de C13
por BAPT, hidroxilacion en C2’ por una hidroxilasa deconocida y benzoilacién en C3’ por

DBTNBT.



Tabla 1. Lista de las enzimas conocidas que participan en la biosintesis de taxol. Abreviatura

asociada y publicacién en la que aparecieron clonados los genes por primera vez.

Enzimas de la biosintesis de taxol

Abreviatura

Publicacion

geranilgeranil difosfato sintasa
taxadieno sintasa
taxadieno-5a-hidroxilasa
taxadieno-13a-hidroxilasa
taxa-4(20),11(12)-dieno-5a-ol-O-acetil
transferasa
taxano-10B-hidroxilasa
taxano-143-hidroxilasa
taxano-2a-hidroxilasa
taxano-7p-hidroxilasa
taxano-1B-hidroxilasa
C4,C20-epoxidasa
Oxomutasa
taxano-2a-O-benzoil transferasa
10-deacetilbaccatina 111-10-O-acetil
trasnferasa
taxano-9a-hidroxilasa
fenilalanina aminomutasa
baccatina Ill: 3-amino-3-fenilpropanoil
transferasa (taxano-C13-O-fenilpropanoil-
CoA trasnferasa)
2’a-hidroxilasa
3’-N-benzoil-2’deoxitaxol N-benzoil

transferasa

GGPPS
TS
T5a0H
T13a0H
TDAT

T10BOH
T14B0OH
T2aOH
T7BOH
T1BOH

TBT
DBAT

T9aOH
PAM
BAPT

DBTNBT

Hefner et al. 1998
Wildung y Croteau, 1996
Jennewein et al. 2004
Jennewein et al. 2001
Walker et al. 2000

Schoendorf et al. 2000
Jennewein et al. 2003
Chau y Croteau, 2004
Chau et al. 2004

?

?

?
Walker y Croteau, 2000a
Walker y Croteau, 2000b

?
Walker et al. 2004
Walker et al. 2002a

?

Walker et al. 2002b
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GGPPS

10-deacetilbaccatina Il Precursor
hidroxilado

DBAT

baccatina Il

?

4_
T1BOH
T2aOH

© T7BOH o™
T9aOH

HO OBz OAc

Taxa-4(5),11(12)-dieno-5a,108, 13a-triol-

CoA
transferasa
B-fenilalanoil CoA B-fenilalanina a-fenilalanina

BAPT

Taxa-4(5),11(12)-dieno Taxa-4(5),11(12)-dieno-5a-ol Taxa-4(5),11(12)-dieno-5a-il-acetato

T13aOH l

T10BOH

Taxa-4(5),11(12)-dieno-5a,10B-diol-

3’-N-debezoil-2"-deoxitaxol N-debenzoiltaxol

Figura 10. Ruta general de biosintesis de taxol.
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2.2.4. Mecanismo de accién del taxol

En 1979 Horwitz y colaboradores describieron que el taxol presentaba un mecanismo
de accion unico en células cancerigenas. Esto desperté gran interés farmacoldgico debido a
su potencial antimitético, el cual se basa en la estabilizacién de los microtiubulos del
citoesqueleto (Schiff y Horwitz, 1979; 1980). Los microtubulos estdn compuestos por dimeros
de a tubulina y B tubulina, que a su vez se polimerizan formando protofilamentos, la
polimerizacién ocurre mediante la hidrdlisis de guanosin trifosfato (GTP) a guanosin difosfato
(GDP) (Magnani et al. 2009). La funcién de los microtibulos en las células es de gran
importancia ya que participan en la division celular (mitosis) (Jordan y Wilson, 2004). Esta
caracteristica y su participacion en la divisién celular ha hecho que sean blanco de diferentes
antimitoticos, los cuales son clasificados en dos grupos: agentes que inhiben la
polimerizacién de los microtibulos al unirse a los dimeros de tubulina y el segundo grupo

son agentes que estabilizan la polimerizacion de los microtabulos durante la division celular.

El taxol es un potente inhibidor de la proliferacion celular, que a diferencia de otros
anticancerigenos como la vinblastina y vincristina que se unen a los dimeros de tubulina a y
B, éste se une especificamente a la sub unidad B impidiendo la hidrolisis de GTP para
aumentar la polimerizacion del protofilamento (Figura 11), interrumpiendo la dinamica de
despolimerizacion (Mangnani et al. 2009). Esta accion bloquea la division durante la mitosis
e inhibe la proliferacion celular (Snyder et al. 2001).

A) Dinamica de polimerizacion

® -
B-Tubuling  SEG— w

9 Heterodimero

a-Tubulina

Figura 11. Mecanismo de accion del taxol.
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2.2.5. Problematica para el abastecimiento de taxol a partir de fuentes naturales.

La obtencion de altas cantidades de taxol a partir de la especie silvestre de Taxus
brevifolia, presenté una gran problematica, debido al bajo rendimiento que se obtiene en el
proceso de extraccion de la corteza aunado a que ésta especie es de crecimiento muy lento.
Por lo que se buscaron otras fuentes de obtencion de taxol que fueran viables y
sustentables, es asi como se estudiaron otras especies del género Taxus, como son el tejo
europeo T. baccata (Bentebibel et al. 2005); el tejo canadiense T. canadensis (Zamir et al.
1992; Roberts et al. 2003); el tejo japonés T. cuspidata (Fett-Neto y DiCosmo, 1992); el tejo
chino T. chinensis (Xu y Liu, 1989), T. wallichiana (Miller et al. 1981) y T. yunnanensis (Chen

et al. 1991), asi como el tejo mexicano T. globosa (Soto et al. 2000), entre otros.

Para fines de comercializacion del taxol, la obtencién a partir de la corteza interna, es
poco viable debido a las concentraciones minimas de este metabolito que es transportado
por el floema y que se acumula principalmente en corteza en concentraciones de 0.01 a
0.03% del peso seco de tejido vegetal; lo anterior se traduce en que para la obtencién de
1Kg de taxol se requiere de 9,000 Kg de corteza seca proveniente de 2,000-3,000 arboles
adultos. Bajo este esquema, el medicamento para tratar a un solo paciente requeriria de 5-6
arboles de 100 afios de edad cada uno.

Actualmente, Bristol-Myers Squibb produce taxol por via semisintética a partir de 10-
deacetilbaccatina lll, analogo estructural de taxol no citotéxico obtenido a partir de apices de
T. baccata, utilizando el procedimiento desarrollado por Holton et al. (1994 a y b) que permite
la esterificacion de este precursor a nivel de C10 y C13 para obtener el taxol; la razén de
haber seleccionado la 10-deacetilbaccatina 11l (6) se debe a que se encuentra en mayor
concentracion en los extractos de T. baccata a la cual es relativamente facil de realizar las

modificaciones quimicas necesarias.
Entre los analogos de taxol obtenidos de los extractos de arboles del género Taxus,

sélo los que poseen el éster en el C13 presentan importante actividad citotéxica como son:
taxol (1), 10-deacetiltaxol (2) y cefalomanina (3) (Swindell et al. 1991) (Figura 12).
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HO: 1

HO

(5) brevifolio (6) 10-Deacetil-Baccatina Ill

Figura 12. Estructura quimica del taxol y 5 taxanos relacionados (van Rozendaal et al.
2000).

2.2.6. Fuentes alternas para la obtencién y produccién de taxol.

La semisintesis quimica, partiendo de los precursores 10-deacetilbaccatina Ill y
baccatina Ill, es un proceso de alto costo, debido a que la purificacion de los precursores a
partir de las hojas se dificulta por la presencia de otros metabolitos sintetizados, lo cual ha
hecho que el precio en el mercado no sea accesible para la mayoria de los pacientes con

cancer.
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Otras de las alternativas para la obtencion de taxol es la busqueda de organismos
con capacidad de sintetizarlo, por ejemplo: hongos endofiticos de las especies de Taxus. La
desventaja de los hongos como fuente alterna es la baja produccién y alta variabilidad en las
concentraciones de taxol, esto ha ocasionado que la mayoria de los hongos reportados no
puedan ser usados comercialmente para la produccion de taxol y taxanos relacionados (Guo
et al. 2006). Hasta 1998 los hongos fueron considerados como la Unica fuente alterna para la
produccién de taxol, pero Bestoso et al. (2006) reportaron la produccion de taxol en cultivos

celulares de Corylus avellana (avellana).

Ademas de utilizar otros organismos como fuente alterna para obtener y producir
taxol se ha recurrido a la ingenieria metabdlica y manipulacién genética en bacterias; uno de
los primeros estudios desarrollados a partir de esta herramienta biotecnoldgica fue la
realizada por Huang et al. (2001) en Escherichia coli, en la que se integraron dos genes (el
gen ggpps que codifica para la enzima GGPPS y el gen ts que codifica para la enzima TS)
al genoma de la bacteria para la produccion de taxol. También Besumbes et al. (2004)
transformaron Arabidopsis thaliana con el gen ts, obteniendo plantas transgénicas
productoras de taxol. Estas investigaciones demuestran que el conocimiento de los genes
que codifican para enzimas importantes dentro de la ruta de sintesis, permite el desarrollo de

nuevas fuentes de obtencion.

Otra de las alternativas utilizadas para la obtencion y produccién de taxol son los
cultivos celulares in vitro, los cuales se han considerado a la fecha como la mejor estrategia
por la FDA, debido a que los cultivos celulares proveen una fuente sustentable del
compuesto ademas de que se puede producir el compuesto a gran escala (Nims et al.,
2006).
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2.3. Cultivo in vitro de tejidos vegetales.

El cultivo in vitro de tejidos vegetales comprende una serie de técnicas
fundamentadas en la totipotencialidad celular vegetal para controlar los procesos
morfogenéticos, fisioldégicos y bioquimicos de células o tejidos vegetales, bajo condiciones
aseépticas, medios nutritivos artificiales y especificos y condiciones ambientales controladas
(Abdelnour-Ezquivel y Vicent, 1994).

Dentro de los cultivos de tejidos vegetales, los procesos morfogenéticos o
morfogénesis, pueden presentarse por medio de dos vias, la morfogénesis directa y la
indirecta. La morfogénesis directa, se refiere al cultivo de érganos o secciones de una planta
que pueden generar otros 6rganos o una planta completa directamente a partir de un
explante. Por su parte, la via indirecta se caracteriza por presentar una fase de callo o
material vegetal desdiferenciado entre la etapa inicial de explante y la formacion de

estructuras vegetales.

2.3.1. Establecimiento de cultivos vegetales.

En el establecimiento de cultivos de tejidos vegetales se deben considerar tres

aspectos importantes:

1) Tipo de explante. Se deben seleccionar los tejidos que tengan crecimiento rapido o
que se encuentre en estadios tempranos de su desarrollo. Los explantes
seleccionados deben manipularse en forma estéril y sembrarse en medios ricos de
nutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo celular. Con frecuencia se

utilizan: cotiledones, hipocatilos, raices primarias y protoplastos.

2) Formulacién y condiciones del medio de cultivos. El crecimiento y desarrollo de las
plantas in vitro depende de la informacion genética de la planta y de un ndmero
complejo de factores externos, entre ellos los macro y micronutrientes esenciales
para el crecimiento celular como son N, P, K, Mg, Fe, B, Zn, Mo y Mn. Los factores

fisicos como la luz, temperatura, pH y concentracién de O, y CO, son esenciales para
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el desarrollo de un cultivo, asi como el tipo y concentracion de reguladores de

crecimiento como las auxinas y citocininas.

3) Tipo de cultivo. Entre los tipos de cultivos vegetales que se pueden establecer en
condiciones in vitro se puede mencionar los cultivos de 6rganos, callos, protoplastos

y células en suspension.

2.3.2. Establecimiento de los cultivos de callo.

La formacion de callo es una respuesta natural a las heridas en algun 6rgano de la
planta, el cual consiste en un incremento en la division celular de forma desorganizada
(Smith, 1986). Este tipo de formaciones puede ser producido in vitro por medio de ciertos

reguladores de crecimiento (principalmente auxinas) en el medio de cultivo.

Los cultivos de callos se pueden iniciar a partir de diferentes explantes (hipocétilo,
cotiledén, meristemo apical o axilar, hoja y tallo), realizando un corte que provoque una
lesion y la iniciacion de la division celular. Cuando las células estan asociadas en forma laxa,
morfolégicamente se dice que el callo es friable y sus células se pueden disgregar

facilmente. Este tipo de callos se prefieren para iniciar los cultivos de células en suspension.

2.3.3. Establecimiento de los cultivos de células en suspension.

Los cultivos de células en suspension habitualmente se establecen a partir de tejidos
desdiferenciados (callos) que provienen de tejidos diferenciados o bien a partir de tejidos
meristematicos. Los callos se prefieren morfolégicamente friables y se transfieren a medios
nutritivos liquidos. Las suspensiones celulares deben mantenerse en agitacion constante

para asegurar la dispersion celular y una adecuada aireacion o intercambio de gases.
Los cultivos de células en suspension representan una mejor opcion en la produccion

de metabolitos secundarios, incluso sobre el cultivo de callos. Los cultivos de células en

suspension presentan tiempos de duplicacion menores y productividad mayor y que debido a
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las condiciones de cultivo controladas, esta produccion es independiente de los cambios
ambientales a las que estan sujetas las plantas en su habitat.

2.3.4. Estrategias biotecnolégicas para incrementar el metabolismo secundario en los

cultivos in vitro.

Con la finalidad de incrementar la produccién y la concentracion de los metabolitos
secundarios en los cultivos de células existen diferentes estrategias biotecnol6gicas como
son:; 1) seleccion de lineas hiperproductoras, 2) tipo de cultivo, 3) disefio o formulacion de
medios de cultivo, 4) uso de estimuladores, 5) adiccion de precursores, 6) transformacion

genética, 7) inmovilizacién celular, 8) formatos de procesos y 9) escalamiento a bioreactor.

1) La seleccion de lineas hiperproductoras es importante para asegurar el éxito de los
cultivos, se seleccionan considerando las condiciones del cultivo, rendimiento y productividad
de los metabolitos de interés, es decir, que presenten altos rendimientos de manera

constante y estabilidad celular.

2) Los tipos de cultivos pueden ser de cultivos diferenciados (embriones, anteras y raices
normales o transformadas) o cultivos desdiferenciados (callos y células en suspension). Se
ha observado que el tipo de cultivo debe seleccionarse con especial interés, ya que muchas
veces la produccion se ve favorecida por el tipo de cultivo en el que se establezcan las lineas

celulares.

3) Cuando se desea incrementar el metabolismo secundario, la formulacién adecuada de los
medios de cultivo para cada especie es muy importante. Se ha visto que la manipulacion de
algunos factores favorecen la produccion; por ejemplo, el aumento de la fuente de carbono
(Feria-Romero et al. 2005; Luna-Palencia et al. 2005) o la variacién en las concentraciones

de nitratos y fosfato (Osuna et al. 2014).

4) En la actualidad son ampliamente utilizados estimuladores tanto biéticos (jasmonato de
metilo, acido araquidoénico, celulasa, ademas de pequefios fragmentos de componentes
celulares de diversos patdgenos como hongos y bacterias, entre otros), como abioticos ( pH,

luz UV, intensidad luminosa, agitacion mecanica, temperatura, variacion en la concentracion
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de diferentes nutrientes, entre otros) que estimulan la biosintesis de compuestos con
importancia econémica, asi como también inducen la formacién de nuevos compuestos
(Payne et al, 1992; Constabel y Kurtz, 1996).

5) La adicién de precursores y la induccion de la biotransformacion de los metabolitos
secundarios son dos formas alternativas de estimular la produccion. Estas estrategias han
inducido la formacién de productos deseados por su alto valor agregado, que se afiaden al
medio de cultivo (Wink, 1999) y que han favorecido ademas la produccion de nuevos

compuestos con importancia farmacoldégica.

6) La transformacion genética es una herramienta biotecnolégica muy importante, y se
refiere a la insercion de genes ajenos al genoma de la célula vegetal huésped. La insercion
puede ser directa (utilizando vectores como Agrobacterium sp., ADN de virus) o indirecta
(transferencia de genes a los protoplastos, microinyeccion de ADN). El cultivo de raices ha

sido uno de los cultivos de érganos mas utilizados en la transformacion genética.

7) La inmovilizacion celular se refiere al encapsulamiento o atrapamiento de las células
dentro de una particula inerte bajo condiciones que favorecen el incremento de metabolitos
secundarios, asi como su excrecion al medio de cultivos, se utiliza principalmente cuando se

desea su produccion a gran escala.

8) Para designar el formato del proceso que estaria determinado de acuerdo a como estan
creciendo las células, se necesita tomar en cuenta el tipo y cinética de produccién de los
compuestos para seleccionar asi el modo de operacion, si esta asociado al crecimiento o no,
0 si se utilizan células en suspension (libres o inmovilizadas) u érganos (Scragg, 1994,
1995). Dentro de los sistemas de produccién en cultivos in vitro se conoce los cultivos tipo
lote, cultivo lote extendido, cultivo semicontinuo, cultivo continuo y el cultivo tipo lote en dos

fases.

9) Una vez optimizadas las condiciones de cultivo y los factores ambientales vy fisicos, el
siguiente paso es llegar a una produccion a gran escala de compuestos secundarios de alto
valor comercial mediante la utilizacion de biorreactores, los cuales permiten un mejor control

de las condiciones de cultivo.
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2.3.5. Estimulacion.

En la naturaleza las plantas sintetizan metabolitos secundarios en respuesta al
ataque de herbivoros o patdégenos, este hecho desencadena una cascada de sefalizacion,
por medio de moléculas que reaccionan con receptores especificos, para transmitir la
informacion, este hecho favorece el incremento de la sintesis de metabolitos secundarios. De
igual manera en los cultivos in vitro de células vegetales se puede inducir la sintesis de
metabolitos secundarios utilizando estimuladores como el jasmonato de metilo (Cheong y
Choi, 2003). Los estimuladores se clasifican de acuerdo a su naturaleza en bidticos
(quitosano, jasmonato de metilo, alginato, cloruro de clorocolina entre otros) y abidticos (luz,

estrés térmico, osmatico, presion, oxigeno, pH) (Zhong, 2002).

Los jasmonatos conforman un grupo de numerosos cOompuestos precursores o
derivados del acido jasmoénico (JA) que ocurren naturalmente en el Reino Plantae, poseen
actividad biol6gica y por ser derivados de acidos grasos poliinsaturados forman parte del
grupo de oxilipinas (Wasternac, 2007). El jasmonato de metilo (MeJd) fue aislado de
Jasminum grandiflorum, este compuesto al igual que todos los de la familia de los
jasmonatos, tienen un papel dentro de las respuestas al estrés y defensa, también se ha
comprobado que pueden modular procesos como la viabilidad del polen y la maduracién de
frutos (Wasternac, 2007).

Su sintesis es por medio de la ruta octadecanoide, partiendo del acido linoleico
proveniente de las membranas celulares hasta la formacién de acido jasménico el cual sufre
una sustitucion en el segundo carbono por la enzima acido jasmonico carboxil
metiltransferasa (JMT) para formar el jasmonato de metilo (Cheong y Choi, 2003). Los
jasmonatos, principalmente el jasmonato de metilo, son de los mas utilizados en los cultivos
en suspension de especies del género Taxus para favorecer la sintesis de taxol y otros
taxanos (Hu et al. 2006).

El i6n calcio ha sido utilizado en los cultivos de células en suspension solo o en
combinacién con otros estimuladores principalmente con el MeJ (Zhao y Sakai, 2003; Lee-
Parson y Erturk, 2005). El calcio citoplasmatico juega un papel importante ya que interviene

en los mecanismos de defensa en las plantas, actuando a nivel de varios sistemas de
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sefializacién en la transduccién en diferentes sistemas membranales (membrana celular, en
vacuolas y plastos, asi como en reticulo endoplasmatico) (Sanders et al. 1999). Por su
estereoquimica el calcio es un excelente mensajero que induce importantes cambios
conformacionales que explican su papel como estimulador cuando es afiadido al medio de
cultivo (Sanders et al. 1999; Zhao y Saki 2003), otra de sus actividades es a nivel enzimatico
por ejemplo: manteniendo la actividad catalitica de las peroxidasas y de las ATPasas; en
altas concentraciones el i6n calcio estimula en el reticulo endoplasmético la produccion de

proteinas con actividad secretora (Sanders et al. 1999; Pifiol et al. 1999).

2.3.6. Inmovilizacién celular.

La inmovilizacién celular se refiere al encapsulamiento o atrapamiento de las células
dentro de particulas inertes bajo condiciones que favorecen el incremento de metabolitos
secundarios, asi como su excrecion al medio; se utiliza principalmente cuando se desea una
produccién de metabolitos secundarios a gran escala. Para su inmovilizacién, las células son
“‘entrampadas” densamente en geles de carbohidratos o bien sembradas en soportes de
polimeros rigidos, ocupando las células al crecer in situ la matriz formada por las particulas
del soporte (Brodelius y Nilson, 1983; Yeoman et al. 1990). En ambos casos, las células
inmovilizadas se hallan en un microambiente que difiere significativamente de aquel que
existe en torno a ellas en una fase liquida, logrando que las células crezcan en forma de
agregados celulares atrapadas entre los espacios comprendidos entre las membranas de las
fibras, en donde existe el paso libre del medio liquido del cultivo a las células. Inicialmente
fue utilizada en microorganismos, actualmente se ha aplicado con gran éxito al cultivo de

células vegetales.

Con relacién a los cultivos de células en suspensioén, los cultivos de células inmovilizadas

presentan una serie de ventajas, entre ellas se pueden destacar:

e La inmovilizacién es compatible con la produccion de compuestos no asociados al
crecimiento. Esto constituye una importante ventaja para los cultivos de células
vegetales, puesto que la sintesis de metabolitos secundarios durante un sistema de
cultivo discontinuo suele ir vinculada a la paulatina reduccion o cese de su

crecimiento.
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Las fases de crecimiento y de produccién de metabolitos estdn desacopladas. Por
ello la biomasa celular puede ser reutilizada de forma continua, no constituyendo un
problema el lento crecimiento de las células.

Las células inmovilizadas son capaces de mantener la viabilidad y la capacidad
biosintética durante prologados periodos de cultivo y estan protegidas del estrés
mecanico.

Otras estrategias para el incremento de la productividad no sélo son compatibles,
sino que pueden actuar sinérgicamente con la inmovilizacion. Estas estrategias
incluyen la utilizacién de un medio de produccion, la separacién in situ del producto,

el tratamiento con estimuladores y la adicidn de precursores biosintéticos.

También, con relacion a los cultivos de células en suspensién, la inmovilizacién celular

presenta desventajas, entre ellas son de destacar:

El hecho de que el proceso de la inmovilizaciéon por si mismo representa un coste
afiadido con relacién al cultivo de las células en suspensién y la limitacion en la
proporcion de biomasa celular que realmente se puede inmovilizar.

La idea de gue es posible una alta densidad celular en los diferentes sistemas de
inmovilizacién, no es aplicable en el caso de las células vegetales. Con relativa
frecuencia los cultivos de células vegetales en suspension presentan una mayor

densidad celular que la observada en los de células inmovilizadas.

Por otra parte, para que la inmovilizacion de una determinada suspension celular resulte

en el deseado incremento de los compuestos de interés, ademas de la conveniencia de que

la formacién de los metabolitos secundarios no deberia estar asociada al crecimiento, se

deben cumplir los siguientes requisitos:

El crecimiento deberia suprimirse para evitar la desintegracion del substrato de
inmovilizacion y la eventual interrupcion del proceso.

Las células deberian mantener durante prolongados periodos de cultivo, un alto
porcentaje de viabilidad y una alta capacidad para formar los productos de intereés.
Por lo menos deberia producirse una parcial liberacion del producto al medio. La
liberacion del producto al medio de cultivo de forma natural o provocada, es
necesaria para poder desarrollar el proceso de inmovilizacién celular de forma

efectiva.
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2.3.7. Cultivo in vitro de diferentes especies del género Taxus.

Con la finalidad de obtener otras fuentes de taxol asi como de sus precursores, se
han establecido los cultivos in vitro de diferentes especies de Taxus. La posibilidad de
obtener taxol mediante cultivos in vitro inicié en los afios 90, donde se crearon los primeros
cultivos de callos y posteriormente, los cultivos de células en suspension de especies de
Taxus, estableciéndose los principales medios para la induccion de callo a partir de hoja,
tallo y corteza. Con estas investigaciones, se demostrd que los cultivos celulares de diversas
especies de Taxus son capaces de producir taxol y baccatina Ill en cantidades parecidas a

las obtenidas en condiciones naturales (Fett-Neto y DiCosmo, 1992).

A patrtir del establecimiento de cultivos celulares in vitro se han desarrollado cultivos a
nivel biorreactor en condiciones de laboratorio. Navia-Osorio et al. en el afio 2002a y b,
obtuvieron taxol y baccatina Ill a partir de cultivos celulares de T. wallichiana en biorreactor
air-lift de 20 L.

También se han empleado diferentes estrategias como es la inmovilizacién de células
de Taxus, en las que se han utilizado malla de nylon (Seki et al. 1997) y perlas de alginato de
calcio (Bentebibel et al. 2005; Bonfill et al. 2006). Otra estrategia para incrementar la
produccion de taxol y taxanos relacionados en cultivos celulares de Taxus, ha sido la adicion
de estimuladores. Yukimune y su grupo de investigacion en 1996 fueron los primeros que
observaron el incremento de la produccién de taxol en cultivos celulares de T. x media al ser
tratados con jasmonato de metilo, por lo que a partir de esta investigacion se ha utilizado
para optimizar la produccion de taxanos en otras especies del género Taxus: T. x media
(Bonfill et al. 2003), T. chinensis (Wang et al. 2004), T. baccata (Bonfill et al. 2007) y T.
cuspidata (Yang et al. 2008).
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2.4. Antecedentes generales de Taxus globosa Schlitdl.

2.4.1. Descripcion Botanica de T. globosa.

Conocido comunmente como tejo mexicano, romerillo, granillo, palmira y tlascatl,
pertenece a la familia Taxaceae. La especie fue descrita por Schelectendal en 1938 pero no
existe documentacion de ello. Es un arbol dioico que mide de 6 a 12 m de alto, con un tronco
muy ramificado y corteza escamosa de color café claro (Figura 13). Hojas jovenes
distribuidas en espiral y cuando maduran se disponen aplanadas, lineares hasta 3.5 cm de
largo con el extremo terminal agudo y la base angostada en un peciolo corto, con los
margenes ligeramente enrollados hacia arriba, verde oscuras en el haz y mas claras en el
envés. Conos masculinos axilares, en la parte inferior de las ramillas. Conos femeninos
solitarios en las axilas de las hojas, rodeados por varias bracteas membranosas de color
verde. Semillas ovoides de 6 a 7 mm de ancho, cubiertas parcialmente por un arilo carnoso

de color rojo (Zamudio, 1992).

Reino: Plantae
Divisién: Coniferophyta
Clase: Taxopsida
Orden:  Taxales
Familia: Taxaceae
Género: Taxus

Especie: T. globosa

Figura 13. Ramas del arbol de T. globosa silvestre, foto tomada en el Estado de Hidalgo
(Tapia, 2010).

Es extremadamente rara en cultivo; florece de enero a marzo y fructifica de mayo a
noviembre; su regeneracion natural se basa en las semillas; aunque produce brotes del tallo,
lo que puede ser un potencial de propagacion vegetativa importante. Es un arbol venenoso,

excepto el arilo, el cual es atractivo y comestible para aves.
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2.4.2. Caracteristicas distintivas.

T. globosa anteriormente fue descrita como una subespecie de T. baccata L, pero en
la actualidad se considera a las especies americanas como entidades independientes de la
europea, debido principalmente a sus diferencias en habitat y el aislamiento geografico. T.
globosa se distingue por tener: hojas méas largas y delgadas, dobladas hacia un lado y el
extremo terminal agudo, asi como semillas ovoides y gruesas (Zavala-Chavez et al. 2001;
Zavala-Chéavez, 2002) (Figura 14).

Figura 14. a) Estrébilos femeninos (semillas) y b) Estrébilos masculinos de arbol de T.
globosa silvestre, (Tapia, 2010).

2.4.3. Biologia y habitat.

Habita en bosques mesdfilo de montafia, pino y oyamel, generalmente en el fondo de

cafladas humedas, en altitudes entre 1 000 y 3 000 msnm. (Zavala-Chavez, 2001).

2.4.4. Distribuciéon geogréafica en México.

De los cuatro tejos nativos del hemisferio occidental, el menos conocido es el &rbol
del tejo mexicano (T. globosa), este arbol se distribuye de manera discontinua en México,
por ejemplo: en el norte se localiza en los Estados de Tamaulipas y Nuevo Leon, en el centro
en Hidalgo y Querétaro y en el sur en el Estado de Veracruz, Oaxaca y Chiapas (Figura 15).
Por sus caracteristicas biologicas, este arbol es considerado como raro en las categorias

oficiales de conservacion de especies sujeta a proteccién especial, incluida en la Norma
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Ecoldgica 059 (NOM-ECOL-059-2010 Proteccién ambiental-Especies nativas de México de
flora y fauna silvestres-Categorias de riesgo y especificaciones para su inclusion, exclusion o
cambio-Lista de especies en riesgo) (Diario Oficial, 2010), por lo que se requiere estudiarla
para fines de proteccion, propagacion, conservacion y posible cultivo (Zavala-Chavez, 2002).

- 4

@

Conabio

Figura 15. Distribucién geogréfica de T. globosa en México. (CONABIO, 2001).

2.4.5. Aspectos fitoquimicos y actividad biolégica de T. globosa.

Se han realizado estudios de T. globosa donde se reporta la produccién de taxol
(Strobel et al. 1993). En un estudio reciente se reportd la presencia de taxol en corteza
(0.0085%), hojas (0.0130 %) y tallo (0.0064%) de T. globosa, observandose una mayor
acumulacién de taxol en el follaje que en la corteza (Soto et al., 2000). Se comprob6 también
a partir de las fracciones organicas obtenidas de corteza, hojas y tallos jévenes, la actividad
polimerizadora mediante el método de Shelanski et al. (1973), la actividad estabilizadora de
microtubulos se determiné por el método turbidimétrico de Swindell et al. (1991) en el que
utilizaron como estandar puro el taxol. En este estudio se demostré que la actividad relativa
fue mayor empleando la corteza (1.09) y hojas (0.52), que empleando el tallo de T. globosa
(0.31), como control utilizaron GTP (0.99) (Soto et al. 2000). Se evalto también la actividad
polimerizadora de tubulina sobre células en cultivo CHO (células de ovario de hamster chino)
por medio de técnicas de inmunofluorescencia en las tres fracciones analizadas de corteza,

hojas y tallos jévenes (Cruz, 1996).

38



A partir de T. globosa se han reportado también otros metabolitos secundarios
obtenidos como son: p-sitosterol, [B-sitosteril-B-D-glucopiranésido, acido vanilico y un
peracetil taxano identificado como 5a, 73, 9a, 108, 13a-pentaacetoxi-4(20),11-taxadieno (7f3-
acetoxi-taxusina) (Guerrero et al. 2000). En el mismo afio en que se reporta en México el
estudio fitoquimico de T. globosa; en Holanda van Rozendaal et al. (2000), reportan la
produccion de taxol y taxanos relacionados en diferentes especies de Taxus, donde incluyen
al tejo mexicano T. globosa como una de las especies de mayor contenido de taxol y de sus

precursores (van Rozendaal et al. 2000) (Tabla 2).
La mayor proporcion de taxol en el follaje de T. globosa plantea la posibilidad de

cultivo celular a partir de hojas, pudiéndose seleccionar lineas celulares altamente

productoras de este diterpeno.
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Tabla 2. Contenido de taxol y taxanos relacionados en diferentes especies del género Taxus
ESPECIE CONCENTRACION (ug/g PS)
o @ 3 4) 5) (6)  TOTAL
T. baccata 41 198 22 14 3 762 1039
T. baccata v. 63 179 42 10 6 468 768
T. brevifolia 130 0 0 296 9132 41 9599
T. canadensis 285 253 289 224 77 2665 3793
T. celebica 26 81 0 0 46 70 223
T. cuspidata 105 113 40 15 6 120 399
T. cuspidata cv 136 198 93 18 1 116 562
T. floridana 516 515 0 0 0 1689 2720
T. globosa 433 229 480 168 0 1395 2705
T. x hunnewelliana 41 100 0 0 0 63 204
T. x media cv 211 205 131 36 6 230 819
T. wallichiana 272 420 0 0 0 1092 1784
(1) taxol, (2) 10-deacetiltaxol, (3) cefalomanina, (4) baccatina Ill, (5) brevifoliol, (6) 10-

deacetilbaccatina Ill

(Tomado de Van Rozendaal et al. 2000)
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2.4.6. Cultivo in vitro de T. globosa.

En México son escasos los reportes sobre el cultivo in vitro de T. globosa, en la Tabla

3 se mencionan los primeros reportes de la produccion de taxanos in vitro.

Tabla 3. Obtencién de diferentes metabolitos a partir de cultivos in vitro de T. globosa.

Metabolito MaX|ma. , Tipo de . .
. concentraciéon . Tipo de medio Autor
secundario . cultivo
(tiempo)
Taxol 27 ug/g PS Callo SH +ANA 2,4-D, BAP Barrios et al.
(40 dias) Estimulados (ccc) 2009
Baccatina lll  6.45 mg/L Célulasen  Gamborg B5 + 2,4-D Barradas et al.
(10 dias) suspension  Estimulados (MeJ) 2010
Taxanos 0.044 ug Callo Gamborg B5 + ANA Barrales et al.
totales (40 dias) (10.74uM) 2011

Simbologia: MeJ: jasmonato de metilo; ccc: cloruro de clorocolina.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Las especies del género Taxus son conocidas por contener taxanos, un grupo de
compuestos al que pertenece el compuesto anticancerigeno llamado taxol. En México se
encuentra solo una especie del género Taxus, la cual se ha clasificado como T. globosa
Schitdl (tejo mexicano), este arbol se distribuye con baja densidad, por tal motivo el gobierno
mexicano la tiene clasificada como una especie protegida por la SEMARNAT. En México no
existe un programa agrobiolégico, ni biotecnolégico para la multiplicacion y conservacion de
la especie en su habitat; sin embargo, diferentes grupos de investigadores nacionales y
extranjeros estan interesados actualmente en esta especie debido a su potencial metabdlico,
lo que puede poner en peligro a la especie si se emplean grandes cantidades de corteza y
area foliar de ejemplares silvestres de manera clandestina. Dada la importancia de la
especie, se inici6 el establecimiento de los cultivos in vitro de T.globosa, con la finalidad de
desarrollar un sistema biotecnol6gico que permitiera obtener lineas celulares productoras de
taxol y sus precursores, para estimular su produccién y excresion al medio de cultivo

mediante el uso de diferentes estrategias biotecnoldgicas.

Es por ello, que en el presente trabajo de investigacion se pretende evaluar diferentes
estrategias biotecnol6gicas como son: el tipo de cultivo, formulacion del medio, cultivo tipo
lote y cultivo en dos fases, el uso de estimuladores y la inmovilizacién celular, con la finalidad
de incrementar la produccion de taxol y taxanos relacionados y/o estimular su excrecion, en
los cultivos de células in vitro de T. globosa, lo que permitira evitar la depredacion de la
especie en su habitat, ademéas de contar con una alternativa sustentable y viable para la

obtencién de tan importantes metabolitos anticancerigenos de origen diterpénico.

3.1. ¢Preguntas de investigacion?

¢El uso de diferentes estrategias biotecnolégicas como son: el tipo de cultivo, formulacién
del medio, cultivo tipo lote y cultivo en dos fases, el uso de estimuladores y la inmovilizacién

celular estimulara e incrementara el metabolismo in vitro de los taxanos marcadores de la

especie?
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¢La excrecion de los taxanos al medio de cultivo se estimulara por efecto tanto de la

estimulacion como de la inmovilizacion celular en los cultivos in vitro de T. globosa?

4. HIPOTESIS

El uso de diferentes estrategias biotecnolégicas como son: el tipo de cultivo, formulacion del
medio, cultivo tipo lote y cultivo en dos fases, el uso de estimuladores y la inmovilizacion
celular en los cultivos in vitro de T. globosa, permitira el incremento de la produccion de taxol

y taxanos relacionados asi como su excrecion al medio de cultivo.

5. OBJETIVOS GENERALES

Optimizar la producciéon de taxol y taxanos relacionados en los cultivos de células en

suspension de T. globosa, aplicando diferentes estrategias biotecnolégicas.

Estimular la excrecion de taxol y taxanos relacionados en los cultivos de células en

suspension de T. globosa.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer y caracterizar los cultivos de callos y células en suspension de T. globosa.

2. Determinar el tamafio de inéculo 6ptimo en los cultivos de células en suspension de T.
globosa.

3. Evaluar el efecto del jasmonato de metilo sobre el crecimiento celular y
produccion de taxol y taxanos relacionados en los cultivos tipo lote de células en
suspension de T. globosa.

4. Evaluar el efecto del calcio (Ca*") y jasmonato de metilo (MeJ), sobre la produccion de
taxol y taxanos relacionados en los cultivos tipo lote en dos fases de células en
suspension de T. globosa.

5. Estudiar el efecto de la inmovilizacion celular sobre la produccion de taxol y taxanos
relacionados en los cultivos tipo lote en dos fases de células en suspension de T.

globosa.

43



6. Establecer las cinéticas de crecimiento celular y produccion de taxanos para seleccionar
la linea celular productora y excretora en los cultivos de células en suspensiéon de T.

globosa.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1. Establecimiento de los cultivos in vitro de T. globosa.

7.1.1. Induccidn y establecimiento de los cultivos de callo.

Se utilizaron explantes de hojas (aciculas) y tallos jovenes de ejemplares silvestres
de T. globosa, colectados durante los meses de octubre y diciembre del 2010 en el Estado
de Hidalgo (México). Los explantes fueron desinfectados superficialmente, a través de
lavados con etanol al 70%, fungicidas e hipoclorito de sodio en diferentes concentraciones.
Las hojas se separaron de los tallos con la ayuda de un bisturi y los tallos se cortaron de los
extremos para eliminar el material dafiado por efecto del hipoclorito de sodio; los segmentos
de tallo (longitud 0.8 a 1.0 cm) fueron cortados longitudinalmente a la mitad para favorecer
la induccién de callo. Los explantes se sembraron en medio Gamborg (B5) (Gamborg et al.
1968) libre de hormonas complementado con sacarosa al 3% Yy solidificado con 0.3 % de
fitagel (marca SIGMA); después de 20 dias en cultivo, se verifico la ausencia de bacterias y
hongos. Una vez obtenidos los explantes asépticos de hoja y tallo se cultivaron durante dos
meses hasta obtener la desdiferenciacion total en medio B5 afiadido de &cido 2,4-
diclorofenoxiacetico (2,4-D, 2 mg/L), cinetina (CN, 0.5 mg/L), &cido giberélico (GAs, 0.25
mg/L), sacarosa (3%) y solidificado con 0.3 % de fitagel (Tl) o en medio B5 afiadido de
Picloram (PIC, 2 mg/L), CN (0.1 mg/L), GAs; (0.5 mg/L), sacarosa (3%) y solidificado con
0.3% de fitagel (TII).

Los cultivos se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura a 25+2 °C y
en oscuridad. Los callos desarrollados fueron subcultivados en medio B5 afadido de 2,4-D
(2 mg/L), Benzilaminopurina (BAP) (0.1 mg/L) y GA; (0.5 mg/L) (Tlll), cada 10 o 12 dias
hasta obtener suficiente biomasa de callos friables, para el desarrollo del cultivo celular
(Cusidé et al. 2002).
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7.1.2. Crecimiento celular y produccién de taxanos en callos de T. globosa.

Con el fin de determinar la cinética de crecimiento celular y produccién de taxanos se
evaluaron dos medios basales, el Woody Plant Medium (WPM) (McCown et al. 1981) y el
medio B5. Se tomaron 500 mg de material de callo en peso fresco (PF) y se transfirieron a
cajas Petri que contenian 20 mL de medio WPM con sacarosa (1%) y fructosa (1%) o medio
B5 con sacarosa (3%), ambos medios afiadidos de reguladores de crecimiento como son
PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GAs (0.5 mg/L) y solidificados con 0.3% de fitagel.

Para determinar el crecimiento en peso fresco (PF), se tomaron 5 muestras de
material de callo cultivados en cada uno de los medios de cultivo, cada semana durante un
periodo de 6 semanas y se pesaron por separado. El peso seco (PS) se determind a partir

de los callos liofilizados.

Los parametros de crecimiento se establecieron con base al peso seco determinando
el indice de crecimiento (IC) y tiempo de duplicacién (td) (Brunakova et al. 2004). A partir del

material vegetal seco se realiz6 el analisis cromatografico del contenido de taxanos.

7.2. Establecimiento del cultivo de células en suspensién de T. globosa.

Los cultivos de células en suspension de T. globosa se establecieron a partir de
callos friables (10 g de PF), los cuales fueron sembrados en matraces Erlenmeyer de 250 mL
qgue contenian 100 mL de medio WPM afadido de PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L), GA; (0.5
mg/L) y como fuentes de carbono se utilizaron sacarosa (1%) y fructosa (1%). Los cultivos se
mantuvieron en un agitador orbital a 110 rpm en condiciones de oscuridad a 25+2 °C durante

12 6 15 dias, hasta que obtener suficiente biomasa para las diferentes experimentaciones.

7.3. Determinacién del tamarfio de indculo.

Se realizaron cinéticas de crecimiento en cultivos tipo lote para determinar el tamafio
de in6culo y optimizar el crecimiento de células en suspension de T. globosa. Para ello se
evaluaron los siguientes tamafios: 50, 100, y 150 g/L en peso fresco. Las células se
cultivaron en medio WPM afiadido de PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L), GAz (0.5 mg/L), sacarosa
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(1%) vy fructosa (1%) durante 30 dias. Los matraces se mantuvieron en agitacion (110 rpm)
en cuarto de cultivo a 25+2 °C y en condiciones de oscuridad. Se tomaron muestras por

triplicado cada tercer dia.

Las variables que se determinaron fueron: peso fresco y seco, indice de crecimiento,
viabilidad celular, volumen final del medio, consumo de carbohidratos y concentracion de
taxanos en la biomasa y el medio de cultivo mediante cromatografia liquda de alta resolucion
(CLAR) (Zhang et al. 2002).

7.4. Efecto del jasmonato de metilo (MeJ) en la estimulacién de la produccién de taxol
y taxanos relacionados, en los cultivos tipo lote de células en suspension de T.

globosa.

Se evaluo el efecto de MeJ en dos medios basales WPM y B5, ambos afiadidos de
PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GA3 (0.5 mg/L), sobre el crecimiento celular y la produccion
de taxanos. El MeJ (marca Aldrich) (100 uM) (Exposito et al. 2010) se disolvié en etanol
(Yukimune et al. 1996) y se afiadi6 al medio de cultivo previa esterilizacion através de
acrodisc estériles de 0.22 um marca PALL.

Los cultivos de células en suspension de T. globosa previamente establecidos, se
filtraron y se transfirieron a matraces Erlenmeyer de 125 mL, que contenian 10 mL de los
medios antes mencionados empleando un indculo de 50 g PF/L. Los cultivos celulares se
colocaron en un agitador orbital a 110 rpm, en condiciones controladas de temperatura 2512
°C y en oscuridad, durante 20 dias. A lo largo de las cinéticas se tomaron tres muestras de
cada tratamiento cada tercer dia. Las biomasas secas a cada tiempo fueron utilizadas para
determinar los parametros de crecimiento y la produccién de taxanos se analiz6 por CLAR,

en la biomasa seca y el medio de cultivo en el que crecieron las células.
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7.5. Evaluacién del efecto del calcio (Ca®*") y jasmonato de metilo (MeJ) sobre la
produccién de taxol y taxanos relacionados en cultivos tipo lote en dos fases, de

células en suspension de T. globosa.

Una vez determinado el tamafio de in6culo y evaluado el efecto del MeJ en cultivos
tipo lote, se concluy6 utilizar un medio de induccion de crecimiento y otro de induccién de la
produccion; para ello se planed utilizar los cultivos tipo lote en dos fases para evaluar el
efecto de diferentes concentraciones de CaCl, (0, 0.02 y 0.2 M) sin y con MeJ (100 uM) en
los cultivos de células en suspension de T. globosa. El experimento consistié en una primera
fase, cultivar las células en medio de crecimiento WPM afiadido de PIC (2 mg/L), CN (0.1
mg/L), GA; (0.5 mg/L), sacarosa (1%) y fructosa (1%) durante 20 dias. Al término de este
tiempo se elimino el medio de crecimiento y se afadi6 el medio de produccién B5
complementado de PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L), GA; (0.5mg/L) y sacarosa (3%), condicion
bajo la cual se evaluaron 6 tratamientos durante 15 dias mas (Tabla 4). Los matraces se
mantuvieron en agitacion (110 rpm) en cuarto de cultivo en condiciones controladas a una
temperatura de 25+2 °C y en oscuridad, se tomaron muestras por triplicado cada tercer dia
hasta el final de las cinéticas. Las variables que se determinaron fueron: peso fresco y seco,
volumen final del medio y concentracion de taxanos en la biomasa y el medio de cultivo
mediante CLAR (Zhang et al. 2002; Zhao y Sakai, 2003; Lee-Parsons y Erturk, 2005; Kim et
al. 2006; Bonfill et al. 2006, 2007; Khosroushabhi et al. 2006; Osuna et al. 2014).

Tabla 4. Tratamientos utilizados en la evaluacién del efecto de CaCl, y MeJ sobre la
produccion de taxanos, en los cultivos tipo lote en dos fases de células en suspensién de T.
globosa.

B5 Basal + CaCl, (M) MeJ (UM)
tratamiento

I 0

1] 0.02

1 0.2

VI 0 100

\Y 0.02 100

VI 0.2 100

Simbologia: B5 Basal (B5 Gamborg modificado: sin cloruro de calcio)+PIC, CN y GAgz; CaCl,: Cloruro

de calcio; MeJ: jasmonato de metilo.
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7.6. Efecto de lainmovilizacion celular en los cultivos tipo lote en dos fases de células

de T. globosa.

En una experimentacion previa, se evaluaron 5 concentraciones de alginato de sodio
(2.5, 3, 3.5, 4 y 5%) para determinar la concentracion adecuada para la formacion de las
perlas de alginato en medio WPM. Una vez determinada la concentracién, se inicio el
experimento de inmovilizacion celular utilizando la técnica descrita por Gillet et al. (2000) y
modificada por Osuna et al. (2008). Se tomo 1 + 0.5 g de peso fresco de células en
suspension 'y se mezcld con 20 mL de solucion estéril de alginato de sodio disuelto en
medio WPM, posteriormente se dejé caer la mezcla gota a gota en 100 mL de solucion
estéril de cloruro de calcio al 0.2 M (concentracién que en la etapa anterior estimulé el
crecimiento celular), para formar las perlas biocatalizadoras por gelificacion ionotrépica de

alginato (Figura 16).

Las perlas de alginato con células atrapadas se endurecieron en la solucién de
cloruro de calcio por 30 min y posteriormente fueron lavadas con medio de cultivo estéril. Las
perlas se filtraron y subcultivaron en las mismas condiciones que las células libres en el
medio WPM afiadido de PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) GAs (0.5 mg/L), sacarosa (1%) y
fructosa (1%) durante 20 dias. Al término de este tiempo se elimind el medio de crecimiento y
se afiadio el medio de produccion, evaluando dos tratamientos: (T1) B5 afadido de 2,4-D(2
mg/L), BAP (0.1 mg/L), GA;z (0.5 mg/L) y sacarosa (3%) y B5 afadido de PIC (2 mg/L), CN
(0.1 mg/L) GA; (0.5 mg/L) y sacarosa (3%) (T2), sin y con MeJ, durante 15 dias mas. Los
matraces se mantuvieron en agitacion (110 rpm) en cuarto de cultivo en condiciones
controladas de temperatura 25 + 2°C y en oscuridad, se tomaron muestras por triplicado

cada tercer dia.
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(b)

Figura 16. Proceso de inmovilizacién de células de T. globosa en perlas de alginato. (a)
Células en la solucién de alginato de sodio en el medio de cultivo. (b) Adicién de la solucion
de alginato conteniendo las células en la solucion de CacCl,. (c) Perlas (células
encapsuladas) en la solicion de CaCl, en agitacion. (d) Filtrado y lavado de las perlas. (e)
Perlas subcultivadas en el medio WPM.

Las variables que se determinaron fueron: peso fresco y seco, volumen final del
medio, cuantificacion del consumo de carbohidratos y concentracion de taxanos en la
biomasa y el medio de cultivo mediante CLAR (Bentebibel et al. 2005; Bonfill et al. 2007;
Osuna et al. 2008).

7.7. Metodologia quimica y andlisis cromatogréfico.

7.7.1. Extraccion de taxanos a partir de biomasa.

Para las extracciones, por cada 50 mg de peso seco de células se afiadié 1-2 mL de
hexano en tubos de vidrio. Después de 12 h a 25 °C se centrifugaron las muestras a 12 000
rpm durante 20 min y los sobrenadantes se desecharon. Los sedimentos se extrajeron con 1
mL de la mezcla de MeOH:CH,Cl, (1:1) en bafio ultrasonico durante una hora a temperatura
ambiente, posteriormente se centrifugaron a 12 000 rpm durante 20 min, se tomaron en este
caso los sobrenadantes. Los extractos se concentraron a 25 °C al vacio y se fraccionaron
por biparticion en 1 mL de diclorometano mas 1 mL de agua destilada; después de agitar con
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vortex durante 10 seg se volvieron a centrifugar a 12 000 rpm durante 20 min’, separadas las
fracciones organicas se llevaron a sequedad para redisolverlas finalmente en 500 uL de
MeOH grado HPLC para su andlisis por CLAR.

7.7.2. Extraccion de taxanos a partir del medio de cultivo.

Para la extraccion de los taxanos a partir del medio de cultivo en el que se cultivaron
las suspensiones celulares, se les afadié el 25% de su volumen de diclorometano y se
agitaron durante 2 min en vortex, a continuacion, se llevaron a bafio ultrasénico durante 1 h.
Los extractos organicos se concentraron empleando un rotavapor en condiciones de vacio y
finalmente los residuos se redisolvieron en 500 yL de MeOH grado HPLC, quedando asi

dispuestas las muestras para su analisis por CLAR.

7.8. Identificacion y cuantificacion de taxanos por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR).

La produccion de taxol y otros taxanos se determind siguiendo la metodologia
descrita por Richheimer et al. (1992). Se utiliz6 un equipo Waters 2695 y detector de arreglo
de diodos 2996. La fase movil utilizada fue CH;CN: H,O (25:75) en un sistema de gradientes.
Las corridas se realizaron durante 20 min y el flujo del gradiente fue de 1 mL/min. Las
muestras se analizaron en una longitud de onda (1) de 225 nm. El volumen de inyeccién fue
de 20 pL en una columna LiChrospher RP18 (5um). El taxol y otros taxanos fueron
identificados por comparacion del tiempo de (tr) y espectro de absorcion; en tanto que la
cuantificaciéon por el método de estandar externo (Figura 17), utilizando estandares de marca
Hauser Chemicals (USA) y SIGMA (EE.UU) disueltos en MeOH grado HPLC.
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Figura 17. Cromatograma de los 5 taxanos cuantificados por CLAR.

7.9. Estimacion del consumo de carbohidratos mediante CLAR.

El consumo de carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructuosa) se determind
modificando el método descrito por De Vries y Egberg (1979), a partir del medio de cultivo en
el que crecieron las células. Se realizd por triplicado del analisis del medio de cultivo
previamente filtrado, empleando un volumen de inyeccion de 80 pL. Las curvas de
calibracion se realizaron utilizando estandares puros (marca SIGMA) disueltos en H,O grado
HPLC. La cuantificacion se llevé a cabo mediante cromatografia liquida de alta resolucién, en
un equipo Waters 2695, con un detector de indice de refraccion Waters 2414 y una columna
de amino LiChrospher® 100 NH, (10 um). Como fase mavil se utilizé6 un sistema isocratico
de CH3;CN:H,0 (80:20), con un flujo de inyeccion de 1.5 mL/min.

7.10. Variables de respuesta que se determinaron.

7.10.1 Parametros de Crecimiento.

Los pardmetros de crecimiento se calcularon con base al peso seco para obtener el
indice de crecimiento, velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion, de la
siguiente manera:

indice de Crecimiento: = keso/tnal -peso inicial

peso inicial
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Velocidad especifica de crecimiento (u), calculada mediante el modelo matematico

de Monod cuya ecuacion es:

= dx
MX= 5
donde dx = incremento de la biomasa celular en PS

dt = incremento por unidad de tiempo

X = biomasa celular al tiempo 0

Tiempo de duplicacion (td): una vez calculada la y, el tiempo de duplicacion celular
se calcul6 con base a la siguiente ecuacion:
_In2
T

td

7.10.2. Parametros de Produccion.
Una vez realizados los andlisis cromatograficos de cada una de las muestras se
determinaron los siguientes pardmetros de produccién para taxanos.
Concentracion = (mg/L)
Productividad = (g/L dia™)

7.11. Viabilidad celular.

La viabilidad de las células en todas las condiciones de cultivo se estudio utilizando el
método descrito por Duncan y Widholm (1990). Para ello, se tomé alicuota de la suspensién
gue se coloco en el portaobjetos y se mezclé con una gota de una solucién marcadora de
diacetato de fluoresceina (DAF). El colorante vital DAF es hidrolizado por esterasas
membranales presentes en células vivas produciendo de este modo la fluorescencia,
molécula que al excitarse a una longitud de onda (A) de 490 nm (luz azul), emite a un A = 520
nm, observandose una fluorescencia verde en un microscopio de fluorescencia. Los

resultados se expresan como el porcentaje de células vivas de las células totales.
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7.12. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizo en el programa de The SAS system V.8, utilizando el disefio
de bloques completamente al azar, aplicando anova y tukey.
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8. RESULTADOS

8.1. Induccion y establecimiento de los cultivos de callos.

Mediante el proceso de esterilizacion empleado en esta investigacion, se obtuvo el
97% de los explantes de hojas y 89% de los explantes tallo sin contaminacion después de
15 dias.

A partir de los explantes asépticos, se indujo de manera diferente la formacién de
callo por efecto de los tratamientos Tl (2,4-D) y Tl (PIC) después de 20 dias. Con el Tl el
porcentaje de induccién de callo en hojas y tallo fue del 100% y 80%, respectivamente,
mientras que en TIlI no fue mayor a 40%. Los callos obtenidos a partir de hojas fueron de
color claro y de consistencia friable a diferencia de los callos inducidos a partir de tallos
(Figura 18). El porcentaje de induccién de callo en el tejo mexicano fue similar a lo reportado
por otros autores en el tejo europeo, por ejemplo, el 96% de induccién de callo en tallos
jévenes T. baccata después de 20 dias en medio B5 (Correa et al. 2006), el 85% a partir de
embriones y el 100% a partir de brotes en medio Murashige & Skoog (MS) (Mihaljevic et al.
2002).

Tiempo: 0 dias Tiempo: 20 dias

Figura 18. Diferentes etapas de formacion de callos de hojas (A) y tallos (B) de T. globosa
en medio B5 (TI).
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El efecto del tratamiento TIlI (medio B5 afadido de 2,4-D, BAP y GA;) fue
determinante para incrementar la biomasa (100 %) y la friabilidad en los cultivos de callo de
T. globosa, es posible que este efecto se deba a la auxina 2,4-D en combinacién con BAP,
apecto que se ha observado en otras especies vegetales, por ejemplo: en callos de Panax
ginseng en el que 2 mg/L de 2,4-D promovio el crecimiento celular y la friabilidad e inhibio la
organogénesis (Bonfill et al. 2002). La auxina sintética 2,4-D es conocida por ser un promotor
general de formacion de biomasa, ya que induce la desdiferenciacién celular que conduce al
desarrollo de callo (Brown y Charlwood 1990). Por otro lado, la citocina BAP ha mostrado ser
muy eficaz para estimular el crecimiento de cultivos celulares de varias especies de Taxus:
T. baccata (Moon et al. 1998; Palazén et al. 2003), T. cuspidata y T. canadiensis
(Vongpaseuth y Roberts 2007), T. cuspidata (Nims et al. 2006), y T. brevifolia (Kim et al.
2000; Khosroushahi et al. 2011.

8.2. Crecimiento celular y produccion de taxanos en callos de T. globosa.

Una vez obtenidos callos friables en la etapa anterior, se determind el crecimiento
celular y la produccion de taxanos en dos medios basales: WPM y B5 ambos medios
complementados con los reguladores de crecimiento PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GA; (0.5
mg/L). La eficacia de la PIC en la promocién del crecimiento de las células en especies de
Taxus esta ampliamente reportada (Furmanowa et al. 1997; Ketchum et al. 1995). Ademas,
el grupo del Dr. Palazén, demostr6 después de realizar 48 ensayos en diferentes medios de
cultivos, que la mejor produccién de taxol en cultivos de células T. baccata se logra mediante
la combinacion de reguladores de crecimiento utilizados en este trabajo (Palazon et al.
2003).

Como resultado del experimento, observamos que los callos T. globosa cultivados en
WPM presentan el mayor crecimiento a partir de la cuarta y hasta la sexta semana de cultivo,
con un indice de crecimiento (IC) de 0.70 y un tiempo de duplicacion promedio (td) de 13.2
dias. Por otro lado, los callos que se cultivaron en medio B5 incrementaron la biomasa a
partir de la cuarta semana de cultivo. Después de este tiempo, las células entraron en fase
estacionaria, que duré una semana mas, disminuyendo posteriormente el crecimiento celular
al final de la cinética. En ambos medios de cultivo evaluados, la fase de adaptacion duré al

menos dos semanas. En medio B5, el IC fue de 0.44 y el td de 13.8 dias (Grafica 1).
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Gréafica 1. Efecto del medio cultivo WPM y B5 afiadidos de PIC, CN y GA; sobre el
crecimiento celular en los cultivos de callo de T. globosa. (n=3) X+DE; Tratamientos: ¢ WPM; =
B5.

El promedio del td obtenido en los cultivos de callos esta dentro del rango reportado
para otras especies de Taxus: T. media (14 dias) (Hirasuna et al. 1996), T. media y T.
baccata (13 dias) (Wickremesinhe y Arteca 1993).

Los callos cultivados en ambos medios tienen la capacidad de producir los taxanos a
lo largo de las cinéticas. La produccion y acumulacién de taxol en callos cultivados en WPM,
se produjo principalmente en la primera semana (16 pg/g PS) y en la sexta semana (24 ug/g
PS) de cultivo. Por otro lado, la produccién de 10-deacetiltaxol se mantuvo constante a lo
largo de la cinética, obteniendo producciones similares al taxol (23.87 pg/g PS). Con
respecto a los callos cultivados en B5 la produccion de taxol (50 pug/g PS) se increment6 al

doble y en menor tiempo que en los cultivos antes mencionados (Tabla 5).
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Tabla 5. Contenido de taxanos en callos de T. globosa cultivados en B5 o WPM,

suplementados con PIC, CN y GA;.

Medio Taxol B Il 10-DB 1l 10-DT Cef Total
ng/g PS ng/g PS ng/g PS ng/g PS ng/g PS  png/g PS
B5 50 38.06 8.73 80.82 ND 177.61
WPM 24 22.03 16.02 23.87 ND 85.92

Simbologia: B IlI: baccatina Ill; 10-DB III: 10-deacetilbaccatina Ill; 10-DT: 10-deacetiltaxol; Cef:
cefalomanina; ND: no se detecto.

La produccién de taxol y taxanos relacionados obtenidos en cultivos de callos de T.
globosa fue el doble (50 pg/g PS) que lo reportado por Barrios et al. (2009) (27 ug/g PS), y

significativamente mas alto que lo reportado por Barrales et al. (2011) (0.0133 ug).

8.3. Establecimiento de cultivos de células en suspension de T. globosa.

Los cultivos de células en suspension se establecieron a partir de callos friables
derivados de hojas de T. globosa, los cuales fueron subcultivados en medio WPM afadido
de PIC, CN y GA;, subcultivando cada 15 dias, hasta que se obtuvo suficiente biomasa para

las diferentes cinéticas.

8.4. Determinacion del tamarfio de in6culo.

Una vez establecidos los cultivos liquidos de T. globosa, se determind el mejor
tamafio de inéculo para optimizar el crecimiento celular de los cultivos liquidos de T. globosa,
evaluando tres tamafios de indculo. A lo largo de la cinéticas se pudieron observar cambios
de coloracion en los medios, desde un color amarillo claro a rojizo intenso, observandose
también cambios significativos en la biomasa, en donde a mayor tamafio de indculo los
cultivos tienden a formar agregados celulares de coloracion café rojizo, por la acumulaciéon

de fenoles, que se pueden observar a simple vista.

En la Grafica 2 se observa el efecto de los diferentes tamafios de indculo sobre el

crecimiento celular en peso seco. En los cultivos en donde se utilizaron los tamafios de
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indculo més altos (100 y 150 g PF/L), el crecimiento celular se inhibié en un 81.5% a los 21
dias de las cinéticas con respecto al tamafio de inéculo de 50 g PF/L.

Con el tamafio de in6culo de 50 g PF/L se observaron tres fases de crecimiento
caracteristicas de los cultivos de células vegetales, como son la fase de adaptacion, la fase
de crecimiento logaritmico o lineal y estacionaria, por lo que se determin6 que este indculo
es el adecuado para establecer los cultivos de celulares de T. globosa, los cuales
presentaron un IC de 0.65 y un td de 3.9 dias. Este tamafio de in6culo es 50% menor a lo
reportado para otras especies de Taxus (100 g PF/L), por ejemplo T. chinensis (Wang et al.
2001), T. media (Cusido et al. 2002; Bonfill et al. 2003) y T. baccata (Expoésito et al. 2009a;

Onrubia et al. 2011) y cuatro veces menor que lo reportado para T. yunnanensis (200 g PF/
L) (Zhang et al. 2002).

35 -

30 -

25 A

20

15 -

Peso seco g/L

10 -

5 .:/"\./‘/_‘*‘\-—/‘-/'\'

O T T T T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo (dias)

Grafica 2. Efecto del tamafio de inGculo sobre el crecimiento celular de los cultivos tipo lote
de T. globosa. (n=3) X+DE. Tratamientos: ¢ 50 g PF/L; = 100 g PF/L; A 150 g PF/L.
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En la Gréfica 3 se presenta el consumo de los carbohidratos en los cultivos de células
en suspensién con tamafo de inéculo de 50 g PF/L, en la que se observa que a partir del
tiempo 21 dias, la sacarosa se consume en su totalidad y la fructosa empieza a consumirse,
en esta etapa los cultivos entran en fase estacionaria, la glucosa no se consume hasta el
final de la cinética, lo que nos indica que para los cultivos celulares no es un carbohidrato

necesario para estimular el crecimiento celular.

e o
o N A~ O
. . . )

o

Carbohidratos (g/L)

o N A OO
L L

0 3 6 9 12 15 21 24 27 30
Tiempo (dias)

—&— Fructuosa —#— Glucosa Sacarosa

Gréfica 3. Consumo de los carbohidratos en los cultivos tipo lote de T. globosa (in6culo de
50 g PF/L). n=3, WPM + PIC, CN, GA;

Ahora bien, con respecto a la produccién de taxanos los cultivos de celulas de T.
globosa independientemente de tamafio de in6culo acumularon los diferentes taxanos. Por
ejemplo en los cultivos celulares con un tamafo de inéculo de 50 g PF/L, las productividades
de los taxanos fueron las mas altas (excepto para 10-deacetilbaccatina Il y 10-deacetiltaxol)
gue en los otros tamafios de indculo estudiados y al contrario de los cultivos de callo, se
logro estimular la produccién de los 5 taxanos marcadores del género. En la Tabla 6 se
presenta la produccion de taxanos total (intra y extra celular) obtenida por efecto de los

diferentes tamafios de in6culo en los cultivos de células de T. globosa.
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Tabla 6. Efecto del tamafio de in6culo (PF) en la produccién de taxanos en los cultivos de

células en suspension de T. globosa.

In6culo Tiempo Concentracién Productividad Excrecion
g PF/L (dias) (ng/L) (ng/L dia™) (%)
Taxol

50 12 60.389+0.011* 5.032

100 15 56.079+0.458 3.739

150 24 24.959+5.954 1.040

Baccatina lll

50 6 136.217+58.227* 22.703 98
100 27 159.777+8.411 5.918

150 21 57.171+4.569 2.722

10-deacetilbaccatina lll

50 6 524.391+95.488 87.398

100 6 467.808+39.410 77.968

150 6 655.887+9.100* 109.315

10-deacetiltaxol

50 9 155.301+165.55 17.256

100 9 945.709+15.221 105.079

150 18 1126.340+11.442* 62.574

Cefalomanina

50 6 23.836+1.838* 3.973 0
100 - ND - -
150 - ND - -

(n=3) X+DE; *Tukey. Simbologia: ND: no se detecto.
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8.5. Efecto del jasmonato de metilo (MeJ) en la estimulacién de la produccién de taxol

y taxanos relacionados, en cultivos tipo lote de células en suspensién de T. globosa.

En esta etapa se utilizaron los cultivos tipo lote de células en suspension de T.
globosa, cultivados en dos medios WPM y B5, con y sin MeJ (100 pM). Las células
cultivadas en medio WPM y B5 sin estimular se utilizaron como cultivos control, estos
cultivos presentaron una pigmentacion color café-rojizo en el medio de cultivo, durante todo
el experimento, mientras que los cultivos estimulados presentaron una coloracién amarillo
palido en el medio de cultivo. La biomasa correspondiente a los cultivos WPM presentd una
pigmentacion de color café a lo largo de las cinéticas en todas las condiciones ensayadas,
en contraste con las células cultivadas en B5, que no se oscurecieron tanto en los cultivos
control como en los estimulados. Este cambio en el color de los cultivos, también se ha
reportado en otras especies de Taxus (Malik et al. 2011), debido principalmente a la
acumulacién intracelular de compuestos fendlicos, que es provocado por la exposicion de los
cultivos a estrés nutricional. En este caso, los cultivos en suspensién de células cultivadas en
WPM, producen mayor cantidad de compuestos fendlicos que se excretaron al medio de

cultivo.

Las cinéticas de crecimiento de las células de T. globosa cultivadas en medio WPM y
B5 se muestran en las Gréficas 4 y 5. Los cultivos de células en medio WPM sin estimular
presentaron una fase de adaptacién de 3 dias y continuaron creciendo hasta el final de la
cinética, mientras que en los cultivos estimulados con MeJ se inhibié el crecimiento celular.
El td en los cultivos control fue 2.32 dias y el IC fue 6.14, mientras que en los cultivos
estimulados con MeJ presentaron un td de 3.06 dias y el IC 0.77 (Grafica 4). Los cultivos que
crecieron en medio B5 no presentaron diferencias significativas entre los cultivos control y

estimulados (Grafica 5).
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Gréfica 4. Efecto del medio de cultivo WPM + PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GA; (0.5 mg/L)
y la estimulacion con MeJ (100 uM), sobre el crecimiento celular en los cultivos tipo lote de

células en suspension de T. globosa. (n=3) X+DE; p<0.0001*; Tratamientos: ¢ WPM; =
WPM+MelJ.
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Grafica 5. Efecto del medio de cultivo B5 + PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GA; (0.5 mg/L) y la
estimulacion con MeJ (100 uM) sobre el crecimiento celular en los cultivos tipo lote de

células en suspensién de T. globosa. (n=3) X+DE; p<0.0001*; Tratamientos: ¢ B5; =
B5+MeJ.
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Las células de los cultivos control presentaron tres tipos de morfologia: 1) esférica, 2)
en forma de rifion y 3) alargada (Figura 19). Los cultivos estimulados también presentaron
estas tres morfologias, aunque la mayoria de las células eran largas y delgadas, y con una
pigmentacion de color rojizo. Esta estructura celular puede indicar que el MeJ induce un
estado avanzado de desarrollo y/o diferenciacién en las células. Inicialmente, la viabilidad
celular de los cultivos fue del 90%, disminuyendo a 50 y 45% para el control y los cultivos

estimulados, respectivamente.

Figura 19. Diferentes morfologias celulares observadas en las células en suspension de T.

globosa. 1. Esférica, 2. En forma de rifién, 3. Alargada.

La Tabla 7 muestra los pardmetros de produccion para cada uno de los taxanos, en
los cultivos tipo lote de células en suspensién de T. globosa, cultivadas en medio WPM y B5,
con o sin MeJ. La produccién de taxol se estimul6 a lo largo de las cinéticas por efecto de los
dos medios de cultivo (WPM y B5), tanto en los cultivos control como en los estimulados.
Como podemos observar la produccién de los taxanos en los cultivos de células en
suspension de T. globosa, se incrementé principalmente por efecto del medio WPM afadido
de MeJ. Con este medio se obtuvo una concentracion total del taxol de 197.999 ug/L con una
productividad de 14.143 pg/L dia™, a los 14 dias de la cinética. Ademas de estimular los
precursores del taxol como son: la 10-deacetilbaccatina Il (633.724 pg/L dia™) y baccatina Il
(160.622 ng/L dia™) junto con el 10-deacetiltaxol (229.611 pg/L dia™), este ultimo, fue
excretada en su totalidad al medio de cultivo. El efecto de MeJ in vitro se ha reportado
ampliamente para otras especies de Taxus (Zhang et al. 2002; Wang et al. 2004; Bonfill et al.
2006), en donde ha estimulado considerablemente la produccion de taxanos asi como su

excrecion.
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Con respecto a la cefalomanina, uno de los taxanos con importante actividad

medio B5 sin estimular (91.428 ng/L), con una productividad de 30.476 ng/L dia™.

Tino d di Tiempo Concentracion Productividad  Excrecion
PO EEMEA®  (dias) (g/L) (/L dia®) (%)
taxol
WPM-C 14 59.577+0.011 4.256 0
WPM-MeJ* 14 197.999+0.008 14.143 0
B5-C 17 20.990+2.580 1.235 54
B5-MeJ 20 28.683+1.211 1.434 77.8
baccatina lll
WPM-C 20 142.638+12.332 7.132 37.2
WPM-MeJ* 20 160.622+14.499 8.031 100
B5-C 3 36.256+3.075 12.085 75.5
B5-MeJ 17 40.898+2.240 2.406 85.5
10-deacetilbaccatina lll
WPM-C 7 520.077+94.693 74.297 15.5
WPM-MeJ* 14 633.724+10.412 45.266 56.5
B5-C 7 13.195+1.765 1.885 87.9
B5-MeJ 17 33.516+2.582 1.972 88.7
10-deacetiltaxol
WPM-C 7 126.182+22.948 18.026 42.1
WPM-MeJ* 14 229.611+120.175 16.401 100
B5-C 7 9.365+1.775 3.935 58.1
B5-MeJ 20 35.882+4.808 1.794 69.7
cefalomanina
WPM-C 7 23.634+1.822 3.376 0
WPM-MeJ 14 23.586+10.906 1.685 0
B5-C* 3 91.428+21.245 30.476 8.3
B5-MeJ 7 28.871+2.436 4124 42.9

citotdxica, su produccion se obtuvo principalmente de manera intracelular por efecto del

Tabla 7. Pardmetros de produccion de taxanos totales (intra y extra celular), en los cultivos

tipo lote de células en suspension de T. globosa en medios WPM y B5 sin y con MeJ (100

Simbologia: WPM-C: WPM control; WPM-MeJ: WPM estimulado con MeJ (100 pM); B5-C: B5 control;
B5-MeJ: B5 estimulado con MeJ (100 uM); (n+£3) X+DE; *Tukey.
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Con estos resultados, podemos decir, que las mejores condiciones de cultivo para la
produccion intracelular de taxol se obtuvé en medio WPM afadido de MeJ, donde se
estimulé la produccion 9 veces con respecto a las células cultivadas en medio B5 con y sin
MeJ, cuya productividad fue de 14.143 pg/L dia™. Por el contrario, las células cultivadas en
medio B5, la productividad del taxol fue 10 veces menor (1.434 pg/L dia-1) pero se estimuld

Su excrecion de un 54 a 77.8 % (Gréfica 6).
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Grafica 6. Efecto del medio de cultivo WPM y B5 con y sin MeJ en la produccion de taxol en
células en suspension de T. globosa. (n=3) X£DE; p<0.0001*; Tratamientos: WPM-C (WPM
control); WPM-MeJ (WPM estimulado con MeJ 100 uM); B5-C (B5 control); B5-MeJ (B5

estimulado con MeJ 100 uM); m Intracelular; [J Extracelular.
Los resultados hasta aqui obtenidos fueron publicados en la revista Acta Physiologiae

Plantarum bajo el titulo de Effect of the culture medium and biotic stimulation on taxane
production in Taxus globosa Schldtl in vitro cultures (2013; 35:3447-3455) (Ver ANEXO).
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8.6. Efecto del calcio (Ca®") y jasmonato de metilo (MeJ) sobre la produccion de taxol y
taxanos relacionados en cultivos tipo lote en dos fases de células en suspensiéon de T.

globosa.

Con base a los resultados obtenidos en la evaluacion de los medios WPM y B5,
donde observamos que WPM estimula el crecimiento celular y el medio B5 la excrecion de
los taxanos al medio de cultivo, se decidio evaluar la estrategia de cultivos tipo lote en dos
fases, ademas de evaluar el efecto de 3 concentraciones de CaCl, (0, 0.02, 0.2 M) sin y con
MeJ (100uM). Los cultivos fueron subcultivados en una primera fase en un medio de
crecimiento WPM afiadido de PIC, CN y GA; durante 20 dias, al término de este tiempo se
eliminé el medio de crecimiento y se afiadid el medio de produccién B5 afiadido de PIC, CN

y GA;, donde se evaluaron 6 tratamientos durante 15 dias mas.

En la Gréfica 7 se presenta el efecto del calcio (Ca®") y jasmonato de metilo (MeJ)
sobre el crecimiento celular en peso seco, en los cultivos tipo lote en dos fases de T.
globosa. Se observa en la segunda fase o de produccion el MeJ inhibe el crecimiento celular,
esto ha sido reportado en otras especies de Taxus, por ejemplo T. media (Cusidé et al. 2002)
y T. baccata (Onrubia et al 2011). Por otro lado el incremento de la concentracion de CacCl,
en el medio de cultivo estimulé el crecimiento celular ain en presencia de MeJ, estos
resultados difieren a lo reportado en otros cultivos vegetales tales como Siline vulgaris
(Glunter y Ovodov, 2005), Plumbago rosea (Komaraiah et al. 2002) y Galphimia glauca
(Osuna et al. 2014), donde se reporta la inhibicion del crecimiento celular por efecto del

calcio en combinaciéon con MelJ.

Con respecto a la produccion de taxanos, la concentraciéon normal del CaCl, en medio
B5 (Tratamiento Il) y por efecto de la estrategia del cultivo en dos fases, se estimul6 la
produccion de taxol 5 veces (338.944 ug/L) (15 dias), con respecto a la produccién de la
linea celular de la que se partié (59.6 ug/L), con una productividad de 22.596 pg/L dia™
(Tabla 8). Por otro lado, cuando se estimularon los culltivos con MeJ (Tratamiento VI) la
concentracion de taxol disminuyd (207.095 pg/L) al tiempo 6 de la segunda fase, sin
embargo la productividad se incremento a 34.516 pg/L dia™; por lo que podemos concluir

que el MeJ estimula la biosintesis del taxol.
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Grafica 7. Efecto del calcio (Ca®*") y jasmonato de metilo (MeJ) sobre el crecimiento celular
de los cultivos tipo lote en dos fases de T. globosa. (n=3) XtDE. TRATAMIENTOS: | (s/CaCly);
Il (CaCl, 0.02 M); lll (CaCl, 0.2 M); IV (s/CaCl, + MeJ 100 uM); V (CaCl, 0.02 M + MeJ 100 pM); VI
(CaCl, 0.2 M + MeJ 100 uM); { Cambio de medio

En cuanto a la produccion de los otros taxanos, se logré incrementar la produccion de
cefalomanina de 91.428 ug/L (B5 en cultivo tipo lote) a 455.986 ug/L, por efecto del cultivo
tipo lote en dos fases y la estimulacion con MeJ [tratamiento 1V (s/CaCl, + MeJ 100 puM)], sin
embargo la produccién de 10-deacetilbaccatina lll y baccatina Ill no se incrementd. Por otro
lado, con la estrategia de cultivo en dos fases y el efecto Ca®>" y MeJ solo se logré la
excrecion al medio de cultivo de cefalomanina y no se estimulé la produccién de 10-
deacetiltaxol.
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Tabla 8. Efecto de la estimulacion con CaCl, y MeJ sobre la produccion de taxanos totales
(intra y extra celular), en los cultivos tipo lote en dos fases de células en suspension de T.
globosa (segunda fase o de produccion).

SR Tiempo Concentracion Productividad Excrecion
(dias) (Hg/L) (ug/L dia™) (%)
taxol

I 9 127.541+3.586 14.171 0

Il 15 338.944+6.301* 22.596 0

1] 6 97.793+0.417 16.299 0

v 6 178.816+3.191 29.803 0

\Y, 6 207.095+1.456 34.516 0

VI 15 274.638+2.450 18.309 0

baccatina lll
I 3 14.017+£1.764 4.672
Il 3  78.861+4.006* 26.287
10-deacetilbaccatina lll

I 3 30.212+5.735 10.071 0

Il 15  72.066+0.572* 4.804 0

" 15 36.356+0.491 2.424 0

\ 9 13.363+1.002 1.485 0

VI 15 26.140+0.384 1.743 0

cefalomanina

I 6 40.288+1.679 6.715

Il 15 36.527+4.587 2.435

1] 12 43.553+1.368 3.629 17

\Y; 3 455.986+7.337* 151.995 41

Vv 3 57.388+1.331 19.129 60

VI 6 271.700+5.515 45.283 0

(n=3) X+DE; *Tukey. TRATAMIENTOS: | (s/CaCl,); Il (CaCl, 0.02 M); Ill (CaCl, 0.2 M); IV (s/CaCl, +
MeJ 100 puM); V (CaCl, 0.02 M + MeJ 100 uM); VI (CaCl, 0.2 M + MeJ 100 puM);
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8.7. Efecto de la inmovilizacién celular sobre la produccién de taxol y taxanos

relacionados en los cultivos de células en suspension de T. globosa.

Como ya se ha mencionado el efecto del jasmonato de metilo (MeJ) ha sido
ampliamente reportado en los cultivos de Taxus para inducir la biosintesis de metabolitos
secundarios in vitro, sin embargo su efecto es inversamente proporcional sobre el
crecimiento celular ya que lo inhibe significativamente. En los cultivos de células libres en
suspension de T. globosa, observamos que en la segunda fase del cultivo o de produccién,
no se presentd la tipica curva de crecimiento de los cultivos in vitro, en este experimento
observamos que el crecimiento se inhibidé en un 63% por efecto del tratamiento T1 y en un 37
% por efecto del tratamiento T2 en presencia del MeJ, con respecto a los cultivos control;
este efecto ha sido reportado para otras especies del género por ejemplo en T. media
(Cusidé et al. 2002) y en T. baccata (Onrubia et al. 2011) (Gréfica 8).

Por otro lado, con respecto al consumo de carbohidratos en los cultivos celulares de
T. globosa, la sacarosa se desdobla en glucosa y fructosa a partir del dia 29 en la segunda
fase del cultivo, incrementando su concentracion hasta el final de la cinética, este efecto
favorecié el crecimiento en las células cultivadas en los dos tratamientos en ausencia del
MeJ (Grafica 9), bajo estas condiciones de cultivo no se afecta la viabilidad celular que fue
del 81% (datos no mostrados).
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Grafica 8. Cinética de crecimiento celular en los cultivos tipo lote en dos fases, de células en
suspension de T. globosa. (n=3) X+DE. Tratamientos: T1 (B5 + 2,4-D, BAP y GA3); T1+MeJ (B5 + 2,4-D,

BAP y GAs + MeJ 100pM); T2 (B5 + PIC, CN y GAs); T2+MeJ (B5 + PIC, CN y GAsz + MeJ 100uM). 4 Cambio
de medio.
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Grafica 9. Consumo de carbohidratos en células libres en la segunda fase o de produccién

en los cultivos tipo lote en dos fases, de células en suspensién de T. globosa.

La produccion, del taxol y dos de sus precursores como son la baccatina Il y el 10-

deacetilbaccatina Ill, ademas del 10-deacetiltaxol y la cefalomanina, se estimul6 a lo largo de
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las cinéticas en los cultivos tipo lote en dos fases de T. globosa. La productividad y el
porcentaje de excrecion al medio de cultivo de los taxanos: baccatina Ill (8.260 — 12.788
ug/L dia™)( 78-84%); 10-deacetilbaccatina Ill (15 pg/L dia™); 10-deacetiltaxol (3.180 ug/L dia™
)(63%) y cefalomanina (49.272 pg/L dia™), se estimulé principalmente por efecto del T1 en
los cultivos de células libres y estimulados con MeJ, a partir del tercer dia y hasta al final de
la segunda fase de la cinética (Tabla 9).

Con respecto al efecto especifico de cada tratamiento, observamos que el T2 y en
presencia de MeJ estimulé significativamente la concentracion del taxol entre 7 (397.387
pg/L) y 8 (503.158 ug/L) veces a partir del noveno dia de cultivo en fase de produccién, con
respecto a linea celular de origen (59.6 ug/L), se incrementé la productividad entre 7 y 13
veces mas (29.335 y 53.316 ug/L dia™), que la productividad de linea de origen (4.26 ug/L
dia™).

600
~ 500
<
2 I
~ 400
0
Q2
@
§ 300
S
c 200
@
x
: s i
= 100 - ! i
Ak
o ™ ] m B A K
. T - g 2|3 3
— —
- % - =|F =
N = =
- ~
s | s | 9 | 12 | 15

Tratamiento/Tiempo(dias)

m10-DB Il mB Il 810-DT OCef ®Taxol

Grafica 10. Produccion de taxanos totales en los cultivos tipo lote en dos fases, de células
en suspension de T. globosa. Datos correspondientes a la segunda fase o de produccion:
(T1) medio B5 + 2,4-D, BAP y GAzy (T2) medio B5 + PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GA; (0.5
mg/L), cony sin MeJ (100uM). (n=3). 10-DB IlI: 10-deatilbaccatina IIl; B IlI: baccatina Ill; 10-
DT: 10-deacetiltaxol; Cef: cefalomanina.
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Tabla 9. Influencia de las condiciones de cultivo en la produccion de taxanos en los cultivos

tipo lote en dos fases de células en suspension de T. globosa.

. Tiempo Concentracion Productividad Excrecién
Tratamiento

(dias) (ng/L) (ug/L dia™) %
Taxol
T2+MelJ 3 159.949+0.991 53.316 2
T2+MelJ 6 176.008+5.564 29.335 18
T2+MelJ 9 397.387+3.156 44.154 8
T2+MelJ 12 364.638+4.939 30.387 9
T2+MelJ 15 503.158+11.907 33.544 8
Baccatina lll
T1+Meld 6 76.728+0.005 12.788 84
T1+Meld 15 123.899+0.008 8.260 78
10-deacetilbaccatina lll
T1+Meld 3 45.006+0.001 15.002 0
T1 9 52.859+0.543 5.873 0
T1+MelJ 12 67.421+0.005 5.618 3
T1+Meld 15 43.883+0.003 2.926 0
10-deacetiltaxol
T1+Meld 12 38.161+0.002 3.180 63
T1+Meld 15 20.533+0.003 1.369 61
Cefalomanina

T1+Meld 3 146.167+0.002 48.722 10
T1+Meld 6 295.633+0.003 49.272 9
T1 12 215.001+0.004 17.917 6
T1+Meld 15 196.202+0.003 13.080 8

(n=3) X+DE; Tratamientos: T1 (B5 + 2,4-D, BAP y GAz); T1+MeJ (B5 + 2,4-D, BAP y GA; +
MeJ 100uM); T2 (B5 + PIC, CN y GAz); T2+MeJd (B5 + PIC, CN y GA3; + MeJ 100uM).

Para la inmovilizacion celular de los cultivos celulares de T. globosa, fue importante
determinar la concentracion adecuada de alginato de sodio para la formacion de las perlas
en medio WPM, para el tejo mexicano fue de 3.5 %, con esta concentracion se obtuvieron
perlas de forma y tamafio adecuado para realizar los experimentos. En los cultivos de células
inmovilizadas, el crecimiento celular se estimulé por efecto de los dos tratamientos (T1y T2),
en ausencia del MeJ, por otro lado, cuando éste se afiade, el crecimiento decrece
considerablemente en los cultivos en medio B5 afiadido del tratamiento T1 principalmente.
En el tratamiento T2 se estimula el crecimiento celular tanto en células libres como

inmovilizadas de T. globosa (Gréfica 11).
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Grafica 11. Cinética de crecimiento celular en los cultivos tipo lote en dos fases, de células
inmovilizadas de T. globosa. (n=3) X+DE. Tratamientos: T1 (B5 + 2,4-D, BAP y GAj3);
T1+MeJ (B5 + 2,4-D, BAP y GA; + MeJ 100uM); T2 (B5 + PIC, CN y GAy); T2+MeJ (B5 +
PIC, CNy GA; + MeJ 100pM). 4 Cambio de medio.

Con respecto al consumo de carbohidratos en los cultivos de células inmovilizadas de
T globosa, pudimos observar que la sacarosa se degrada muy lentamente en la segunda
fase o de produccion, sin que se llegue a consumir totalmente al final de la cinética (11,833
g/L). Con respecto a la glucosa y fructosa, se observa un incremento en su concentracion
hasta el final del cultivo, estos carbohidratos podrian estar involucrados en el crecimiento
gue se observa de los cultivos de T. globosa (Grafica 12), y en la estimulacion de la
biosintesis de los diferentes taxanos que se acumulan en los cultivos como lo podemos
observar mas adelante.

74



25 ~

20 -
g
2
@ 15 -
_‘55 —o— Fructosa
% 10 - —— Glucosa
o)
S ‘/‘\Q/—‘ Sacarosa
O

i

23 26 29 32 35
Tiempo (dias)

Gréfica 12. Consumo de carbohidratos en la segunda fase o de produccién, en los cultivos

tipo lote en dos fases, de células inmovilizadas de T. globosa. (n=3).

Con respecto a la produccion de taxanos en células inmovilizadas, pudimos observar
que la concentracién de los taxanos en general decrese a lo largo de la segunda fase del
cultivo (Grafica 13). Sin embargo, el tratamiento T2 afadido de MeJ, estimulé 7.3 (436.336
pg/L) y 6.5 (391.041 pg/L) veces la produccion de taxol con respecto a linea celular de origen
(59.6 ug/L). Por otro lado, logramos estimular por efecto de la inmovilizaciéon celular en
combinacion del cultivo en dos fases, la excrecion al 100% de la baccatina Ill, 20% a la
cefalomanina y a la 10-deacetil-baccatina Ill, y un 76% al 10 deacetil-taxol, principalmente
por efecto del tratamiento T1 sin estimular, a partir del 6 dia de la segunda fase de cultivo
(Tabla 10). Semejantes resultados han sido reportados por Bentebibel et al. en (2005) y por
Bonfill et al., en (2007) con respecto a T. baccata, en los que incrementan la produccion de
taxol 2 veces y 3 veces para baccatina Il por efecto de la inmovilizacion y estimulacién con

jasmonato de metilo.

Actualmente se sabe que tanto el crecimiento celular como la produccion de los
metabolitos secundarios in vitro depende de la fuente de carbono empleado. Por otro lado,
la concentracion de la fuente de carbono en el medio, influye principalmente en la biosintesis,
mismo que varia entre las diferentes especies de Taxus (Hirasuna et al. 1996). En los

cultivos de células libres e inmovilizadas de T. globosa en la segunda fase del cultivo,

75



observamos que la sacarosa, fructosa y glucosa actuaron de manera sinérgica estimulando
tanto del crecimiento celular como la biosintesis del taxol principalmente el medio B5 afiadido
de PIC y de la KN, en presencia del MeJ (100uM).
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Gréfica 13. Produccion de taxanos totales en los cultivos tipo lote en dos fases, de células
inmovilizadas de T. globosa. Datos correspondiente a la segunda fase o de produccion: (T1)
medio B5 afiadido de 2,4-D, BAP y GAzy (T2) medio B5 afiadido de PIC (2 mg/L), CN (0.1
mg/L) y GAz (0.5 mg/L), cony sin MeJ (100uM). (n=3). 10-DB llI: 10-deacetilbaccatina Ill; B
[lI: baccatina Ill; 10-DT: 10-deacetiltaxol; Cef: cefalomanina.
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Tabla 10. Influencia de las condiciones de cultivo en la produccién de taxanos en los cultivos

tipo lote en dos fases, de células inmovilizadas de T. globosa.

. Tiempo* Concentraciéon Productividad Excrecion
Tratamiento

(dias) (ug/L) (WL dia™) %
taxol
T2+Meld 3 391.041+7.831 130.347 1
T2+Med 6 101.524+0.483 16.921 4
t2+MelJ 15 436.336+2.742 29.089 1
baccatina lll
T1 6 33.913+0.003 5.652 100
T1 12 68.824+0.015 5.735 86
T1 15 51.494+0.013 3.433 77
10-deacetilbaccatina lll
T2+Meld 6 30.345+0.108 5.058 19
T2 12 29.788+0.246 2.482 0
T2 15 37.697+0.010 2.513 20
10-deacetiltaxol
T1 6 10.076+0.005 1.679 45
T1 12 18.909+0.005 1.576 12
T1 15 22.855+0.003 1.524 76
cefalomanina
T1 6 89.216+0.003 14.869 22
T2+Med 9 116.771+1.026 12.975 0
T1 12 105.055+0.003 8.755 22
T1 15 114.163+0.006 7.611 27

(n=3) X+DE; Tratamientos: T1 (B5 + 2,4-D, BAP y GAz); T1+MeJ (B5 + 2,4-D, BAP y GA; +
MeJ 100uM); T2 (B5 + PIC, CN y GAz); T2+MeJd (B5 + PIC, CN y GA3; + MeJ 100uM).
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9. CONCLUSIONES

1. Se establecieron los cultivos de callos a partir de explantes de hojas de T. globosa en
medio B5 y WPM los cuales presentaron un tiempo de duplicacion de 13.81y 13.2 dias y

un IC de 0.44 y 0.7 respectivamente.

2. Los cultivos de callos de T. globosa produjeron cuatro de los cinco taxanos marcadores
del género, la cefalomanina no se produjo en este tipo de cultivo.

3. Los taxanos que se acumularon en mayor concentracion en callos cultivados en medio

B5 fueron el 10-deacetiltaxol (80.82 ug/g PS) seguido por el taxol (50 ug/g PS)

4. El contenido total de taxanos en callos de T. globosa cultivados en medio B5 fue dos

veces mayor (50 pug/g PS) que en los callos cultivados en medio WPM (24 ug/).

5. Se establecieron los cultivos de células en suspension de T. globosa, a partir de callos
friables derivados de hoja y se determiné que el tamafio de inoculo de 50 g PF/L es el
adecuado para estimular el crecimiento celular, en los cultivos tipo lote de células en

suspension de T. globosa.

6. EIl mejor medio de cultivo para estimular el crecimiento celular en T. globosa, fue el

medio WPM, con el que se obtuvo un tiempo de duplicacién 2.32 d.

7. El jasmonato de metilo (100 uM) inhibié el crecimiento celular de los cultivos de células

en suspension de T. globosa.

8. En los cultivos tipo lote de células en suspension de T. globosa, el medio de cultivo
WPM afiadido de MeJ (100 puM), increment6 3.32 veces la produccion de taxol (197.999
ug/L), sus precursores (baccatina lll; 10-deacetilbaccatina Ill) y el 10-deacetiltaxol. Por el
contrario, la cefalomanina (91.428 png/L), fue el Unico taxano que incrementé su

produccion por efecto del medio B5 sin estimular.

9. En la segunda fase de cultivo tipo en dos fases, el crecimiento celular fue directamente

proporcional a la concentracion de CacCl, (0.2 M) aun en presencia del MeJ (100 uM).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

La productividad del taxol (22.596 ng/L dia™®) se incrementd 5 veces por efecto del
tratamiento 11 (CaCl, 0.02M), con respecto a la linea de origen (4.256 pg/L dia™).

Se determind para el tejo mexicano, la concentracion adecuada de alginato de sodio
para la formacion de las perlas en medio WPM que fue de 3.5 %, con esta concentracion
se obtuvieron perlas de forma y tamafio adecuado para inmovilizar a las células en

suspension.

El crecimiento celular tanto de los cultivos libres como inmovilizados de células en
suspension de Taxus globosa se inhibié por efecto del jasmonato de metilo, en la
segunda fase del cultivo.

Con respecto al consumo de carbohidratos en los cultivos libres de células en suspension
de T. globosa, la sacarosa decrece considerablemente al tiempo 29 de la segunda fase
consumiéndose en su totalidad al final de la cinética, por otro lado, tanto la concentracion
de la fructosa como glucosa se acumulan en mayor proporcion que al inicio de la

segunda fase del cultivo.

Por otro lado, en los cultivos celulares inmovilizados, tanto la sacarosa como la fructosa y

glucosa se consumen parcialmente durante la segunda fase del cultivo.

La sacarosa es el carbohidrato que prefieren los cultivos de células en suspension e

inmovilizadas de T. globosa para estimular el crecimiento celular in vitro.

La fructosa y la glucosa acumuladas en el medio de cultivo, durante la segunda fase,
estimularon de manera sinérgica, la biosintesis del taxol y taxanos relacionados en

combinacién con el jasmonato de metilo y el tipo de tratamiento.

En los cultivos tipo lote en dos fases de células en suspension de T. globosa, el
tratamiento T2 (B5+ PIC, CN y GA;) afiadido del jasmonato de metilo (100 uM), estimuld
de manera intracelular la produccion de taxol, desde el inicio y hasta el final de la

segunda fase del cultivo.
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18.

19.

20.

La produccion de baccatina 1, la 10-deacetilbaccatina 1ll, el 10-deacetiltaxol y la
cefalomanina, se estimulé por efecto del tratamiento T1 (B5 + 2,4-D, BAP y GAy)
anadido de MeJ (100 pM).

Al inmovilizar los cultivos de células en suspension de T. globosa se incrementd la
velocidad de biosintesis del taxol, obteniendo una productividad de 130.347 ug/L dia™,
ademas de un 20% de excrecién de la 10-deacetilbaccatina Ill, por efecto del Tratamiento
2 (B5+ PIC, CN y GA;) afiadido del jasmonato de metilo (100 pM).

Mediante la inmovilizacién celular y por efecto del tratamiento T1 (B5 + 2,4-D, BAP vy
GA:3) sin MeJ, se estimul6 la excrecion principalmente de los otros taxanos como son: la
baccatina Ill (100%), el 10-deacetiltaxol (76%) y de la cefalomanina (22 al 27 %).
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10. DISCUSION

Taxus globosa Schitdl (tejo mexicano) es la Unica especie del género Taxus que
crece en la Republica Mexicana (Zavala et al. 2001) y es una de las cuatro especies del
género con mayor contenido de taxol y taxanos relacionados, los cuales se acumulan
principalmente en las hojas y tallos de los arboles silvestres (van-Rozendaal et al. 1999; Soto
et al. 2000). Este arbol se caracteriza por su lento crecimiento y poca densidad poblacional

por lo que se le considera una especie protegida por la SEMARNAT (Soto et al. 2000).

A partir del afio 2000, se reporta por primera vez tanto por investigadores en México
(Soto et al. 2000) como en Holanda (van-Rozendaal et al. 2000), el estudio fitoquimico de la
especie y se corroboran sus actividades biol6gicas (Soto et al. 2000). Dada la importancia de
la especie y al peligro en el que se encuentra desde el punto de vista biolégico debido a su
baja densidad poblacional y lento crecimiento, en este trabajo de investigacién se iniciaron
los cultivos in vitro con la finalidad de obtener una alternativa viable para la obtencion de
taxol y taxanos relacionados, sin afectar a la especie en su habitat y asi contribuir a su
conservacion. Para ello se establecié la metodologia de desinfestacion de material de tallo y
hoja de T. globosa mediante el uso de desinfectantes como etanol, cloro en combinacién con
fungicidas, en donde se obtuvo de un 89 a 97 % de desinfestacion respectivamente, valores
semejantes a lo obtenido por Correa et al. (2006) en el establecimiento del cultivo de T.
baccata (96%).

Induccién de callogénesis.

Para el establecimiento del cultivo in vitro de callos de T. globosa se evalué el efecto
del medio Woody Plant Medium (WPM) y del medio Gamborg (B5) ampliamente utilizados
para el establecimiento de cultivos in vitro de otras especies de Taxus (Wu et al. 2001,
Brunakova et al. 2004; Pérez et al. 2004; Correa et al. 2006; Khosroushabhi et al. 2006).

En T. globosa el medio B5 afiadido de 2,4-D, CN y GA; estimul6 en un tiempo de 20

dias la induccién de callogénesis a partir de explantes de hojas y tallos, con lo cual se

disminuy6 el tiempo de induccidon reportado por Barrales et al. (2006) de 40 dias,
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estimulando el 100% de desdiferenciacion de los explantes de hoja y un 80% a partir de
explantes de tallo, este porcentaje de induccion ha sido reportado para T. baccata tanto en
medio B5 como en medio MS (Mihalhevic et al. 2002; Correa et al. 2006). Es posible que la
desdiferenciacion de los explantes haya ocurrido por efecto de la auxina 2,4-D que actu6 en
las zonas meristeméaticas ubicadas en las nervaduras de los explantes de hojas, también
estimuladas por las zonas de corte, lo que incrementd la division celular e inhibiendo la

morfogénesis y dando como resultado la rapida formacion de callo (Alvarez, 2001).

Establecimiento de los cultivos de callo.

Al caracterizar los cultivos de callos de T. globosa cultivados en medio B5 afiadido de
PIC, CN y GA; presentaron un indice de crecimiento (IC) de 0.44 y un tiempo de duplicacion
(td) de 13.81 dias, en cambio, los callos cultivados en medio WPM que contenian los mismos
reguladores de crecimiento tuvieron mayor IC (0.70) con respecto al medio B5 con td de 13.2
dias. Este tiempo de duplicacién ha sido reportado en otras especies de Taxus como son T.
baccata (Correa et al. 2006), T. chinensis (Pérez et al. 2004), T. globosa (Barrios et al. 2009),
T. x media (Hirasuna et al. 1996), T. baccata y T. x media (Wickremesinhe et al. 1993). A
partir de los cultivos de callos derivados de hojas de T. globosa cultivados tanto en el medio
WPM como en B5 se logré estimular la produccién por primera vez del taxol, asi como de
sus precursores la baccatina Il y 10-deacetilbaccatina Ill y un taxano mas el 10-deacetiltaxol.
La mayor produccion de taxol se obtuvo en el medio B5 durante la primera semana de cultivo
(50 pg/g PS), esta produccion fue el doble y se obtuvo en menor tiempo que lo reportado por
Barrios et al. (2009) (26 ug/g PS) en cultivos de callos derivados de brotes de T. globosa y

estimulados con cloruro de clorocolina a los 40 dias del cultivo.

Establecimiento de los cultivos de células en suspension.

Los cultivos de células en suspension se establecieron a partir de callos friables
derivados de hojas de T. globosa. Una vez establecidos los cultivos liquidos de T. globosa,
se determiné el mejor tamafio de inGculo para optimizar el crecimiento celular, evaluando
tres tamafios indculo. El tamafio de 50 g PF/L fue el adecuado para establecer los cultivos de
celulares de T. globosa, los cuales presentaron un IC de 0.65 y un td de 3.9 dias. Este

tamafio de inéculo es 50% menor a lo reportado para otras especies de Taxus (100 g PF/L),
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por ejemplo T. chinensis (Wang et al. 2001), T. media (Cusido et al. 2002; Bonfill et al. 2003)
y T. baccata (Expdsito et al. 2009a; Onrubia et al. 2011) y cuatro veces menor que lo
reportado para T. yunnanensis (200 g PF/ L) (Zhang et al. 2002).

Efecto de la estimulacién en los cultivos tipo lote de células en suspension de T.
globosa.

La estimulacién es un proceso para inducir o aumentar la biosintesis de metabolitos
secundarios de las plantas, debido a la adiccién de pequefias cantidades de estimuladores
de diverso origen. La produccion de taxanos en cultivos celulares de varias especies de
Taxus se ha mejorado con éxito por medio del uso de estimuladores, en particular por el

jasmonato de metilo (MeJ) en el caso de taxol (Malik et al. 2011).

En nuestro trabajo de investigacion, los cultivos de células en suspension de T.
globosa se establecieron en dos medios de cultivo WPM y B5, ademas de evaluar el efecto
de la estimulacién con MeJ sobre la produccion de taxanos. Los cultivos de células en
suspension con respecto a los cultivos de callo, produjeron los cinco taxanos marcadores de
la especie. En estos cultivos el medio que estimul6 el crecimiento celular fue el WPM con el
que se obtuvo un IC de 6.14 y un td de 2.32 dias, y por efecto de la estimulacion del
jasmonato de metilo estimulé en mayor concentracion al taxol (197.999 nug/L), y tres taxanos
més como son 10-deacetilbaccatina 11l (633.724 ug/L) 10-deacetiltaxol (229.611 ng/L) y
baccatina Il (160.622 pg/L), esta produccién es del mismo orden con respecto a lo que ha
sido reportado en algunas lineas celulares derivadas de Taxus estimuladas con jasmonato
de metilo. La productividad del taxol (0.014 mg/L dia-1) en los cultivos de células en
suspension de T. globosa se encuentra en el mismo orden de magnitud aunque en menor
concentracion, reportada para otras especies de Taxus estimuladas con jasmonato de
metilo, por ejemplo en T. baccata (0.55 mg/L dia-1) Bentebibel et al., 2005 y T. wallichiana
(0.87 mg/L dia-1) Navia-Osorio et al., 2002.

Como resultado de esta primera etapa del trabajo de investigacion, se delimitd el

tamafio de inoculo adecuado para la obtencién de lineas celulares derivadas de callos

friables de hojas de T. globosa, que fueron productoras de taxol y cuatro taxanos
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marcadores del género. También se establecieron las condiciones de cultivo para estimular
el crecimiento celular y la produccién y excrecion de cada uno de los taxanos a partir de
cultivos tipo lote de células en suspension de Taxus globosa.

Efecto de la estimulacién con Ca2+ y MeJ en los cultivos tipo lote en dos fases de
células en suspension de T. globosa.

Diversas estrategias biotecnoldgicas, tales como la seleccion de lineas de alto
rendimiento de células, la manipulacion de los medios de cultivo, las condiciones de cultivo,
la inmovilizacién celular, y estimulacién se han empleado para mejorar la produccién de
metabolitos secundarios en cultivos de células vegetales. En la mayoria de las células de la
planta, la produccion de los metabolitos secundarios no estd asociada con el crecimiento
celular, por lo que los metabolitos secundarios se producen a menudo en condiciones de
estrés o al final del ciclo de crecimiento, es decir, durante la fase estacionaria. Los cultivos
en dos fases generalmente, las células se cultivan primero en un medio rico en nutrientes
adecuado para el crecimiento (fase I) y luego se transfieren a un medio de produccién de
metabolitos secundarios donde se pueden afadir estimuladores, precursores 0 compuestos
inductores de estrés (fase Il) (Malik et al. 2013).

El Ca** y MeJ son de los estimuladores que se reportan para inducir la biosintesis del
metabolismo secundario in vitro, cada uno de ellos afectan la produccién de fitoalexinas y
metabolitos de interés. El papel de Ca®* en la formaciéon de fitoalexinas y metabolitos
secundarios se ha investigado usando varios productos quimicos que aumentan o
disminuyen el Ca** intracelular. Por otro lado, se sabe también que el calcio en altas
concentraciones, estimula en el reticulo endoplasmatico la produccién de proteinas con
actividad secretora. En el caso del MeJ, se reporta que los jasmonatos activan la expresion
de los genes de defensa, incluyendo los genes que codifican las enzimas que catalizan la

formacion de metabolitos secundarios, principalmente en los de origen triterpénico y fendlico.

Ademas, el Ca** y el MeJ también interactiian en la modulacion de la respuesta de
defensa, y esto se debe a que el calcio juega un papel en la mediacion de la biosintesis del
jasmonato, induciendo la actividad de lipoxigenasa, enzima involucrada en su biosintesis
(Zhao y Sakai, 2003).
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Como resultado de nuestros experimentos anteriores, donde observamos que el
medio WPM estimula el crecimiento celular y el medio B5 la excrecién de los taxanos al
medio de cultivo, se decidié evaluar por primera vez en cultivos liquidos de T. globosa, la
estrategia de cultivos tipo lote en dos fases y la estimulacion con calcio (Ca*) en
combinacién del jasmonato de metilo (MeJ).

Al evaluar el efecto del Ca®* y del MeJ sobre el crecimiento celular en peso seco, en
los cultivos tipo lote en dos fases de T. globosa, observamos que el MeJ inhibi6 el
crecimiento celular, esto ha sido reportado en otras especies de Taxus, por ejemplo T. media
(Cusid6 et al. 2002) y T. baccata (Onrubia et al 2011). Asimismo, el incremento de la
concentracion de CaCl, en el medio de cultivo estimul6 el crecimiento celular aln en
presencia de MeJ, estos resultados difieren a lo reportado en otros cultivos vegetales tales
como Galphimia glauca (Osuna et al. 2014), Siline vulgaris (Glnter y Ovodov, 2005) y

Plumbago rosea (Komaraiah et al. 2002).

Con respecto a la produccion de los taxanos, observamos que el efecto del Ca?* en
combinacién del MeJ, incrementé la productividad de 3 taxanos entre ellos: al taxol (16.299 —
34.516 pg/L dial), la baccatina Il (4.673 — 26.287 ng/L dia™) y la cefalomanina (2.435 —
151.995 ug/L dia™) asi como su excrecion al medio de (41 a 60 %), finalmente en este

experimento se inhibid la produccion de 10-deacetiltaxol.

Inmovilizacion celular de los cultivos de T. globosa.

La inmovilizacibn es una de las estrategias importantes para incrementar la
produccion de metabolitos secundarios en células. Las células inmovilizadas tienen la
ventaja sobre las células en libres en suspension, porque se proporciona alta concentracion
de células por unidad de volumen, un mejor contacto entre célula-célula y la proteccion por el

estrés por la agitacion, y evita el lavado de células en los subcultivos (Malik et al. 2011).
Para la inmovilizacion celular de los cultivos celulares de T. globosa, fue importante

determinar la concentracion adecuada de alginato de sodio para la formacion de las perlas

en medio WPM, para el tejo mexicano fue de 3.5 %, este porcentaje se ubica entre el rango
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reportado para otras especies de tjos, como son T. baccata (1.5, 2, 2.5 %) (Bonfill et al.
2004, Bentebibel et al. 2007, Malik et al. 2011) y Galphimia glauca (5%) (Osuna et al. 2008).

Evaluamos por primera vez en los cultivos celulares del tejo mexicano, el efecto de la
inmovilizacién celular y la estimulacion con jasmonato de metilo (MeJ 100 puM), para ello se
utilizé el medio Gamborg B5 (B5) afiadido de dos tratamientos diferentes que contenian
picloram y 2,4-diclorofenoxiacético, en combinacion con cinetina y benzilaminopurina, en
cultivos tipo lote en dos fases, incrementando la productividad y la excrecién al medio de

cultivo de 4 taxanos.

Mediante este experimento, la produccion de los taxanos se estimulé principalmente,
por efecto del tratamiento T1 en los cultivos de células libres y estimulados con MeJ, a partir
del tercer dia y hasta al final de la segunda fase de la cinética la baccatina Ill (8.260-12.7888
ug/L dia™) (81%):; 10-deacetilbaccatina 11l (15 pg/L dia™); 10-deacetiltaxol (3.180 ug/L dia™)
(62%) y la cefalomanina (49.272 pg/L dia™). Sin embargo, la productividad del taxol (53 pg/L
dia™®) se obtuvo por efecto del tratamiento T2 afiadido de MeJ de manera intracelular, el
tiempo de la biosintesis in vitro del taxol disminuyé de 15 dias a 3 dias en la fase de
produccion, incrementando al doble su productividad (130.347 pg/L dia™) en los cultivos de

células inmovilizadas y estimuladas con MeJ de T. globosa.

Nuestros resultados indican que para estimular la produccién de los precursores del
taxol (baccatina Ill y 10-deacetilbaccatina Ill) ademas de la cefalomanina y el 10-deacetiltaxol
no es necesario inmovilizar los cultivos de células en suspension de la especie, estos
resultados difieren con respecto a lo reportado por Bentebibel et al. (2005) y Bonfill et al.
(2007) en T. baccata, para baccatina lll, donde reportan un incremento de 3 veces su
produccién por efecto de la inmovilizacion y estimulacion con jasmonato de metilo, Sin
embargo para incrementar la biosintesis del taxol in vitro se obtiene por efecto de la
inmovilizacion celular y del estimulo del jasmonato de metilo, en sinergia con las fuentes de

carbono utilizadas en esta investigacion (sacarosa, glucosa y fructosa).

Una vez optimizado la produccién de los compuestos anticancerigenos se puede

escalar la produccion hasta el nivel industrial.
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11. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion sobre la
produccion de taxol y taxanos relacionados en los cultivos de células en suspension de T.
globosa, se hace necesario continuar con el estudio in vitro de tan importantes metabolitos
con actividad biolégica con la finalidad de incrementar atin mas su produccion.

Por lo que dentro de las perspectivas de investigacion se plantea lo siguiente:

e Incrementar la produccién 10 veces mas con respecto a la productividad que
obtuvimos en este trabajo de investigacion, utilizando la estrategia de cultivo en dos
fases y evaluando otros tipos de estimuladores, por ejemplo con coronatina y metil--

ciclodextrina.

e Evaluar el efecto de estimuladores abidticos, por ejemplo la luz, que ya ha sido
reportado que estimula la produccion de taxanos en éarbol silvestre, expuestos a la

incidencia solar.

e Una vez optimizada la produccion de taxol y taxanos relacionados, escalar la

produccién a bioreactor.

e A la par, se propone realizar los estudios gendémicos de la especie para aislar los

genes que se expresan en las lineas productoras de los diferentes taxanos.
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Abstract  Taxus globosa is the only species of the Taxus
genus ®at grows in Mexico, In this study, callus cultuses
from leaves and young shoots of 7. globosa were ostsh-
lished in Gamborg's BS medium supplemened with 2.4-
dichlorophenoxiacetic acid (2 mg/l), kinetin (05 mg/L)
and gibberelic acid (025 mg/L). Callus gowth and taxane
production weare evaluaed gsing two calture maodia;
Woody Plant Modium and Gamborg's BS supplementad
with picloram (2 mg/L), kinctin (0.1 mgA.) and giddberellic
aoid (0.5 mgh.). The effect of the inoculum size (3Q 100
and 150 g FW/L) and culuwe media (Woody Plant Medium
and Gamborg's BS) with and without $he presence of
methy] jasmonate (100 M) on 7. globosa ool suspensions
wis ssosed, Taxane analysis revealod tha & calli i
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Gamborg's BS producad tavol (50 pg/g DW), baccain I,
10-deacetyl baccatin NI and 10deacetyl taxol. Woody
Plat Modium also induced the productiva of taxol,
although 1o a lesser extent. The optimam isocukim soe
wixs 50 g FW/L. In cdl suspension cukures, both madia
had a significant offcct on tixane production when sup-
plementod with methyl jasmon e, In Woody Plast Mod-
ium, & day 14, a2 total concentraton of 197999 pg/l. of
taxol 160,622 pp/l. of baccatin TN, 633724 pg/l. of
10-deacetyl bacesin 1T and 229.611 p/l. 10-desceryl
taxol were obtanad, with Bial excreson of heccatin 1T ad
10-deacetyl taxol to the culture modium. In Gamborg's BS,
ceplalomanine was obtdned at a concemtraton of
91.428 pgA. without dicition, and all txxans were
excreted to the medium © 3 variable extent.

Keywords Asntiancer agent - In vitro ool caltares -
Methyl pamonste - Taxanes - Taws globosa

Abbreviations
24D 24 Dihlotrophenoxiscese acid
WPM  Woody Plant Medium

BS Gamborg madium

Me) Mcathyl jsmonste
KN Kinctin

GA, Gibberellic acid
T Trexment |

™ Treatment 11

™M Treament 1M
FW Frosh weight
DW Dy weight

Gl Growth mdex
BII Baccatin 1M1
DABIN  10-Deacety) baccatm M
DAT 10-Deacetyl taxol
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it b 4 i

In vitro culiores ane @ aitrsctive sliemative for obaining
high added valoe metsholites when these sre produced in
plint: at low concemtrations, thei chemical synthess is
ocomsmicaly onfeazible, or their semi synthesiz B also
difficult and cxpensive (Asis et al. 20090 One of the
draicgics 1o consider for in vitro plant socondary metaho-
Btz production & the sclection of prodecive species of
cxplants that nafurally sccumulae the taget compounds
{Exposiie of al. 200100,

The ditespenoid compound Paclitaxel (Taxol®™) has
mporianl anicacanogenic proporics and s produced
mainly by spocics of the Favur gomus (Schiff and Horwitz
1979} Prodection is vanahle among spocics and generally
oo al low concentrations, so the mod vishle option is
i vitro culbsre of callas snd ool suspension caltases (Van
Rorendasl e . 1999, 20000

Vanous biotechnologics straicgics have beon evalosiod
i in vitro cultuses of different Tans spocics, inclading the
ope of media, sapplementagion of culiore madmm wik
different growth regulstors, bisfic sd abiodc dictstion,
and different types of caliure tochnigues asch as two- phase
cultare, immobdized cols and scaling up o biosescton
leved (Malik a &l 200100

Taxus globosa Schlidl, mainly known as the “Mexican
yow™ | is the only Tamr spocics native to Mexioo, where it
grows in the stawes of Nuevo Leon, Tamaulipes, San Luois
Potosi, Querntam, Hidalgo, Oaxacs and Chispas in hamid,
emporale moaniEnoas habitais a1 3,400 m asl. Dee to i
rarity, cansad by slow growth and 3 bvw popalation density,
£ is considered a profected spocics by the Mnistry of
Enveonment and Nawml Roowsrox (SEMARNAT)
{Zavals-Chavez 200011 The wild oee T. glodosa has boen
audiad from the phytochemical point of view since 1973
(Strobel of al. 1993), and the species has boem shown o
have a high contemt of Gxol snd relsed Exancs, wih
significant amticancer acivity. Unlike other spocies of the
Taxus genos, in which xanes sccumulste mamly in the
bark. mos sccomulagion in the Mexican yew ocoars in the
kaves snd young stems (Solo-Heminder ot al 2000).

A comparative study of faxane coniemi by Vam Ro-
mendaal of al. (20000 showod #at T, glbosa ha & partic-
ularly high conicnt of axol (433 pgfe DW) compared wid
ober spacies of the penos Other socondary metabolEcs
solated from T. globosa inclode fileyiogenl, foytostonyl-
- glooosidase, vamllic acd and a taxame peraceiyl

€] Springer

identifind as 52 T 92 1L 132Poia scotoxy-4{20)
11-Taxadieme- (Ti-Accioxy-Taxusm)  (Goemero o al
20000

Given s imponant bicsyntheti: potenial sinoe 2009
vanious research goaps in Mexioo have been intorested in
csiablishing in vitro calivres of T. glodosa, and obiaining
callus caltuses and cdl sspendons from the neodles and
young stene o produce axol and othey taxanes (Bavics
et al. 2009, Barradas-Demmie of al. 2000; Barales et al.
2011). However, to date, the reported aaxane in vitre pro-
duction in T. gldbosa has boen vary low compared o other
specics of the gemus, with only wases of ol and other
taxanes being dbtained (Bamales et al 200 1), and some czll
lines even being complately anprodective (Barradas-Der-
mitz of al. 20000 Mose studics on the in vigo prodection of
axames in col colioms of T globosa ame, henioe,
roquired. In the work presenied bere, we first evalusiod the
nutritionsl impact of two cdioe modia Woody Plam
Mediom (WPM) and Gamborg mednm (B5), and clicia-
tion with methyl jasmonate (Mel) (100 pd)jon T. gledosa
cal growh, with the am of mcresing the | vl pro-
doction of tawol and relatod tmanes ad thar cxcedon
from the producer cells to the culiore modiam.

Materials and methods
Esablishment of T. globosa in vitmo caliones
Planr mcierial

Explinis were oblamed from leaves and young stems of
wild T. globosa collocied in Hidalgo State (Mexioo) in
October and Docember 2010, The explants were surface-
steriizad and afier stripping the neodles, longimdinally
halvad stem soctions (length 008110 cm) and lesves were
inocolited onto homone-froe Gamborg modiom (BS)
{Gamborg et &l 1968) for 20 days o venfy the absence of
bacteria and fongi To obisin call from the aseplic
cxplants, leaves and dems were then caliured for 2 monghs
in BS supplomenied with 2 4-dichlorophenoxiscctic acid
(24-D0(2 mg/L), kinatin (KN) (0.5 mg/L), gibberedlic acid
{GAs) (05 mg/L) and secrose (3 %), and solidified with
03 % phymgd (Sigma) (T, or BS sepplementad with
picloram (PIC) (2 mgA). KN (0.1 mg/L), GAs (05 mg/L)
and memse (3 %), sd soldified with 0.3 % phytagel
(T The caltores were mantsned &8 25 £ 2 5C in the
dark. The established calli were then subcolured every 10
of 12dsys on BS supplemented with 24-D (2 mglL),
benzyl amimoparine (BAP) (0. mg/Ll GAs (05 mg/L)
and mcrose (3 %)L ad solidificd wih 0.3 % phytsgel
(TITy umtl & high biomasw of frisble calli we oblsned
{Cusidd e ol. 2002
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Measuring growth and fawine production in T, gldwesa
cailli

To deternane e kinetics of growh and prodection in o
dif ferent bazal media, 500 mg FW of calli was inocolaiad
onlo potni dishes contsining 20 mL of WPM (McoCown and
Llowd 1981y with socrose (1 %) + foctose (1 %L or BS
with sucrose (3 %), both madia being supplemenied with
e growh regulatos PIC (2 mg/ KN (0 mgl) and
GAy (05 mg/L), and solidifind with 0.3 % phyvisgel. To
determing the growdh messued = fresh weght (PW)
20-25 callos pieces grown in cach culewe media wene
harvestod every wedk during a coliore period of 6 weoks,
and weighod sepaatdy. Dy weight (DW) was rocondad
from Iyophillized callus pioces. The growth parameters of
growth index (GI) and averspe doabling time (di) were
cxtablishod based on the FW (Bronsbova of al 2004 The
dry plant matemial wa cxsced © amalvze the e
oontenl following e mahodology described below.

Esialdishing T. globosa coll suspension culfures

T ghbosa cdl sspenson cobures wore egabliehed by
mocolaing 10 g FW calli inio 3 250-ml. Edenmeyer flask
contsning 100 ml. of WPM spplementad with PIC
{2 mg/l), EN (01 mgl) and GA, (0.5 mg/l) The cul-
wres were maintined in a rolary shaker & 100 rpm in the
dark at 25 °C for 12 or 15 days ontil ssfficient biomass
wa oblained for subsoquent smdics.

Inoculum wze

Growth kinctics wis mesored in the T globosa coll ms-
pensions establishod o dotormane the inocalum sive for an
opimum growth. We evalusted #e following moculum
ares: 50, 100, snd 150 g FW/L Calls were caltusad in WM
aspple mented with PIC (2 mg/L), KN (0 mg/L) and GAs
(05 mg/L) for 30 days The ks wore shaben( 1 10 qpm) at
25 £ 2°C in e dark. Trplicae samples were tsken every
3 days. The measorod varables wene: fresh and dry weight,
G viabdity, fiml volome of the mad om and high resolotion
bgquid chromaography (HPLC ) quantification of taxanes in
e biomass and coliore madiom (Fhang el 3002).

Effect of methyl jmmonaie (Mel) eliciaiion
of T. glebosa cell suspension culures

The effect of two batal media, WPM and BS, both supple-
mentod with PIC (2 mg/f), KN (0] mgl)y and GA,
(05 mg/L). oncdl growh and taxane production, with snd
withoat Mel, wa cvaloatad. The previomsly established
T. globosa cells were fltered and those with the oplimizad
mocalom size (30 g PWAL) were placed mio 125 mi.

Edlenmeyer flasks with 10 ml. of the indicated medis. Mzl
{ Addrich) { 100 M) { Exposito of all. 2000) wasdissolvad firs
in cthanol (Yokimone o . 1996) and #hen in the colmre
midiom. [twassterilized by fikenng fuongh0 22 pm serle
scvodise (PALL) and added at the beginning of the caliue.
Cell spspensions wore shaben & 110 rpm on an orbicsl
shaker & 25 £ 2 °C in the dark for 20 days. Throe samples
from cach wpe of culure condidons were harvesied every
3 days. The growth paramciens were measred and taxane
prodection was detormined from the dry biomass and coluse
midiom in which the T. glbbosa cells were growing. Taxane
analysis of the ssmples was performed by HPLC.

Cell viabikiy

The cdl viabdity in all the colure conditions was smodiad
psing the method deoaibed by Duoncan and Widholm
(19900 The msulis are exprossod & $he perocoispe of
living colls from #he 1odal colls.

Taxane analysis
Tawane extracion from cells and ¢ ulure madim

50 mg DW samples of powdered freeme-dried biomas
wire placed in glas mbes, mined with 2 mL of bexane and
left & oom temperatse. Afier 12 b, the ssmples wore
ceninfogad & 2500 rpm for 20 min and the sapemaiants
wiare romoved. The pella wa exractod wigh | ml of
MeOH-2CHJCLy (1:1) by sonication for 1 h & mom tom-
peramre, oomirifoged & 2500 rpm for 20 min and the
supematants were emoved © oother glas mbes. The
extracts were dried & 25 °C onder vacoum and redisolvad
in | mL of dichlwomethane plos | ml. of disilled wae.
Afier vosiexing for 10 s and centrifuging at 2500 rpm for
20 nun, ®e organic faction wa soparaied and vacuom
driad. The driod extracts were resuspended in methanol and
filtered prior to analysis (022 pm PVDF filiers, Millipose,
Billerica, MA, USA). The mothana exiracts were siornd ai
=20 C for subsequent HPLC quantification.

For e extraction of ol and other taxanes from the
colure mrdiom, 20 mL. of madiom ws aldod © 5 mL of
dichbwomethane and afier s@rring for 2 min, the organic
extract was driad & 60 *Cin a rotary evaporaton. The dry
exiracl wis rodissolved in 500 pl. of methanol HPLC grade
and stosed at —20 “C for subsequent HPLC quantification.

Quantfication o axanes by high resodurion Hguld
chromatogmphy (HPLC)

The prodection of Lol and other taxanes was deeminod

following the mathodology describad by Richheimer e al.
{1992 For guaniification, standands were dissolved i
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HPLC grade MeOH for analysis. The mobile phase usad
was CNCHaHAO (25:75) in a gradient system. The runs
were performed for 20 min and the flow of the gradient
was | ml/min. Samples were analyzod at a wavelength of
225 nm. The inection volume was 20 mL in a LiChro-
spher RP g column (5 p). Taxol and other taxanes were
wentifiod by an extemal standard method, ueng mak
pattems Hauser Chemicals (USA) and Sigma (USA).

Results and discussion
Establishment of callus coltures

The sterilization process used in this experiment was mose
effective for leaves than stems, 97 and 89 % of respective
explants being without contamination sfer 15 days. Two
different suxins (24-D and PIC) o the same concentration,
Media TT and TII, were assayed for callus development.
Calli were obtainad after 20 days in both madia, but with
varying success In TT (Fig. 1), the percentage of leaves
and stem forming calli was 100 and 80 %, respectively,
whik in TII it was no higher than 40 %. The call obtained
from leaves were more light-colorad and frishle than those
ostablishad from stoms. It & possible that the dodifferen-
tation of leaf explants was due © the effect of the auxin
24-D on merstematc arcas of patioles and e apex of the
kaves, which increased cell division by inhibiting mor-
phogeness and resulted in an cwly callus formation. In
contrasy, the induction of calli from sems was lower.

Tme: 0 days

The percentage of callus induction in the Mexican yew
was smilar to that reported by other authors in the Euro-
pean yew, for example, 96 % callus induction from young
T. baccata stems after 20 days in BS medium (Comrea ot al.
2006), and 85 % from embryos and 100 % from shoots in
MS madiom (Mihaljevic et al. 2002)

To increase the biomass, e calli obtainad from leaves
were routinely subcultured in TITT medium. We have pre-
viously observed that 2 mg/l. 2.4-D promotes the growth
of Panax ginseng cali, increases frishilty and inhibits
organogencsis (Bonfill et al. 2002). The synthetic auxin
24D is lnown to be a general promoter of biomass for-
mation since it induces cell dedifferentiaton leading ©
callus development (Brown and Charlwood 1990). BA was
used as the cytokinin because it has proven very effective
for the growth of cell cukures of several Tuws species
T. baccar: (Moon et al. 1998; Palazdn ot al 2003), T. cu-
spidata and T. canadiensis (Vongpaseuth and Roberss
2007), T. cuspidasa (Nims et al. 2006), and T. brevifolia
(Kim et al. 2000; Khosroushahi et al. 2011) as well as other
plant cell cultures, such as Alsroemeria (Lin ot al. 2000),
and Pinus carbaea (Akaneme and Encobong 2008).

Growth and taxane production of 7. globosa calli

Frisble calli obtained a described sbove wore selected
with e aim of dewemmining their capacity for growth and
taxane production in the two different basal madia descni-
bed in “Makrials and methods™. The effectiveness of PIC
in promoting cell growth in Taxus sp is well establishod

Tmme: 20 days

Fig. 1 Diffexat sages of callas Hrmason from leaves (a) and stems (b) of T. globosa in BS medizm (TT)
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(Formanowsa ctal 1'997; Kechom et al. 1995) In addiion,
sfter smasving 48 differcnt modia, we have previously
shown $hal opimum improvement of wxol production in
T. bacenta cdl caltores is achicved by combining grows
regulatons used in e canment work (Palarda ot al. 2003

As shown in Fig. 2. T globosa calli grown in WPM
achieved the highest growth afier 4-6 wocks of colure,
with a growh index (GI)of 0.70 and @ sversge doabling
gme (doy of 132 days. When calli woe grown in BS
mediom, ¢ highe st growth was observed a1 wedk 4. Afer
tis point, the colls enered the sationary growth phase,
which lased | woek, docreasing therealier, In both assayed
miedia, the g phase laged s leest 2 woeks, In BS modiom,
e Gl was 044 and the di was 138 days.

The sverage di obtained in e callus calioses was within
e range reponad for other Taos species: T gploboss
(14 day<) (Bamiw of & 20090, T media (14 days)
(Hirazonas ¢t al 1996), T. medic and T. bacoats (13 days)
(Wickremesmbe and Aneca 19930

The call grown in both modia Laxanes
#uroughout the time penod dudiad. Total tacan: content al
e ond of the expariment (6 weds of culure) in calli
grown in BS was mose than two times higher than in
WPM-culiased calli. The main taxane found in call growm
in BS waz 10-DAT followad by mxol. After phyiochemical
screening of Bie calli, it was observed that axel production
occorred in cycles, and not at a constani e during the
culiore period. Taxol prodection and sccumulsson i
WPM-culiored calli oocomed mainly in the fist wask
(16 pgle DW) and week 6 (24 pgig DWL In contrasy, the
production of 10-desceeyl taxol n ®ese culmres remained
constant woaghoot the coliore, accomulating an levels
amila © wxol (2387 pefeg DW). Meanwhile, 1ol pro-
duoction and accumulation in BS-culured calli peaked i
e first week (50 pgfg DW) (Table 1).

ars
L=
oA

bi

By welght (g)

Lo

Fig. I Temne cvere of biomess scommpleson (expresed = DW) of
T plodocacalli calrad i WM or BS medien, hovh soppdemesed
with prowsh regulvrc FIC 2 mgl), KN (0L mgl) snd GAy
0.5 mg.). D represess aversge valoes from 10 repheaes £ 5.
Filled dhamowd WPWL filad sguere BS

Table 1 Tome ovmesrs (expressed = pply DW)of T. plboss @l
gromn B BS or WPM, bod sppemmed wih powd repelsorc
PIC (2 mgl )L KN (0Ll mpll.) and Gy (05 mg. L afier & weeks of

cullmare

Medmm Tawl RID HDABTT  M:DAT Ceph  Total
RS 50 B &7 B2 i 17761
WL . | »in s &7 [i] 2502

BB baccasin I, FO-DME I 10-deacesy] baccase MM, MODAT
I deseey] munl Capk ooph s omonine

The prodection of taxol and rdaed xanes obsined in
T. plobosg callus colures was double that seportad by
Bamios of al. (2009), and significandy higher than tha
reporied by Barralkes et al, (2001)

Opimizng the inocalom size in T, globosg coll
SHSN A

Toestableh T, glsbosa cell suspensions wigh good growth,
three different moculum sizes (30, 100 and 150 g FWIL)
wore asayod in WPM. Duning 30 days, the color of the
colures wa observed o change from Eght yellow
roddish. This offect we cipecally noticeable when the
inoculom was 100 and 150 g FW/L. ogether with the
formation of ed-biown o2l spgregates

As shown in Rg. 3, the dze of the inoculum deeminad
the growth capaaty of caliuses. In culiuses stared with the
higher inoculs (100 and 150g PWA)L the biomas
increasad very litde during the 30-day period, ée highest
growth being oaly 185 % of the maxinum achicved by
cdl culires inoculaed wih 30 g PW/AL The Gl come-
sponding 1o cell smpensions imculaad wat 50 g of
colls was 6.5, with a di of 3.9 days.

All theee culiuses showad a capaaty o prodece sl
and relaod taxanes. Table 2 peesents the highest lovek

3°
37

HES
3%

54

a 5 L] L] 12 E5 E° n s ¥ =

Time {days)

Fig } Ffiect of inoculem s on cll powsé B hech cobwes of
T. ploboss cells b smpensson B WP maln spplemeaed widy
PIC (2 egfl). KN (0] mgfl) md GA; (L5 mgfl) m =1 & D
*p o WON0L; Tresrmeso filled Sowmwed 50 p FWAS flled squore
10 g PWA; filled corele 150 g PWAL
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Table 2 Effect of imeculom sire (FW) o tsume prdacion i T, glabass ool sspension csls
Bocslsm g FWAL  Taxal Raccasa I 10-DAR 111 FEra——— 0DAT

wel  peflodny™' ppl weldwy gl peldn' wel ppldn' ppl mlldy’
0 a1 sl BENT BN 4301 TN 2K 197 1SE301 17256
1 0™ AN 159777 5918 AATAR  TTOAR ] ] WETR 10807
1 2495 1040 STATL 2TR SR MRS 0 o LINIY  &ST

J0-DAR [T 10-deacesy | baccaim 11, JO-DAT 10-deacery] manl

obmingd of cach taxane and ther mspective volumatnc
productivities, In cell culmres inoculasted with 50 g FW/L
of biomais, volumarc productivities were higher (exoept
for 10-deacetyl baccain M1 and 10-descery]l tamol) than
those of the other inoculum sizes studied and the 5 mrger
xanes were only found with this inoculum {Table 2)
Moreover, when wdng 50 g of cells de highest taxane
comtent was generally obained earlier than when staning
with 100 and 150 g FW/L of cells (data not shown). Tax-
ang excretion, slthough shways very low, was ako higher
with ®e inoculum of 50 g PAWL (dats not shown).

It was infomed from Sese rsults tha e optimum
o ulum size 1o stimulate coll growthand taxane production
in the species T. globosais 530 g PW/L. This inoculum size is
fiour times svaller than that wsed in other Taoe species, eg.,
T, yunnanensis (200 g FW/L) (Zhang o al, 2003,

Effect of methyl jamonse (MJ) dicitstion
on T, globoss edl suipensions

Elicitation is a prooess of induced or enhanced plant bio-
syntheds of wcondsry metbolies duwe 1o the addition of
wace amounts of dicions, Taxane producdon in ol cul-
wres of several Tows species has boen succesefully
enhancod by eliciors, particolady Mel in the cae of taxol
Maldik en &, 2011}

To sudy the effect of the eliciior mahyl jmmonse
iMel) (100 M) on growth and mxane production and the
mteraction betwoen g dicitor and the bassl mediom
contents, T. globosa cell culiures were established in WPM
and BS, with and withowt MeJ, s described in “Materials
and methaods”

The WM and BS media used for ge contiod culiuses
wrnad red-brown, which lasted throughout the expenment,
whereas those of the elicied coliures remained pale yel-
low. The biomas comesponding 1o the WM culires
wrned brown with time in all de conditions sssyed, in
contrast with ezl maintsined in BS, which did not darken
in gither controd o elicited conditions, This change in the
color of de culures, ako reponiad in other Taoe species
Malik en al, 2001), was mainly due o the intracellula
sccumulation of phenolic compounds, which was provoked
by submiting the culures 1o nutnitional stress, In our case,

&) Springer

the cell mspension cultuses grown in WPM produced the
highes quantity of phenolic compounds, which were then
excratad o the medinm.,

The time-courses of biomass Tomation of T, glbosa
cells when cultused in WIPM and BS ame shown in Fig, 4a,
b, Cell suspensions in WFM without elicitation presented a
lag phase of 3 days and continued growing undl the end of
the experiment, whoneas the presence of the dicitor dra-
matically inhibited the neresme of biomws, The &t in
control cullures was 232 days and the Gl wa 6,04,
wheness in the Mel-trested cultuness the dt was 3,06 days
and the GI 0.77 (Rg. 4a.

A sy

Fig 4 a Bffea of clme mediom WPM + FIC 2 mpl) KN
(0.0 mgiLy, Gay (05 mpl.) end Mel diciesses (100 pM) o cell
growd im T plabma ell smpesmon mmes 8= 3DE
®p o (L] T Jillad d WP Alled Aquars
WPM 4 Mel b Pfiect of $he anlure mediom BS 4 PIC (2 mpfll),
KN {01 mgdL), GAy 0.5 mgill) and Mel elicasion {100 pM}an cell
growss is T plabesa el smpesson skEs 8= 3DE
*p < L0001 Tr Jilled di dBE; flled sguasre BS + Mel
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Fig. § Differnt il mophologies observed i T. plobosa cell smspensions; | Spherical, I Hdney-shaped, and § dongated

Cubures grown in B3 madiom did not present significant
dif ferences between the conirol and elicitied conditions, the
increase of biomass being very low throughout in boh
cases (Fig. 4b).

Conrol cells presenied three types of morphology
ihroughout the colivne: { 1) spherical, (2) kidney- shaped, and
{3) clongaied (Fig. 51 The elicited culiures also presentod
itz sz theee monphol egies, alhooagh most oz lls wene long and
ihin, and with a reddish pigmentaton. Thiscellular st e
may indicate that Mel induces an advanced stmie of devel-
opmentidi ferentiation in the cells Initially, the cell vishiling
of culwres was 9 %, which by fee end had dooreased to 50
and 45 % for control and elicitod coliures, espectively.

Taxane production in cell suspensions of T. globoss

Tahle 3 shows the contents and productivity of the il
mxanes sidied (ecdl-associaiod plus extracellular) in T
globosa cell culiunes grown in "WFM or BS, with or withouot
Mel. As can be soen, ool produc tion was most indwcod by
e effect of WM supplementod with MeJ. The elici@tion
of taxane prodwction by Mel in vitmo has boen extensaviely
moporied for other Tavws species (Bonfill et al 20064; Zhang
ot al 302 Wang ot al 2004).

In WM the highe s total taxol conient was observad ai
day 14: 197999 pell., with a productivity of 14143 pgl.
day~'. The taxol precusos 10-descetyl baccatn 1M
(633724 pe/l) and baccatin I (160622 pefl) also
accumulaied s the highest conceniration s day 20, toge-
ter with 10-deacaty]l @xol (229611 pel), which was
excreted in its entirety indn #e modiom.

Finally, the producton of cophalomanine, a mxane wit
dgnificant cytoinxic activity, was obtained mainly with
unelicited BS mediom (91 428 pg/l), with a productivity
of 30,476 pe/l. day—".

In summary, productivity in control condiions was
higher in WFM than in BS for all the taxanes sodied
excopl baceatin [T and cephalomanine.

Tahle ¥ Infloence of the cubore conditions on vane prodocton m
T. plobosa cel] sspension culiures

Culiwe Time" Concesfrasion Prodoctivity W% Exoesion
comditions  (days)  (ugll) (g d™"
Taxnl
WML 14 ey 4256 0
WPM-Ma 12 197999 14143 0
BS-C 17 .92 1235 54
B5-Mel i IR 68 143 178
Baccatm IT1
WPM.C i 142 6% T1%2 312
WFM-Ma X0 160622 2031 1
B5-C i} W25 12085 L5
B5-Mel 17 &0 298 I A06 BSS
10k Deacesy ] hacatm 1
WFM-C 7 520077 T429T 155
WM Mal 14 33T 45 M55 il
BS.C 7 13195 LE&S 79
B5-Me] 17 13516 1972 7
10k Deacesy ] @unl
WPFM.C 7 126152 18026 421
WFM-Ma 14 Xasll 16401 0
B5-C T 9345 3935 581
B5-Me] 1] LLE 1.7 7
Cephal cmani ne
WPFM-C T 1% AR LT i}
WPM-Ma 12 1% SR L&&S 0
RBS.C L] 91 438 L0ATE &3
B5-Mel T I8 871 4024 419

Highes tmme concenmation (cell associated phos eximcelllar 1
ame ooments) and prodoaivity, days of colore when dhe highes
taxane prodoction was acheved and % of yane excration fom e
producer cells o the mediam

WPM.C Contral WPM, WPAW-Mef WPM sopplementad with Me]
(100 ), B5-C Conzrol BS mediom, BS-MeS BS mediom elidied
widh Mel] (100 phd)

* Time in which cconm the grenter prodocsion of the diffeest to
ames, by the efiect of eadh malere condimoms
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Culture medium

Fig. & Pffar of cubere medis WPM snd B S snd Me] eBdmson on
wud podacton B T plboss cell mpemsicon WPMC, BSC:
Culmres s B WPM snd RS redion withoe cBomsong WIPM-
Wl BS-MJ:E*anl'-mIHH-ﬂ-
e kmenred wits Me] (100 pM). Don mprescs sversge valnes
foen @ree seprae expermmens & S0, *p < QD). Filled sgusre
memceluivr; apem sguse evrscelslr

The best cutare condtions for producing txol (Fig. &)
wixe found 1o b WM applementad with Me), The taxol
kvl achieved in these condigons was 3.4 higher #an in
#e same modivm withoot clciation and over 9 times
higher than in the callores grown in B3, didied or not.
Moseover, in WPM Ml dication incresed the produc-
gvity of taxol and baocatin [T, bot not the oher 3 taans.
However, the taxol biosynesiznd by cellk grown in WPM
wigt 0ol xoveiad © the madivm. In contrasy, cels grown in
BS excretod a high percent of al tanes (o the medium
(Table 3), akhough ther produeciivity was generally lower
#han i WPM mediom (except for cephalomanine and
baccatin [10).

Briclly, the producsvily mcrese of taxol and baccatin
I was achicvad wsing WPM-Mel and of 10-deacety] taxol
and  10-deacetyl baccatin NI wsing WPM  withowt
dication.

Taxl production in T, glodesa in vitro caliuses has boen
studiad by throe other sesearch groops. Barios of al. (2009)
reporied & tamol concentration of 26.9 pgfg DW i callos
calises grown i Schenk and Hildebrant mediom (SH)
diciiad with chloside chlorocholine (OC0) and the group
of Bamales et al, (2011} esing the mediam MS + PIC
withou! dicitation, obtaned a Gxol, cephalomanine sd
10-descetyl bacestin M1 production of 133 « 107* pgly
DW, 298 « 107 pgfg DW and 277 x 107 pg/g DW,
respectively, Thee kvds of production ae lower than
fose we obtsingd in undicied callus calires,

Farthermore, wi increased ®e concentration of taxol
396-fold in cell suspensions, as well as that of baccatin M
{422-fold), 10-deaceryl baccatin M (395-fold), 10-de-
acetyl ol (13.93-fold) and oephalomaning, mainly doe o
#e uie of WPM in combination with Me), Barmads-Der-
metz et al. (20000 have recently published s 6,45 mgl.

) Springer

prodoction of baccatin [T1 but fslad 1w enhance the pro-
duction of 1ol and other Brames. Ouor ol prodection
win dio similer to that reponod for oter Taoous pedes
550 g/l day ™" in T. boccara (Himmna o ol 1996) and
BT gl day=' in T walfichiona (Navis-Osonio & &,
2002).

Fulfilling the sim of the work, we were able o oplimire
taxod prodoction and enhance its excrdtion from the pao-
ducer cells o e coblure median,

Author contribution This paper is pan of the PhD dis-
senagion of Madis Tapia who obtaimed &e ol lins,
stndiod ®e biomuss changes, snd peeperod samples for
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in viro metbolomic study and gene exprission analysis of
T. globogs. Elia Ventura and Francico Craz-Sos coo-
dinated the stody and provided material and facilities for
the experinents. Delia Cruz-Viegs panicipated in the
in vive cypionic studies of the T, globosg extracs. Lidia
Oaana provided #he idea, and panicipatad in the design and
devddopment of the research. All suthors have ead and
approved the final manuscript.
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