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RESUMEN 

Taxus globosa Schltdl. (Taxaceae) “tejo mexicano”, es la única especie del género 

Taxus que crece en la República Mexicana. Por la rareza de la especie, por su lento 

crecimiento y poca densidad poblacional, es un árbol protegido por la Secretaria del Medio 

Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT). El árbol silvestre de T. globosa ha sido 

estudiado desde el punto de vista fitoquímico desde 2000 a la fecha, demostrando que la 

especie produce taxol y taxanos relacionados con importante actividad anticancerígena, a 

diferencia de otras especies de Taxus, la mayor acumulación de taxol ocurre en las hojas y 

en los tallos jóvenes.  

Objetivo. Dada la importancia de su potencial biosintético con respecto a la 

producción de taxanos bioactivos, se iniciaron los cultivos in vitro de T. globosa, para evaluar 

diferentes estrategias  biotecnológicas como son: el tipo de cultivo, formulación del medio de 

cultivo, cultivo tipo lote y cultivo en dos fases, el uso de estimuladores e inmovilización 

celular, con la finalidad de incrementar la producción de taxol y taxanos relacionados y 

estimular su excreción al medio de cultivo.   

Resultados. Se realizaron los experimentos de establecimiento de los cultivos de callo 

y células en suspensión, donde se obtuvieron callos derivados de hojas y tallos jóvenes de T. 

globosa a partir del tiempo 20 días en medio Gamborg (B5) añadido de ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) (2 mg/L), cinetina (CN) (0.5 mg/L) y ácido giberélico (GA3) (0.25 

mg/L). El crecimiento y la producción de taxanos en cultivos de callo se evaluó en dos 

medios de cultivo: Woody Planta Medium (WPM) y B5 añadidos 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 índice de 

crecimiento (IC) de 0.44 y un tiempo de duplicación (td) de 13.81 días. Por otro lado, los 

callos cultivados en medio WPM tuvieron mayor IC (0.70) y un td de 13.2 días.  

Los cultivos de callos cultivados en los dos medios (B5 y WPM) produjeron taxol y 3 

taxanos entre ellos: la baccatina III, 10-deacetilbaccatina III y 10-deacetiltaxol; estos taxanos 

se producen desde el inicio de los cultivos y hasta el final de los mismos en forma cíclica, 

obteniendo la mayor producción de taxol en el medio B5 durante la 1ª semana (50 µg/g PS) 

de cultivo, esta producción fue el doble y se obtuvo en menor tiempo que en el medio WPM 

(24 µg/g PS).  

Los cultivos de células en suspensión se establecieron a partir de callos friables 

derivados de hojas de T. globosa. Se realizaron los experimentos para determinar el tamaño 

de inóculo más adecuado para esta especie (50, 100 y 150 g PF/L), donde se determinó que 
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el tamaño de inóculo 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 suspensión de T. 

globosa y  se obtuvo un IC de 0.65 y un td 3.9 días. En el establecimiento de los cultivos tipo 

lote de celulas en suspensión se evaluaron los medios WPM y B5 añadidos de PIC (2 mg/L), 

CN (0.1 mg/L) y GA3 (0.5 mg/L) y la estimulación con jasmonato de metilo (MeJ) (100µM).  El 

medio que estimuló el crecimiento celular fue el WPM con un IC de 6.14 y un td de 2.32 días. 

El medio de cultivo WPM añadido de MeJ estimuló la producción del taxol  (197.999 g/L) y 

tres taxanos más como son 10-deacetilbaccatina III (633.724 g/L), 10-deacetiltaxol (229.611 

g/L) y baccatina III (160.622 g/L).  

En base a los resultados obtenidos en la evaluación de los medios WPM y B5, donde 

observamos que el WPM estimuló el crecimiento celular y por otro lado, el medio B5 estimuló 

la excreción de los taxanos al medio de cultivo, se decidió evaluar por primera vez en 

cultivos líquidos de T. globosa, la estrategia de cultivos tipo lote en dos fases y la 

estimulación con calcio (Ca2+) y MeJ. En esta etapa se corroboró que el MeJ inhibe el 

crecimiento celular en los cultivos de T. globosa. Con respecto a la producción de los 

taxanos, observandose que el efecto del Ca2+ combinado con el MeJ incrementó la 

productividad de 3 taxanos: taxol (16.299 – 34.516 µg/L día-1), baccatina III (4.673 – 26.287 

µg/L día-1) y cefalomanina (2.435 – 151.995 µg/L día-1) con una excreción de 41 al 60 %, con 

esta estrategia biotecnológica no se logró estimular la producción del 10-deacetiltaxol. 

En la última etapa del trabajo de investigación, se evaluó por primera vez en los 

cultivos celulares del tejo mexicano, el efecto de la inmovilización celular y la estimulación 

con MeJ (100 µM), en medio Gamborg B5 (B5) añadido de dos tratamientos que contenían 

2,4-D (T1) y PIC (T2), en combinación con CN y benzilaminopurina (BAP). Para ello se 

empleó los cultivos tipo lote en dos fases, con la finalidad de estimular en la segunda fase o 

de producción, la biosíntesis de los taxanos con respecto al factor tiempo, así como su 

excreción en los cultivos celulares de T. globosa. La productividad y el porcentaje de 

excreción al medio de cultivo de 4 taxanos: baccatina III (8.260 – 12.7888 µg/L día-1)( 81%); 

10-deacetilbaccatina III (15 µg/L día-1); 10 deacetiltaxol (3.180 µg/L día-1 )( 62%) y 

cefalomanina (49.272 µg/L día-1), se estimuló principalmente, por efecto del tratamiento T1 

en los cultivos de células libres y estimulados con MeJ, a partir del tercer día y hasta al final 

de la segunda fase de la cinética. Por el contrario, la productividad del taxol (53 µg/L día-1) se 

obtuvo por efecto del tratamiento T2 añadido de MeJ de manera intracelular tanto en células 
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libres como inmovilizadas, el tiempo de la biosíntesis in vitro del taxol disminuyó de 15 días a 

3 días en fase de producción,  incrementando al doble su productividad (130.347 µg/L día-1) 

en los cultivos de células inmovilizadas y estimuladas con MeJ de T. globosa. Nuestros 

resultados indican que para estimular la producción de los precursores del taxol (baccatina III 

y 10-deacetilbaccatina III) además de la cefalomanina y el 10-deacetiltaxol, no es necesario 

inmovilizar los cultivos de células en suspensión de la especie. Asimismo, la velocidad de 

biosíntesis del taxol in vitro se incrementó por efecto de la inmovilización celular y del 

estímulo del jasmonato de metilo en sinergia con las fuentes de carbono utilizadas en esta 

investigación.  
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ABSTRACT 

Taxus globosa Schltdl. (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 (GA3) (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 GA3 (0.5 mg/L). 

Callus grown on B5 medium showed a growth index (GI) 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 III, 10-deacetylbaccatin III, 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 µg/g PS) of culture; this 

doubled up production, and obtained it in less time than medium WPM (24 µg/g PS). 
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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 FW/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 GA3 (0.5 mg/L), and the stimulation of  methyl 

jasmonate (MeJ) (100 µM), were evaluated. The medium that stimulated cell growth was the 

WPM with a GI of 6.14 and a td of 2.32 days. The WPM culture medium with MeJ added, 

stimulated production of taxol (197.999 µg/L) and three taxanes more, such as 10-

deacetylbaccatin III (633.724 µ/L), 10-deacetiltaxol (229.611 µg/L) and baccatin III (160.622 

µg/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 (Ca2+) 

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 Ca2+ combined with 

MeJ, the productivity of 3 taxanes increased: taxol (16.299 - 34.516 µg/L day-1), baccatin III 

(4.673 - 26.287 µg/L day-1) and cephalomannin (2.435 - 151995 µg/L day-1) 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 µM), 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 

III (8.260 - 12.7888 µg/L day-1) (81%); 10-deacetylbaccatin III (15 µg/L day-1); 10 deacetiltaxol 

(3.180 µg/L day-1) (62%) and cephalomannin (49.272 µg/L day-1), was mainly stimulated by 

the effect of treatment T1 in the crop of free cells, and stimulated it with MeJ, from the third 
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day and until the end of the second kinetics phase. Conversely, the productivity of taxol (53 

µg/L day-1) 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 µg/L day-1) in cultured and 

immobilized cells, stimulated with MeJ of T. globosa. Our results indicate that to stimulate the 

production of precursors of taxol (baccatin III and 10-deacetylbaccatin III), 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. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

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 

distribución geográfica: Taxus baccata (tejo europeo o ingles), Taxus brevifolia (tejo del 

Pacífico), Taxus cuspidata (tejo japonés), Taxus canadienses (tejo de Cánada), Taxus 

floridana (tejo de Florida), Taxus globosa (tejo mexicano), Taxus wallichiana (tejo del 

Himalaya) y Taxus chinensis (tejo chino). Además se ha reportado la existencia de dos 

híbridos: 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 anticancerígena; 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 producción natural varía entre especies y ocurre 

por lo general en bajas concentraciones, por lo que la opción más viable ha sido el cultivo in 

vitro de callos y células en suspensión.  

 

En los cultivos in vitro de las diferentes especies de Taxus, se han evaluado diversas 

estrategias biotecnológicas para estimular e incrementar la producción de taxol, así como 

sus precursores y demás taxanos, como son: el tipo de medio, la adición al medio de cultivo 

de diferentes reguladores de crecimiento, así como la estimulación biótica y abiótica, 

utilizando diferentes tipos de cultivo como son: cultivo tipo lote y cultivo tipo lote en dos 

fases, la inmovilización celular y el escalamiento a biorreactores, entre otros (Malik et al. 

2011). 

 

Taxus globosa Schltdl conocido principalmente como “tejo mexicano”, es la única 

especie del género Taxus que crece en la República Mexicana. Su distribución geográfica es 

restringída y se ubica en los estados de Nuevo León, Tamaulipas, San Luis Potosí, 

Querétaro, Hidalgo, Oaxaca y Chiapas. Crece en ambientes montañosos húmedos y 

templados a 3400 msnm. Por la rareza de la especie, su lento crecimiento y poca densidad 
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poblacional, se le considera una especie protegida por la Secretaria de Medio Ambiente y 

Recursos Naturales (SEMARNAT). El árbol silvestre de T. globosa ha sido estudiado desde 

el punto de vista fitoquímico desde 1993 a la fecha (Strobel et al. 1993), demostrando que la 

especie presenta altos contenidos de taxol y taxanos relacionados, con importante actividad 

anticancerígena, pero a diferencia de las otras especies del género Taxus, cuyos taxanos se 

acumulan principalmente en la corteza, en el tejo mexicano la mayor acumulación ocurre en 

las hojas y en los tallos jóvenes. Un estudio comparativo del contenido de taxanos realizado 

por van Rozendaal et al. en el 2000, mostró que T. globosa es una de las especies con 

mayor contenido de taxanos y en específico de taxol (433 µg/g PS), en comparación con las 

demás especies del género. A partir de T. globosa se han aislado otros metabolitos 

secundarios como son: β-sitosterol, β-sitosteril-β-D-glucopiranósido, ácido vanílico y un 

peracetil taxano identificado como 5α,7β,9α,10β,13α-pentaacetoxi-4(20),11-taxadieno (7β-

acetoxi-taxusina,2) (Guerrero et al. 2000). Dada la importancia de su potencial biosintético 

con respecto a la producción de taxanos bioactivos, se iniciaron los cultivos in vitro de T. 

globosa. Es así 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 suspensión a partir de la acículas y tallos jovenes, con la finalidad de producir 

taxol así 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 producción 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 líneas celulares que no producen taxol (Barradas-Dermitz et al. 2010). Por lo 

que es necesario continuar con los estudios sobre el metabolismo in vitro de la producción 

de taxanos a partir de cultivos celulares de T. globosa. Es por eso que en este trabajo de 

investigación evaluamos diferentes estrategias biotecnológicas para incrementar la 

producción  y excreción al medio de cultivo de taxol y taxanos relacionados, como son: el 

tipo de cultivo, formulación del medio de cultivo, cultivo tipo lote y cultivo en dos fases, el uso 

de estimuladores e inmovilización celular. 
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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 

más reconocidas y estudiadas, que aunque son similares, se diferencian en su distribución 

geográfica: Taxus baccata (tejo europeo o inglés), Taxus brevifolia (tejo del Pacífico), Taxus 

cuspidata (tejo japonés), Taxus canadienses (tejo de Cánada), Taxus floridana (tejo de 

Florida), Taxus globosa (tejo mexicano), Taxus wallichiana (tejo del Himalaya) y Taxus 

chinensis (tejo chino). Además se ha reportado la existencia de dos híbridos: 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 sólo las originarias de 

Asia se localizan por debajo de la línea ecuatorial, mientras que el resto de las especies se 

encuentran de manera natural en diferentes áreas de distribución (Figura 1).  

 

 

 

Figura 1. Distribución geográfica de las especies del género Taxus en el mundo. 
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2.1.1. Descripción botánica 

 

Los árboles del género Taxus son dioicos, es decir que existen árboles hembras y 

machos, robustos y su follaje verde oscuro se mantiene durante todo el año y puede llegar 

hasta los 15 ó 20 metros de altura. Crecen en ambientes húmedos y frescos, principalmente 

en zonas montañosas. Su crecimiento es muy lento, necesita aproximadamente 100 años 

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

 

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

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

horizontalmente. Las hojas son numerosas, largas y estrechas, de color verde oscuro por el 

haz y más pálidas por el envés. Sus flores masculinas se agrupan en forma de espigas, 

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

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

consta de una semilla simple, de forma ovalada, cubierta por una cúpula roja que recibe el 

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

el otoño   (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Características morfológicas de las ramas de 

los árboles del género Taxus. A) Segmento de una rama 

con semillas, B) Segmento de una rama con estróbilos, C) 

Semillas y D) Estróbilos. 

http://home.tiscali.nl/grensschap/Archeologie/eburonen.ht

m. 

 

 

 

 

 

A) 

B) 

C) 

D) 
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2.1.2. Etnobotánica 

 

2.1.2.1. Usos tradicionales y místicos. 

 

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 formó parte de distintos rituales relacionados con la vida y la muerte, 

debido a la gran longevidad que tienen estos árboles. En Francia, Irlanda, Inglaterra, España 

y otros países, se plantaba en los cementerios donde según la leyenda, extendían una raíz 

hasta la boca de cada uno de los cadáveres y transportaban sus almas. Su poder toxico se 

ha exagerado hasta tal punto que Dioscórides en su libro de plantas decía: “Tiene tanta 

vehemencia, que ofende gravemente a los que a su sombra duermen o asientan, y aún 

muchas veces los mata”. También los druidas irlandeses tenían un gran respeto al tejo 

porque creían que era eficaz contra las hadas y las brujas en ceremonias mágicas (Strobel et 

al. 1993). En el año 51 a.C., el emperador Julio Cesar habla sobre este árbol en el sexto de 

sus libros titulado De Bello Gálico, en él explica que Catuvolcu, rey de los eburones confesó 

que: “preferiría morir envenenado por un tejo que rendirme frente a los romanos…” y se 

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

 

Las propiedades medicinales del árbol 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 Pacífico como desinfectante, abortivo 

y para el tratamiento de cáncer de piel (Nicolaou et al. 1996). Las decocciones de hojas de 

Taxus baccata se usaron ocasionalmente como antihelmíntico, contra reumatismos, artritis, 

afecciones hepáticas y molestias de las vías 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 homeopatía, las tinturas de tallos jóvenes y frutos han sido utilizadas 

para tratar el dolor de cabeza, neuralgias, cistitis, mala visión, gota, reumatismo y varias 

afecciones de corazón y riñones (Stohs, 2004). También se han usado como antimalárico, 

antirreumático, para tratamiento de la bronquitis y contra el asma (Küpeli et al. 2003).  
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2.1.3. Actividades biológicas 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 encontró que era debido a su actividad como inhibidor de la 

liberación de histamina (Koyama et al. 2006). Posee propiedades antiinflamatorias y 

propiedades anticonceptivas (Küpeli 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 antifúngico y antibacteriano 

(Nisar et al. 2008b). Además, se ha investigado el uso del tejo para el tratamiento de la 

osteoporosis postmenopáusica y se ha demostrado que el extracto acuoso de la corteza del 

tejo impidió la disminución de la masa ósea inducida por ovarioectomia, especialmente en el 

hueso cortical, mediante la inhibición de su resorción (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 

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

estos compuestos, el género Taxus es una fuente de compuestos con importante actividad 

biológica 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 antitrombótica (Onrubia et al. 2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

2.2. Taxol 

 

2.2.1. Descubrimiento del taxol.   

 

En 1955 el Instituto Nacional del Cáncer (NCI), estableció el Cancer Chemotherapy 

Nacional Service Center (CCNSC) para que actuara como un centro público para la 

búsqueda de compuestos antineoplásicos. Aunque la mayoría de los compuestos 

investigados era de origen sintético, Jonathan Hartwell, un químico que tenía experiencia en 

productos naturales, empezó a explorar el mundo de las plantas. Después de varios años de 

acuerdos informales, en 1960, el NCI encargó a botánicos del Departamento de Agricultura 

de América (USDA) recolectar muestras de plantas y comprobar sus propiedades 

anticancerígenas. En agosto de 1962, uno de los botánicos, Arthur S. Barclay, recogió 15 

libras de ramas, agujas y corteza de Taxus brevifolia (tejo del Pacífico) y una vez procesado, 

se encontró que el material tenia actividad citotóxica en modelos in vitro. En 1963, fue el 

equipo de Monroe E. Wall quien descubrió que las extracciones realizadas a partir de la 

corteza de esta especie poseían 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 consiguió aislar el 

principio activo, y anunció su descubrimiento en la reunión de la Sociedad Química 

Americana en Miami Beach, Florida, EUA (Wani et al. 1971, Wall y Wani, 1996), dicho 

compuesto fue llamado “Taxol”, haciendo referencia al nombre botánico del tejo, Taxus. De 

acuerdo con los resultados obtenidos, el NCI decidió apoyar el proyecto iniciado por Wall y 

Wani, los cuales publicaron en 1971 el aislamiento y la estructura química del taxol (Wani et 

al. 1971). Aunque la estructura era única entre los diferentes agentes anticacerigenos 

conocidos, su aislamiento fue recibido con muy poco entusiasmo, debido a que tenía dos 

graves problemas: era poco soluble en agua, por lo cual sería una droga difícil de formular y 

su obtención se daba en bajas concentraciones de una fuente no renovable, ya que la 

extracción del compuesto de la corteza interna del árbol implicaba su muerte (Kingston, 

2000).  A pesar de estos problemas, el NCI siguió recolectando más corteza de Taxus para 

seguir aislando taxol y continuar con los ensayos preclínicos a gran escala. En 1979, se 

recobró el interés por este fármaco con el descubrimiento de su mecanismo de acción en la 

estabilización de los microtúbulos. Estas investigaciones fueron llevadas a cabo por un grupo 
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de científicos 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 preclínicos de 

formulación y toxicológicos. La Fase I de los estudios clínicos con taxol inició en 1983 y la 

Fase II en 1985; para 1989 se obtuvieron los primeros reportes de efectividad con 30% de 

respuestas globales en el rescate de pacientes enfermos con cáncer epitelial de ovario 

(McGuire et al. 1989). En consecuencia, en 1992 la Administración de Drogas y Alimentos de 

EUA (FDA) aprobó el uso clínico de Taxol® como marca registrada de Bristol-Myers Squibb® 

para el tratamiento de cáncer de ovario; posteriormente, la FDA amplió su aprobación de uso 

debido al éxito obtenido en las pruebas clínicas contra cáncer de mama, pulmón, vejiga, 

cérvico-uterino, melanomas y Sarcoma de Karposi (Markman et al. 1992; O’Shaughnessy y 

Cowan, 1994; Jennewein y Croteau, 2001). En 1994, la síntesis total del taxol fue 

desarrollada independientemente y por dos grupos de investigadores (Holton et al. 1994a, 

1994b; Nicolaou et al. 1994). 

 

El taxol se está estudiando actualmente para el tratamiento de enfermedades no 

relacionadas con el cáncer que requieren estabilización de los microtúbulos y evitar la 

proliferación celular y la angiogénesis, por ejemplo, psoriasis. Además, el taxol también está 

en estudio para el tratamiento de taupatías (afecciones en las proteínas tau), tales como el 

Alzheimer o el Parkinson ligados al cromosoma 17, entre otros (Malik et al. 2011). 

 

2.2.2. Estructura química del taxol. 

 

El taxol tiene una estructura química compleja, su fórmula química es C47H51NO14, 

tiene un peso molecular de 853.9 Da y su nombre químico es: 5β,20-epoxi-1,2α,4,7β,13α-

hexahidroxitax-11-en-ona-4,10-diacetato-2-benzoato 13-ester unido a la cadena lateral 

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

 

Su estructura está dividida en dos partes: la cadena lateral y el esqueleto de taxano 

(Figura 3), el cual está constituido por el anillo A, B y 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 más importantes de la molécula de taxol para la actividad 
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anticancerígena están 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 química de la molécula de taxol. 

 

2.2.3. Avances en la biosíntesis del taxol. 

  

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

la ruta de biosíntesis del taxol y taxanos relacionados, mediante estudios metabólicos y 

genéticos, principalmente a partir de los estudios por cultivo in vitro de árboles de tejo. El 

taxol, por su condición de diterpeno, se forma a partir del geranilgeranil difosfato (GGPP), 

que se sintetiza a partir de tres moléculas de isopentil difosfato (IPP) y una de su isómero, el 

dimetilalil difosfato (DMAPP), por la acción de la enzima genaril difosfato sintasa. La síntesis 

de IPP tiene dos vías: en el citosol, la vía clásica que procede del mevalonato, el IPP se 

produce a partir de acetil coenzima A para la biosíntesis de esteroles, triterpenos y ciertos 

sesquiterpenos; en tanto que, en los plástidos, la vía alternativa del no mevalonato o 

metileritritol fosfato (MEP) que produce IPP y DMAPP a partir de piruvato y gliceraldehído-3-

fosfato, está dirigida para la biosíntesis de monoterpenos, diterpenos y tetraterpenos 

(Expósito et al. 2009b).  

 

Según Eisenreich et al. (1996), el IPP implicado en la biosíntesis del anillo de taxano 

está formado por la vía plastídica. 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 citosólica podría desempeñar un papel en la 

producción de taxol en la fase inicial del crecimiento de las células de Taxus, mientras que 

Wang et al. (2003) propusieron que la translocación de IPP a través de la membrana 

A 

B C 
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plastídica sólo se produce durante la fase de crecimiento tardío del cultivo. Un estudio en 

cultivos de células T. baccata mostró que la adición de fosmidomicina (inhibidor de la ruta 

plastídica) en los cultivos, disminuye drásticamente la producción de taxol, mientras que la 

adición de mevinolina (inhibidor de la ruta citosólica), aunque se redujo, no afecta la 

producción. Esto demostró que el IPP usado para la formación del anillo del taxano es 

preferentemente formado en la vía plastídica (Cusidó et al. 2007). 

  

La primera etapa específica en la síntesis de taxol, es la ciclación de GGPP a taxa-

4(5),11(12)-dieno y taxa-4(20),11(12)-dieno (Figura 4), dos compuestos isómeros, reacción 

catalizada por la enzima taxadieno sintasa (TS), una proteína monomérica de 79kDa. La 

enzima se purificó y caracterizó en 1995 (Hezari et al. 1995) y el gen que codifica para TS se 

identificó y clonó en 1996 (Wildung y Croteau, 1996).  

 

 

 

 

 

 

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

dos compuestos isómeros de taxadieno. 

  

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

dependiente del citocromo P450 (citP540) en la posición C5, reacción catalizada por la 

enzima taxadieno-5α-hidroxilasa (T5αH) para formar tasa-4(20),11(12)-dieno-5α-ol 

(Jennewein et al. 2004). Esta enzima, además de su actividad hidroxilante, continua con una 

restructuración alílica del doble enlace 4(5) a la posición 4(20) (Figura 5). Estos dos pasos 

metabólicos, ciclación y la hidroxilación, son lentos, pero no parecen ser limitante de la 

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

 

En este punto de la biosíntesis hay una bifurcación y el sustrato puede ser modificado 

por una transferasa o una hidroxilasa (Figura 6). La enzima taxadieno-5α-ol-O-acetil 

trasferasa (TDAT) que carece del extremo N-terminal, acila la taxa-4(20),11(12)-dieno-5α-ol 

en la posición C5 para formar el taxa-4(20),11(12)-dieno-5α-il-acetato (Walker and Croteau, 

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

TS 
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2000a). Por otro lado, la enzima taxadieno-13α-hidroxilasa (T13αOH), una citP450, hidroxila 

al taxa-4(20),11(12)-dieno-5α-ol en la posición C13 dando lugar a taxa-4(20),11(12)-dieno-

5α,13α-diol (Wheerler et al. 2001). A su vez, el taxa-4(20),11(12)-dieno-5α-il-acetato puede 

ser fácilmente hidroxilado por la enzima taxano-10β-hidroxilasa (T10βOH) en la posición C10 

dando lugar al taxa-4(20),11(12)-dieno-5α,10β-diol-acetato. Esta enzima es una 

monooxigenasa dependiente de citP450 no específica, por lo que también puede modificar a 

otros taxanos (Schoendorf et al. 2000). 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Hidroxilación del C5 y migración del doble enlace desde la posición 4(5) a la 

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

 

Otra hidroxilasa dependiente de citP450 (taxano-14β-hidroxilasa; T14βOH), 

responsable de la producción de los taxa-4(20),11(12)-dieno-5α-acetoxi-10β-14β-diol, se 

encontró más tarde (Jennewein et al. 2003). Esta enzima utiliza sustratos ya hidroxilados en 

la posición C10, pero no los hidroxilados en la posición C13, lo que sugiere que esta enzima 

no puede estar involucrada en la producción de taxol, ya que este compuesto no presenta 

ninguna hidroxilación en la posición C14. 

 

Después de la formación de taxa-4(20),11(12)-dieno-5α,10β-13α-triol-acetato, los 

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

posiciones C1, C2, C7 y C9, la oxidación de C9 y la epoxidación del doble enlace C4-C5. Se 

sabe que las hidroxilaciones están mediadas por enzimas citP450 pero no se conoce el 

orden exacto en el que tienen lugar. Teniendo en cuenta la frecuencia de oxidación de los 

taxanos encontrados en cultivos de células, una posible secuencia podría ser: C5, C10, C13, 

C2, C9, C7 y finalmente C1 (Vongpaseuth y Roberts, 2007). 

 

 

 

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

T5αOH 
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Figura 6. Primera bifurcación de la ruta de biosíntesis de taxol. El taxa-4(20),11(12)-dieno-

5α-ol puede ser modificado por TDAT o T13αOH. Tras la acilación, este sustrato puede ser 

modificado por otras hidroxilasas. 

 

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

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

implica la epoxidación del doble enlace 4(20),  seguido por la migración del grupo α-acetoxi 

de la posición C5 a la C4 junto con la expansión del oxirano a grupo oxetano. La enzima que 

epoxida el doble enlace C4-C20 aún no se ha caracterizado funcionalmente y la expansión 

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

 

Después de la posible formación del precursor polihidroxilado por la actividad de la 

enzima taxano-2α-O-benzoil transferasa (TBT) (Walker y Croteau, 2000a), el siguiente 

compuesto obtenido es la 10-deacetilbaccatina III (10-DB III). A continuación, se produce la 

acetilación del hidroxilo en la posición C10 de la 10-DAB dando lugar a la baccatina III por 

acción de la enzima 10-deacetilbaccatina III-10-O-acetil transferasa (DBAT) (Walker y 

Croteau, 2000b). Este paso conduce a la formación de un diterpeno intermedio, baccatina III, 

utilizando 10-DB III y acetil CoA como sustratos (Figura 7). 

 

 

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

taxa-4(20),11(12)-dieno-5α-
il-acetato 

taxa-4(20),11(12)-dieno-
5α,10β-diol-acetato 

taxa-4(20),11(12)-dieno-
5α,10β,13α-triol-acetato 

T13αOH 

T10β
OH 

TDAT 
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Figura 7. Formación de 10-deacetilbaccatina III y la baccatina III a partir del precursor 

polihidroxilado. 

 

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

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

taxol. La cadena lateral se obtiene a partir del aminoácido α-fenilalanina por la acción 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 

III. La unión de la cadena lateral transcurre con una esterificación inicial del hidroxilo del C13 

con β-fenilalanina-CoA para dar el 3´-N-debenzoil-2´-deoxitaxol, mediante la acción de la 

enzima taxano-C13-O-fenilpropanoil-CoA trasnferasa (BAPT) (Figure 9) (Walker et al. 

2002a). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Síntesis de β-fenilalanina CoA a partir de α-fenilalanina. 

 

Aunque C13-transferasa puede enlazar β-fenilalanina y β-fenilisoserina, se cree que 

el desconocido taxano-2'α-hidroxilasa actúa en este penúltimo punto (Figura 9). La 

hidroxilasa, que participa en la formación de la cadena lateral, se asemeja a otras taxano 

hidroxilasas y se puede asumir que pertenece a la familia de las citP450.  

 

Precursor 
polihidroxilado 

10-deacetilbaccatina III baccatina III 

TBT DBAT 

α-fenilalanina β-fenilalanina β-fenilalanoil CoA 

PAM 

CoA 
transferasa 
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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 última etapa que 

conduce a la síntesis del taxol a partir de N-debenzoiltaxol (Figura 9), ya que no hay 

evidencia de hidroxilación directa de β-fenilalanina en la posición 2' o en 2'-deoxitaxol, 

mientras que 3'-N-desbenzoil-2'deoxitaxol puede ser hidroxilado en la posición 2 de la 

cadena lateral.  

 

Por otra parte, DBTNBT prefiere N-debenzoiltaxol sobre N-debenzoil- 2'-deoxitaxol 

por un factor de eficiencia catalítica de dos. DBTNBT es una proteína cuya secuencia de  

aminoácidos presenta homología con otras aciltransferasas de Taxus (Walker et al. 2002b). 

Si otras transferasas o enzimas modifican N-debenzoiltaxol, o incluso el mismo taxol,  puede 

dar lugar a la producción otros compuestos, como cefalomanina o 10-desacetiltaxol. 

 

Actualmente, la mayoría de las enzimas de la biosíntesis de taxol han sido 

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

1). 
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Figura 9. Etapa final de la biosíntesis del taxol a partir de baccatina III. Esterificación de C13 

por BAPT, hidroxilación en C2’ por una hidroxilasa deconocida y benzoilación en C3’ por 

DBTNBT. 

β-fenilalanoil 
CoA 

baccatina III 

BAPT 

3’-N-debenzoil-2’-deoxitaxol 

DBTN
BT 

T2’αOH 

taxol 

N-debenzoiltaxol 
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Tabla 1. Lista de las enzimas conocidas que participan en la biosíntesis de taxol. Abreviatura 

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

Enzimas de la biosíntesis de taxol Abreviatura Publicación 

geranilgeranil difosfato sintasa GGPPS Hefner et al. 1998 

taxadieno sintasa TS Wildung y Croteau, 1996 

taxadieno-5α-hidroxilasa T5αOH Jennewein et al. 2004 

taxadieno-13α-hidroxilasa T13αOH Jennewein et al. 2001 

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

transferasa 

TDAT Walker et al. 2000 

taxano-10β-hidroxilasa T10βOH Schoendorf et al. 2000 

taxano-14β-hidroxilasa T14βOH Jennewein et al. 2003 

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

taxano-7β-hidroxilasa T7βOH Chau et al. 2004 

taxano-1β-hidroxilasa T1βOH ? 

C4,C20-epoxidasa - ? 

Oxomutasa - ? 

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

10-deacetilbaccatina III-10-O-acetil 

trasnferasa 

DBAT Walker y Croteau, 2000b 

taxano-9α-hidroxilasa T9αOH ? 

fenilalanina aminomutasa PAM Walker et al. 2004 

baccatina III: 3-amino-3-fenilpropanoil 

transferasa (taxano-C13-O-fenilpropanoil-

CoA trasnferasa) 

BAPT Walker et al. 2002a 

2’α-hidroxilasa - ? 

3’-N-benzoil-2’deoxitaxol N-benzoil 

transferasa 

DBTNBT Walker et al. 2002b 
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Figura 10. Ruta general de biosíntesis de taxol. 
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hidroxilado 

Taxa-4(5),11(12)-dieno-5α,10β,13α-triol-
acetato 

Taxa-4(5),11(12)-dieno-5α,10β-diol-
acetato 
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2.2.4. Mecanismo de acción del taxol 

 

 En 1979 Horwitz y colaboradores describieron que el taxol presentaba un mecanismo 

de acción único en células cancerígenas. Esto despertó gran interés farmacológico debido a 

su potencial antimitótico, el cual se basa en la estabilización de los microtúbulos del 

citoesqueleto (Schiff y Horwitz, 1979; 1980). Los microtúbulos están compuestos por dímeros 

de α tubulina y β tubulina, que a su vez se polimerizan formando protofilamentos, la 

polimerización ocurre mediante la hidrólisis de guanosin trifosfato (GTP) a guanosin difosfato 

(GDP) (Magnani et al. 2009). La función de los microtúbulos en las células es de gran 

importancia ya que participan en la división celular (mitosis) (Jordan y Wilson, 2004). Esta 

característica y su participación en la división celular ha hecho que sean blanco de diferentes 

antimitóticos, los cuales son clasificados en dos grupos: agentes que inhiben la 

polimerización de los microtúbulos al unirse a los dímeros de tubulina y el segundo grupo 

son agentes que estabilizan la polimerización de los microtúbulos durante la división celular.

  

 El taxol es un potente inhibidor de la proliferación celular, que a diferencia de otros 

anticancerígenos como la vinblastina y vincristina que se unen a los dimeros de tubulina α y 

β, éste se une específicamente a la sub unidad β impidiendo la hidrólisis de GTP para 

aumentar la polimerización del protofilamento (Figura 11), interrumpiendo la dinámica de 

despolimerización (Mangnani et al. 2009). Esta acción bloquea la división durante la mitosis 

e inhibe la proliferación celular (Snyder et al. 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Mecanismo de acción del taxol. 
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2.2.5. Problemática para el abastecimiento de taxol a partir de fuentes naturales.  

 

La obtención de altas cantidades de taxol a partir de la especie silvestre de Taxus 

brevifolia, presentó una gran problemática, debido al bajo rendimiento que se obtiene en el 

proceso de extracción de la corteza aunado a que ésta especie es de crecimiento muy lento. 

Por lo que se buscaron otras fuentes de obtención de taxol que fueran viables y 

sustentables, es así 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), así como el tejo mexicano T. globosa (Soto et al. 2000), entre otros. 

 

Para fines de comercialización del taxol, la obtención a partir de la corteza interna, es 

poco viable debido a las concentraciones mínimas 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 obtención de 

1Kg de taxol se requiere de 9,000 Kg de corteza seca proveniente de 2,000-3,000 árboles 

adultos. Bajo este esquema, el medicamento para tratar a un solo paciente requeriría de 5-6 

árboles de 100 años de edad cada uno.  

 

Actualmente, Bristol-Myers Squibb produce taxol por vía semisintética a partir de 10-

deacetilbaccatina III, análogo estructural de taxol no citotóxico obtenido a partir de ápices de 

T. baccata, utilizando el procedimiento desarrollado por Holton et al. (1994 a y b) que permite 

la esterificación de este precursor a nivel de C10 y C13  para obtener el taxol; la razón de 

haber seleccionado la 10-deacetilbaccatina III (6) se debe a que se encuentra en mayor 

concentración en los extractos de T. baccata a la cual es relativamente fácil de realizar las 

modificaciones químicas necesarias.  

 

Entre los análogos de taxol obtenidos de los extractos de árboles del género Taxus, 

sólo los que poseen el éster en el C13 presentan importante actividad citotóxica como son: 

taxol (1), 10-deacetiltaxol (2) y cefalomanina (3) (Swindell et al. 1991) (Figura 12).  
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(1) taxol 

 

(2) 10-deacetiltaxol 

 

(3) cefalomanina 

 

 

 

 

 

 

(4) bacatina III 

 

 

 

 

 

(5) brevifolio 

 

 

 

 

 

(6) 10-Deacetil-Baccatina III 

 

Figura 12. Estructura química del taxol y 5 taxanos relacionados (van Rozendaal et al. 

2000). 

 

2.2.6. Fuentes alternas para la obtención y producción de taxol.  

 

La semisíntesis química, partiendo de los precursores 10-deacetilbaccatina III y 

baccatina III, es un proceso de alto costo, debido a que la purificación 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 mayoría de los pacientes con 

cáncer. 

 



27 
 

Otras de las alternativas para la obtención de taxol es la búsqueda de organismos 

con capacidad de sintetizarlo, por ejemplo: hongos endofíticos de las especies de Taxus. La 

desventaja de los hongos como fuente alterna es la baja producción y alta variabilidad en las 

concentraciones de taxol, esto ha ocasionado que la mayoría de los hongos reportados no 

puedan ser usados comercialmente para la producción de taxol y taxanos relacionados (Guo 

et al. 2006). Hasta 1998 los hongos fueron considerados como la única fuente alterna para la 

producción de taxol, pero Bestoso et al. (2006) reportaron la producción de taxol en cultivos 

celulares de Corylus avellana (avellana). 

 

Además de utilizar otros organismos como fuente alterna para obtener y producir 

taxol se ha recurrido a la ingeniería metabólica y manipulación genética en bacterias; uno de 

los primeros estudios desarrollados a partir de esta herramienta biotecnológica 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 bactería para la producción 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 síntesis, permite el desarrollo de 

nuevas fuentes de obtención. 

 

Otra de las alternativas utilizadas para la obtención y producción 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 además 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, fisiológicos y bioquímicos de células o tejidos vegetales, bajo condiciones 

asépticas, medios nutritivos artificiales y específicos 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 vías, la morfogénesis directa y la 

indirecta. La morfogénesis directa, se refiere al cultivo de órganos o secciones de una planta 

que pueden generar otros órganos o una planta completa directamente a partir de un 

explante. Por su parte, la vía indirecta se caracteriza por presentar una fase de callo o 

material vegetal desdiferenciado entre la etapa inicial de explante y la formación 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 rápido 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, hipocótilos, raíces primarias y protoplastos.   

 

2) Formulación y condiciones del medio de cultivos. El crecimiento y desarrollo de las 

plantas in vitro depende de la información genética de la planta y de un número 

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 

físicos como la luz, temperatura, pH y concentración de O2 y CO2 son esenciales para 
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el desarrollo de un cultivo, así como el tipo y concentración 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 órganos, callos, protoplastos 

y células en suspensión. 

 

2.3.2. Establecimiento de los cultivos de callo. 

  

La formación de callo es una respuesta natural a las heridas en algún órgano de la 

planta, el cual consiste en un incremento en la división 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 (hipocótilo, 

cotiledón, meristemo apical o axilar, hoja y tallo), realizando un corte que provoque una 

lesión y la iniciación de la división celular. Cuando las células están asociadas en forma laxa, 

morfológicamente se dice que el callo es friable y sus células se pueden disgregar 

fácilmente. Este tipo de callos se prefieren para iniciar los cultivos de células en suspensión. 

 

2.3.3. Establecimiento de los cultivos de células en suspensión. 

 

Los cultivos de células en suspensión habitualmente se establecen a partir de tejidos 

desdiferenciados (callos) que provienen de tejidos diferenciados o bien a partir de tejidos 

meristemáticos. Los callos se prefieren morfológicamente friables y se transfieren a medios 

nutritivos liquidos. Las suspensiones celulares deben mantenerse en agitación constante 

para asegurar la dispersión celular y una adecuada aireación o intercambio de gases.  

 

Los cultivos de células en suspensión representan una mejor opción en la producción 

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

suspensión presentan tiempos de duplicación menores y productividad mayor y que debido a 
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las condiciones de cultivo controladas, esta producción es independiente de los cambios 

ambientales a las que están sujetas las plantas en su habitat.  

 

2.3.4. Estrategias biotecnológicas para incrementar el metabolismo secundario en los 

cultivos in vitro. 

 

Con la finalidad de incrementar la producción y la concentración de los metabolitos 

secundarios en los cultivos de células existen diferentes estrategias biotecnológicas como 

son: 1) selección de líneas hiperproductoras, 2) tipo de cultivo, 3) diseño o formulación de 

medios de cultivo, 4) uso de estimuladores, 5) adicción de precursores, 6) transformación 

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

 

1) La selección de líneas 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 raíces 

normales o transformadas) o cultivos desdiferenciados (callos y células en suspensión). Se 

ha observado que el tipo de cultivo debe seleccionarse con especial interés, ya que muchas 

veces la producción se ve favorecida por el tipo de cultivo en el que se establezcan las líneas 

celulares. 

 

3) Cuando se desea incrementar el metabolismo secundario, la formulación adecuada de los 

medios de cultivo para cada especie es muy importante. Se ha visto que la manipulación de 

algunos factores favorecen la producción; por ejemplo, el aumento de la fuente de carbono 

(Feria-Romero et al. 2005; Luna-Palencia et al. 2005) o la variación en las concentraciones 

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

 

4) En la actualidad son ampliamente utilizados estimuladores tanto bióticos (jasmonato de 

metilo, ácido araquidónico, celulasa, además de pequeños fragmentos de componentes 

celulares de diversos patógenos como hongos y bacterias, entre otros), como abióticos ( pH, 

luz UV, intensidad luminosa, agitación mecánica, temperatura, variación en la concentración 
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de diferentes nutrientes, entre otros) que estimulan la biosíntesis de compuestos con 

importancia económica, así como también inducen la formación de nuevos compuestos 

(Payne et al, 1992; Constabel y Kurtz, 1996). 

 

5) La adición de precursores y la inducción de la biotransformación de los metabolitos 

secundarios son dos formas alternativas de estimular la producción. Estas estrategias han 

inducido la formación de productos deseados por su alto valor agregado, que se añaden al 

medio de cultivo (Wink, 1999) y que han favorecido además la producción de nuevos 

compuestos con importancia farmacológica. 

 

6) La transformación genética es una herramienta biotecnológica muy importante, y se 

refiere a la inserción de genes ajenos al genoma de la célula vegetal huésped. La inserción 

puede ser directa (utilizando vectores como Agrobacterium sp., ADN de virus) o indirecta 

(transferencia de genes a los protoplastos, microinyección de ADN). El cultivo de raíces ha 

sido uno de los cultivos de órganos más utilizados en la transformación genética. 

 

7) La inmovilización celular se refiere al encapsulamiento o atrapamiento de las células 

dentro de una partícula inerte bajo condiciones que favorecen el incremento de metabolitos 

secundarios, así como su excreción al medio de cultivos, se utiliza principalmente cuando se 

desea su producción a gran escala. 

 

8) Para designar el formato del proceso que estaría determinado de acuerdo a  como están 

creciendo las células, se necesita tomar en cuenta el tipo y cinética de producción de los 

compuestos para seleccionar así el modo de operación, si está asociado al crecimiento o no, 

o si se utilizan células en suspensión (libres o inmovilizadas) u órganos (Scragg, 1994, 

1995). Dentro de los sistemas de producción 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 y físicos, el 

siguiente paso es llegar a una producción a gran escala de compuestos secundarios de alto 

valor comercial mediante la utilización de biorreactores, los cuales permiten un mejor control 

de las condiciones de cultivo. 
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2.3.5. Estimulación. 

 

En la naturaleza las plantas sintetizan metabolitos secundarios en respuesta al 

ataque de herbívoros o patógenos, este hecho desencadena una cascada de señalización, 

por medio de moléculas que reaccionan con receptores específicos, para transmitir la 

información, este hecho favorece el incremento de la síntesis de metabolitos secundarios. De 

igual manera en los cultivos in vitro de células vegetales se puede inducir la síntesis de 

metabolitos secundarios utilizando estimuladores como el jasmonato de metilo (Cheong y 

Choi, 2003). Los estimuladores se clasifican de acuerdo a su naturaleza en bióticos 

(quitosano, jasmonato de metilo, alginato, cloruro de clorocolina entre otros) y abióticos (luz, 

estrés térmico, osmótico, presión, oxígeno, pH) (Zhong,  2002). 

 

Los jasmonatos conforman un grupo de numerosos compuestos precursores o 

derivados del ácido jasmónico (JA) que ocurren naturalmente en el Reino Plantae, poseen 

actividad biológica y por ser derivados de ácidos grasos poliinsaturados forman parte del 

grupo de oxilipinas (Wasternac, 2007). El jasmonato de metilo (MeJ) 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 maduración de 

frutos (Wasternac, 2007).  

 

Su síntesis es por medio de la ruta octadecanoide, partiendo del ácido linoleico 

proveniente de las membranas celulares hasta la formación de ácido jasmónico el cual sufre 

una sustitución en el segundo carbono por la enzima ácido jasmónico carboxil 

metiltransferasa (JMT) para formar el jasmonato de metilo (Cheong y Choi, 2003). Los 

jasmonatos, principalmente el jasmonato de metilo, son de los más utilizados en los cultivos 

en suspensión de especies del género Taxus para favorecer la síntesis de taxol y otros 

taxanos (Hu et al. 2006).  

 

El ión calcio ha sido utilizado en los cultivos de células en suspensión solo o en 

combinación con otros estimuladores principalmente con el MeJ (Zhao y Sakai, 2003; Lee-

Parson y Erturk, 2005). El calcio citoplasmático 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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señalización en la transducción en diferentes sistemas membranales (membrana celular, en 

vacuolas y plastos, así como en retículo endoplasmático) (Sanders et al. 1999). Por su 

estereoquímica el calcio es un excelente mensajero que induce importantes cambios 

conformacionales que explican su papel como estimulador cuando es añadido al medio de 

cultivo (Sanders et al. 1999; Zhao y Saki 2003), otra de sus actividades es a nivel enzimático 

por ejemplo: manteniendo la actividad catalítica de las peroxidasas y de las ATPasas; en 

altas concentraciones el ión calcio estimula en el retículo endoplasmático la producción de 

proteínas con actividad secretora (Sanders et al. 1999; Piñol et al. 1999).   

  

2.3.6. Inmovilización celular. 

 

La inmovilización celular se refiere al encapsulamiento o atrapamiento de las células 

dentro de partículas inertes bajo condiciones que favorecen el incremento de metabolitos 

secundarios, así como su excreción al medio; se utiliza principalmente cuando se desea una 

producción de metabolitos secundarios a gran escala. Para su inmovilización, las células son 

“entrampadas” densamente en geles de carbohidratos o bien sembradas en soportes de 

polímeros rígidos, ocupando las células al crecer in situ la matriz formada por las partículas 

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 líquida, 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 relación a los cultivos de células en suspensión, los cultivos de células inmovilizadas 

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

 La inmovilización es compatible con la producción de compuestos no asociados al 

crecimiento. Esto constituye una importante ventaja para los cultivos de células 

vegetales, puesto que la síntesis de metabolitos secundarios durante un sistema de 

cultivo discontinuo suele ir vinculada a la paulatina reducción o cese de su 

crecimiento. 
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 Las fases de crecimiento y de producción de metabolitos están 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 están protegidas del estrés 

mecánico. 

 Otras estrategias para el incremento de la productividad no sólo son compatibles, 

sino que pueden actuar sinérgicamente con la inmovilización. Estas estrategias 

incluyen la utilización de un medio de producción, la separación in situ del producto, 

el tratamiento con estimuladores y la adición de precursores biosintéticos. 

También, con relación a los cultivos de células en suspensión, la inmovilización celular 

presenta desventajas, entre ellas son de destacar: 

 El hecho de que el proceso de la inmovilización por sí mismo representa un coste 

añadido con relación al cultivo de las células en suspensión y la limitación en la 

proporción de biomasa celular que realmente se puede inmovilizar. 

 La idea de que es posible una alta densidad celular en los diferentes sistemas de 

inmovilización, no es aplicable en el caso de las células vegetales. Con relativa 

frecuencia los cultivos de células vegetales en suspensión presentan una mayor 

densidad celular que la observada en los de células inmovilizadas. 

Por otra parte, para que la inmovilización de una determinada suspensión celular resulte 

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

la formación de los metabolitos secundarios no debería estar asociada al crecimiento, se 

deben cumplir los siguientes requisitos: 

 El crecimiento debería suprimirse para evitar la desintegración del substrato de 

inmovilización y la eventual interrupción del proceso. 

 Las células deberían mantener durante prolongados períodos de cultivo, un alto 

porcentaje de viabilidad y una alta capacidad para formar los productos de interés. 

 Por lo menos debería producirse una parcial liberación del producto al medio. La 

liberación del producto al medio de cultivo de forma natural o provocada, es 

necesaria para poder desarrollar el proceso de inmovilización 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 así 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 inició en los años 90, donde se crearon los primeros 

cultivos de callos y posteriormente, los cultivos de células en suspensión de  especies de 

Taxus, estableciéndose los principales medios para la inducción de callo a partir de hoja, 

tallo y corteza. Con estas investigaciones, se demostró que los cultivos celulares de diversas 

especies de Taxus son capaces de producir taxol y baccatina III en cantidades parecidas a 

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

 

A partir del establecimiento de cultivos celulares in vitro se han desarrollado cultivos a 

nivel biorreactor en condiciones de laboratorio. Navia-Osorio et al. en el año 2002a y b, 

obtuvieron taxol y baccatina III a partir de cultivos celulares de  T. wallichiana en biorreactor 

air-lift de 20 L. 

 

También se han empleado diferentes estrategias como es la inmovilización 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 

producción de taxol y taxanos relacionados en cultivos celulares de Taxus, ha sido la adición 

de estimuladores. Yukimune y su grupo de investigación en 1996 fueron los primeros que 

observaron el incremento de la producción de taxol en cultivos celulares de T. x media al ser 

tratados con jasmonato de metilo, por lo que a partir de esta investigación se ha utilizado 

para optimizar la producción 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 Schltdl. 

 

2.4.1. Descripción Botánica de T. globosa.  

 

Conocido comúnmente como tejo mexicano, romerillo, granillo, palmira y tlascatl, 

pertenece a la familia Taxaceae. La especie fue descrita por Schelectendal en 1938 pero no 

existe documentación de ello. Es un árbol 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 jóvenes 

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 pecíolo corto, con los 

márgenes ligeramente enrollados hacia arriba, verde oscuras en el haz y más 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 brácteas 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 

División: Coniferophyta 

Clase: Taxopsida 

Orden: Taxales 

Familia: Taxaceae 

Género: Taxus 

Especie: T. globosa 

 

Figura 13. Ramas del árbol 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 regeneración natural se basa en las semillas; aunque produce brotes del tallo, 

lo que puede ser un potencial de propagación vegetativa importante. Es un árbol venenoso,  

excepto el arilo, el cual es atractivo y comestible para aves.  
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2.4.2. Características 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 hábitat y el aislamiento geográfico. T. 

globosa se distingue por tener: hojas más largas y delgadas, dobladas hacia un lado y el 

extremo terminal agudo, así como semillas ovoides y gruesas (Zavala-Chávez et al. 2001; 

Zavala-Chávez, 2002) (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  a) Estróbilos femeninos (semillas) y b) Estróbilos masculinos de árbol de T. 

globosa silvestre, (Tapia, 2010). 

 

 

2.4.3. Biología y hábitat.  

 

Habita en bosques mesófilo de montaña, pino y oyamel, generalmente en el fondo de 

cañadas húmedas, en altitudes entre 1 000 y 3 000 msnm. (Zavala-Chávez, 2001). 

 

2.4.4. Distribución geográfica en México.  

 

De los cuatro tejos nativos del hemisferio occidental, el menos conocido es el árbol 

del tejo mexicano (T. globosa), este árbol se distribuye de manera discontinua en México, 

por ejemplo: en el norte se localiza en los Estados de Tamaulipas y Nuevo León, en el centro 

en Hidalgo y Querétaro y en el sur en el Estado de Veracruz, Oaxaca y Chiapas (Figura 15). 

Por sus características biológicas, este árbol es considerado como raro en las categorías 

oficiales de conservación de especies sujeta a protección especial, incluida en la Norma 

a) b) 
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Ecológica 059 (NOM-ECOL-059-2010 Protección ambiental-Especies nativas de México de 

flora y fauna silvestres-Categorías de riesgo y especificaciones para su inclusión, exclusión o 

cambio-Lista de especies en riesgo) (Diario Oficial, 2010), por lo que se requiere estudiarla 

para fines de protección, propagación, conservación y posible cultivo (Zavala-Chávez, 2002).  

 

 

 

Figura 15. Distribución geográfica de T. globosa en México. (CONABIO, 2001). 

 

2.4.5. Aspectos fitoquímicos y actividad biológica de T. globosa.  

 

Se han realizado estudios de T. globosa donde se reporta la producción de taxol 

(Strobel et al. 1993).  En un estudio reciente se reportó la presencia de taxol en corteza 

(0.0085%), hojas (0.0130 %) y tallo (0.0064%) de T. globosa, observándose una mayor 

acumulación de taxol en el follaje que en la corteza (Soto et al., 2000). Se comprobó también 

a partir de las fracciones orgánicas obtenidas de corteza, hojas y tallos jóvenes, la actividad 

polimerizadora mediante el método de Shelanski et al. (1973), la actividad estabilizadora de 

microtúbulos se determinó por el método turbidimétrico de Swindell et al. (1991) en el que 

utilizaron como estándar puro el taxol. En este estudio se demostró 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 evalúo también la actividad 

polimerizadora de tubulina sobre células en cultivo CHO (células de ovario de hámster chino) 

por medio de técnicas de inmunofluorescencia en las tres fracciones analizadas de corteza, 

hojas y tallos jóvenes (Cruz, 1996).   
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A partir de T. globosa se han reportado también otros metabolitos secundarios 

obtenidos como son: β-sitosterol, β-sitosteril-β-D-glucopiranósido, ácido vanílico y un 

peracetil taxano identificado como 5α, 7β, 9α, 10β, 13α-pentaacetoxi-4(20),11-taxadieno (7β-

acetoxi-taxusina) (Guerrero et al. 2000). En el mismo año en que se reporta en México el 

estudio fitoquímico de T. globosa; en Holanda van Rozendaal et al. (2000), reportan la 

producción 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 proporción de taxol en el follaje de T. globosa plantea la posibilidad de 

cultivo celular a partir de hojas, pudiéndose seleccionar líneas 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  CONCENTRACIÓN (µg/g PS)  

(1) (2) (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 III, (5)  brevifoliol, (6) 10-

deacetilbaccatina III   (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 producción de taxanos in vitro.  

 

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

Metabolito 

secundario 

Máxima 

concentración  

(tiempo) 

Tipo de 

cultivo 
Tipo de medio Autor 

Taxol  27 µg/g PS 

(40 días) 

Callo SH +ANA 2,4-D, BAP 

Estimulados  (ccc)   

Barrios et al. 

2009  

Baccatina III 6.45 mg/L 

(10 días) 

Células en 

suspensión 

Gamborg B5 + 2,4-D 

Estimulados (MeJ) 

Barradas et al. 

2010 

Taxanos 

totales 

0.044 µg 

(40 días) 

Callo Gamborg B5 + ANA 

(10.74μM) 

Barrales et al. 

2011 

Simbología: MeJ: jasmonato de metilo; ccc: cloruro de clorocolina.  
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

 

Las especies del género Taxus son conocidas por contener taxanos, un grupo de 

compuestos al que pertenece el compuesto anticancerígeno llamado taxol. En México se 

encuentra solo una especie del género Taxus, la cual se ha clasificado como T. globosa 

Schltdl (tejo mexicano), este árbol 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 agrobiológico, ni biotecnológico para la multiplicación y conservación de 

la especie en su hábitat; sin embargo, diferentes grupos de investigadores nacionales y 

extranjeros están interesados actualmente en esta especie debido a su potencial metabólico, 

lo que puede poner en peligro a la especie si se emplean grandes cantidades de corteza y 

área foliar de ejemplares silvestres de manera clandestina. Dada la importancia de la 

especie, se inició el establecimiento de los cultivos in vitro de T.globosa, con la finalidad de 

desarrollar un sistema biotecnológico que permitiera obtener líneas celulares productoras de 

taxol y sus precursores, para estimular su producción y excresión al medio de cultivo 

mediante el uso de diferentes estrategias biotecnológicas. 

 

Es por ello, que en el presente trabajo de investigación se pretende evaluar diferentes 

estrategias biotecnológicas como son: el tipo de cultivo, formulación del medio, cultivo tipo 

lote y cultivo en dos fases, el uso de estimuladores y la inmovilización celular, con la finalidad 

de incrementar la producción de taxol y taxanos relacionados y/o estimular su excreción, en 

los cultivos de células in vitro de T. globosa, lo que permitirá evitar la depredación de la 

especie en su hábitat, además de contar con una alternativa sustentable y viable para la 

obtención de tan importantes metabolitos anticancerígenos de origen diterpénico. 

 

3.1. ¿Preguntas de investigación? 

 

¿El uso de diferentes estrategias biotecnológicas como son: el tipo de cultivo, formulación 

del medio, cultivo tipo lote y cultivo en dos fases, el uso de estimuladores y la inmovilización 

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

especie? 
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¿La excreción de los taxanos al medio de cultivo se estimulara por efecto tanto de la 

estimulación como de la inmovilización celular en los cultivos in vitro de T. globosa? 

 

4. HIPÓTESIS  

 

El uso de diferentes estrategias biotecnológicas como son: el tipo de cultivo, formulación del 

medio, cultivo tipo lote y cultivo en dos fases, el uso de estimuladores y la inmovilización 

celular en los cultivos in vitro de T. globosa, permitirá el incremento de la producción de taxol 

y taxanos relacionados así como su excreción al medio de cultivo. 

 

5. OBJETIVOS GENERALES  

 

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

suspensión de T. globosa, aplicando diferentes estrategias biotecnológicas.  

 

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

suspensión de T. globosa. 

 

 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 

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

2. Determinar el tamaño de inóculo óptimo en los cultivos de células en suspensión de T. 

globosa. 

3. Evaluar   el   efecto   del   jasmonato   de   metilo   sobre  el  crecimiento  celular  y  

producción de taxol y taxanos relacionados en los cultivos tipo lote de células en 

suspensión de T. globosa. 

4. Evaluar el efecto del calcio (Ca2+) y jasmonato de metilo (MeJ), sobre la producción de 

taxol y taxanos relacionados en los cultivos tipo lote en dos fases de células en 

suspensión de T. globosa. 

5. Estudiar el efecto de la inmovilización celular sobre la producción de taxol y taxanos 

relacionados en los cultivos tipo lote en dos fases de células en suspensión de T. 

globosa.  
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6. Establecer las cinéticas de crecimiento celular y producción de taxanos para seleccionar 

la línea celular productora y excretora en los cultivos de células en suspensión de T. 

globosa. 



45 
 

7. MATERIALES Y MÉTODOS.  

 

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

  

7.1.1. Inducción y establecimiento de los cultivos de callo.  

 

Se utilizaron explantes de hojas (acículas) y tallos jóvenes 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 bisturí y los tallos se cortaron de los 

extremos para eliminar el material dañado 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 inducción de callo. Los explantes se sembraron en medio Gamborg (B5) (Gamborg et al. 

1968) libre de hormonas complementado con sacarosa al 3% y solidificado con 0.3 % de 

fitagel (marca SIGMA); después de 20 días en cultivo, se verificó la ausencia de bacterias y 

hongos. Una vez obtenidos los explantes asépticos de hoja y tallo se cultivaron durante dos 

meses hasta obtener la desdiferenciación total en medio B5 añadido de ácido 2,4-

diclorofenoxiacetico (2,4-D, 2 mg/L), cinetina (CN, 0.5 mg/L), ácido giberélico (GA3, 0.25 

mg/L), sacarosa (3%) y solidificado con 0.3 % de fitagel (TI) o en medio B5 añadido de 

Picloram (PIC, 2 mg/L), CN (0.1 mg/L), GA3 (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 ºC y 

en oscuridad. Los callos desarrollados fueron subcultivados en medio B5 añadido de 2,4-D 

(2 mg/L), Benzilaminopurina (BAP) (0.1 mg/L) y GA3 (0.5 mg/L) (TIII), cada 10 o 12 días 

hasta obtener suficiente biomasa de callos friables, para el desarrollo del cultivo celular 

(Cusidó et al. 2002).  
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7.1.2. Crecimiento celular y producción de taxanos en callos de T. globosa.  

 

Con el fin de determinar la cinética de crecimiento celular  y producción 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 contenían 20 mL de medio WPM con sacarosa (1%) y  fructosa (1%) o medio 

B5 con sacarosa (3%), ambos medios añadidos de reguladores de crecimiento como son 

PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GA3 (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 determinó a partir 

de los callos liofilizados. 

 

Los parámetros de crecimiento se establecieron con base al peso seco determinándo 

el índice de crecimiento (IC) y tiempo de duplicación (td) (Brunakova et al. 2004). A partir del 

material vegetal seco se realizó el análisis cromatográfico del contenido de taxanos. 

 

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

 

 Los cultivos de células en suspensión de T. globosa se establecieron a partir de 

callos friables (10 g de PF), los cuales fueron sembrados en matraces Erlenmeyer de 250 mL 

que contenían 100 mL de medio WPM añadido de PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L), GA3 (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 ó 15 días, hasta que obtener suficiente biomasa para las diferentes experimentaciones. 

 

7.3. Determinación del tamaño de inóculo.  

 

Se realizaron cinéticas de crecimiento en cultivos tipo lote para determinar el tamaño 

de inóculo y optimizar el crecimiento de células en suspensión de T. globosa. Para ello se 

evaluaron los siguientes tamaños: 50, 100, y 150 g/L en peso fresco. Las células se 

cultivaron en medio WPM añadido de PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L), GA3 (0.5 mg/L), sacarosa 
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(1%) y fructosa (1%) durante 30 días. Los matraces se mantuvieron en agitación (110 rpm) 

en cuarto de cultivo a 252 °C y en condiciones de oscuridad. Se tomaron muestras por 

triplicado cada tercer día.  

 

Las variables que se determinaron fueron: peso fresco y seco, Índice de crecimiento, 

viabilidad celular, volumen final del medio, consumo de carbohidratos y concentración de 

taxanos en la biomasa y el medio de cultivo mediante cromatografía líquda de alta resolución 

(CLAR) (Zhang et al. 2002). 

 

7.4. Efecto del jasmonato de metilo (MeJ) en la estimulación de la producción de taxol 

y taxanos relacionados, en los cultivos tipo lote de células en suspensión de T. 

globosa. 

 

Se evaluó el efecto de MeJ en dos medios basales WPM y B5, ambos  añadidos de 

PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GA3 (0.5 mg/L), sobre el crecimiento celular y la producción 

de taxanos. El MeJ (marca Aldrich) (100 µM) (Exposito et al. 2010) se disolvió en etanol 

(Yukimune et al. 1996) y se añadió al medio de cultivo previa esterilización através de 

acrodisc estériles de 0.22 µm marca PALL.  

 

Los cultivos de células en suspensión de T. globosa previamente establecidos, se 

filtraron y se transfirieron a matraces Erlenmeyer de 125 mL, que contenían 10 mL de los 

medios antes mencionados empleando un inóculo de 50 g PF/L. Los cultivos celulares se 

colocaron en un agitador orbital a 110 rpm, en condiciones controladas de temperatura 25±2 

°C y en oscuridad, durante 20 días. A lo largo de  las cinéticas se tomaron tres muestras de 

cada tratamiento cada tercer día. Las biomasas secas a cada tiempo fueron utilizadas para 

determinar los parámetros de crecimiento y la producción de taxanos se analizó por CLAR, 

en la biomasa seca y el medio de cultivo en el que crecieron las células.  
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7.5. Evaluación del efecto del calcio (Ca2+) y jasmonato de metilo (MeJ) sobre la 

producción de taxol y taxanos relacionados en cultivos tipo lote en dos fases, de 

células en suspensión de T. globosa.  

 

Una vez determinado el tamaño de inóculo y evaluado el efecto del MeJ en cultivos 

tipo lote, se concluyó utilizar un medio de inducción de crecimiento y otro de inducción de la 

producción; para ello se planeó utilizar los cultivos tipo lote en dos fases para evaluar el 

efecto de diferentes concentraciones de CaCl2 (0, 0.02 y 0.2 M) sin y con MeJ (100 µM) en 

los cultivos de células en suspensión de T. globosa. El experimento consistió en una primera 

fase, cultivar las células en medio de crecimiento WPM añadido de PIC (2 mg/L), CN (0.1 

mg/L), GA3 (0.5 mg/L), sacarosa (1%) y fructosa (1%) durante 20 días. Al término de este 

tiempo se elimino el medio de crecimiento y se añadió el medio de producción B5 

complementado de PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L), GA3 (0.5mg/L) y sacarosa (3%), condición 

bajo la cual se evaluaron 6 tratamientos durante 15 días más (Tabla 4). Los matraces se 

mantuvieron en agitación (110 rpm) en cuarto de cultivo en condiciones controladas a una 

temperatura de 252 °C y en oscuridad, se tomaron muestras por triplicado cada tercer día 

hasta el final de las cinéticas. Las variables que se determinaron fueron: peso fresco y seco, 

volumen final del medio y concentración 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; Khosroushahi et al. 2006; Osuna et al. 2014). 

 

Tabla 4. Tratamientos utilizados en la evaluación del efecto de CaCl2 y MeJ sobre la 

producción de taxanos, en los cultivos tipo lote en dos fases de células en suspensión de T. 

globosa. 

B5 Basal + 
tratamiento 

CaCl2  (M) MeJ (µM) 

I 0 0 

II 0.02 0 

III 0.2 0 

VI 0 100 

V 0.02 100 

VI 0.2 100 

Simbología: B5 Basal (B5 Gamborg modificado: sin cloruro de calcio)+PIC, CN y GA3; CaCl2: Cloruro 

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

de T. globosa.  

 

En una experimentación previa, se evaluaron 5 concentraciones de  alginato de sodio 

(2.5, 3, 3.5, 4 y 5%) para determinar la concentración adecuada para la formación de las 

perlas de alginato en medio WPM. Una vez determinada la concentración, se inicio el 

experimento de inmovilización 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 

suspensión  y se mezcló con 20 mL de solución estéril de alginato de sodio disuelto en 

medio  WPM, posteriormente se dejó caer la mezcla gota a gota en 100 mL de solución 

estéril de cloruro de calcio al 0.2 M (concentración que en la etapa anterior estimuló el 

crecimiento celular), para formar las perlas biocatalizadoras por gelificación ionotrópica de 

alginato (Figura 16).  

 

Las perlas de alginato con células atrapadas se endurecieron en la solución 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 añadido de PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L)  GA3 (0.5 mg/L), sacarosa (1%) y 

fructosa (1%) durante 20 días. Al término de este tiempo se eliminó el medio de crecimiento y 

se añadió el medio de producción, evaluando dos tratamientos: (T1) B5 añadido de 2,4-D(2 

mg/L), BAP (0.1 mg/L), GA3 (0.5 mg/L) y sacarosa (3%) y B5 añadido de PIC (2 mg/L), CN 

(0.1 mg/L) GA3 (0.5 mg/L) y sacarosa (3%) (T2), sin y con MeJ, durante 15 días más. Los 

matraces se mantuvieron en agitación (110 rpm) en cuarto de cultivo en condiciones 

controladas de temperatura 25  2°C y en oscuridad, se tomaron muestras por triplicado 

cada tercer día.  
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Figura 16. Proceso de inmovilización de células de T. globosa en perlas de alginato. (a) 

Células en la solución de alginato de sodio en el medio de cultivo. (b) Adición de la solución 

de alginato conteniendo las células en la solución de CaCl2. (c) Perlas (células 

encapsuladas) en la solición de CaCl2 en agitación. (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, cuantificación del consumo de carbohidratos y concentración 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. Metodología química y análisis cromatográfico. 

 

7.7.1. Extracción de taxanos  a partir de biomasa.  

 

Para las extracciones, por cada 50 mg de peso seco de células se añadió 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:CH2Cl2 (1:1) en baño ultrasónico 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 vacío y se fraccionaron 

por bipartición en 1 mL de diclorometano más 1 mL de agua destilada; después de agitar con 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
(e) 
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vórtex durante 10 seg se volvieron a centrifugar a 12 000 rpm durante 20 min’, separadas las 

fracciones orgánicas se llevaron a sequedad para redisolverlas finalmente en 500 µL de 

MeOH grado HPLC para su análisis por CLAR. 

 

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

 

Para la extracción de los taxanos a partir del medio de cultivo en el que se cultivaron 

las suspensiones celulares, se les añadió el 25% de su volumen de diclorometano y se 

agitaron durante 2 min en vórtex, a continuación, se llevaron a baño ultrasónico durante 1 h. 

Los extractos orgánicos se concentraron empleando un rotavapor en condiciones de vacío y 

finalmente los residuos se redisolvieron en 500 µL de MeOH grado HPLC, quedando así 

dispuestas las muestras para su análisis por CLAR. 

 

7.8. Identificación y cuantificación de taxanos por Cromatografía de Líquidos de Alta 

Resolución (CLAR).  

 

La producción de taxol y otros taxanos se determinó siguiendo la metodología 

descrita por Richheimer et al. (1992). Se utilizó un equipo Waters 2695 y detector de arreglo 

de diodos 2996. La fase móvil utilizada fue CH3CN: H2O (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 () de 225 nm. El volumen de inyección fue 

de 20 µL en una columna LiChrospher RP18 (5μm). El taxol y otros taxanos fueron 

identificados  por comparación del tiempo de (tr) y espectro de absorción; en tanto que la 

cuantificación por el método de estándar externo (Figura 17), utilizando estándares 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. Estimación del consumo de carbohidratos mediante CLAR. 

 

El consumo de carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructuosa) se determinó 

modificando el método descrito por De Vries y Egberg (1979), a partir del medio de cultivo en 

el que crecieron las células. Se realizó por triplicado del análisis del medio de cultivo 

previamente filtrado, empleando un volumen de inyección de 80 µL. Las curvas de 

calibración se realizaron utilizando estándares puros (marca SIGMA) disueltos en H2O grado 

HPLC. La cuantificación se llevó a cabo mediante cromatografía liquida de alta resolución, en 

un equipo Waters 2695, con un detector de índice de refracción Waters 2414 y una columna 

de amino LiChrospher® 100 NH2 (10 µm). Como fase móvil se utilizó un sistema isocrático 

de CH3CN:H2O (80:20), con un flujo de inyección de 1.5 mL/min.  

  

7.10. Variables de respuesta que se determinaron. 

 

7.10.1 Parámetros de Crecimiento.  

 

Los parámetros de crecimiento se calcularon con base al peso seco para obtener el  

índice de crecimiento, velocidad específica de crecimiento y tiempo de duplicación, de la 

siguiente manera: 

Índice de Crecimiento:  
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Velocidad específica de crecimiento (µ), calculada mediante el modelo matemático 

de Monod cuya ecuación es: 

   
dx

dt
 

 donde dx = incremento de la biomasa celular en PS 

dt = incremento por unidad de tiempo 

 x = biomasa celular al tiempo 0 

 

Tiempo de duplicación (td): una vez calculada la µ, el tiempo de duplicación celular 

se calculó con base a la siguiente ecuación: 

   
   

 
 

 

7.10.2. Parámetros de Producción.  

Una vez realizados los análisis cromatográficos de cada una de las muestras se 

determinaron los siguientes parámetros de producción para taxanos. 

Concentración = (mg/L) 

Productividad = (g/L día-1)  

 

 

7.11. Viabilidad celular. 

La viabilidad de las células en todas las condiciones de cultivo se estudió utilizando el 

método descrito por Duncan y Widholm (1990). Para ello, se tomó alícuota de la suspensión 

que se colocó en el portaobjetos y se mezcló con una gota de una solución marcadora de 

diacetato de fluoresceína (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 (λ) de 490 nm (luz azul), emite a un λ   520 

nm, observándose 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. Análisis estadístico. 

El análisis estadístico se realizo en el programa de The SAS system V.8, utilizando el diseño 

de bloques completamente al azar, aplicando anova y tukey. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1. Inducción y establecimiento de los cultivos de callos. 

 

Mediante el proceso de esterilización empleado en esta investigación, se obtuvo el 

97% de los explantes de hojas y 89% de los explantes  tallo sin contaminación después de 

15 días. 

   

A partir de los explantes asépticos, se indujo de manera diferente la formación de 

callo por efecto de los tratamientos TI (2,4-D)  y TII (PIC) después de 20 días.  Con el TI el 

porcentaje de inducción de callo en hojas y tallo fue del 100% y 80%, respectivamente, 

mientras que en TII 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 inducción de callo en el tejo mexicano fue similar a lo reportado 

por otros autores en el tejo europeo, por ejemplo, el 96% de inducción de callo en tallos 

jóvenes T. baccata después de 20 días 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).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Diferentes etapas de formación de callos de hojas (A) y tallos (B) de T. globosa 

en medio B5 (TI). 

 

(A) 

(B) 

Tiempo: 0 días Tiempo: 20 días 
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El efecto del tratamiento TIII (medio B5 añadido de 2,4-D, BAP y GA3) 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 combinación 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 formación de biomasa, ya que induce la desdiferenciación 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; Palazón 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 producción de taxanos en callos de T. globosa.  

 

Una vez obtenidos callos friables en la etapa anterior, se determinó el crecimiento 

celular y la producción 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 GA3 (0.5 

mg/L). La eficacia de la PIC en la promoción del crecimiento de las células en especies de  

Taxus está ampliamente reportada (Furmanowa et al. 1997; Ketchum et al. 1995). Además, 

el grupo del Dr. Palazón, demostró después de realizar 48 ensayos en diferentes medios de 

cultivos, que la mejor producción de taxol en cultivos de células T. baccata se logra mediante 

la combinación de reguladores de crecimiento utilizados en este trabajo (Palazón 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 índice de crecimiento (IC) de 0.70 y un tiempo de duplicación promedio (td) de 13.2 

días. 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 duró una semana más, disminuyendo posteriormente el crecimiento celular 

al final de la cinética. En ambos medios de cultivo  evaluados, la fase de adaptación duró al 

menos dos semanas. En medio B5, el IC fue de 0.44 y el td de 13.8 días (Gráfica 1). 
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Gráfica 1. Efecto del medio cultivo WPM y B5 añadidos de PIC, CN y GA3 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 días) (Hirasuna et al. 1996), T. media y T. 

baccata (13 días) (Wickremesinhe y Arteca 1993).  

 

Los callos cultivados en ambos medios tienen la capacidad de producir los taxanos a 

lo largo de las cinéticas. La producción y acumulación de taxol  en callos cultivados en WPM, 

se produjo principalmente en la primera semana (16 µg/g PS) y en la sexta semana (24 µg/g 

PS) de cultivo. Por otro lado, la producción de 10-deacetiltaxol se mantuvo constante a lo 

largo de la cinética, obteniendo producciones similares al taxol (23.87 µg/g PS). Con 

respecto a los callos cultivados en B5 la producción de taxol (50 µg/g PS) se incrementó 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 GA3. 

Medio Taxol 

µg/g PS 

B III 

µg/g PS 

10-DB III 

µg/g PS 

10-DT 

µg/g PS 

Cef 

µg/g PS 

Total 

µg/g PS 

B5 50 38.06 8.73 80.82 ND 177.61 

WPM 24 22.03 16.02 23.87 ND 85.92 

Simbología: B III: baccatina III; 10-DB III: 10-deacetilbaccatina III; 10-DT: 10-deacetiltaxol; Cef: 

cefalomanina; ND: no se detecto. 

 

La producción de taxol y taxanos relacionados obtenidos en cultivos de callos de T. 

globosa fue el doble (50 µg/g PS) que lo reportado por Barrios et al. (2009) (27 µg/g PS), y 

significativamente más alto que lo reportado por Barrales et al. (2011) (0.0133 µg). 

 

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

 

Los cultivos de células en suspensión se establecieron a partir de callos friables 

derivados de hojas de T. globosa, los cuales fueron subcultivados en medio WPM añadido 

de PIC, CN y GA3, subcultivando cada 15 días, hasta que se obtuvo suficiente biomasa para 

las diferentes cinéticas.  

 

8.4. Determinación del tamaño de inóculo.  

 

Una vez establecidos los cultivos líquidos de T. globosa, se determinó el mejor 

tamaño de inóculo para optimizar el crecimiento celular de los cultivos líquidos de T. globosa, 

evaluando tres tamaños de inóculo. A lo largo de la cinéticas se pudieron observar cambios 

de coloración en los medios, desde un color amarillo claro a rojizo intenso, observándose 

también cambios significativos en la biomasa, en donde a mayor tamaño de inóculo  los 

cultivos tienden a formar agregados celulares de coloración café rojizo, por la acumulación 

de fenoles, que se pueden observar a simple vista. 

 

En la Gráfica 2 se observa el efecto de los diferentes tamaños de inóculo sobre el 

crecimiento celular en peso seco. En los cultivos en donde se utilizaron los tamaños de 
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inóculo más altos (100 y 150 g PF/L), el crecimiento celular se inhibió en un 81.5% a los 21 

días de las cinéticas con respecto al tamaño de inóculo de 50 g PF/L.  

 

Con el tamaño de inóculo de 50 g PF/L se observaron tres fases de crecimiento 

características de los cultivos de células vegetales, como son la fase de adaptación, la fase 

de crecimiento logarítmico o  lineal y estacionaria,  por lo que se determinó que este  inóculo 

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 días. Este tamaño de inóculo 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 (Expósito 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).  

 

 

 

Gráfica 2. Efecto del tamaño de inóculo 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; ▲ 150 g PF/L. 
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En la Gráfica 3 se presenta el consumo de los carbohidratos en los cultivos de células 

en suspensión con tamaño de inóculo de 50 g PF/L, en la que se observa que a partir del 

tiempo 21 días, 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.  

 

  

Gráfica 3. Consumo de los carbohidratos en los cultivos tipo lote de T. globosa (inóculo de 

50 g PF/L). n=3, WPM + PIC, CN, GA3 

 

 

Ahora bien, con respecto a la producción de taxanos los cultivos de celulas de T. 

globosa independientemente de tamaño de inóculo acumularon los diferentes taxanos. Por 

ejemplo en los cultivos celulares con un tamaño de inóculo de 50 g PF/L, las productividades 

de los taxanos fueron las más altas (excepto para 10-deacetilbaccatina III y 10-deacetiltaxol) 

que en los otros tamaños de inóculo estudiados y al contrario de los cultivos de callo, se 

logro estimular la producción de los 5 taxanos marcadores del género. En la Tabla 6 se 

presenta la producción de taxanos total (intra y extra celular) obtenida por efecto de los 

diferentes tamaños de inóculo en los cultivos de células de T. globosa. 
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Tabla 6. Efecto del tamaño de inóculo (PF) en la producción de taxanos en los cultivos de 

células en suspensión de T. globosa. 

Inóculo 

g PF/L 

Tiempo 

(días) 

Concentración 

(µg/L) 

Productividad 

(µg/L día-1) 

Excreción 

(%) 

Taxol 

50 12 60.389±0.011* 5.032 0 

100 15 56.079±0.458 3.739 0 

150 24 24.959±5.954 1.040 0 

Baccatina III 

50 6 136.217±58.227* 22.703 98 

100 27 159.777±8.411 5.918 0 

150 21 57.171±4.569 2.722 0 

10-deacetilbaccatina III 

50 6 524.391±95.488 87.398 3 

100 6 467.808±39.410 77.968 0 

150 6 655.887±9.100* 109.315 0 

10-deacetiltaxol 

50 9 155.301±165.55 17.256 7 

100 9 945.709±15.221 105.079 0 

150 18 1126.340±11.442* 62.574 0 

Cefalomanina 

50 6 23.836±1.838* 3.973 0 

100 - ND - - 

150 - ND - - 

(n=3) X±DE; *Tukey. Simbología: ND: no se detecto. 
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8.5. Efecto del jasmonato de metilo (MeJ) en la estimulación de la producción de taxol 

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

 

En esta etapa se utilizaron los cultivos tipo lote de células en suspensión de  T. 

globosa, cultivados en dos medios WPM y B5, con y sin MeJ (100 µM). Las células 

cultivadas en medio WPM y B5 sin estimular se utilizaron como cultivos control, estos 

cultivos presentaron una pigmentación color café-rojizo en el medio de cultivo, durante todo 

el experimento, mientras que los cultivos estimulados presentaron una coloración amarillo 

pálido en el medio de cultivo. La biomasa correspondiente a los cultivos WPM presentó una 

pigmentación 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 

acumulación intracelular de compuestos fenólicos, que es provocado por la exposición de los 

cultivos a estrés nutricional. En este caso, los cultivos en suspensión de células cultivadas en 

WPM, producen mayor cantidad de compuestos fenólicos 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 Gráficas 4 y 5. Los cultivos de células en medio WPM sin estimular 

presentaron una fase de adaptación de 3 días y continuaron creciendo hasta el final de la 

cinética, mientras que en los cultivos estimulados con MeJ se inhibió el crecimiento celular. 

El td en los cultivos control fue 2.32 días y el IC fue 6.14, mientras que en los cultivos 

estimulados con MeJ presentaron un td de 3.06 días y el IC 0.77 (Gráfica 4). Los cultivos que 

crecieron en medio B5 no presentaron diferencias significativas entre los cultivos control y 

estimulados (Gráfica 5).  
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Gráfica 4. Efecto del medio de cultivo WPM + PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GA3 (0.5 mg/L) 

y la estimulación con MeJ (100 µM), sobre el crecimiento celular en los cultivos tipo lote de 

células en suspensión de T. globosa. (n=3) X±DE; p<0.0001*; Tratamientos:  WPM; ■ 

WPM+MeJ. 

 

 

Grafica 5. Efecto del medio de cultivo B5 + PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GA3 (0.5 mg/L) y la 

estimulación con MeJ (100 µM) sobre el crecimiento celular en los cultivos tipo lote de 

células en suspensión 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 morfología: 1) esférica, 2) 

en forma de riñón y 3) alargada (Figura 19). Los cultivos estimulados también presentaron 

estas tres morfologías, aunque la mayoría de las células eran largas y delgadas, y con una 

pigmentación de color rojizo. Esta estructura celular puede indicar que el MeJ induce un 

estado avanzado de desarrollo y/o diferenciación 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 morfologías celulares observadas en las células en suspensión de T. 

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

 

La Tabla 7 muestra los parámetros de producción para cada uno de los taxanos, en 

los cultivos tipo lote de células en suspensión de T. globosa, cultivadas en medio WPM y B5, 

con o sin MeJ. La producción de taxol se estimuló 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 producción de los taxanos en los cultivos de células en 

suspensión de T. globosa, se incrementó principalmente por efecto del medio WPM añadido 

de MeJ. Con este medio se obtuvo una concentración total del taxol de 197.999 g/L con una 

productividad de 14.143 g/L dia-1, a los 14 días de la cinética. Además de estimular los 

precursores del taxol como son: la 10-deacetilbaccatina III (633.724 g/L dia-1) y baccatina III 

(160.622 g/L dia-1) junto con el 10-deacetiltaxol (229.611 g/L dia-1), este último, 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 producción de taxanos así como su 

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

citotóxica, su producción se obtuvo principalmente de manera intracelular por efecto del 

medio B5 sin estimular (91.428 g/L),  con una productividad de 30.476 g/L dia-1. 

 

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

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

µM). 

Tipo de medio 
Tiempo 

 (días) 

Concentración 

(µg/L) 

Productividad 

(µg/L día-1) 

Excreción 

(%) 

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 III 
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 III 
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 4.124 42.9 

Simbología: WPM-C: WPM control; WPM-MeJ: WPM estimulado con MeJ (100 µM); B5-C: B5 control; 

B5-MeJ: B5 estimulado con MeJ (100 µM); (n±3) X±DE; *Tukey. 
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Con estos resultados, podemos decir, que las mejores condiciones de cultivo para la 

producción intracelular de taxol se obtuvó en medio WPM añadido de MeJ, donde se 

estimuló la producción 9 veces con respecto a las células cultivadas en medio B5 con y sin 

MeJ, cuya productividad fue de 14.143 µg/L día-1. Por el contrario, las células cultivadas en 

medio B5, la productividad del taxol fue 10 veces menor (1.434 µg/L día-1) pero se estimuló 

su excreción de un 54 a 77.8 % (Gráfica 6).  

 

 

Gráfica 6. Efecto del medio de cultivo WPM y B5 con y sin MeJ en la producción de taxol en 

células en suspensión de T. globosa. (n=3) X±DE; p<0.0001*; Tratamientos: WPM-C (WPM 

control); WPM-MeJ (WPM estimulado con MeJ 100 µM); B5-C (B5 control); B5-MeJ (B5 

estimulado con MeJ 100 µM); ■ Intracelular;  Extracelular. 

 

Los resultados hasta aquí 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 (Ca2+) y jasmonato de metilo (MeJ) sobre la producción de taxol y 

taxanos relacionados en cultivos tipo lote en dos fases de células en suspensión de T. 

globosa. 

 

Con base a los resultados obtenidos en la evaluación de los medios WPM y B5, 

donde observamos que WPM estimula el crecimiento celular y el medio B5 la excreción de 

los taxanos al medio de cultivo, se decidió evaluar la estrategia de cultivos tipo lote en dos 

fases, además de evaluar el efecto de 3 concentraciones de CaCl2 (0, 0.02, 0.2 M) sin y con 

MeJ (100µM). Los cultivos fueron subcultivados en una primera fase en un medio de 

crecimiento WPM añadido de PIC, CN y GA3 durante 20 días, al término de este tiempo se 

eliminó el medio de crecimiento y se añadió el medio de producción B5 añadido de PIC, CN 

y GA3, donde se evaluaron 6 tratamientos durante 15 días más. 

 

En la Gráfica 7 se presenta el efecto del calcio (Ca2+) 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 producción el MeJ inhibe el crecimiento celular, 

esto ha sido reportado en otras especies de Taxus, por ejemplo T. media (Cusidó et al. 2002) 

y T. baccata (Onrubia et al 2011).  Por otro lado el incremento de la concentración de CaCl2 

en el medio de cultivo estimuló el crecimiento celular aún en presencia de MeJ, estos 

resultados difieren a lo reportado en otros cultivos vegetales tales como Siline vulgaris 

(Günter y Ovodov, 2005), Plumbago rosea (Komaraiah et al. 2002) y Galphimia glauca 

(Osuna et al. 2014), donde se reporta la inhibición del crecimiento celular por efecto del 

calcio en combinación con MeJ. 

 

Con respecto a la producción de taxanos, la concentración normal del CaCl2 en medio 

B5 (Tratamiento II) y por efecto de la estrategia del cultivo en dos fases, se estimuló la 

producción de taxol 5 veces (338.944 µg/L) (15 días), con respecto a la producción de la 

línea celular de la que se partió (59.6 µg/L), con una productividad de 22.596 µg/L día-1 

(Tabla 8). Por otro lado, cuando se estimularon los culltivos con MeJ (Tratamiento VI) la 

concentración de taxol disminuyó (207.095 µg/L) al tiempo 6 de la segunda fase, sin 

embargo la productividad se incremento a 34.516 µg/L día-1; por lo que podemos concluir 

que el MeJ estimula la biosíntesis del taxol. 
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Grafíca 7. Efecto del calcio (Ca2+) y jasmonato de metilo (MeJ) sobre el crecimiento celular 

de los cultivos tipo lote en dos fases de T. globosa. (n=3) X±DE. TRATAMIENTOS: I (s/CaCl2); 

II (CaCl2 0.02 M); III (CaCl2 0.2 M); IV (s/CaCl2 + MeJ 100 µM); V (CaCl2 0.02 M + MeJ 100 µM); VI 

(CaCl2 0.2 M + MeJ 100 µM);     Cambio de medio 

 

En cuanto a la producción de los otros taxanos, se logró incrementar la producción de 

cefalomanina de 91.428 µg/L (B5 en cultivo tipo lote) a 455.986 µg/L, por efecto del cultivo 

tipo lote en dos fases y la estimulación con MeJ [tratamiento IV (s/CaCl2 + MeJ 100 µM)], sin 

embargo la producción de 10-deacetilbaccatina III y baccatina III no se incrementó. Por otro 

lado, con la estrategia de cultivo en dos fases y el efecto Ca2+ y MeJ solo se logró la 

excreción al medio de cultivo de cefalomanina y no se estimuló la producción de 10-

deacetiltaxol. 
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Tabla 8. Efecto de la estimulación con CaCl2 y MeJ sobre la producción de taxanos totales 

(intra y extra celular), en los cultivos tipo lote en dos fases de células en suspensión de T. 

globosa (segunda fase o de producción). 

Tratamiento 
Tiempo 

(días) 

Concentración 

(µg/L) 

Productividad 

(µg/L día-1) 

Excreción 

(%) 

taxol 

I 9 127.541±3.586 14.171 0 

II 15 338.944±6.301* 22.596 0 

III 6 97.793±0.417 16.299 0 

IV 6 178.816±3.191 29.803 0 

V 6 207.095±1.456 34.516 0 

VI 15 274.638±2.450 18.309 0 

baccatina III 

I 3 14.017±1.764 4.672 0 

II 3 78.861±4.006* 26.287 0 

10-deacetilbaccatina III 

I 3 30.212±5.735 10.071 0 

II 15 72.066±0.572* 4.804 0 

III 15 36.356±0.491 2.424 0 

IV 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 0 

II 15 36.527±4.587 2.435 0 

III 12 43.553±1.368 3.629 17 

IV 3 455.986±7.337* 151.995 41 

V 3 57.388±1.331 19.129 60 

VI 6 271.700±5.515 45.283 0 

(n=3) X±DE; *Tukey. TRATAMIENTOS: I (s/CaCl2); II (CaCl2 0.02 M); III (CaCl2 0.2 M); IV (s/CaCl2 + 

MeJ 100 µM); V (CaCl2 0.02 M + MeJ 100 µM); VI (CaCl2 0.2 M + MeJ 100 µM); 
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8.7. Efecto de la inmovilización celular sobre la producción de taxol y taxanos 

relacionados en los cultivos de células en suspensión 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 biosíntesis 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 

suspensión de T. globosa, observamos que en la segunda fase del cultivo o de producción, 

no se presentó la típica curva de crecimiento de los cultivos in vitro, en este experimento 

observamos que el crecimiento se inhibió 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 

(Cusidó et al. 2002) y en T. baccata (Onrubia et al. 2011) (Gráfica 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 día 29 en la segunda 

fase del cultivo, incrementando su concentración hasta el final de la cinética, este efecto 

favoreció el crecimiento en las células cultivadas en los dos tratamientos en ausencia del 

MeJ (Gráfica 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 

suspensión de T. globosa. (n=3) X±DE. Tratamientos: T1 (B5 + 2,4-D, BAP y GA3); T1+MeJ (B5 + 2,4-D, 

BAP y GA3 + MeJ 100µM);  T2 (B5 + PIC, CN y GA3); T2+MeJ (B5 + PIC, CN y GA3 + MeJ 100µM).    Cambio 

de medio. 

  

 
 

Gráfica 9. Consumo de carbohidratos en células libres en la segunda fase o de producción 

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

 

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

deacetilbaccatina III, ademas del 10-deacetiltaxol y la cefalomanina, se estimuló 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 excreción al medio de cultivo de los taxanos: baccatina III  (8.260 – 12.788 

µg/L día-1)( 78-84%); 10-deacetilbaccatina III (15 µg/L día-1); 10-deacetiltaxol (3.180 µg/L día-1 

)(63%) y cefalomanina (49.272 µg/L día-1), se estimuló principalmente por efecto del T1 en 

los cultivos de células libres y estimulados con MeJ, a partir del tercer día 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 estimuló significativamente la concentración del taxol entre 7 (397.387 

µg/L) y 8 (503.158 µg/L) veces a partir del noveno día de cultivo en fase de producción, con 

respecto a línea celular de origen (59.6 µg/L), se incrementó la productividad entre 7 y 13 

veces más (29.335 y 53.316 µg/L día-1), que la productividad de linea de origen (4.26 µg/L 

día-1).  

 

 

 

Grafica 10. Producción de taxanos totales en los cultivos tipo lote en dos fases, de células 

en suspensión de T. globosa. Datos correspondientes a la segunda fase o de producción: 

(T1) medio B5 + 2,4-D, BAP y GA3 y (T2) medio B5 + PIC (2 mg/L), CN (0.1 mg/L) y GA3 (0.5 

mg/L), con y  sin MeJ (100µM). (n=3). 10-DB III: 10-deatilbaccatina III; B III: baccatina III; 10-

DT: 10-deacetiltaxol; Cef: cefalomanina. 
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Tabla 9. Influencia de las condiciones de cultivo en la producción de taxanos en los cultivos 

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

 

Tratamiento 
Tiempo 

(días) 

Concentración 

(µg/L) 

Productividad 

(µg/L día-1) 

Excreción 

% 

Taxol 

T2+MeJ 3 159.949±0.991 53.316 2 

T2+MeJ 6 176.008±5.564 29.335 18 

T2+MeJ 9 397.387±3.156 44.154 8 

T2+MeJ 12 364.638±4.939 30.387 9 

T2+MeJ 15 503.158±11.907 33.544 8 

Baccatina III 

T1+MeJ 6 76.728±0.005 12.788 84 

T1+MeJ 15 123.899±0.008 8.260 78 

10-deacetilbaccatina III 

T1+MeJ 3 45.006±0.001 15.002 0 

T1 9 52.859±0.543 5.873 0 

T1+MeJ 12 67.421±0.005 5.618 3 

T1+MeJ 15 43.883±0.003 2.926 0 

10-deacetiltaxol 

T1+MeJ 12 38.161±0.002 3.180 63 

T1+MeJ 15 20.533±0.003 1.369 61 

Cefalomanina 

T1+MeJ 3 146.167±0.002 48.722 10 

T1+MeJ 6 295.633±0.003 49.272 9 

T1 12 215.001±0.004 17.917 6 

T1+MeJ 15 196.202±0.003 13.080 8 

(n=3) X±DE; Tratamientos: T1 (B5 + 2,4-D, BAP y GA3); T1+MeJ (B5 + 2,4-D, BAP y GA3 + 

MeJ 100µM);  T2 (B5 + PIC, CN y GA3); T2+MeJ (B5 + PIC, CN y GA3 + MeJ 100µM). 

 

Para la inmovilización celular de los cultivos celulares de T. globosa, fue importante 

determinar la concentración adecuada de alginato de sodio para la formación de las perlas 

en medio WPM, para el tejo mexicano fue de 3.5 %, con esta concentración se obtuvieron 

perlas de forma y tamaño adecuado para realizar los experimentos. En los cultivos de células 

inmovilizadas, el crecimiento celular se estimuló por efecto de los dos tratamientos (T1 y T2), 

en ausencia del MeJ, por otro lado, cuando éste se añade, el crecimiento decrece 

considerablemente en los cultivos en medio B5 añadido del tratamiento T1 principalmente. 

En el tratamiento T2 se estimula el crecimiento celular tanto en células libres como 

inmovilizadas de T. globosa (Gráfica 11). 
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Gráfica 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 GA3); 

T1+MeJ (B5 + 2,4-D, BAP y GA3 + MeJ 100µM);  T2 (B5 + PIC, CN y GA3); T2+MeJ (B5 + 

PIC, CN y GA3 + MeJ 100µM).    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 producción, 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 concentración 

hasta el final del cultivo, estos carbohidratos podrían estar involucrados en el crecimiento 

que se observa de los cultivos de T. globosa (Gráfica 12), y en la estimulación de la 

biosíntesis de los diferentes taxanos que se acumulan en los cultivos como lo podemos 

observar más adelante.  
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Gráfica 12. Consumo de carbohidratos en la segunda fase o de producción, en los cultivos 

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

 

Con respecto a la producción de taxanos en células inmovilizadas, pudimos observar 

que la concentración de los taxanos en general decrese a lo largo de la segunda fase del 

cultivo (Gráfica 13). Sin embargo, el tratamiento T2 añadido de MeJ, estimuló 7.3 (436.336 

µg/L) y 6.5 (391.041 µg/L) veces la producción de taxol con respecto a línea celular de origen 

(59.6 µg/L). Por otro lado, logramos estimular por efecto de la inmovilización celular en 

combinación del cultivo en dos fases, la excreción al 100% de la baccatina III, 20% a la 

cefalomanina y a la 10-deacetil-baccatina III, 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 producción de 

taxol 2 veces y 3 veces para baccatina III por efecto de la inmovilización y estimulación con 

jasmonato de metilo. 

 

Actualmente se sabe que tanto el crecimiento celular como la producción de los 

metabolitos secundarios in vitro depende de la fuente de carbono empleado. Por otro lado,  

la concentración 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, 
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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 añadido 

de PIC y de la KN, en presencia del MeJ (100µM).  

 

 

 

Gráfica 13. Producción 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 producción: (T1) 

medio B5 añadido de 2,4-D, BAP y GA3 y (T2) medio B5 añadido de PIC (2 mg/L), CN (0.1 

mg/L) y GA3 (0.5 mg/L), con y  sin MeJ (100µM). (n=3). 10-DB III: 10-deacetilbaccatina III; B 

III: baccatina III; 10-DT: 10-deacetiltaxol; Cef: cefalomanina. 
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Tabla 10. Influencia de las condiciones de cultivo en la producción de taxanos en los cultivos 

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

Tratamiento 
Tiempo* 

(días) 
Concentración 

(µg/L) 
Productividad 

(µ/L día-1) 
Excreción 

% 

taxol 
T2+MeJ 3 391.041±7.831 130.347 1 
T2+MeJ 6 101.524±0.483 16.921 4 
t2+MeJ 15 436.336±2.742 29.089 1 

baccatina III 
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 III 
T2+MeJ 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+MeJ 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 GA3); T1+MeJ (B5 + 2,4-D, BAP y GA3 + 

MeJ 100µM);  T2 (B5 + PIC, CN y GA3); T2+MeJ (B5 + PIC, CN y GA3 + MeJ 100µM). 
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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 duplicación de 13.81 y 13.2 días 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 concentración en callos cultivados en medio 

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

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

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

 
5. Se establecieron los cultivos de células en suspensión de T. globosa, a partir de callos 

friables derivados de hoja y se determinó que el tamaño de inoculo de 50 g PF/L es el 

adecuado para estimular el crecimiento celular, en los cultivos tipo lote de células en 

suspensión de T. globosa. 

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

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

 
7. El  jasmonato de metilo (100 µM) inhibió el crecimiento celular de los cultivos de células 

en suspensión de T. globosa. 

 
8. En los cultivos tipo lote de células en suspensión de T. globosa, el medio de cultivo 

WPM añadido de MeJ (100 µM), incrementó 3.32 veces la producción de taxol (197.999 

µg/L), sus precursores (baccatina III; 10-deacetilbaccatina III) y el 10-deacetiltaxol. Por el 

contrario, la cefalomanina (91.428 µg/L), fue el único taxano que incrementó su 

producción 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 concentración de CaCl2 (0.2 M) aún en presencia del MeJ (100 µM). 
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10. La productividad del taxol (22.596 µg/L día-1) se incrementó 5 veces por efecto del 

tratamiento II (CaCl2 0.02M), con respecto a la línea de origen (4.256 µg/L día-1). 

 
 

11. Se determinó para el tejo mexicano, la concentración adecuada de alginato de sodio 

para la formación de las perlas en medio WPM que fue de 3.5 %, con esta concentración 

se obtuvieron perlas de forma y tamaño adecuado para inmovilizar a las células en 

suspensión. 

 
12. El crecimiento celular tanto de los cultivos libres como inmovilizados de células en 

suspensión de Taxus globosa se inhibió por efecto del jasmonato de metilo, en la 

segunda fase del cultivo. 

 
13. Con respecto al consumo de carbohidratos en los cultivos libres de células en suspensión 

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 concentración 

de la fructosa como glucosa se acumulan en mayor proporción que al inicio de la 

segunda fase del cultivo. 

 
14. 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. 

 
15. La sacarosa es el carbohidrato que prefieren los cultivos de células en suspensión e 

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

 
16. La fructosa y la glucosa acumuladas en el medio de cultivo, durante la segunda fase, 

estimularon de manera sinérgica, la biosíntesis del taxol y taxanos relacionados en 

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

 
17. En los cultivos tipo lote en dos fases de células en suspensión de T. globosa, el 

tratamiento T2 (B5+ PIC, CN y GA3) añadido del jasmonato de metilo (100 µM), estimuló 

de manera intracelular la producción de taxol, desde el inicio y hasta el final de la 

segunda fase del cultivo.  
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18. La producción de baccatina III, la 10-deacetilbaccatina III, el 10-deacetiltaxol y la 

cefalomanina, se estimuló por efecto del tratamiento T1 (B5 + 2,4-D, BAP y GA3)  

añadido de  MeJ (100 µM). 

 
19. Al inmovilizar los cultivos de células en suspensión de T. globosa se incrementó la 

velocidad de biosíntesis del taxol, obteniendo una productividad de 130.347 µg/L dia-1, 

además de un 20% de excreción de la 10-deacetilbaccatina III, por efecto del Tratamiento 

2 (B5+ PIC, CN y GA3) añadido del jasmonato de metilo (100 µM).  

 
20. Mediante la inmovilización celular y por efecto del tratamiento T1 (B5 + 2,4-D, BAP y 

GA3) sin MeJ, se estimuló la excreción principalmente de los otros taxanos como son: la  

baccatina III (100%), el 10-deacetiltaxol (76%) y de la cefalomanina (22 al 27 %).  

 

  



81 
 

10. DISCUSIÓN 

 

 Taxus globosa Schltdl (tejo mexicano) es la única 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 árboles silvestres (van-Rozendaal et al. 1999; Soto 

et al. 2000). Este árbol 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 año 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 fitoquímico de la 

especie y se corroboran sus actividades biológicas (Soto et al. 2000). Dada la importancia de 

la especie y al peligro en el que se encuentra desde el punto de vista biológico debido a su 

baja densidad poblacional y lento crecimiento, en este trabajo de investigación se iniciaron 

los cultivos in vitro con la finalidad de obtener una alternativa viable para la obtención de 

taxol y taxanos relacionados, sin afectar a la especie en su hábitat y así contribuir a su 

conservación.  Para ello se estableció la metodología de desinfestación de material de tallo y 

hoja de T. globosa mediante el uso de desinfectantes como etanol, cloro en combinación con 

fungicidas, en donde se obtuvo de un 89 a 97 % de desinfestación respectivamente, valores 

semejantes a lo obtenido por Correa et al. (2006) en el establecimiento del cultivo de T. 

baccata (96%). 

 

Inducción de callogénesis. 

 

Para el establecimiento del cultivo in vitro de callos de T. globosa  se evaluó 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; Khosroushahi et al. 2006).  

 

En T. globosa el medio B5 añadido de 2,4-D, CN y GA3 estimuló en un tiempo de 20 

días la inducción de callogénesis a partir de explantes de hojas y tallos, con lo cual se 

disminuyó el tiempo de inducción reportado por Barrales et al. (2006) de 40 días, 
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estimulando el 100% de desdiferenciación de los explantes de hoja y un 80% a partir de 

explantes de tallo, este porcentaje de inducción 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 

desdiferenciación de los explantes haya ocurrido por efecto de la auxina 2,4-D que actuó en 

las zonas meristemáticas ubicadas en las nervaduras de los explantes de hojas, también 

estimuladas por las zonas de corte, lo que incrementó la división celular e inhibiendo la 

morfogénesis y dando como resultado la rápida formación de callo (Álvarez, 2001).  

 

Establecimiento de los cultivos de callo. 

   

Al caracterizar los cultivos de callos de T. globosa cultivados en medio B5 añadido de 

PIC, CN y GA3 presentaron un índice de crecimiento (IC) de 0.44 y un tiempo de duplicación 

(td) de 13.81 días, en cambio, los callos cultivados en medio WPM que contenían los mismos 

reguladores de crecimiento tuvieron mayor IC (0.70) con respecto al medio B5 con td de 13.2 

días. Este tiempo de duplicación 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 logró estimular la producción por primera vez del taxol, así como de 

sus precursores la baccatina III y 10-deacetilbaccatina III y un taxano más el 10-deacetiltaxol. 

La mayor producción de taxol se obtuvo en el medio B5 durante la primera semana de cultivo 

(50 µg/g PS), esta  producción fue el doble y se obtuvo en menor tiempo que lo reportado por 

Barrios et al. (2009) (26 µg/g PS) en cultivos de callos derivados de brotes de T. globosa y 

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

 

Establecimiento de los cultivos de células en suspensión. 

 

Los cultivos de células en suspensión se establecieron a partir de callos friables 

derivados de hojas de T. globosa. Una vez establecidos los cultivos líquidos de T. globosa, 

se determinó el mejor tamaño de inóculo para optimizar el crecimiento celular, evaluando 

tres tamaños inóculo. El tamaño 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 días. Este 

tamaño de inóculo 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 (Expósito 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 estimulación en los cultivos tipo lote de células en suspensión de T. 

globosa. 

 

La estimulación es un proceso para inducir o aumentar la biosíntesis de metabolitos 

secundarios de las plantas, debido a la adicción de pequeñas cantidades de estimuladores 

de diverso origen. La producción 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 investigación, los cultivos de células en suspensión de T. 

globosa se establecieron en dos medios de cultivo WPM y B5, además de evaluar el efecto 

de la estimulación con MeJ sobre la producción de taxanos. Los cultivos de células en 

suspensión con respecto a los cultivos de callo, produjeron los cinco taxanos marcadores de 

la especie. En estos cultivos el medio que estimuló el crecimiento celular fue el WPM con el 

que se obtuvo un IC de 6.14 y un td de 2.32 días, y por efecto de la estimulación del 

jasmonato de metilo estimuló en mayor concentración al taxol  (197.999 g/L), y tres taxanos 

más como son 10-deacetilbaccatina III (633.724 g/L) 10-deacetiltaxol (229.611 g/L) y 

baccatina III (160.622 g/L), esta producción es del mismo orden con respecto a lo que ha 

sido reportado en algunas líneas celulares derivadas de Taxus estimuladas con jasmonato 

de metilo. La productividad del taxol (0.014 mg/L día-1) en los cultivos de células en 

suspensión de  T. globosa se encuentra en el mismo orden de magnitud aunque en menor 

concentración, reportada para otras especies de Taxus estimuladas con jasmonato de 

metilo, por ejemplo en  T. baccata (0.55 mg/L día-1) Bentebibel et al., 2005 y T. wallichiana 

(0.87 mg/L día-1) Navia-Osorio et al., 2002.  

  

 Como resultado de esta primera etapa del trabajo de investigación, se delimitó el 

tamaño de inoculo adecuado para la obtención de líneas 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 producción y excreción de cada uno de los taxanos a partir de 

cultivos tipo lote de células en suspensión de Taxus globosa.  

 

Efecto de la estimulación con Ca2+ y MeJ en los cultivos tipo lote en dos fases de 

células en suspensión de T. globosa.  

 

Diversas estrategias biotecnológicas, tales como la selección de líneas de alto 

rendimiento de células, la manipulación de los medios de cultivo, las condiciones de cultivo, 

la inmovilización celular, y estimulación se han empleado para mejorar la producción de 

metabolitos secundarios en cultivos de células vegetales. En la mayoría de las células de la 

planta, la producción de los metabolitos secundarios no está 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 producción de 

metabolitos secundarios donde se pueden añadir estimuladores, precursores o compuestos 

inductores de estrés (fase II) (Malik et al. 2013). 

 

El Ca2+ y MeJ  son de los estimuladores que se reportan para inducir la biosíntesis del 

metabolismo secundario in vitro, cada uno de ellos afectan la producción de fitoalexinas y 

metabolitos de interés. El papel de Ca2+ en la formación de fitoalexinas y metabolitos 

secundarios se ha investigado usando varios productos químicos que aumentan o 

disminuyen el Ca2+ intracelular. Por otro lado, se sabe también que el calcio en altas 

concentraciones, estimula en el retículo endoplasmático la producción de proteínas con 

actividad secretora. En el caso del MeJ, se reporta que los jasmonatos activan la expresión 

de los genes de defensa, incluyendo los genes que codifican las enzimas que catalizan la 

formación de metabolitos secundarios, principalmente en los de origen triterpénico y fenólico.  

 

Además, el Ca2+ y el MeJ también interactúan en la modulación de la respuesta de 

defensa, y esto se debe a que el calcio juega un papel en la mediación de la biosíntesis del 

jasmonato, induciendo la actividad de lipoxigenasa, enzima involucrada en su biosíntesis 

(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 excreción de los taxanos al 

medio de cultivo, se decidió evaluar por primera vez en cultivos líquidos de T. globosa, la 

estrategia de cultivos tipo lote en dos fases y la estimulación con calcio  (Ca2+) en 

combinación del  jasmonato de metilo (MeJ). 

 

Al evaluar el efecto del Ca2+ 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 inhibió el 

crecimiento celular, esto ha sido reportado en otras especies de Taxus, por ejemplo T. media 

(Cusidó et al. 2002) y T. baccata (Onrubia et al 2011). Asimismo, el incremento de la 

concentración de CaCl2 en el medio de cultivo estimuló el crecimiento celular aún en 

presencia de MeJ, estos resultados difieren a lo reportado en otros cultivos vegetales tales 

como Galphimia glauca (Osuna et al. 2014), Siline vulgaris (Günter y Ovodov, 2005) y 

Plumbago rosea (Komaraiah et al. 2002). 

 

Con respecto a la producción de los taxanos, observamos que el efecto del Ca2+ en 

combinación del MeJ, incrementó la productividad de 3 taxanos entre ellos: al taxol (16.299 – 

34.516 µg/L día-1), la baccatina III (4.673 – 26.287 µg/L día-1) y la cefalomanina (2.435 – 

151.995 µg/L día-1) así como su excreción al medio de (41 a 60 %), finalmente en este 

experimento se inhibió la producción de 10-deacetiltaxol.  

 

Inmovilización celular de los cultivos de T. globosa. 

 

La inmovilización es una de las estrategias importantes para incrementar la 

producción de metabolitos secundarios en células. Las células inmovilizadas tienen la 

ventaja sobre las células en libres en suspensión, porque se proporciona alta concentración 

de células por unidad de volumen, un mejor contacto entre célula-célula y la protección por el 

estrés por la agitación, y evita el lavado de células en los subcultivos (Malik et al. 2011). 

 

Para la inmovilización celular de los cultivos celulares de T. globosa, fue importante 

determinar la concentración adecuada de alginato de sodio para la formación 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 

inmovilización celular y la estimulación con jasmonato de metilo (MeJ 100 µM), para ello se 

utilizó el medio Gamborg B5 (B5) añadido de dos tratamientos diferentes que contenían 

picloram y 2,4-diclorofenoxiacético, en combinación con cinetina  y benzilaminopurina, en 

cultivos tipo lote en dos fases, incrementando la productividad y la excreción al medio de 

cultivo de 4 taxanos. 

 

Mediante este experimento, la producción de los taxanos se estimuló principalmente, 

por efecto del tratamiento T1 en los cultivos de células libres y estimulados con MeJ, a partir 

del tercer día y hasta al final de la segunda fase de la cinética la baccatina III  (8.260-12.7888 

µg/L día-1) (81%); 10-deacetilbaccatina III (15 µg/L día-1); 10-deacetiltaxol (3.180 µg/L día-1) 

(62%) y la cefalomanina (49.272 µg/L día-1). Sin embargo, la productividad del taxol (53 µg/L 

día-1) se obtuvo por efecto del tratamiento T2 añadido de MeJ de manera intracelular, el 

tiempo de la biosíntesis in vitro del taxol disminuyó de 15 días a 3 días en la fase de 

producción, incrementando al doble su productividad (130.347 µg/L día-1) en los cultivos de 

células inmovilizadas y estimuladas con MeJ de T. globosa.  

  

Nuestros resultados indican que para estimular la producción de los precursores del 

taxol (baccatina III y 10-deacetilbaccatina III) además de la cefalomanina y el 10-deacetiltaxol 

no es necesario inmovilizar los cultivos de células en suspensión 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 III, donde reportan un incremento de 3 veces su 

producción por efecto de la inmovilización y estimulación con jasmonato de metilo, Sin 

embargo para incrementar la biosíntesis del taxol in vitro se obtiene por efecto de la 

inmovilización celular y del estímulo del jasmonato de metilo, en sinergia con las fuentes de 

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

 

Una vez optimizado la producción de los compuestos anticancerígenos se puede 

escalar la producción hasta el nivel industrial.  
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11. PERSPECTIVAS 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo de investigación sobre la 

producción de taxol y taxanos relacionados en los cultivos de células en suspensión de T. 

globosa, se hace necesario continuar con el estudio in vitro de tan importantes metabolitos 

con actividad biológica con la finalidad de incrementar aún más su producción. 

 

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

 

 Incrementar la producción 10 veces más con respecto a la productividad que 

obtuvimos en este trabajo de investigación, utilizando la estrategía de cultivo en dos 

fases y evaluando otros tipos de estimuladores, por ejemplo con coronatina y metil-β-

ciclodextrina.  

 

 Evaluar el efecto de estimuladores abióticos, por ejemplo la luz, que ya ha sido 

reportado que estimula la producción de taxanos en árbol silvestre, expuestos a la 

incidencia solar. 

 

 Una vez optimizada la producción de taxol y taxanos relacionados, escalar la 

producción a bioreactor. 

 

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

genes que se expresan en las líneas productoras de los diferentes taxanos. 
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