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Resumen 

Los cultivos de células vegetales pueden constituir plataformas biotecnológicas 

ecológicas para la producción de metabolitos secundarios de plantas con 

actividad farmacológica, así como un excelente sistema para ampliar el 

conocimiento del metabolismo secundario. El taxol y taxanos relacionados son 

metabolitos secundarios vegetales con una notable actividad anticancerígena. 

A pesar de la importancia de estos compuestos, su producción biotecnológica 

todavía necesita ser optimizada y aún se desconocen algunos aspectos de su 

biosíntesis. En este trabajo hemos estudiado la respuesta a la acción de la β-

metil-ciclodextrina (CD) y coronatina (CORO) de dos cultivos celulares de 

Taxus (T. media y T. globosa) con el fin de encontrar alternativas para la 

producción de taxanos; también hemos caracterizado el gen TB768, que 

previamente fue seleccionado a partir de un estudio de cDNA-AFLP, como 

candidato a codificar para una enzima implicada en la biosíntesis de taxol. La 

producción de taxanos, fue mayor en las líneas celulares de T. media que en T. 

globosa e incrementó significativamente por la adición simultánea de los 

elicitores CD y CORO, correlacionando con la expresión de los genes 

conocidos de la biosíntesis de taxol. El análisis funcional del gen TB768 

demostró, confirmando las predicciones in silico, que este gen codifica para 

una acil-CoA ligasa citoplasmática, capaz de convertir la β-fenilalanina en su 

éster de CoA, un precursor de la cadena lateral del taxol. De esta forma la 

nueva proteína caracterizada, β-fenilalalina CoA ligasa (TBPCCL), estaría 

implicada en una de las últimas etapas de la ruta biosintética de taxanos. Estos 

estudios contribuyen a la creación de nuevos y mejores sistemas de producción 

sostenible de taxol y taxanos relacionados; mediante sistemas de elicitación o 

de ingeniería metabólica. 
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Abstract 

Plant cell cultures constitute eco-friendly biotechnological platforms for the 

production of plant secondary metabolites with pharmacological activities, as 

well as a suitable system for extending our knowledge of secondary 

metabolism. Taxol and related taxanes are plant secondary metabolites with a 

remarkable anticancer activity. Despite the importance of these phytochemicals, 

their biotechnological production still requires optimization and several aspects 

of their biosynthesis remain unknown. In this work, we studied the response of 

two Taxus cell cultures (T. media and T. globosa) to the addition of β-methyl 

cyclodextrin (CD) and coronatine (CORO) with the aim of finding alternative 

systems for taxane production; we also characterized the TB768 gene, which a 

previous cDNA-AFLP analysis revealed to be a putative candidate for encoding 

a taxol biosynthetic enzyme. Taxane production was higher in the T. media than 

the T. globosa cell line, and was significantly enhanced by the simultaneous 

addition of both elicitors (CD and CORO); the expression of known taxol 

biosynthetic genes was correlated with the improved taxane production. 

Confirming in silico predictions, functional analysis of the TB768 gene showed 

that it encodes a cytoplasmic acyl-CoA ligase able to convert β-phenylalanine 

into its respective CoA ester derivative, a precursor of the taxol lateral chain. 

Therefore, this newly characterized enzyme, β-phenylalanine CoA ligase 

(TBPCCL), must be involved in one of the last steps of the taxane biosynthetic 

pathway. These studies are a contribution to the establishment of sustainable 

taxol production systems by elicitation or metabolic engineering approaches. 
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Cuando la fuente natural de un fitofármaco no puede satisfacer su demanda 

en el mercado o es cada vez más limitada debido a la sobreexplotación o el 

deterioro de su hábitat natural, la biotecnología vegetal puede proporcionar un 

sistema alternativo para su producción, las llamadas “Biofactorías Vegetales”, 

éstas se consideran procesos basados en la utilización de los cultivos in vitro 

vegetales con fines de producción. Las biofactorías vegetales presentan 

numerosas ventajas sobre los cultivos convencionales de plantas: a) El 

compuesto de interés puede cosecharse en cualquier lugar del mundo, 

manteniendo al mismo tiempo un estricto control de la producción y calidad; b) 

no se requiere el uso herbicidas ni pesticidas; c) se evitan los problemas 

relacionados con el clima y la ecología; d) los ciclos de crecimiento se reducen 

significativamente, siendo de semanas en vez de años como son en los cultivos 

de la  planta intacta y d) cuando se trabaja con ingeniería metabólica no existe 

riesgo de dispersión de transgenes (Ramachandra Rao y Ravishankar 2002). 

En resumen, se trata de sistemas biosostenibles y respetuosos con el medio 

ambiente que no compiten con los cultivos agronómicos por grandes 

extensiones de terreno y en consecuencia, también economizan grandes 

cantidades de agua. Sin embargo y a pesar de todas estas ventajas, todavía 

son pocos los procesos de producción basados en las biofactorias vegetales 

que se han desarrollado a nivel industrial, probablemente debido al escaso 

conocimiento que se tiene sobre el metabolismo secundario vegetal (Sharma et 

al. 2014). En este contexto, los cultivos de células, tejidos y órganos vegetales 

constituyen también una excelente plataforma tecnológica para estudiar las 

rutas metabólicas secundarias y su control (Cusido et al. 2014). 

Para conseguir con éxito la producción biotecnológica de metabolitos 

secundarios vegetales se requiere la optimización del sistema, ya sea por 

métodos empíricos o racionales. De manera empírica, se puede mejorar la 

producción de biomasa, la productividad del sistema y la liberación del 

compuesto de interés al medio de cultivo, mediante la selección de líneas 

celulares altamente productivas, variando la composición del medio y las 

condiciones del cultivo, la adición de inductores y precursores, el diseño del 

biorreactor, la mejora de los procesos de extracción y aislamiento del producto, 

etc. (Cusido et al. 2014). 
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Complementariamente, en las aproximaciones de tipo racional se 

consideran principalmente, la identificación de los genes, enzimas y rutas 

biosintéticas implicadas en la producción de un metabolito secundario 

específico y su control (Walker y Croteau 2002a). Actualmente, el 

descubrimiento de nuevos genes y proteínas potencialmente implicadas en el 

metabolismo secundario puede ser más fácil con la implementación de 

herramientas "ómicas", así como la evaluación de las posibles funciones de las 

secuencias candidatas, mediante estudios in silico y herramientas de genómica 

funcional (Sabater-Jara et al. 2010). 

El interés en los taxanos, un grupo de compuestos diterpénicos con 

actividad antitumoral,  es cada vez mayor a medida que se descubren nuevos 

derivados semisintéticos con acciones mejoradas y/o menos efectos 

secundarios, así como nuevas formas de administración más efectivas de los 

taxanos ya conocidos. Muchos laboratorios han logrado resultados exitosos en 

la producción biotecnológica de taxanos e incluso se han desarrollado procesos 

industriales para su bioproducción (Sharma et al. 2014), pero la creciente 

demanda de estos compuestos requiere la búsqueda de nuevas fuentes de 

taxanos y la mejora de la productividad de los procesos ya establecidos, una 

mejora que pasa por un mayor conocimiento sobre el metabolismo de estos 

compuestos en los cultivos celulares y en el desarrollo de nuevas líneas 

celulares sobreproductoras, con la ayuda de las técnicas de ingeniería 

metabólica. 

 

El grupo de “Biotecnología Vegetal: Producción de Fitofármacos” 

(2014SGR214) de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona 

tiene una larga experiencia en la producción de taxanos en cultivos celulares 

de Taxus spp. Por ello, considerando el estado actual de tema y la 

potencialidad de los cultivos celulares para el desarrollo de estudios básicos 

sobre el metabolismo secundario vegetal y estudios aplicados a la producción 

biotecnológica de fitofármacos, esta Tesis Doctoral tiene un objetivo general 

dual: La caracterización y desarrollo de nuevas fuentes de taxanos 

basadas en los cultivos celulares de Taxus spp. y su optimización, así 
como, profundizar en el conocimiento de la biosíntesis de taxanos y su 
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control, con el propósito de aplicar los conocimientos generados en el 
ámbito de la ingeniería metabólica.  

 

Por ello, los objetivos específicos que nos hemos planteado son: 

a) Considerando la capacidad productiva de las biofactorías vegetales, 

nuestro primer objetivo ha sido desarrollar cultivos celulares de tejo 

mexicano (Taxus globosa), una especie vegetal muy poco estudiada a 

nivel de cultivos in vitro y optimizar su producción mediante el 

tratamiento con nuevos sistemas de elicitación, y comparar estos 

resultados con los obtenidos con otra especie vegetal mejor 

caracterizada a nivel molecular como es Taxus x media. Una 

aproximación racional a este estudio comparativo generará nueva 

información sobre la capacidad de síntesis y el control de la producción 

de ambos sistemas biológicos.  

 

b) Por otro lado, conociendo las posibilidades que ofrecen los cultivos 

celulares para el estudio del metabolismo vegetal, nuestro segundo 

objetivo ha sido la caracterización a nivel bioinformático y el posterior 

análisis funcional del gen TB768. Este gen de Taxus baccata fue 

previamente clonado por nuestro grupo de investigación y los análisis in 

silico lo han postulado como un gen potencialmente implicado en un 

paso hasta ahora no caracterizado en la biosíntesis de taxanos, la 

activación de la β-fenilalanina, el precursor de la cadena lateral del taxol. 

 
 

c) Finalmente nuestro propósito es corroborar la potencialidad de los 

cultivos de Taxus spp. para la producción de taxanos y para el desarrollo 

de estudios básicos conducentes a un mejor conocimiento de la 

biosíntesis de taxanos y su regulación. 
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Taxol (paclitaxel) y sus derivados son fármacos estabilizadores de 

microtúbulos ampliamente utilizados en el tratamiento de varios tipos de 

cáncer, incluyendo el de mama, próstata, ovario y carcinoma de pulmón de 

células no pequeñas, así como el sarcoma de Kaposi asociado con el SIDA y 

otros tipos de tumores. Los taxanos estabilizan los microtúbulos mediante la 

mejora de su polimerización y la inhibición de la despolimerización. La 

dinámica de los microtúbulos es crucial para la formación del huso mitótico y su 

función. Por ello, las células en contacto con taxanos son incapaces de 

desarrollar la separación cromosómica durante la mitosis, y el ciclo celular es 

detenido en las fases G2/M, conduciendo a las células a un proceso de 

apoptosis (Expósito et al. 2009). 

Los cultivos de células vegetales se utilizan para la producción 

biotecnológica a escala industrial de importantes metabolitos secundarios 

vegetales, incluyendo el agente anticancerígeno taxol. En las dos décadas 

anteriores, se desarrollaron numerosas aproximaciones de tipo empírico para 

la mejora de la producción biotecnológica de taxanos, que han llevado a la 

conclusión de que el tratamiento de los cultivos celulares de Taxus spp. con 

jasmonato de metilo (MeJA) u otros elicitores constituye una eficaz estrategia. 

Sin embargo, se tiene poca información acerca de cómo los elicitores 

incrementan la biosíntesis de taxanos o cómo está regulado el proceso (Cusido 

et al. 2014). En los últimos años, con la ayuda de herramientas "ómicas", las 

aproximaciones de tipo racional han proporcionado nueva información sobre el 

metabolismo de los taxanos y su control (Onrubia et al. 2013a). Una vez 

logrado un mejor conocimiento de la biosíntesis de estos compuestos, y 

determinados los pasos limitantes del flujo de carbono de la ruta biosintética, la 

implementación de las técnicas de ingeniería metabólica a la producción de 

taxanos puede permitir el diseño de líneas celulares de Taxus spp. mediante la 

sobreexpresión de genes que controlan los pasos flujo-limitantes de su 

biosíntesis, aumentando así la productividad del sistema. En este capítulo 

introductorio, se revisa la caracterización química y biológica de taxol, las 

fuentes biotecnológicas de estos compuestos y sus derivados, los avances en 

la elucidación de su ruta metabólica  y se analizan las perspectivas futuras de 
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la producción biotecnológica de este importante grupo de compuestos 

anticancerígenos. 

 

 

2.1. Los taxanos, un potente grupo de compuestos con 

acción antitumoral 

 

El cáncer es un término genérico aplicado a un gran grupo de enfermedades 

que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo. Una de las características que 

define el cáncer es la rápida generación de células que crecen más allá de sus 

límites normales y pueden invadir zonas adyacentes del cuerpo y propagarse a 

otros órganos. Este proceso, denominado metástasis, es la principal causa de 

las muertes por cáncer. La tasa de mortalidad provocada por el cáncer puede 

reducirse significativamente mediante el uso de agentes quimioterapéuticos 

que pueden mejorar la calidad de vida del paciente y prolongar su 

supervivencia (Onrubia et al. 2013a). 

En la década de 1950, el Instituto Nacional del Cáncer de Estados 

Unidos comenzó un programa de cribado de organismos vegetales para 

descubrir nuevos compuestos anticancerígenos derivados de fuentes 

naturales, recogiendo muestras de más de 35.500 especies. El tejo del Pacífico 

(Taxus brevifolia Nutt.) fue la primera especie vegetal con propiedades 

anticancerígenas demostradas. El taxol (Tx) se aisló y caracterizó 

químicamente en 1969 como el componente anticancerígeno activo en los 

extractos de corteza de tejo (Wani et al. 1971). El Tx se encuentra en 

concentraciones muy bajas, y por término medio, tres a cuatro árboles de 150-

200 años de edad tienen que ser sacrificados para suministrar la materia prima 

necesaria (corteza interna) para el tratamiento de un paciente de cáncer 

(Expósito et al. 2009), lo que hace de su producción un sistema no renovable y 

constituye una gran amenaza ecológica. En consecuencia, se han realizado 

grandes esfuerzos de investigación tratando de encontrar formas alternativas 

para el suministro de Tx, entre ellos, su semisíntesis a partir de otros 
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compuestos vegetales, la utilización de biofactorias vegetales para su 

producción y los procesos de síntesis química. La demanda a gran escala para 

Tx fue satisfecha inicialmente utilizando una fuente renovable de 10-

deacetilbaccatina (DAB) y baccatina III (BIII) (los precursores semisintéticos de 

Tx) que se acumulan en ramas jóvenes y hojas de diferentes especies de 

Taxus o en la producción biotecnológica industrial de estos compuestos, en 

cultivos celulares de Taxus spp., por las compañías Phyton Biotech. Inc. y 

Genexol ® -Samyabg Genex (Korea)  (ver Tabla 1). Más recientemente, la 

extracción directa de Tx se ha conseguido a partir de plantaciones de árboles 

de tejo chinos (T. chinensis o T. yunnanensis) (Fig. 1) (Malik et al. 2011). 

 

Tabla 1. Compuestos secundarios vegetales bioactivos producidos 

biotecnológicamente a nivel comercial. (Modificado de Sharma et al. 2014). 

Sistema vegetal Compuesto Fabricante 

Catharanthus roseus Arbutina Mitsui Chemicals Inc (Japón) 

Coptis japonica Berberinas Mitsui Chemicals Inc. (Japón) 

Echinacea purpurea. 
Echinacea angustifolia.  

Polisacaridos de 
equinacea 

Diversa (Alemania) 

Panaz ginseng Ginsenosidos Nitto Denko Corporation (Japón) 

Taxus spp Paclitaxel Phyton Biotech. Inc. (USA/Alemania) y 
Genexol® -Samyang (Corea 

Podophyllum Podofilotoxina Nippon oil (Japon) 

Coleus blumei Ácido rosmarínico A. Natterman & Cie. GmbH (Alemania) 

Duboisia spp. Escopolamina Sumitomo Chemical Co. Ltd. (Japón) 

Lythospermom erythorhzon Siconina 

 

Mitsui Chemicals, Inc. (Japón) 

 

La frecuente baja producción de agentes anticancerígenos vegetales 

(menos de 0,02% en peso seco, en el caso de Tx) puede depender del estado 

fisiológico y de desarrollo de la planta (Kelsey and Vance 1992). Algunas 

especies vegetales que contienen compuestos de alto valor son difíciles de 

cultivar o están en peligro de extinción debido a la sobreexplotación. Además, 
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su síntesis química es a menudo económicamente inviable debido a sus 

complejas estructuras estereoquímicas y los requisitos específicos para su 

síntesis. El Tx, es un claro ejemplo de ello, siendo un complejo diterpeno con 

un sistema anillado tricíclico (6-8-6) altamente oxigenado, una cadena lateral 

específica y la presencia de 11 centros quirales en su esqueleto, (Tabla 2). 

Aunque hasta la fecha se han desarrollado 6 procesos independientes para la 

síntesis total de Tx, estos procesos están aún lejos de constituir un sistema 

comercial para la producción de este anticancerígeno (Walji y MacMillan 2007). 

 

 

Figura 1. Aspecto de las plantaciones de Taxus chinensis, en el parque natural de Da 

Huan, región de Yunnan (China). 

 

 

2.1.1. Taxol y sus análogos 

 

Los taxanos son una clase de agentes quimioterápicos entre los que se 

incluyen Tx y docetaxel (Dx). Como ya se ha indicado, los taxanos inhiben el 

proceso normal de reorganización de la red de microtúbulos, esencial para el 

desarrollo del ciclo celular, que conduce a una interrupción de la mitosis 

(división celular). Estos compuestos constituyeron la primera clase de agentes 

antineoplásicos con acción estabilizadora sobre los microtúbulos (Tabla 2) 
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aprobados para su uso clínico por la Food and Drug Administration (FDA) para 

el tratamiento del cáncer de mama, ovario, y próstata, así como el carcinoma 

de pulmón de células no pequeñas (NSCLC). 

 

Tabla 2. Estructuras químicas del taxol y algunos de sus análogos semisintéticos 

(modificado de Onrubia et al. 2013a). 

Nombre: Taxol  Docetaxel BMS-184476  DJ-927  
Núcleo 

 
 

 
 

Cadena 
lateral 
(R): 

    
Nombre: BMS-275183  Ortataxel Larotaxel  Carbazitaxel  
Núcleo: 

    
Cadena 
lateral 
(R):  

 

 

 

Como se ha indicado anteriormente, el Tx fue identificado a principios  

de 1970 a partir de un extracto crudo de Taxus brevifolia (tejo del Pacífico) y se 

demostró su acción citotóxica contra muchos tumores en los estudios 

preclínicos (Wani et al. 1971). Químicamente, Tx es un alcaloide diterpénico 

con el complejo núcleo químico de taxadieno y una cadena lateral de N-

benzoil-3'fenilisoserina (Fig. 2). Es muy escaso en la naturaleza y muy poco 
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soluble. Dx es un compuesto semisintético producido a partir de 10-

deacetilbaccatina-III (DAB), un precursor natural del Tx, que se acumula en las 

agujas de T. baccata (tejo europeo) y es ligeramente más soluble en agua que 

Tx (Hennenfent y Govindan 2006). 

La baja solubilidad de los taxanos requiere su inclusión en vehículos 

surfactantes complejos para sus formulaciones comerciales. Cremophor EL® 

(CrEL), que utiliza como vehículo aceite de ricino polioxietilado, y etanol 

deshidratado USP (1: 1, v / v) es considerado como el sistema disolvente más 

adecuado para Tx, mientras que el Dx se solubiliza en otro tensoactivo 

polihidroxilado, el polisorbato 80 (Tween 80). Sin embargo, numerosos datos 

experimentales recientes indican que ambos solubilizantes son compuestos 

biológicamente activos, y su uso como vehículos para la formulación de 

fármacos está cuestionado, debido a los efectos adversos que producen, 

incluyendo reacciones de hipersensibilidad aguda y neuropatía periférica 

(Hennenfent y Govindan 2006). Además, varios informes han vinculado estos 

disolventes a alteraciones en los perfiles farmacocinéticos de Tx y Dx  (Ten Tije 

et al. 2003). La utilización de estos taxanos en entornos clínicos y preclínicos 

también está cuestionada por el desarrollo de resistencias, principalmente 

relacionadas con la expresión de isotipos de tubulina mutantes y/o la 

sobrexpresión de una bomba de flujo transmembrana, la glicoproteína-P (P-

gp), que causa resistencia a múltiples fármacos. P-gp también afecta la 

absorción de fármacos en el tracto gastrointestinal al ser administrados por vía 

oral (Shionoya et al. 2003). 

Para mejorar los efectos anticancerígenos de los taxanos, se han 

desarrollado otros derivados de Tx. Las partículas de albúmina y Tx (nab Px, 

Abraxane TM) es una formulación que no emplea el sistema disolvente CrEL y 

ha sido aprobado para usos clínicos por la FDA  (Hennenfent y Govindan 

2006). Un nuevo compuesto desarrollado es DHA-paclitaxel o Taxoprexin®, 

formado por la unión covalente del ácido docosahexaenoico (DHA) con Tx. 

Este conjugado fue diseñado para actuar como un profármaco y se acumula 

preferentemente en el tejido tumoral (Wolff et al. 2003). El Xyotax® (CT-2103) 

es otro conjugado utilizado para mejorar la solubilidad de Tx. Esta 

macromolécula consiste en un polímero biodegradable de ácido glutámico 
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llamado “paclitaxel poligumex”, soluble en agua, que contiene un 37% de Tx 

(Sabbatini et al. 2004). Taxoprexin ® se encuentra actualmente en fase clínica 

III y XyotaxTM está en fase I. Ambos compuestos muestran más solubilidad y 

menos efectos secundarios que CrEL. También se ha estudiado el uso de 

micelas como portadores de taxanos, por ejemplo, Genexol-PM, una 

formulación de Tx-micelar que consta de polietilenglicol (PEG) y poli(ácido D,L-

láctico) ha sido aprobado por la FDA para uso en pacientes con cáncer de 

mama (Oerlemans et al. 2010). Otros desarrollos relacionados son la 

encapsulación de Tx en liposomas (LEP), como el TOCOSOL, que es una 

emulsión a base de Tx y vitamina-E, o el Paclimer®, donde Tx se incorpora en 

una matriz de un polímero biodegradable que consiste en un polifosfoéster, el 

polilactofato, que forma microesferas y contiene un 10% Tx (Pradilla et al. 

2006). 

Por otro lado, también se han desarrollado análogos de taxanos para 

evitar la toxicidad de Tx y mejorar su actividad antitumoral. El objetivo final de 

estos estudios es desarrollar un compuesto con una buena biodisponibilidad 

oral y una eficacia comparable a los taxanos de vía parenteral antes 

mencionados, y a la vez disminuir los efectos secundarios y la resistencia. El 

análogo de Tx BMS-184476 (Tabla 2) se caracteriza por la sustitución del 

grupo 7-hidroxilo de Tx por un grupo 7-metiltiometilo. Este cambio en la 

molécula de Tx aumenta la solubilidad del fármaco, dando como resultado 

varias ventajas sobre los taxanos estándar en modelos preclínicos y clínicos 

(Kim et al. 2001; Pradilla et al. 2006). DJ-927 (Tabla 2) es otro taxano 

modificado de alta solubilidad, no neurotóxico, con potente actividad 

antitumoral y biodisponibilidad oral (Shionoya et al. 2003). BMS-275183, un 

análogo de C-3'-t-butil-Nt-butiloxicarbonilo, es otro taxano biodisponible por vía 

oral (Heath et al. 2011). Otros miembros de la nueva generación de taxanos 

con una acción mejorada son ortataxel, larotaxel y cabazitaxel (Tabla 2). La 

mayoría de estos compuestos están en la fase I o II de los ensayos clínicos y 

es probable que sean aprobados por la FDA en un futuro próximo para el 

tratamiento de tumores de mama resistente a Tx (Ferlini et al. 2008), mientras 

que carbazitaxel ya tiene la aprobación de la FDA para el tratamiento del 

cáncer de próstata metastásico (Pean et al. 2012). 
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En resumen, podríamos considerar que los problemas presentados por 

los taxanos relacionados con su baja solubilidad han sido parcialmente 

solventados, pero el desarrollo de nuevos análogos que no generen 

resistencias no se ha validado en estudios clínicos posteriores (Ferlini et al. 

2008). El reto sigue vigente y es probable que esta clase de agentes 

anticancerígenos constituya una prometedora fuente de nuevos agentes 

antitumorales que lleve en el futuro a una demanda superior en el mercado de 

los precursores biosintéticos de estos compuestos. 

 

 

2.2. Estado actual del conocimiento sobre la 

biosíntesis de taxanos 

 

Aunque la biosíntesis de Tx no se conoce completamente, se ha postulado que 

19 enzimas podrían estar implicadas en los pasos posteriores a la formación de 

difosfato de geranilgeranilo (GGPP) (Croteau et al. 2006; Vongpaseuth y 

Roberts 2007). Después de la ciclación de GGPP para originar el taxadieno, los 

pasos necesarios para formar Tx constan de ocho oxidaciones, cinco acil/aroíl 

transferasas, una epoxidación, una aminomutasa, dos esterificaciones con CoA 

y una N-benzoilación. Todas las enzimas que participan en la biosíntesis de Tx 

se enumeran en la tabla 3 y muchas de ellas han sido clonadas y 

caracterizadas a partir de estudios realizados con cultivos celulares de Taxus 

spp. 

Como diterpenoide natural, Tx se forma exclusivamente del GGPP, que 

se sintetiza a partir de tres moléculas de difosfato de isopentenilo (IPP) y un 

difosfato de dimetilalilo (DMAPP) por acción de la enzima GGPP sintasa 

(Hefner et al. 1998) (Fig. 2). La fuente de IPP utilizado en la ruta biosintética no 

es del todo conocida, y podrían participar tanto la vía plastidial (Eisenreich et al. 

1996) como la citosólica (Lansing et al. 1991; Zamir et al. 1999), aunque 

existen estudios que indican que la vía predominante de IPP dependería de la 

etapa del cultivo. Por ejemplo, Srinivasan et al. (1996) sugirió que la vía 
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citosólica de IPP podría desempeñar un papel en la producción Tx durante la 

fase inicial del crecimiento de las células de Taxus, mientras que Wang et al. 

(2003) propuso que la translocación de IPP a través de la membrana del plasto 

sólo se produce en una fase tardía del crecimiento del cultivo. Sin embargo, 

investigaciones en cultivos celulares de T. baccata han demostrado que la 

biosíntesis de Tx es bloqueada por la adición de fosmidomicina (un inhibidor de 

la vía de plastídica) y también aunque en menor medida, por mevinolina (un 

inhibidor de la vía citosólica), lo que sugiere que ambas vías podrían estar 

involucradas (Cusidó et al. 2007). 

 

Tabla 3. Listado de las enzimas que se ha postulado están implicadas en la 

biosíntesis de paclitaxel. Se indica su nombre abreviado, el número de accesión 

GenBank y la primera vez que fueron descritas/publicadas. 

Enzima Abrev. GenBank 
acc No Referencia 

geranilgeranil difosfato sintasa GGPPS AF081514 (Hefner et al. 1998) 
taxadieno sintasa TS AY364469 (Koepp et al. 1995) 
taxadieno-5α-hidroxilasa T5αOH AY289209 (Hefner et al. 1996) 

taxadieno-13α-hidroxilasa T13αOH AY056019 (Jennewein et al. 
2001) 

taxadieno-5α-ol-O-acetil transferasa TAT AF190130 (Walker et al. 2000) 

taxano-10β-hidroxilasa T10βOH AF318211 (Schoendorf et al. 
2001) 

taxano -14β-hidroxilasa T14βOH AY188177 (Jennewein et al. 
2001) 

taxano-2α-hidroxilasa T2αOH AY518383 (Chau and Croteau 
2004) 

taxano-7β-hidroxilasa T7βOH AY307951 (Chau et al. 2004) 
taxano-1β-hidroxilasa T1βOH ---- ---- 
C4β,C20-epoxidasa ---- ---- ---- 
oxomutasa ---- ---- ---- 

taxano-2α-O-benzoil transferasa TBT AF297618 (Walker y Croteau 
2000b) 

taxano-10β-O-acetil transferasa  o 10-
deacetilbaccatina III-10-O-
acetiltransferasa 

DBAT AF193765 (Walker y Croteau 
2000a) 

taxano-9α- hidroxilasa T9αOH ---- ---- 
fenilalanina aminomutasa PAM AY582743 (Walker et al. 2004) 
β-fenilalanina-CoA ligasa ---- ---- ---- 
baccatina III: 3-amino, 13-
fenilpropanoiltransferasa BAPT AY082804 (Walker et al. 2002a) 

taxano 2’α-hidroxilasa ---- ---- ---- 
N-benzoyl transferasa DBTNBT AF466397 (Walker, et al 2002b) 
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La ciclación de GGPP, que es catalizada por taxadieno sintasa (TS) 

(Wildung y Croteau 1996), conduce a la formación de taxa-4(5),11(12)-dieno, el 

primer compuesto de la ruta biosintética de Tx que contiene el núcleo del 

taxano (Koepp et al. 1995). Hezari et al. (1997) compararon la actividad in vitro 

de TS con la producción y acumulación de Tx en cultivos celulares de Taxus 

spp. indicando que este paso es lento, y no se produce la acumulación de 

taxadieno en las células vegetales, pero no es un paso limitante de la ruta 

biosintética. 

El taxadieno es hidroxilado posteriormente en el C5 por la taxadieno-5α-

hidroxilasa (T5αOH), dando taxa-4(20),11(12)dien-5α-ol, que no sólo 

experimenta una hidroxilación, sino también la migración del doble enlace 

desde la posición C4-C5 a C4-C20 (Fig. 2) (Hefner et al. 1996). Esta hidroxilasa 

tiene una secuencia de inserción a membrana N-terminal (retículo 

endoplasmático) y, a pesar de ser un paso lento, su actividad no parece ser 

limitante para la formación de Tx. 

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

ser modificado por una transferasa o una hidroxilasa. Taxadien-5α-ol-O-acetil 

transferasa (TAT) acila al taxadien-5α-ol en la posición C5 para formar 

taxadien-5α-il-acetato (Walker et al. 2000) Por otro lado, la taxadieno-13α-

hidroxilasa (T13αOH), hidroxila el taxadien-5α-ol en el C13 y, menos 

eficientemente, el taxadien-5α-il-acetato (Wheeler et al. 2001). El Taxadien-5α-

il-acetato puede ser fácilmente hidroxilado en el C10 por una monooxigenasa 

CytP450, la taxano-10β-hidroxilasa (T10βOH), pero debido a su naturaleza 

menos específica T10βOH también puede modificar otros taxanos (Schoendorf 

et al. 2001). La taxano-14β-hidroxilasa (T14βOH) es responsable de la 

formación de taxadien-5α-acetoxi-10β-14β-diol a partir de taxadien-5α-acetoxi-

10β-diol (Jennewein et al. 2003). T14βOH no está involucrada en la producción 

de Tx, ya que este compuesto no presenta hidroxilada la posición C14, pero es 

responsable de una ramificación de la vía metabólica de taxanos. 
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Después de la formación de taxadien-5α-acetoxi-10β,13β-triol, los pasos 

siguientes de la ruta biosintética que llevan a la formación de Tx incluyen varias 

hidroxilaciones en las posiciones C1, C2, C4 y C7 (Fig. 2). Se sabe que las 

hidroxilaciones están mediadas por enzimas de la familia CytP450 pero no 

exactamente en qué orden actúan. Teniendo en cuenta la frecuencia de la 

oxidación de los taxanos encontrados en cultivos celulares, una secuencia 

probable, validada por análisis filogenéticos de las taxano CytP450 oxigenasas 

previamente clonadas es: C5, C10, C13, C2, C9, C7 y finalmente C1 

(Vongpaseuth y Roberts 2007). Sin embargo, en los cultivos in vitro, estos 

intermediarios podrían ser diferentes a lo que realmente sucede en la planta. 

Después de la formación del precursor hipotético polihidroxilado, la 

actividad de la 2α-O-benzoil transferasa (TBT) (Walker y Croteau 2000b) 

conduce al siguiente intermediario de la ruta biosintética. Tras una oxidación en 

el C9, cuya enzima aun no ha sido caracterizada, y una epoxidación en el 

doble enlace C4-C20 se forma la 10-deacetilbaccatina III (DAB). 

Aunque se han propuesto diversos mecanismos para la formación del 

anillo de oxetano presente en la molécula de Tx (Croteau et al. 2006; Floss y 

Mocek 1995), actualmente se acepta que el proceso implica la epoxidación del 

doble enlace C4-C20 seguida de la migración del grupo α-acetoxi del C5 al C4 

junto con el expansión del oxirano al grupo oxetano. La enzima que epoxida el 

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

expansión de anillo de oxirano a oxetano es también un paso no conocido 

completamente. 

La acetilación en la posición C10 de DAB es catalizada por la enzima 

10-deacetilbaccatina transferasa III-10-O-acetilo (DBAT) (Walker y Croteau 

2000a). El resultado es la formación de baccatina III (BIII), utilizando DAB y 

acetil CoA como sustratos (Fig. 2). 

Un paso clave en la biosíntesis de Tx es la esterificación del grupo 

hidroxilo de C13 de la baccatina III (BIII) con la cadena lateral β-fenilalanina 

CoA. Esta cadena lateral se obtiene a partir del aminoácido α-fenilalanina por la 

acción de fenilalanina aminomutasa (PAM) (Floss y Mocek 1995). Una CoA 

ligasa desconocida hasta el momento, probablemente activaría al intermediario 
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β-fenilalanina para que se pueda unir a la BIII. La enzima que cataliza la 

conjugación de la cadena lateral de β-fenilalanina-CoA a la BIII es la C-13-

fenilpropanoil-CoA transferasa (BAPT), produciendo el compuesto 3'-N-

debenzoil-2'deoxipaclitaxel (Walker et al. 2002a). 

Aunque BAPT puede unir β-fenilalanina y β-fenilisoserina, se cree que 

una 2'α-hidroxilasa no caracterizada hasta el momento podría actuar en este 

paso. La hidroxilasa propuesta debería pertenecer al grupo de los CytP450 y 

compartir otras características comunes con el resto de hidroxilasas de 

taxanos. Estudios previos de Long y Croteau (2005) y Long et al. (2008) 

indican que una N-benzoil transferasa (DBTNBT) sería la responsable de la 

última etapa en la formación de Tx, ya que no hay evidencia de la hidroxilación 

directa de β-fenilalanina en la posición 2', o en 2’-deoxypaclitaxel, mientras que 

3-N-debenzoil-2'deoxypaclitaxel puede ser hidroxilado en la posición 2’ de la 

cadena lateral. Por otra parte, DBTNBT tiene más afinidad por 3-N-

debenzoylpaclitaxel que por 3-N-debenzoil-2'deoxypaclitaxel, con un factor de 

eficiencia catalítica de dos. La N-benzoil transferasa es una proteína cuya 

secuencia de aminoácidos presenta varias características similares a otras 

aciltransferasas de Taxus (Walker et al. 2002b). La modificación de N-

debenzoil paclitaxel, o incluso del propio Tx, por otras transferasas conduce a 

la formación de otros compuestos, tales como cefalomanina (CF) o 10-

deacetiltaxol (DT). 

 

 

2.3. Fuentes naturales de taxanos 

 

El género Taxus pertenece a la clase Pinopsida, orden Taxales y familia 

Taxaceae. Las especies de Taxus se distribuyen en las zonas templadas del 

norte de Asia, Asia Menor, India, Europa, África del Norte y América del Norte 

(Fig. 3). Estas especies son muy similares y a menudo son más fáciles de 

caracterizar geográficamente que morfológicamente. Por esta razón, desde 

que Linneo escribió Species Plantarum en 1753, la clasificación del género 

Taxus se ha discutido exhaustivamente. La subdivisión del género en 
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diferentes especies se ha basado en las características de las acículas, el 

tamaño eventual de la planta, hábitos de crecimiento y su distribución 

geográfica (Hartzell 1991; Zanoni y Farjon 1999). Típicamente ocho especies 

se reconocen y son distinguibles por su distribución (Fig. 3): Taxus baccata

(tejo europeo), Taxus brevifolia (tejo del Pacífico), Taxus canadensis (tejo 

canadiense), Taxus chinensis (tejo chino), Taxus cuspidata (tejo japonés), 

Taxus floridana (tejo de Florida), Taxus globosa (tejo mexicano) y Taxus 

wallichiana (tejo del Himalaya). También hay dos híbridos reconocidos: Taxus x 

media = Taxus baccata x Taxus cuspidata y Taxus x hunnewelliana = Taxus 

cuspidata x Taxus canadensis. Además hay casi 400 cultivares de tejo de las 

diferentes especies reconocidas en todo el mundo (Cope 1998). 

Los análisis fitoquímicos realizados, revelan que los contenidos de 

taxanos varían según la especie, tejido, edad de la planta y momento de la 

cosecha, los contenidos más altos de Tx suelen encontrarse en la corteza en la 

mayoría de las especies, alcanzándose valores de hasta un 0,015% PS de Tx 

en Taxus brevifolia (Vidensek et al. 1990).  Por el contrario en las acículas se 

acumulan en general, altos contenidos del precursor de Tx, 10 

deacetilbaccatina III (DAB), sobre todo en T. canadienses, T. globosa y T. 

wallichiana llegando a alcanzar cantidades de hasta 0,27% PS (Tabla 4)  (van 

Rozendaal et al. 2000). 

 

 

Figura 3. Distribución geográfica de las diferentes especies que integran el género 

Taxus (modificado de Onrubia et al. 2010). 
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Tabla 4. Contenidos de taxanos en las acículas de diferentes especies de Taxus. Tx, 

taxol; DAB, 10 deacetilbaccatina; CF, cefalomanina; BIII, baccatina III, DT, 

deacetiltaxol; Brev, brevifolina. Contenidos expresados en μg/g PS (modificado de Van 

Rozzendal et al. 2000). 

 

Especie Tx DAB CF BIII DT Brev Total 

T. baccata  41 198 22 14 762 3 1039 

T. baccata cv. 63 179 42 10 468 6 768 

T. brevifolia 130 0 0 296 41 9132 9599 

T. canadensis 285 253 289 224 2665 77 3793 

T. celebica 26 81 0 0 70 46 223 

T. cuspidata 105 113 40 15 120 6 399 

T. cuspidata cv. 136 198 93 18 116 1 562 

T. globosa (a) 516 515 0 0 1689 0 2720 

T. × hunnewelliana  433 229 480 168 1395 0 2705 

T. × media cv.  41 100 0 0 63 0 204 

T. wallichiana 211 205 131 36 230 6 819 

T. globosa (b) 272 420 0 0 1092 0 1784 

 

Una de las últimas especies que se han introducido in vitro (Tapia et al. 

2013) ha sido Taxus globosa Schltdl que es la única especie del género Taxus 

nativa de México, de ahí el nombre "tejo mexicano". Su distribución geográfica 

es muy limitada, se restringe principalmente a los bosques protegidos a 1000-

3400 m de altitud en las zonas montañosas de los estados de Nuevo León, 

Tamaulipas, San Luis Potosí, Querétaro, Hidalgo, Oaxaca y Chiapas (Fig. 4) 

(Soto et al. 2000; Zavala-Chávez 2001). Debido a su lento crecimiento y baja 

densidad de población, T. globosa tiene el estatus de una especie rara y en la 
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actualidad está protegida por el gobierno mexicano, lo que limita la recolección 

de material vegetal para la extracción de taxanos y su comercialización. 

 

 

Taxus globosa es un árbol bajo o arbusto perennifolio, que puede 

alcanzar entre 6 y 12 m de alto; con tallo de 30 a 40 cm de diámetro a 

diferencia de la especie europea, T. baccata, que alcanza los 20 m de alto, con 

un tallo de cerca de 2,2 m de diámetro. El tejo mexicano posee una corteza 

escamosa de color pardo claro (Fig. 5), sus hojas jóvenes están distribuidas en 

espiral, son aplanadas, lineares a linear-lanceoladas, también son ligeramente 

falcadas de 2 a 3,5 cm de largo, por 2 a 2,5 mm de ancho, con ápice agudo, 

acuminado, base angostada en un pecíolo corto, verde oscuro en el haz y más 

claras en el envés; presentan estróbilos masculinos axilares, estróbilos 

femeninos solitarios en las axilas de las hojas y semillas ovoides de 6 a 7 mm 

de largo por 4 mm de ancho, cubiertas parcialmente por un arilo carnoso de 

color rojo. Los nombres comunes registrados son granadillo, palmira, romerillo 

y tlatscal (Zamudio 1992). 

Figura 4. En oscuro, la distribución de T. globosa en el territorio
mexicano 
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Estos árboles dioicos, se reproducen por semilla; florecen de diciembre 

a marzo o de febrero a mayo, según sea su hábitat; se ha observado 

polinización abundante en febrero y marzo. La fructificación ocurre de mayo a 

agosto en algunas localidades del norte del país o de julio a noviembre en otras 

del centro, pero aún se desconoce la variabilidad y el grado de sincronía o 

asincronía en la floración de las poblaciones silvestres. De acuerdo con 

observaciones de campo, la multiplicación parece basarse de manera 

fundamental en la producción de semillas, pero en algunos lugares se ha 

encontrado una notable producción de rebrotes a partir de la base del tallo. 

Esto podría ser indicio de un mecanismo regenerativo combinado, una 

característica de la especie que podría ser aprovechada para su propagación y 

regeneración artificial en México. El ciclo reproductivo de T. globosa parece 

cubrirse en un año, iniciándose de octubre a noviembre y concluyendo de 

septiembre a noviembre del siguiente año; pero se desconocen los detalles de 

la diferenciación de estructuras reproductoras y de la fertilización de óvulos, 

además de la fenología completa de la especie (Zavala et al.2001) 

Figura 5. Corteza de un 
ejemplar de T. globosa, parque
nacional El Chico, Hidalgo,
México. 
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Los estudios fitoquímicos sobre los contenidos de taxanos realizados en 

árboles silvestres de T. globosa (Guerrero et al. 2000; Strobel et al. 1973) han 

demostrado que a diferencia de otras especies de Taxus, el tejo mexicano 

tiene un alto contenido de taxanos, particularmente Tx (433 μg/g PS), que se 

acumula principalmente en las acículas y tallos jóvenes de los árboles (van 

Rozendaal et al. 2000) 

Aunque el origen filogenético de Corylus avellana está muy alejado de 

los principales taxones productores de Tx, las especies de Taxus, estudios 

recientes han revelado que esta especie vegetal también puede constituir una 

fuente de taxanos. A finales de los años 90 (Hoffman et al..1998), se determinó 

la presencia de Tx y otros taxanos en extractos de plantas avellano. Más 

recientemente, la producción de Tx en hojas y cáscaras de avellana de C. 

avellana ha sido estudiada por Ottaggio et al. (2008), encontrando que los 

niveles de este compuesto en hojas eran tres veces más altos que en las 

cáscaras. Bestoso et al. (2006) demostraron que el Tx presente en cultivos 

celulares de avellano no derivaba de hongos endófitos, lo que sugiere que es 

sintetizado por la propia planta. Aunque los contenidos de Tx en C. avellana 

son unas 10 veces menores que en los árboles de tejo (Hoffman et al. 1998), la 

producción de taxanos en cultivos de células en suspensión de C. avellana y su 

excreción al medio de cultivo se ha mejorado por el tratamiento con elicitores 

tales como MeJA (Bestoso et al. 2006). Además, recientemente se han 

optimizado los medios de crecimiento para los cultivos celulares de avellano y 

se han desarrollado plataformas biotecnológicas a nivel de biorreactores, 

basadas en estos cultivos (Gallego et al. 2015; Gallego et al. 2015)  

En las últimas décadas también se ha demostrado la producción de 

taxanos en hongos endófitos de Taxus spp. (Huang et al. 2001; Lee et al. 1995; 

Li et al. 1996; Stierle et al. 1993), y se han caracterizado más de 30 especies 

productoras, la mayoría pertenecientes a los grupos de ascomicetos y hongos 

imperfectos, entre ellos, Cephalosporium spp., Ectostroma spp. y 

Botryodiplodia theobromae (Ji et al. 2006; Zhou et al. 2010), que podrían 

constituir una fuente alternativa de Tx y sus derivados. En general los hongos 

endófitos crecen más rápidamente y son más fáciles de cultivar (Zhou et al. 

2010), en relación con los cultivos celulares vegetales, por lo que además de 
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reducir los costes y aumentar los rendimientos del sistema, la producción de Tx 

por fermentación fúngica ayudaría a proteger un recurso natural tan importante 

como son los árboles de Taxus spp. Sin embargo últimamente estos aspectos 

han sido cuestionados, se duda si los hongos son capaces de sintetizar 

taxanos o más bien los almacenan en estructuras de la pared celular (Heinig et 

al. 2013).  

 

 

2.4. Producción biotecnológica de taxanos 

 

La producción de Tx en cultivos celulares de Taxus se ha convertido en un 

importante reto para la biotecnología vegetal debido a la gran eficacia de este 

compuesto en el tratamiento de una gran variedad de tumores, su escasez en 

la naturaleza y la creciente demanda de taxanos a nivel mundial. Como se 

mencionó anteriormente, varios estudios han demostrado que los análogos 

estructurales de Tx obtenidos por procesos semisintéticos a partir de 

intermediarios biosintéticos como BIII, DAB, CF, etc., son igualmente eficaces o 

incluso superan la acción de Tx, así como también presentan propiedades que 

facilitan su administración y absorción. En consecuencia, Tx y sus análogos 

estructurales tienen un alto valor añadido en el mercado químico-farmacéutico 

y como es de esperar hay un considerable interés en el desarrollo de procesos 

biotecnológicos rentables que puedan garantizar una alta producción de estos 

compuestos. 

 

 

2.4.1. Estudios empíricos 

 

Las aproximaciones de tipo empírico para la producción biotecnológica de 

metabolitos secundarios vegetales (MSV) suelen incluir, la optimización del 

sistema de cultivo a través de factores de entrada (selección de líneas 
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celulares, medio y condiciones de cultivo, adición de elicitores y precursores, 

diseño del biorreactor, procesos de aislamiento y purificación de los 

compuestos de interés, etc.) y la evaluación de los factores de salida 

(capacidad de crecimiento del cultivo, consumo de nutrientes y productividad 

del sistema). Sin embargo, normalmente no aportan información sobre lo que 

ocurre a nivel celular y molecular en el cultivo (Zhang et al. 2004) (Fig. 6). 

Los primeros estudios empíricos desarrollados para optimizar 

bioprocesos basados en cultivos in vitro de Taxus spp., se iniciaron a principios 

de la década de 1990 y demostraron que los callos y suspensiones celulares 

de Taxus spp., podían producir Tx y sus precursores al menos de forma tan 

eficaz como la propia planta (Fett-Neto et al. 1992; Wickremesinhe y Arteea 

1993; para recientes revisiones ver, Expósito et al. 2009; Malik et al. 2011). 

Generalmente, el éxito de la mejora de la producción biotecnológica de Tx y 

otros taxanos relacionados, en cultivos in vitro, incluye como principales 

estrategias, la optimización de las condiciones de cultivo, la selección de líneas 

celulares de alta producción y la adición de elicitores y precursores a los 

medios de cultivo. 

 Al igual que en otros sistemas biotecnológicos, la producción de Tx en 

cultivos celulares no suele depender de crecimiento. En un sistema de cultivo 

celular en dos etapas (Cusidó et al. 2002), las células vegetales se cultivan 

primero en un medio optimizado para su crecimiento, antes de ser transferidas 

a un medio de producción diseñado para estimular la biosíntesis de metabolitos 

secundarios. La principal ventaja de este sistema es que los precursores 

biosintéticos y elicitores se pueden añadir en el momento de máxima 

producción de los compuestos bioactivos. 

La producción de Tx en cultivos celulares de Taxus spp. también se 

puede incrementar por la adición de diferentes combinaciones de hormonas a 

los medios de cultivo (Cusidó et al. 2002), variando el tipo y combinación de las 

fuentes de hidratos de carbono (Choi et al. 2000; Wang et al. 2001), y el uso de 

precursores biosintéticos (Bentebibel et al. 2005; Srinivasan et al. 1996). 

Numerosos estudios se han centrado en el tratamiento de los cultivos con 

elicitores, ya sean abióticos como el lantano (Wu et al. 2001) o el sulfato de 

vanadilo (Cusidó et al. 1999), o bióticos tales como extractos de hongos 



__________________________________________________________________Introducción�

47 

patógenos, no patógenos y endófitos (Lan et al. 2003; Li y Tao 2009; Yuan et 

al. 2002), celulasas (Rautengarten et al. 2010), ácido araquidónico (Bonfill et al. 

2003), ácido salicílico (Wang et al. 2004), etileno (Mirjalili y Linden 1996) o 

incluso la combinación de diferentes tipos de elicitores (Khosroushahi et al.

2006). Otras estrategias incluyen el uso de disolventes orgánicos (Wang et al. 

2001), ultrasonidos de baja energía (Wu y Ge 2004), campos magnéticos 

(Shang et al. 2004) o luz UV-B (Zu et al. 2010). 

 

Figura 6. Representación esquemática de la comparativa entre los estudios empíricos 

vs racionales y la información que ambos generan. 
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A pesar del amplio rango de estudios de elicitación desarrollados hasta 

el momento, el tratamiento con el elicitor biótico MeJA sigue siendo una de las 

estrategias más eficaces para aumentar la producción de taxanos. Los 

jasmonatos desempeñan un papel importante en el proceso de transducción de 

señales que regulan los genes de defensa en las plantas (Farmer y Ryan 

1990). Cuando se aplica exógenamente MeJA, se produce una mejora de la 

producción de metabolitos secundarios en una gran variedad de especies 

vegetales (Gundlach et al. 1992; Rischer et al. 2006; Uppalapati et al. 2005). 

Yukimune et al. (1996), fueron los primeros en utilizar este elicitor en cultivos 

celulares de T. baccata, a una concentración de 100 μM MeJA, logrando un 

incremento en la producción taxanos, de entre 120 a 130 veces obteniendo 

respectivamente, 48,3 mg/L de Tx y 53,5 mg/L de BIII.  

Hasta la fecha, Bentebibel et al. (2005) han obtenido las mayores tasas 

de productividad en Tx trabajando con cultivos de células inmovilizadas de T. 

baccata, alcanzando valores de 2,71 mg/L/día en un biorreactor de agitación 

mecánica y con un medio de crecimiento optimizado, suplementado con los 

precursores biosintéticos, mevalonato (0,38 mM) y N-benzoilglicina (0,2 mM), y 

elicitando con 100 μM MeJA. Ketchum et al. (1999) obtuvieron un incremento 

de 40 veces en la producción de Tx en cultivos de suspensión de células T. 

canadienses mediante la adición de 200 μM MeJA llegando a alcanzar una 

producción de casi 120 mg/L. Sin embargo, a pesar de los grandes avances en 

este campo, desde el año 2005, la optimización de los medios y las 

condiciones de cultivo, así como las nuevas estrategias de elicitación 

diseñadas, no se han traducido en un aumento muy significativo en la 

producción de taxanos (Frense 2007; Malik et al. 2011; Sabater-Jara et al. 

2010). Por ello, la búsqueda de nuevos y más activos elicitores para la 

producción biotecnológica de taxanos es uno de los nuevos objetivos para la 

investigación en este tema a desarrollar durante el siglo XXI. En este contexto, 

recientemente se ha demostrado que la elicitación con la fitotoxina coronatina 

(CORO), o el tratamiento combinado de MeJA con ciclodextrinas (CD), son 

más eficaces que el tratamiento con MeJA solo, para incrementar la producción 

de taxanos en cultivos celulares de Taxus x media (Onrubia et al. 2013b; 

Sabater-Jara et al. 2014). 
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Actualmente se considera que un avance significatico en la producción 

biotecnológica de Tx sólo puede lograrse con un mayor conocimiento de su 

biosíntesis y de los factores que regulan su producción in vitro. A todo ello, el 

desarrollo de aproximaciones de tipo racional mediante la aplicación de 

herramientas “ómicas” puede contribuir muy positivamente para llegar a 

explicar realmente, qué está pasando a nivel celular y molecular en los cultivos 

de Taxus spp. cuando son sometidos a condiciones de elicitación. 

 

 

2.4.2. Estudios racionales 

 

La tarea principal de las aproximaciones de tipo racional a los bioprocesos 

desarrollados con células vegetales es identificar genes biosintéticos, enzimas 

y sistemas de regulación de las rutas metabólicas secundarias (Zhang et al. 

2004), y aplicar esta información, mediante las técnicas de ingeniería 

metabólica, al desarrollo de nuevos y/o mejorados organismos vegetales. En 

las últimas décadas, los estudios bioquímicos realizados utilizando 

metodologías clásicas, se han dirigido al mapeo bioquímico y estudio de las 

vías de señalización implicadas en la producción de MSV, incluyendo el estudio 

de la transducción de señales, biosíntesis, transporte y almacenamiento. En la 

era post-genómica, los nuevos métodos de alto rendimiento libres de hipótesis 

como los estudios transcriptómicos (microarrays, cDNA-AFLP, bibliotecas de 

cDNA SSH) y la proteómica están actuando como catalizadores para acelerar 

el descubrimiento de nuevos genes y proteínas potencialmente implicados en 

las rutas metabólicas secundarias, y se están utilizando nuevas herramientas 

de bioinformática y genómica funcional para evaluar la función de las 

secuencias de los genes candidatos (Fig. 6) (Verpoorte 2007). 

 El Tx es un claro objetivo para mejorar su producción biotecnológica en 

sistemas vegetales. Un mejor conocimiento de los mecanismos de inhibición 

por retroalimentación, rutas alternativas, sistemas de acumulación y/o 

liberación y el catabolismo podría llevar a una optimización racional de los 

bioprocesos que llevan a la producción de compuestos de alto valor añadido, y 
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la aplicación de técnicas de bioingeniería puede incluso permitir el diseño de 

líneas celulares u organismos más productivos.  

Desde el año 2000, se han realizado numerosos estudios de tipo 

racional para el esclarecimiento de los mecanismos de regulación de genes 

relacionados con la biosíntesis de Tx en diferentes especies de Taxus, 

utilizando dos modelos diferentes: a) Cultivos de células en suspensión y b) 

cultivos de plantas. Como ya se ha mencionado, el precursor para Tx es 

GGPP. Ensayos en cultivos de células en suspensión de diferentes especies 

de Taxus, incluyendo T. baccata (Onrubia et al. 2013a), T. media (Liao et al. 

2005; Onrubia et al. 2013b), T. cuspidata (Nims et al. 2006) y T. chinensis (Hu 

et al. 2006) han demostrado que la elicitación con MeJA o 2-hidroxi-etil-

jasmonato (Qian et al. 2004) incrementa la expresión del gen GGPPS en 

comparación con los cultivos de células no tratadas. Este incremento en la 

expresión génica podría ser responsable en parte, del aumento de la 

producción de taxanos de los cultivos celulares tratados con MeJA.  

 Hace menos de 10 años que se vienen estudiando los perfiles de 

expresión de TS, el gen que codifica para la primera enzima específica en la 

biosíntesis de Tx, en cultivos celulares de T. cuspidata (Nims et al. 2006) T. 

chinensis (Hu et al. 2006), T. baccata (Onrubia et al. 2010) y T. media (Onrubia 

et al. 2013b). En condiciones control (células no elictadas), la expresión del gen 

TS fue indetectable (Nims et al. 2006) o se encontraba a niveles muy bajos (Hu 

et al. 2006; Onrubia et al. 2013b), mientras que bajo la elicitación con 

diferentes jasmonatos, la expresión de TS aumentó de 4 a 10 veces. De 

acuerdo con Hezari et al. (1995), la actividad ciclasa de la enzima se localiza 

principalmente en la corteza del tallo y cambium, pero la expresión del gen TS 

se ha localizado principalmente en las células de hojas jóvenes y tallos. En 

plántulas de T. baccata, TS aumenta su expresión en el primer año de 

crecimiento, alcanzando niveles similares en la parte aérea y las raíces, 

aunque la acumulación de taxanos en la parte aérea era de entre 4 y 10 veces 

mayor que en las raíces (Onrubia et al. 2011). En plantas de T. mairei (Ho et al. 

2005), TS se expresa en las hojas y tallos jóvenes, pero no es detectable en 

las raíces y órganos maduros. Después de la elicitación con MeJA se activa la 
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transcripción de TS, resultando en un aumento en la acumulación de mRNA en 

hojas jóvenes y un nivel detectable en las hojas maduras. 

 Como los jasmonatos inducen la expresión de TS en cultivos celulares 

de Taxus spp. sin que se produzca la acumulación de su producto el taxadieno, 

(Hezari et al. 1997), y además mejora la acumulación total de taxanos, es fácil 

deducir que el sustrato producido por este primer paso específico de la 

biosíntesis de Tx es rápidamente metabolizado provocando el significativo 

aumento de la producción de taxanos observado en los sistemas vegetales 

estudiados. 

 El paso siguiente en la biosíntesis de Tx corresponde a la enzima 

codificada por el gen T5αOH, cuya expresión ha sido poco estudiada. Su 

mRNA se ha detectado en cultivos de suspensiones celulares sólo en las 

primeras horas siguientes a la elicitación (Nims et al. 2006) siendo 8-9 veces 

más alta después de 15 h de tratamiento que en las condiciones de control 

(Patil et al. 2012). Posteriormente, el producto taxadieno-5α-ol es modificado 

por T13αOH, y, al igual que otras hidroxilasas estudiadas que participan en la 

región central de la ruta, es altamente inducible por jasmonatos. En cultivos de 

células en suspensión de T. baccata (Onrubia et al. 2013a), T. media (Onrubia 

et al. 2013b) y T. cuspidata (Nims et al. 2006) T13αOH se indujo unas pocas 

horas después de la elicitación y apenas se detectó expresión de este gen en 

las células control no tratadas. Taxadien-5α-ol es también el sustrato de la 

enzima TAT, que, como se mencionó anteriormente, acila el taxadien-5α-ol en 

la posición C5 para formar taxadieno-5α-il-acetato. La expresión del gen TAT 

apenas se vio afectada por la adición de elicitores, ni en los cultivos de T. 

baccata (Onrubia et al. 2013a) ni en T. cuspidata (Nims et al. 2006). 

A partir de esta primera bifurcación en la ruta biosintética de Tx, bajo 

condiciones de elicitación se expresa mucho más la rama hidroxilasa que la 

rama transferasa. Los diferentes patrones de expresión de ambos genes 

apuntan a uno de los primeros pasos limitantes de la biosíntesis de Tx, ya que 

TAT apenas se transcribe incluso bajo el estímulo del MeJA. Después de la 

modificación por TAT, el taxadien-5α-il-acetato es hidroxilado en la posición 10 

por la enzima T10βOH. La expresión del gen T10βOH también ha sido poco 

estudiada, y sólo se dispone de datos publicados con cultivos celulares en 
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suspensión de T. cuspidata (Nims et al. 2006). El mRNA de T10βOH no se ha 

detectado en condiciones de control y en muy bajo nivel tras la elicitación con 

MeJA, solo durante las primeras horas de tratamiento. Por lo tanto, aunque el 

gen que codifica para esta hidroxilasa no está tan fuertemente inducido como 

el gen T13αOH, puesto que TAT actúa previamente limitando el flujo de 

productos intermediarios, la expresión T10βOH podría ser suficiente para 

hidroxilar todo el sustrato disponible a taxadien-5α-il-acetato. 

En cuanto a los pasos intermedios de la vía de Tx, se ha estudiado el 

curso de expresión de los genes correspondientes a las hidroxilasas T7βOH y 

T2αOH en cultivos celulares de T. baccata y T. media (Onrubia et al. 2013b). 

Su patrón de expresión es similar a la de T13αOH, siendo muy bajo o 

indetectable en condiciones de control y fuertemente expresado bajo elicitación 

con MeJA o el nuevo elicitor coronatina. La enzima TBT, que produce 

deacetilbaccatina III a partir de un derivado polihidroxilado, no aislado hasta el 

momento, también se ha estudiado en las suspensiones celulares de T. 

baccata (Onrubia et al. 2013a) y T. cuspidata (Nims et al. 2006; Patil et al. 

2012). Se ha demostrado que el gen TBT se expresa diferencialmente en 

líneas celulares de Taxus spp. de alta y de baja producción bajo condiciones 

control, pero su expresión es claramente inducida por MeJA (Fig. 7). 

La formación de DAB se logra después de una serie de reacciones 

enzimáticas que todavía no están bien caracterizadas, y es modificada por el 

producto del gen DBAT, cuya expresión ha sido estudiada en cultivos de 

células suspensión de T. cuspidata (Nims et al. 2006; Patil et al. 2012), T. 

media (Onrubia et al. 2013b) y T. baccata (Katkovčinová et al. 2008). La 

expresión del gen DBAT es casi indetectable en condiciones control, pero 

presenta un patrón de inducción claro bajo elicitación, aunque su nivel de 

expresión es mucho menor a los incrementos de expresión que experimentan 

las hidroxilasas que participan en los pasos centrales de la ruta metabólica. En 

plantas T. mairei (Ho et al. 2005), DBAT se expresa en las partes verdes 

jóvenes, mientras que es escasa en las hojas maduras, donde sí se 

sobreexpresa después de la elicitación. En plántulas de T. baccata, (Bruňáková 

et al. 2010; Onrubia et al. 2011) se demostró que el gen DBAT no está 

altamente expresado durante las diferentes etapas de crecimiento en las partes 
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jóvenes y como los niveles de BIII también son muy bajos en relación con los 

de DAB, parece que el gen DBAT podría controlar un posible paso de flujo-

limitante de la formación de Tx en las plantas. 

De forma simultánea a la formación del núcleo de taxano, las células de 

Taxus spp. han de sintetizar la cadena lateral. El gen PAM, que conduce a la 

formación de β-fenilalanina, se expresa diferencialmente en líneas celulares de 

Taxus spp. que presentan producciones diferentes de taxanos (Patil et al. 

2012), y su expresión es altamente inducida por MeJA y CORO (Nims et al. 

2006; Onrubia et al. 2013b; Patil et al. 2012). 

 

Figura 7. Expresión diferencial inducida por MeJA de los genes implicados en la 

biosíntesis de taxanos           : Potenciales dianas para la ingeniería metabólica.  
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La enzima BAPT cataliza la unión de la cadena lateral β-fenilalanina-

CoA a baccatina III. En cultivos de pequeños agregados de T. cuspidata, Patil 

et al. (2012) no detectaron la expresión génica de BAPT hasta después de la 

adición de MeJA, cuando aumentó al doble. De igual modo en cultivos 

celulares elicitados de T. cuspidata, el mRNA de BAPT fue claramente 

detectable por PCR (Nims et al. 2006). En cultivos celulares de T. media el 

incremento en la expresión del gen BAPT fue superior bajo inducción por 

CORO que por MeJA, aunque en todos los casos fue menor que la de otros 

genes implicados en la biosíntesis de Tx (Onrubia et al. 2013b; Sabater-Jara et 

al. 2014). Todos estos datos indican que BAPT juega un papel clave en la 

biosíntesis de taxanos y su expresión necesita ser incrementada para mejorar 

la producción de Tx y por ello sería una diana de elección para estudios de 

ingeniería metabólica. En plántulas de T. baccata (Onrubia et al. 2011), los 

niveles de expresión de BAPT aumentaron significativamente durante todo el 

periodo de tiempo estudiado, tanto en la parte aérea como en las raíces. 

Finalmente, la última enzima conocida que actúa en la ruta biosintética 

de Tx, la DBTNBT, también tiene una regulación diferencial dependiendo del 

organismo. En condiciones de elicitación con MeJA, en la línea P991 de T. 

cuspidata, la expresión génica de DBTNBT era indetectable hasta después de 

18 h (Nims et al. 2006), mientras que en la línea P93AF su expresión se indujo 

considerablemente a tiempos menores (Patil et al. 2012). La expresión de 

DBTNBT también varía entre las líneas celulares de baja y alta productividad 

de taxanos en condiciones de control (sin elicitar). En T. baccata y T. media 

(Onrubia et al. 2013b), la expresión del gen DBTNBT se activa tempranamente 

y se ve incrementada por la elicitación con jasmonatos, siguiendo un patrón 

similar al de BAPT, lo que sugiere algún tipo de vínculo en la regulación de los 

genes de la parte final de biosíntesis de taxanos, o una regulación por sustrato. 

En plántulas de T. baccata, la expresión de DBTNBT es altamente inducida 

durante los primeros días de desarrollo (Bruňáková et al. 2010), y su expresión 

es superior en la parte aérea que en las raíces. Como los niveles de taxanos 

son superiores en la parte aérea, esta expresión diferencial podría estar 

relacionada con la disponibilidad de sustrato. 
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Aunque se necesitan más estudios sobre la actividad de las enzimas 

involucradas en los pasos metabólicos estudiados, los resultados obtenidos en 

los estudios racionales sobre la producción biotecnológica de Tx sugieren que 

los principales pasos flujo-limitantes se encuentran principalmente en la última 

etapa de la ruta biosintética (Fig. 7). Los genes implicados en la primera etapa 

y pasos intermedios están claramente activados por elicitores como MeJA o 

son activos por naturaleza, mientras que los pasos finales de la biosíntesis de 

Tx están solo ligeramente activados. Por lo tanto, podría inferirse que estos 

pasos finales son probablemente responsables de la limitada producción de Tx 

en los sistemas biológicos ensayados y en consecuencia, constituyen 

potenciales dianas para los estudios de ingeniería metabólica, en el diseño de 

nuevas líneas celulares de Taxus spp. y plantas transgénicas.  

 

 

2.4.3. Aplicación de las tecnologías “ómicas” y la Ingeniería 
Metabólica a la mejora de la producción de taxanos 

 

La elicitación de células vegetales con jasmonatos desencadena una extensa 

reprogramación génica que en general se correlaciona con cambios 

observables en la biosíntesis de metabolitos secundarios. Esto ha sido 

demostrado en varias ocasiones mediante estudios transcriptómicos diseñados 

para visualizar el efecto de los jasmonatos en la expresión de genes 

relacionados con el metabolismo (Pauwels et al. 2009). Los estudios realizados 

hasta el momento, han corroborado que en la mayoría de los casos, (i) los 

genes que participan en una ruta biosintética, están estrechamente 

coregulados, lo que ha llevado a adoptar el término de “regulones 

transcripcionales”, y (ii) que la inducción de genes ocurre en una etapa muy 

temprana, por lo general al cabo de 1 a 4 h después de la elicitación, lo que 

indica que la activación del metabolismo secundario es uno de los objetivos de 

la vía de señalización de jasmonatos (Pauwels et al. 2009). Estas 

características altamente conservadas del metabolismo secundario han 

potenciado el desarrollo de programas para la identificación de genes que 
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codifican para pasos enzimáticos de las rutas metabólicas secundarias que 

todavía no han sido caracterizados.  

Un estudio transcriptómico pionero en este ámbito, consistió en la 

secuenciación aleatoria de una biblioteca de cDNA a partir de cultivos celulares 

de T. cuspidata elicitados con MeJA (Jennewein et al. 2004). El estudio 

permitió identificar todos los genes de la biosíntesis de Tx conocidos hasta ese 

momento, el descubrimiento de 2 nuevas hidroxilasas dependientes de 

CytP450 implicadas en la biosíntesis de taxanos, y además, probablemente 

contenía genes candidatos para la mayor parte de los pasos de la biosíntesis 

de taxanos para los que el gen correspondiente no había sido identificado 

(Croteau et al. 2006). Estos resultados también permitieron identificar enzimas 

que desvían el flujo de precursores de la formación de Tx generando 

ramificaciones de la ruta biosintética (Hampel et al. 2009). 

 En la inducción del metabolismo secundario mediada por jasmonatos, 

durante la respuesta a estrés, se necesita una rápida inducción para garantizar 

que el programa de defensa persista o incluso se intensifique durante el tiempo 

en el que la planta está sometida a un estrés. Por ello, las plantas han 

desarrollado un sistema de retroalimentación positiva con numerosos sistemas 

de control. Uno de los puntos de control es que los factores de transcripción 

inductores de la expresión de genes vinculados al metabolismo secundario 

están codificados por los propios genes de respuesta a jasmonato, así como 

por otras proteínas reguladoras (De Geyter et al. 2012). Al igual que los genes 

que codifican para enzimas implicadas en una ruta biosintética, el conocimiento 

de nuevos genes reguladores es uno de los principales objetivos de los 

programas que se han desarrollado para el descubrimiento de genes. Estos 

programas se basan en la detección de los llamados “reguladores maestros”, 

capaces de activar la expresión de todos los genes que codifican para las 

enzimas implicadas en una ruta metabólica específica. Este tipo de 

aproximaciones se ha desarrollado con éxito para el estudio de la biosíntesis 

de diferentes metabolitos secundarios y ha permitido la identificación de 

factores de transcripción que regulan directamente la expresión de los genes 

implicados en la vía correspondiente (De Geyter et al. 2012), así como de 

ubiquitina ligasas E3 que controlan la actividad de enzimas flujo-limitantes 
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(Pollier et al. 2013) y puntos de entrecruzamiento entre la vía de señalización 

de jasmonatos con otras vías hormonales (Häkkinen et al. 2007; Lackman et al. 

2011). 

 Hasta el momento, sólo dos factores de transcripción de Taxus se han 

caracterizado funcionalmente. El primero, TcWRKY1 de T. chinensis, interactúa 

con un elemento W-box en el promotor del gen que codifica para DBAT y se  

ha demostrado que es un regulador de tipo positivo para este gen (Li et al. 

2012). El segundo, TcAP2 de T. cuspidata, interactúa con un elemento 

responsable de la respuesta a elicitación con jasmonatos (JERE) caracterizado 

en los promotores de los genes de C. roseus que participan en la formación de 

alcaloides indol-monoterpénicos (Dai et al. 2009). El papel de TcAP2 en la 

regulación de la biosíntesis de Tx todavía está sin investigar.  

Con posterioridad al estudio de Jennewein et al. (2004), se han 

desarrollado análisis transcriptómicos de Taxus spp. con el propósito de 

conseguir las secuencias completas de los genes implicados en la ruta de 

biosíntesis de taxanos (Tabla 5). Estos estudios hacen referencia a diferentes 

especies de Taxus, tipos de explantes, así como, distintos tipos de RNA, los 

RNAm específicos (referidos como unigenes en la Tabla 5) y pequeños RNAs 

tales como microRNAs (referidos como pequeños RNAs en la Tabla 5). 

Desafortunadamente, la mayoría de estos estudios no ha llevado al 

descubrimiento de nuevas enzimas o genes reguladores que pudieran estar 

implicados en la biosíntesis de Tx. Información complementaria  también podría 

ser generada a partir de los datos de secuenciar el genoma de Taxus, pero 

hasta el momento, sólo se ha conseguido secuenciar parcialmente los 

genomas de T. baccata y T. mairei  (Hao et al. 2011; Nystedt et al. 2013) 
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La utilidad de los estudios transcriptómicos de Taxus spp. en cultivos 

celulares elicitados con MeJA, con el propósito de incrementar el conocimiento 

sobre la biosíntesis de taxanos y su control ha sido demostrada recientemente 

por Onrubia et al. (2014). En este estudio se identificó el Taximin, un gen que 

codifica para un pequeño péptido de señalización, rico en cisteína. La 

expresión del péptido Taximin está modulada de manera coordinada con la de 

los genes de la biosíntesis de Tx. El tratamiento de cultivos celulares de T. 

baccata con un péptido sintético similar a Taximin activa transitoriamente la 

biosíntesis de taxanos. Este péptido está ampliamente conservado en el reino 

vegetal. También se ha demostrado que la sobreexpresión de Taximin puede 

estimular de forma sinérgica con jasmonatos, la producción de alcaloides en 

cultivos de raíces transformadas de Nicotiana tabacum. En última instancia, 

Taximin podría aumentar el potencial práctico de la ingeniería metabólica de 

plantas medicinales y es necesario continuar los estudios sobre las acciones 

de este péptido en otros organismos vegetales. 

Las técnicas de Ingeniería Metabólica Vegetal implican la modificación 

de las vías del metabolismo secundario con tres objetivos básicos: i) El 

aumento de la producción de un compuesto deseado, ii) la reducción de la 

producción de compuestos no deseados, y iii) la producción de nuevos 

compuestos (Bruňáková et al. 2010). Las estrategias para lograr estos 

objetivos incluyen la ingeniería de pasos individuales de una vía para aumentar 

o disminuir el flujo metabólico a un compuesto de destino, el bloqueo de vías 

competitivas o del catabolismo de los compuestos de interés (Fig. 8). Sin 

embargo, este tipo de enfoques tienen sólo un valor limitado ya que el flujo 

metabólico puede ser más predeciblemente controlado actuando 

simultáneamente en múltiples pasos de una misma vía (enfoques holísticos). 

En este contexto, el uso de genes reguladores que pueden controlar más de un 

paso de una ruta metabólica sin duda, puede constituir una estrategia eficaz 

(Fig. 8). 
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Figura 8. Enfoques para la ingeniería metabólica vegetal. A: Estrategias para la 

ingeniería metabólica de un solo paso. B: Estrategias holísticas (Modificado de 

Onrubia et al. 2013a).  

 

El potencial de la ingeniería metabólica para mejorar la producción de 

MSV mediante la modulación de los pasos individuales de una ruta biosintética 

se ha demostrado con éxito, y la revisión de numerosos trabajos confirma que 

la modificación de la expresión de un solo gen puede mejorar la producción del 

compuesto de interés, aunque esta técnica tiene limitaciones (Bruňáková et al. 

2010; Capell y Christou 2004; Dudareva y Pichersky 2008). 

 En relación con la producción de Tx y otros taxanos, existen pocos 

ejemplos sobre la aplicación de las técnicas de ingeniería metabólica debido 

probablemente a las dificultades de transformar genéticamente las plantas 

gimnospermas como es Taxus spp. Sin embargo, existen estudios que han 

demostrado la idoneidad de esta estrategia para aumentar sustancialmente la 

producción de taxanos. Ho et al. (2005) establecieron dos líneas celulares 

portadoras del transgen DBAT, una que producía sólo baccatina III, mientras 
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que la otra presentaba una elevada producción de diferentes taxanos. En 

ambos casos, la producción de taxanos de los cultivos transgénicos fue 

dependiente de la elicitación con MeJA, y en las líneas celulares de baja 

producción aumentaron significativamente los niveles de BIII y Tx con el 

tratamiento con este elicitor, mientras que en las líneas de alta producción sólo 

se incrementaron los niveles Tx. Zhang et al. (2011) trabajando con 

suspensiones celulares de T. chinensis, que también sobreexpresaban el gen 

DBAT obtuvieron incrementos de Tx de 1,7 veces en relación con los cultivos 

de células no transformadas de la misma especie. 

 Estudios realizados por nuestro grupo de investigación (Exposito et al. 

2010) demostraron que una línea celular de T. media derivada de un cultivo de 

raíces transformadas, portadoras del transgen TS,  al ser elicitada con MeJA, 

incrementó la producción total de taxanos en 2,6 veces, en comparación con el 

control sin transformar (Fig. 9). Estos resultados indican que, aunque el gen TS 

no controla un paso flujo-limitante de la biosíntesis Tx, su sobreexpresión 

puede aumentar los niveles de los intermediarios biosintéticos, dando lugar a 

una mayor producción de este compuesto. 

 Recientemente, Li et al. (2011) establecieron una línea celular de T. 

media portadora en su genoma del cDNA antisentido de T14OH. La enzima 

codificada por el gen T14OH no está involucrada en la ruta de biosíntesis de Tx 

pero cataliza la formación temprana de los C-14 taxanos hidroxilados, una 

ramificación de la biosíntesis de Tx. La sobreexpresión de este gen en 

antisentido se tradujo en un descenso considerable en el RNAm de T14OH y 

en una reducción significativa de tres taxanos oxigenados en C14 

(yunnanxano, taxuyunnanina C y sinenxano C), lo que sugiere que la estrategia 

de la utilización de RNA antisentido para bloquear rutas alternativas a la 

biosíntesis de Tx podría aumentar la producción de este potente 

anticancerígeno. 

En otros estudios, la manipulación de la ruta biosintética del ácido 

abscísico (ABA) por sobreexpresión del gen 9-cis-epoxicaroteno dioxigenasa 

se tradujo en un aumento de los niveles de ácido abscísico ABA y Tx (Li et al. 

2012), lo que sugiere que la ingeniería metabólica aplicada al metabolismo 
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ABA es una estrategia útil para mejorar la biosíntesis de Tx y/o su acumulación 

en cultivos celulares de T. chinensis. 

 

 

Figura 9. Obtención de líneas celulares transgénicas de T. media a partir de un cultivo 

de raíces transformadas. 

 

 En los últimos años, se han hecho avances significativos en ingeniería 

metabólica mediante la aplicación de las tecnologías "ómicas" para dilucidar y 

caracterizar las vías metabólicas de manera integral y para detectar los pasos 

flujo-limitantes. En este contexto, y con el objetivo de establecer relaciones 

directas entre genes y metabolitos, y determinar los genes que de manera 

global están relacionados con la biosíntesis de taxanos, incluyendo potenciales 

factores de transcripción, Lenka et al. (2012) estudiaron el perfil de 

transcripción de cultivos celulares de T. cuspidata usando una técnica de 

hibridación sustractiva por supresión basada en PCR (SSH). Se compararon 

las bibliotecas de cDNA de muestras tomadas a diferentes tiempos después 

del tratamiento con MeJA y en condiciones de control. De los genes 

secuenciados 155 respondían positivamente a MeJA y 176 unigenes 

respondieron negativamente; de todos ellos, se identificaron 3 nuevas 
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hidroxilasas de taxanos, 2 nuevas acetiltransferasas, 2 isoformas de TS, y 2 

nuevos CytP450, aunque su función todavía requiere confirmación 

experimental. Basándose en publicaciones anteriores, estos autores 

concluyeron que los jasmonatos inhiben la expresión de algunos genes en 

cultivos celulares de Taxus spp. Este enfoque ha permitido la identificación de 

otros genes potencialmente relacionados con respuestas a MeJA, como la 

ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico sintasa (ACCs), que actúa en los 

últimos pasos de la biosíntesis de etileno. Como el etileno inhibe la 

señalización de MeJA, la inhibición del gen ACCs podría ayudar a amplificar la 

señal de MeJA. Por otro lado, a partir de los fragmentos génicos identificados 

en este experimento se dedujo que un 47% de ellos corresponden a nuevos 

genes, probablemente específicos de tejo y relacionados directa o 

indirectamente con el metabolismo de los taxanos y su control, y un 12% 

correspondían a genes desconocidos pero cuyas secuencias ya habían sido 

descritas previamente. También se observó que la activación génica se 

producía especialmente, unas pocas horas después del tratamiento con MeJA, 

lo que podría indicar que la detección de la presencia de MeJA por las células 

está asociada con la inducción de genes. Por ello, se ha propuesto una 

relación entre los genes expresados tempranamente y el metabolismo de 

taxanos, y los genes expresados tardíamente y el transporte de taxanos y su 

degradación. 

 Todavía queda mucho trabajo por hacer antes de que el transcriptoma 

de Taxus spp. se secuencie completamente, pero como las nuevas 

investigaciones que se están desarrollando actualmente aumentan 

considerablemente nuestro conocimiento sobre el metabolismo de los taxanos, 

cada vez es posible prever con mayor certeza, futuros avances en la 

producción biotecnológica de estos valiosos metabolitos secundarios basados 

en la modificación del genoma de las líneas celulares productoras de taxanos. 

Existen motivos para el optimismo, y con la ayuda de las técnicas de 

bioingeniería y el diseño de nuevas líneas celulares, la producción 

biotecnológica de Tx y sus derivados será capaz de satisfacer la creciente 

demanda mundial de estos compuestos. 
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3. Materiales y Métodos 
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3.1. Material vegetal  

 

Para el desarrollo de los cultivos de callo de T. globosa se utilizaron explantes 

recolectados de árboles adultos silvestres situados en el predio Anacahuite, del 

parque Nacional El Chico (Fig. 10), localizado en la parte occidental de la sierra 

de Pachuca, en el estado de Hidalgo, México. 

 

 

Figura 10. T. globosa silvestre, parque natural "El Chico", Hidalgo, México. 

�

Los estudios con T. x media se desarrollaron con una línea de callo 

transgénica portadora del gen TS bajo el control del promotor CaMV 35S. Esta 

línea fue obtenida previamente en el Laboratorio de Fisiología Vegetal de la 

Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona (Fig. 9), tal como se 

describe con detalle en Exposito et al.(2010). Los callos fueron subcultivados 

periódicamente en medio sólido de Gamborg (B5) (Gamborg et al. 1968) 

suplementado con 5 g/L de sacarosa, 5 g/L de fructosa, 100 mg/L de 

mioinositol y las siguientes hormonas: picloram (Pic) 2 mg/L, quinetina (Kin) 0,1 

mg/L y ácido giberélico (GA3) 0,5 mg/L, como se ha descrito previamente 

(Exposito et al. 2010), hasta obtener suficiente biomasa para los estudios.
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3.2. Medios de cultivo utilizados 

 

En este estudio, se utilizaron dos medios de cultivo basales con sus 

correspondientes vitaminas, el medio B5 (Gamborg et al. 1968) y WPM (Woody 

Plant Medium) (McCown y Lloyd 1981) con suplementos hormonales y fuente 

de carbono específicos para cada objetivo y cada especie. El medio B5 

inducción (B5 Ind) fue utilizado para inducir la desdiferenciacion celular en los 

explantes de T. globosa, el medio B5C1 fue el primero en probarse para el 

crecimiento de callos de T. globosa. Las composiciones de cada medio 

utilizado para la inducción y crecimiento de callos de T. globosa se describen 

en la Tabla 6. Además del medio de cultivo antes mencionado, para el 

crecimiento del callo de T. globosa se probaron los medios WPMC1 y WPMC2 

con el objetivo de mejorar el crecimiento, ambos con la misma composición 

basal (WPM) pero distintos reguladores de crecimiento y fuente de carbono 

(Tabla 6). También se utilizaron los medios B5C2 y B5C3 los cuales tienen la 

misma composición basal (B5) y fuente de carbono, pero con diferente 

suplemento hormonal (Tabla 6). Un último medio ensayado fue el SH (Schenk 

y Hildebrandt 1972) (Tabla 6) suplementado con 1 mg/L de ácido 

naftalenacético (NAA), 0,5 mg/L de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D) y 

0,025 mg /L de bencilaminopurina (BAP), como fuente de carbono se utilizó 30 

g/L de sacarosa, y el pH se ajustó a 7,0 (Barrios et al. 2009). 

Todos los medios después de autoclavarlos fueron adicionados de una 

solución de antioxidantes (L-glutamina 2 mM; ácido ascórbico 0,285 mM y 

ácido cítrico 0,26 mM), ya que en general los cultivos celulares de Taxus spp. 

producen una cantidad elevada de compuestos fenólicos, metabolitos 

secundarios que alguno de los cuales actúan como inhibidores del crecimiento  

(Kim et al. 2005; Piñol et al. 2008).  

Para el estudio de la producción de taxanos en las suspensiones 

celulares de ambas especies, usando el sistema de dos fases, se utilizó el 

medio de producción previamente descrito para T. media (Cusidó et al. 2002), 

el cual consiste en sales basales B5 suplementadas con 30 g/L de sacarosa, 
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mionositol 100 mg/L, 2,4-D (4 mg/mL), BAP (0,1 mg/mL), y GA3 (0,5 mg/mL). 

La cantidad de vitaminas B5 para T. globosa fue el doble (Tapia et al. 2013). 

 

Tabla 6. Medios de cultivo utilizados para la inducción y cultivo de callos y células en 

suspensión de T. globosa. Todos llevan además mioinositol 100 mg/L y las vitaminas 

correspondientes. 

Medio 
 

Sales basales Fuente de carbono Concentración de 
hormonas 

B5 Ind 
pH5,8 

B5 Sacarosa 30 g/L 2,4-D  4 mg/L 
Kin 1 mg/L  
GA3 0,5 mg/L 

B5C1 
pH5,8 

B5 Sacarosa 30 g/L Pic 2 mg/L  
Kin 0,1 mg/L   
GA3 0,5 mg/L 

WPMC1 
pH5,8 

WPM Sacarosa 15 g/L 
Fructosa 15 g/L 

Pic 2 mg/L 

Kin 0,1 mg/L   
GA3 0,5 mg/L 

WPMC2 
pH5,8 

WPM Sacarosa 20 g/L NAA, 2 mg/L  
GA3, 0,5 mg/L  
BAP, 0,1 mg/L 

B5C2 
pH5,8 

B5 Fructosa 5 g/L 
Sacarosa 5 g/L  

NAA 2 mg/L  
GA3 0,5 mg/L 
BAP 0,1 mg/L 

B5C3 
pH5,8 

B5 Fructosa 5 g/L 
Sacarosa 5 g/L 

2-4D 4 mg/L 
BAP 0,1 mg/L 
GA3 0,5 mg/L 

SH 
pH7 

SH Sacarosa 30 g /L NAA, 1mg/L  
2,4D 0,5 mg/L 

BAP 0,025 mg/L 

 

 

3.3. Inducción de callos y establecimiento de 

suspensiones celulares de T. globosa  

 

Para provocar la desdiferenciación de los explantes de hoja y obtener el callo, 

es necesario someterlos a un protocolo efectivo de esterilización. En este 

estudio se utilizó el método de esterilización previamente descrito por Tapia et 

al. 2013. Una vez esterilizados los explantes, se colocaron directamente en 

placas Petri que contenían medio adecuado para inducir la desdiferenciación 
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del tejido vegetal (B5 Ind, Tabla 6) (Fig. 11A y B). Los explantes se 

mantuvieron en oscuridad a una temperatura 25 ± 1ºC, subcultivándolos 

periódicamente cada 15 días. 

Después de algunas semanas, cuando se había desarrollado suficiente 

cantidad de callo, éste se separó del resto del explante y se transfirió 

primeramente al medio B5C1 (Fig. 11C). Posteriormente se probaron los medios 

descritos en el apartado 3.2. con el fin de optimizar el crecimiento de los callos 

(Tabla 6). 

 

Figura 11. Explantes y cultivo de callos de T. globosa. A: Explantes de hojas en medio 

de inducción de callos; B: Explantes de hojas con brote de callo; C: Aspecto de los 

callos de T. globosa. 

�

Los cultivos de callos se mantuvieron en el medio de crecimiento óptimo 

a 25°C en oscuridad y se subcultivaron cada dos semanas para obtener 

suficiente biomasa de callo friable para establecer las suspensiones celulares.�

Las líneas celulares de T. globosa se obtuvieron a partir de piezas de 

callo friable procedentes de los respectivos cultivos de callo en placa. Se 

inocularon 3 g de callo por 20 mL de medio (150 g/L) WPMC1. Los cultivos se 

mantuvieron en un agitador orbital a 100 rpm, a una temperatura de 25 ±1ºC y 

B A 

C 
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en oscuridad. Transcurridos 12 días, se separaron de la suspensión los 

fragmentos de callo no disgregados mediante la filtración de la suspensión 

celular con filtros de nylon de 0,76 mm de diámetro de poro. Las suspensiones 

finas obtenidas se subcultivaron periódicamente (cada 12-15 días) en medio 

fresco, manteniendo la proporción peso inóculo/volumen de medio de cultivo 

hasta conseguir la cantidad de biomasa para llevar a cabo los experimentos 

posteriores. 

 

 

3.4 Estudio del curso de crecimiento de las líneas 

celulares de T. globosa 

 

Para determinar la capacidad de producción de biomasa del sistema, se 

determinó el crecimiento y la viabilidad de una línea celular inoculando 2 g de 

peso fresco (PF) en 10 mL (200 g/L) de medio de crecimiento (WPMC1). Se 

tomaron muestras cada 4 días por triplicado durante un periodo de cultivo de 

28 días y la viabilidad del cultivo celular se determinó a las 0 h, y a los 8, 16, 24 

y 28 días.  

La capacidad de crecimiento de los cultivos de células en suspensión se 

determinó mediante la cuantificación del correspondiente PS a los diferentes 

tiempos del cultivo. Para ello, las suspensiones celulares se filtraron a través de 

un filtro de nylon de 50 μm de diámetro de poro con el fin de separar las células 

del medio de cultivo. La biomasa celular se liofilizó y se determinó el 

correspondiente peso seco (PS). Este material se utilizó posteriormente en la 

extracción de taxanos. 

Para estimar la viabilidad celular de los cultivos, se empleó el método 

propuesto por Duncan y Widholm (1990) con algunas modificaciones. Para ello, 

una pequeña alícuota de la suspensión celular se mezcló con una solución 

marcadora de diacetato de fluoresceina (DAF) y yoduro de propidio (IP) ambos 

a la concentración de 0,01 % (p/v). El DAF es hidrolizado por esterasas que 

poseen las células vivas produciendo de este modo la fluoresceína. Al 
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excitarse a una longitud de onda (λ) de 490 nm (luz azul) emite a λ 520 nm, 

observándose una fluorescencia verde (Fig. 12A). La exposición simultánea al 

IP, que se intercala entre las bases del DNA, permite visualizar los núcleos de 

las células muertas de color rojo ya que al excitarse con una λ 530 nm (luz 

verde) emite a 620 nm, observándose así fluorescencia roja (Fig. 12B). La 

preparación se observó en un microscopio de fluorescencia (Leica, Suiza), 

equipado con una lámpara de mercurio (Nikon, Japón). La viabilidad fue 

expresada en porcentaje de células con fluorescencia verde en relación con el 

total de las células observadas (Fig. 12C). 

 

 

3.5 Elicitación de las suspensiones celulares de T. 

globosa y T. media 

 

Las suspensiones celulares de T. globosa se establecieron inoculando callo 

friable en el medio de crecimiento líquido correspondiente, tal como se describe 

en la sección 3.3 y se subcultivaron cada 14 días para obtener suficiente 

biomasa para los experimentos de elicitación. La línea celular de T. media fue 

desarrollada tal como se describe en Expósito et al. (2010) y se ha mantenido 

durante varios años mediante subcultivos sucesivos cada 2 semanas, en medio 

B5 adicionado de Pic (2 mg/L), Kin (0,1 mg/L) y GA3 (0,5 mg/L). Ambas líneas 

celulares han sido mantenidas en la oscuridad, a 25ºC de temperatura y 

agitación de 100 rpm. 

Para la realización de los experimentos de elicitación, se ha utilizado un 

sistema de cultivo en 2 etapas optimizado para cada una de las especies 

vegetales en estudio (Cusidó et al. 2002; Tapia et al. 2013). Para ello, ambas 

líneas celulares se cultivaron primero en el medio óptimo de crecimiento (MC) 

(ver Sección 3.1 y 3.3) y luego se transfirieron a los respectivos medios de 

producción (MP), que consistían en medio B5 suplementado con 30 g/L de 

sacarosa, 100 mg/L de mioinositol, 2,4-D (2 mg/L), BAP (0,1 mg/L), y GA3 (0,5 

mg/L). La cantidad de vitaminas B5 se duplicó para los cultivos con T. globosa. 



��������������������������������������������������������������������������������Materiales y Métodos�

73 

Después de 15 días en MC, las células se transfirieron, 2 g para T. x media  y 1 

g para T. globosa, a matraces de 200 mL que contenían respectivamente 10 o 

20 mL del correspondiente MP. Las suspensiones celulares se trataron con 1 

μM de coronatina (CORO), 50 mM de β-ciclodextrina metilada al azar (CD) o 

con la combinación CD+CORO. Ambos elicitores se añadieron al comienzo de 

la segunda fase del cultivo. Las muestras para la determinación de taxanos se 

tomaron cada 4 días durante los 20 días que duró el experimento en MP; para 

el análisis de la expresión génica temprana se tomaron muestras a tiempo 0h 

(MC), 4h, 24h, 12h y 48h en MP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Estudio de la viabilidad de las células en cultivo líquido de T. globosa a los 

8 días de cultivo. A: Células vivas; B: Células muertas; C: Células vivas en verde y 

muertas en rojo. 
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3.6 Extracción y cuantificación de taxanos por HPLC 

 

La extracción de taxanos a partir del medio líquido y de las células liofilizadas, 

se realizó según el método previamente descrito por Cusidó et al. (1999) con 

algunas modificaciones. Para la extracción de taxanos a partir del medio 

líquido, se añadió al medio un 25% de su volumen de diclorometano y se agitó 

durante 2 min en vórtex. A continuación se sonicó en un baño de ultrasonido 

durante 1 h. La fase orgánica se desecó a temperatura ambiente. A la biomasa 

celular liofilizada y finamente pulverizada se agregó una solución metanol:agua 

(9:1) por cada 50 mg de polvo de células; la suspensión se calentó durante 8 

minutos en microondas a mínima potencia (80 Watts). Posteriormente se filtró 

la mezcla reservando el extracto metanólico y con el residuo se repitieron los 

pasos anteriores, obteniendo así 4 mL de extracto metanólico por muestra. A 

dicho extracto se agregó 4 mL de hexano, la mezcla se centrifugó a 2500 g 

durante 20 min a 25º C. A la fase acuosa recuperada se añadieron 2 mL de 

diclorometano y 1 mL de agua destilada y se mezcló, la fase orgánica se 

recuperó y reservó y a la fase acuosa restante se le añadieron 2 mL más de 

diclorometano, se mezcló y de nuevo la fase orgánica se recuperó añadiéndola 

a la anteriormente obtenida, secándose posteriormente a temperatura 

ambiente. Las muestras con CD se resuspendieron en 1 mL de metanol y el 

resto en 500 μL. Antes del análisis, las muestras se filtraron a través de filtros 

PVDF de 0,22 μm (Millipore, Billerica, MA, EEUU).  

Los taxanos se cuantificaron por cromatografía líquida-UPLC basándose 

en el método de HPLC descrito por Richheimer et al. (1992). Los análisis UPLC 

se realizaron con un sistema Waters Acquity Ultra Performance LC system 

(Waters, Milford, MA, EEUU.). Los taxanos se separaron en una columna 

Supelcosil LC-F 25 cm x 4,6 mm (SUPELCO, Bellefonte, PA, EEUU.) utilizando 

una mezcla de agua (A) y acetonitrilo (B) como fase móvil, con el siguiente 

programa de gradiente: tiempo (min)/% B, 0/25, 38/60, 40/100, 43/100, 45 / 25, 

y 55/25 con un flujo de 1 mL/min. Los criterios utilizados para la identificación 

de los picos fueron el tiempo de retención, los espectros UV y co-cromatografía 

con estándares, comprobando la homogeneidad de los picos en un detector 
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“photodiode array” (DAD). Los taxanos se cuantificaron mediante la integración 

de los picos correspondientes a cada taxano calculado a partir de las muestras 

y la comparación de ellos con una curva de calibración estándar externa. Los 

estándares de Tx y los otros taxanos relacionados fueron proporcionados por 

ChromaDex (Irvine, CA, EEUU). Se determinaron las concentraciones de 5 

taxanos: DAB con un tiempo de retención de 6,753 min; BIII: 10,716 min; DT: 

18,433 min; CF: 21,036 min y Tx: 22,914 min (Anexo Fig. 1).  

 

 

3.7 PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) 
 

Para el análisis de la expresión génica, el RNA total fue aislado a partir de 100 

mg de células congeladas utilizando el Kit SPIN REAL RNAzol (REAL, 

Valencia, España), según las instrucciones del fabricante. La concentración de 

cada muestra se determinó utilizando un espectrofotómetro NanoDrop ND-

1000 (NanoDrop Tecnologías de Wilmington, DE, EEUU). Sólo las muestras 

con un ratio 260/280 entre 1,9 a 2,0 se utilizaron para el análisis. La integridad 

del RNA se evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa. 1 μg de RNA 

total de cada muestra se utilizó en la síntesis de cDNA usando la MMLV RT 

(Invitrogen, Carlsdab, CA, EEUU) según las instrucciones del fabricante.  

El análisis de qRT-PCR se llevó a cabo utilizando el iTAqTM universal 

SYBR Green Supermix (BioRad, Hercules, CA, EEUU) en un sistema de placa 

de 384 pocillos (ABI Prism 7900HT Sistema de Detección de Secuencia, 

Applied Biosystems, Foster, CA, EEUU) y se usaron primers específicos para 

los genes a evaluar, los cuales fueron diseñados con el software Primer3 

versión 0.4.0 (Tabla 7). Las condiciones de reacción y la eficiencia de 

amplificación de los primers fueron realizadas según previamente se ha 

descrito, el gen de referencia utilizado fue el TBC41 (Sabater-Jara et al. 2014). 

Para cada gen, los niveles de expresión relativa fueron comparados con 

respecto a la misma línea celular transgénica cultivada durante 14 días en MC 

y sin elicitores (valor de referencia = 1). 
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Tabla 7. Primers utilizados en el estudio de expresión de los genes involucrados en la 

síntesis de Tx. TS, taxadieno sintasa; T7βOH, taxadieno7-β-hidroxilasa; DBAT, 10-

deacetilbaccatina-III-10-O-acetiltransferasa; CoA ligasa, β-fenilalanina CoA ligasa; 

BAPT, baccatina III-3-amino,13-fenilpropanoiltransferasa; DBTNBT, debenzoiltaxol N-

benzoil transferasa. 

Gen Secuencia del primer Tamaño 
del 

amplicón 

TBC41 

 

Forward: 5’-CAA GAA GAA AGA GTC AGC AAA TGG-3’ 

Reverse: 5’-GGA ACG ACA TGA CAT TAT GAA TAG C-3’ 

91 bp 

 

TS 

 

Forward: 5’-TTCG CAC GCA CGG ATA CG-3’ 

Reverse: 5’-TTC ACC ACG CTT CTC AAT TCG-3’ 

115 bp 

 

T7βOH 

 

Forward: 5’-GGT CCG CCC AAA TTG CCA GAA-3’ 

Reverse:5’-CCC TGC AGA GCC CAA AAA ACC T-3’ 

110 bp 

 

DBAT 

 

Forward: 5’-AGT TGG ATT TGG TGA TCG AA-3’ 

Reverse: 5’-ATC CAT GTT GCA CGA GAC TT-3’ 

92 bp 

 

CoA ligasa 

 

Forward: 5’-AGC AGA CAC TAT GGA ACA-3’ 

Reverse: 5’-GCC ACA ACT CTC CTC TAT-3’ 

109 bp 

 

 

BAPT 

 

Forward: 5’-TAA GCA CTC TAC AAC AAC AAT GG-3’ 

Reverse: 5’-GCA TGA ACA TTA GTA TCT TGA TTC C-3’ 

111 bp  

DBTNBT 
Forward: 5’-CGG GGG GTT TGT TGT GGG ATT A-3’ 

Reverse: 5’-TTA GCC TCT CCC CTC GCC ATC T-3’ 
105 bp 

 

 

3.8. Análisis in silico del gen candidato TB768 

 

La secuencia de aminoácidos codificada por el gen TB768 fue analizada 

utilizando el programa Phyre2 (Kelley y Sternberg 2009) para obtener la posible 

estructura terciaria de dicha proteína. La predicción resultante con una 

certidumbre de casi el 100% fue visualizada utilizando el programa PyMOL 
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(PyMOL Molecurlar Graphics System, versión 1.5.0.4 Schrödinger, LLC), el 

cual también se utilizó para localizar e indicar los residuos que se encuentran 

en contacto con los substratos. Los dominios catalíticos fueron identificados 

utilizando la base de datos de dominios conservados (CDD) del NCBI (http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/-Structure/cdd/cdd.shtml) (Marchler-Bauer et al. 2011; 

Marchler-Bauer et al. 2009). 

Para hacer el alineamiento de secuencias proteicas se utilizó el 

programa t-coffee (Notredame et al. 2000) y Jalview (Waterhouse et al. 2009) 

usando las secuencias de aminoácidos del gen TB768, la de 4-cumarato CoA 

ligasa (4CL) de Populus tomentosa (Hu et al. 2010), la proteína caracterizada 

más cercana experimentalmente a TB768, así como otras 4CL de plantas con 

alto porcentaje de homología; Arabidopsis thaliana 4CL (55%), P. tomentosa 

4CL4 (43%), Humulus lupulus CCL5 (64%), Teobroma cacao OPC8 (63%), y 

Morus notabilis 4CL5 (65%) (Onrubia 2012). 

 

 

3.9. Clonación del gen TB768  

 

En trabajos previos de nuestro grupo de investigación (Onrubia 2012), se 

obtuvo la secuencia completa del gen candidato para la CoA-ligasa (Anexo Fig. 

2) y fue clonada en un vector compatible con la tecnología Gateway® 

(InvitrogenTM), el plásmido pDEST14® (Fig. 13A). Dicho vector, está diseñado 

para la expresión de proteínas recombinantes en E. coli usando el sistema de 

inducción por isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). Posteriormente el 

gen TB768 fue sometido a diferentes reacciones de recombinación con la 

tecnología Gateway hasta finalmente introducirlo en el vector pEarlyGate203 

(Earley et al. 2006). El vector de expresión resultante pEarlyGate203-TB768 

(Fig. 13B) contiene el gen TB768 controlado por el promotor 35S y fusionado 

en el N-terminal a Myc-tag, que es una etiqueta que nos permitirá detectar y 

purificar la proteína para los estudios posteriores de funcionalidad enzimática. 
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Para los estudios de localización subcelular fue necesario amplificar de 

nuevo por PCR, a partir del plásmido pDEST14-TB768, la secuencia del gen 

TB768, suprimiendo el codón de finalización. El amplicón obtenido fue 

introducido en el vector pENTR/D-TOPO utilizando el kit TOPO-cloning 

(InvitrogenTM), la secuencia fue verificada por secuenciación y posteriormente 

transferida por recombinación Gateway al vector pEarlyGate102 (Earley et al. 

2006). La construcción resultante, pEarlyGate102-TB768 (Fig. 13C), posee el 

gen TB768 fusionado en el C-terminal a la proteína amarilla fluorescente 

(Yellow Fluorescent Protein, YFP).  

 

 

3.10. Expresión del gen TB768 en E. coli 

 

Las cepas de E. coli BL21 DE3 y BL21 DE3 pLyss (InvitrogenTM) fueron 

transfectadas con el vector pDEST14-TB768 (Fig. 13A). A los clones positivos 

se probó la capacidad de expresar la proteína TB768 utilizando distintas 

concentraciones del inductor IPTG, en un rango de 0,1 mM a 1 mM y 3 

temperaturas diferentes: 37oC, 28oC y 16oC, todo ello con el propósito de 

determinar las mejores condiciones de inducción y seleccionar la mejor cepa. 

Los sedimentos bacterianos se cosecharon a las 4 h de la inducción y se 

resuspendieron en tampón de carga desnaturalizante para visualizar las 

proteínas presentes en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE. 

Posteriormente para determinar la solubilidad de la proteína TB768, los 

cultivos bacterianos se indujeron con 0,1 mM de IPTG y se cosecharon 4 h 

después. Los cultivos se centrifugaron a 14000 rpm a 4oC hasta formar un 

sedimento, los cuales fueron resuspendidos en tampón PBS para 

posteriormente ser lisados por sonicación, hiciendo 3 pulsos de 20 s (amplitud 

12) con 10 s de descanso entre cada uno. Los lisados resultantes, se 

centrifugaron nuevamente a 14000 rpm durante 30 min a 4oC; el residuo y el 

sobrenadante obtenidos fueron resuspendidos en tampón de carga 

desnaturalizante para posteriormente ser analizados por SDS-PAGE. 
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3.11. Expresión del gen TB768 en plantas de Nicotiana 

benthamiana 

 

Para llevar a cabo la expresión transitoria del gen TB768 en plantas de 

Nicotiana benthamiana, y la posterior extracción y purificación de la proteína 

correspondiente; el vector de expresión pEarlyGate203-TB768 fue 

electroporado en la cepa Agrobacterium tumefaciens C58C1-pGv2260 

(Deblaere et al. 1985). Dicha cepa fue co-infiltrada en hojas de plantas de 3-5 

semanas de N. benthamiana en una proporción 1:1 con la cepa de 

Agobacterium HCPro (Goytia et al., 2006), la cual contiene un gen que codifica 

para una proteína supresora del silenciamiento, siguiendo el protocolo descrito 

previamente por Voinnet et al. (2003). Las plantas fueron mantenidas en el 

invernadero en condiciones de día largo a 25oC.  

Seis días después del proceso de agroinfiltración, las hojas tratadas 

fueron colectadas y pulverizadas con nitrógeno líquido y posteriormente se 

realizó la extracción de proteína total utilizando el tampón previamente descrito 

por Dickerson et al. (1984) con algunas modificaciones. A 300 mg de tejido 

pulverizado le fue agregado 300 μL del siguiente tampón: 0,1M Tris-HCl pH 

7,8; 0,5% Triton X-100; 15mM de β-mercaptoetanol y 15 % de glicerol. La 

homogenización del tejido se realizó con el equipo de Qiagen Tissuelyser II a 

máxima velocidad por un minuto; el homogenizado fue centrifugado a 4ºC 

durante 45 min a 14000 rpm. El sobrenadante fue transferido a un tubo donde 

se diluyó con tampón Tris 0,1 mM (pH 7,5) para posteriormente realizar la 

purificación de la proteína soluble TB768. La purificación de la proteína fue 

llevada a cabo siguiendo el protocolo del kit c-Myc-tagged protein mild 

purificación (MBL, Woburn MA, USA), el cual permite mantener las condiciones 

nativas de la enzima para los posteriores análisis.  

La proteína purificada fue concentrada por centrifugación en tubos 

Amicon-ultra de 15 mL, 50 kDa (Millipore, Madrid España) y la concentración 

final fue determinada por método Bradford (Ernst y Zor 2010). Para determinar 

la integridad de la proteína, 1 μL de la proteína TB768 purificada fue analizada 

por western-blot, usando el anticuerpo anti-Myc pAb (Genescript, USA).  
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3.12. Ensayo in vitro de la actividad CoA ligasa 

 

La reacción in vitro de la CoA ligasa fue llevada a cabo siguiendo el protocolo 

de Koetsier et al. (2009). Todos los reactivos fueron disueltos en tampón Tris-

HCl 50 mM pH 8 para la reacción con β-fenilalanina y pH 8,5 para el ácido 4-

cumárico. La mezcla de reacción contenía 1,5 mM de Coenzima A; 3 mM de 

ATP; 200 mM de NaCl; 5 mM de MgCl2; 20 μg/mL de la enzima purificada y 10 

mM β-fenilalanina o 1 mM de ácido 4-cumarico respectivamente, en un 

volumen final de 400 μL. También se desarrolló en paralelo un control sin 

enzima para cada sustrato. Los tubos de reacción fueron incubados a 30oC 

durante 45 min; para detener la reacción fueron llevados a ebullición en un 

baño de agua a 100oC durante 10 min y posteriormente liofilizados. Las 

muestras resultantes fueron resuspendidas en 50 μL de HCl 0,01 M (Muchiri y 

Walker 2012).  

Los productos de reacción β-phenilalanoil-CoA y 4-coumaroil-CoA, se 

detectaron por HPLC-MS/MS. Las muestras obtenidas fueron separadas y 

analizadas en un espectrómetro de Masas de Triple Cuadrupolo API 300 

(Perkin-Elmer Sciex instruments) acoplado a un sistema HPLC Agilent 1100, 

utilizando una columna Luna ® C18 de 5 μm tamaño de partícula (50 mm x 2 

mm, tamaño de poro 100 Å) (Phenomenex) a 45ºC. El volumen de inyección 

fue de 10 μL y los compuestos se eluyeron por medio de un gradiente 

previamente descrito por Mera et al. (2009), con algunas modificaciones. Como 

fase móvil se utilizaron: 10 mM de acetato de amonio pH 5,3 (A); acetonitrilo 

con 0,1% de ácido fórmico (B) y 100% de acetona (C); el gradiente utilizado fue 

el siguiente: 100% de solvente A durante 2 min, posteriormente se redujo a 0% 

aumentando el solvente B a 10% y el C a 90% en 3 min, manteniendo estas 

condiciones durante 1 min, para finalmente regresar a las condiciones iniciales 

en 10 s y manteniéndolas durante 4 min. El flujo utilizado fue de 1,1 mL/min. 

Los compuestos separados se analizaron en el espectrómetro de masas, 

donde el primer cuadrupolo (en modo negativo) fue ajustado para seleccionar 

el ion molecular de cada compuesto (β-fenialanoil-CoA; 916,2 y 4-coumaroil-

CoA; 914,3). Cada ion seleccionado fue dirigido a la cámara de colisión donde 
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la energía de colisión fue ajustada para obtener los dos fragmentos específicos 

para cada molécula: 409,1 y 307,1 para β-fenilalanoil-CoA; 407,3 y 428,2 para 

4-coumaroil-CoA. Estos fragmentos fueron detectados y analizados en el tercer 

cuadupolo por MRM (Molecular Reaction Monitoring). Los tiempos de retención 

(Anexo Fig. 3) y las transiciones específicas 916,2/409,1; 916,2/307,1 y 

914,3/407,3; 914,3/428,2 fueron previamente establecidas utilizando los 

estándares de β-fenilalanoil-CoA y 4-coumaroil-CoA respectivamente (Anexo 

Fig. 4). La selección de los fragmentos se realizó en base a su intensidad, 

considerando los dos más intensos para cada molécula, con los cuales por 

medio de MRM confirmarían la identidad de los compuestos. 

Los ensayos de actividad enzimática se realizaron por 

espectrofotometría con las condiciones previamente descritas por Ehlting et al. 

(1999). Para llevar a cabo este método es necesario conocer los coeficientes 

de extinción molar (ε) para cada uno de los compuestos a analizar, por lo que 

se calculó dicho parámetro con cada uno de los estándares disueltos en el 

respectivo tampón de reacción. Para ello se determinó la longitud de onda de 

mayor absorción (λmax) de las soluciones stock de β-fenilalanina y ácido 4-

cumarico utilizando el espectrofotómetro UV-VIS modelo UV2310 (Dinko). A la 

λmax de cada compuesto, se midió la absorbancia de diferentes diluciones del 

stock de estándares (de 25 μg/mL-100 μg/mL). Con estos datos se calculó 

ε  para cada compuesto partiendo de la ley de Lambert-Beer A λmax= ε· c · L. 

Para calcular la actividad específica se visualizó la formación de β-

fenilalanoil-CoA  y 4-coumaroil-CoA a 315 y 336 nm respectivamente durante 

60 min usando un espectrofotómetro UV/Vis SpectraMax M3 Multi-Mode 

Microplate (Molecular Devices). La concentración del producto formado fue 

calculada en relación al coeficiente de extinción de cada compuesto; β-

fenilalanoil-CoA ε 315nm 3421 mM/cm, y 4-coumaroil-CoA ε 336nm 3585 

mM/cm. 
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3.13. Aproximación bioinformática de la localización 

subcelular de las enzimas involucradas en la 

biosíntesis de taxanos 

 

Para el análisis in silico, se utilizaron las siguientes herramientas 

bioinformáticas on line:  ChloroP V1.1 (Emanuelsson et al. 1999), programa 

que analiza la secuencia proteica prediciendo la presencia de péptidos de 

tránsito que dirigen la proteína a cloroplastos (cTP) y localizan los sitios 

potenciales de corte de los mismos;  SignalP V4.1 (Petersen et al. 2011), que 

predice la presencia y la localización de sitios de corte de péptidos señal en la 

secuencia protéica estudiada; TargetP V1.1 (Emanuelsson et al. 2000), 

programa capaz de predecir la posible localización subcelular de la proteína 

analizada y TMHMM V2.0 (Sonnhammer et al. 1998), programa que busca 

dominios transmembrana e indica las partes de la proteína que se encontrarían 

dentro y fuera de la membrana. 

 

 

3.14. Localización subcelular de la proteína codificada 

por el gen TB768 

 

La construcción pEarlyGate101-TB768 fue introducida por electroporación en la 

cepa de A. tumefaciens C58C1-pGv2260 (Deblaere et al. 1985). La cepa 

resultante fue agroinfiltrada en plantas de N. benthamiana como se describe en 

la sección 3.10. Después de 3 días en condiciones normales de crecimiento, 

las hojas agroinfiltradas fueron recolectadas para ser analizadas en el 

microscopio confocal (Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM). Se 

cortaron segmentos de las hojas transformadas y el envés de las mismas fue 

observado al microscopio. Las paredes celulares fueron teñidas con una 

solución saturada (5 mg/mL) de yoduro de propido (IP), previo al análisis de 

microscopía. Las imágenes fueron capturadas por un microscopio confocal 
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Olympus FV 1000 (Tokio, Japón) NA: 1,20 en objetivo de inmersión en agua de 

60X. Un láser de argón de 514 nm fue utilizado para excitar la YFP y el IP. 

Para la visualización, la ventana de emisión se estableció entre 500-545 nm y 

590-670 nm, respectivamente.  

Para el estudio de “recuperación de la fluorescencia después de 

fotoblanqueado” (FRAP), se definió una región de interés (ROI) de 10-12 μm y 

se aplicó durante 6 seg el láser al 100% de potencia. La recuperación de la 

fluorescencia fue visualizada escaneando el área enfocada con una potencia 

baja del láser (20%). La fotografía previa al fotoblanqueado fue tomada con la 

misma potencia de láser. 

 

 

3.15. Análisis estadístico 

 

Todos los datos son la media de tres réplicas +DE. Para las comparaciones 

estadísticas se utilizó; el análisis multifactorial ANOVA seguido de la prueba de 

comparación múltiple de Tukey. Un valor de p <0,05 se consideró como 

diferencia significativa. 
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4. Resultados y su Discusión 
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4.1. “Biofactorías Vegetales” para la producción de 

taxanos. Una aproximación racional al estudio de 

nuevas fuentes 

 

La producción biotecnológica de Tx y taxanos relacionados en cultivos 

celulares de Taxus spp. ha sido optimizada mediante estudios de tipo empírico, 

desde pequeña escala hasta nivel de biorreactor (Bentebibel et al. 2005; 

Cusidó et al. 2002). También se han utilizado técnicas de ingeniería metabólica 

para obtener cultivos de células que sobreexpresan genes de la ruta 

biosintética de Tx (Exposito et al. 2010; Zhang et al. 2011). Además hasta el 

momento se han desarrollado varios estudios de tipo racional, con el objetivo 

de investigar cómo los factores que activan la producción de taxanos también 

afectan los perfiles de expresión génica y metabólicos en los cultivos celulares 

de Taxus spp. (CCT) (Croteau et al. 2006; Nims et al. 2006; Onrubia et al. 

2011; Onrubia et al. 2010; Sabater-Jara et al. 2014). 

En su conjunto, estos estudios han demostrado que la adición de 

elicitores es crucial para conseguir una alta acumulación de taxanos en los 

CCTs. Recientemente, se ha demostrado que coronatina (CORO), una toxina 

producida por Pseudomonas syringae (Bender et al., 1999), la cual es análogo 

estructural de la forma activa del jasmonato de metilo (JA-Ile), es un nuevo y 

potente elicitor para la producción de taxanos en CCTs (Haider et al. 2000; 

Katsir et al. 2008; Onrubia et al. 2013b; Tamogami y Kodama 2000). También 

es de interés para los sistemas de producción de MSV el tratamiento con 

ciclodextrinas (CD), que debido a su estructura química, pueden formar 

complejos de inclusión con compuestos apolares poco hidrosolubles, 

facilitando así su excreción de las células y su aislamiento posterior del medio 

de cultivo (Cai et al. 2012). Las CD también han despertado una gran atención 

por su capacidad de inducir respuestas de defensa en los cultivos de células 

vegetales, actuando como verdaderos elicitores (Bru et al. 2006; Lijavetzky et 

al. 2008). La acción de CD, solas o junto con MeJA, ya ha sido estudiada en 

cultivos de células T. media (Sabater-Jara et al. 2014), así como los efectos de 
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CORO (Onrubia et al. 2013b), pero no el efecto de un tratamiento elicitor 

combinando CD y CORO. Tampoco ha sido estudiado el efecto de estos 

elicitores en cultivos celulares de T. globosa. 

Varias especies del género Taxus se han utilizado para la producción 

biotecnológica de taxanos, incluyendo T. baccata (Bentebibel et al. 2005), T. 

media (Cusidó et al. 2002; Liao et al. 2005), T. cuspidata (Nims et al. 2006) y T. 

chinensis (Hu et al. 2006). Recientemente, también se han propuesto como 

una nueva fuente de Tx, los cultivos celulares de T. globosa (tejo mexicano). 

Para ello, se han desarrollado cultivos de callos y suspensiones celulares de T. 

globosa a partir de acículas y tallos jóvenes de tejos (Barradas-Dermitz et al. 

2010; Barrales et al. 2011; Barrios et al. 2009), aunque la producción de Tx y 

sus precursores fueron muy bajas.  

En estudios posteriores, se  establecieron líneas de callo y suspensiones 

celulares de T. globosa, que fueron cultivadas en dos medios diferentes 

aumentando los rendimientos de taxanos y su liberación al medio de cultivo 

(Tapia et al. 2013). Recientemente, los mismos autores (Osuna et al. 2015), en 

cultivos en dos fases de T. globosa, evaluaron el efecto de la inmovilización 

celular y la elicitación con MeJA, en dos medios de cultivo con diferentes 

combinaciones de reguladores de crecimiento. Los niveles de productividad de 

los taxanos y su excreción al medio de cultivo se vieron incrementados en los 

cultivos de células libres, mientras que, la inmovilización celular en perlas de 

alginato no mejoró de manera significativa la producción biotecnológica de los 

taxanos estudiados. La mayor productividad de Tx se obtuvo en las células 

libres en los cultivos crecidos en el medio que contenía 2,4-D (2 mg/L), BAP 

(0,1 mg/L), GA3 (0,5 mg/L) y elicitados con MeJA. Tomados en su conjunto, 

estos resultados son esperanzadores y abren una nueva vía para la producción 

biotecnológica de taxanos, los cultivos celulares de T. globosa en dos fases.  

A raíz de los estudios anteriormente mencionados, se han desarrollado 

cultivos celulares de T. globosa para estudiar y optimizar la producción de 

taxanos combinando, por primera vez, el nuevo inductor CORO con el agente 

permeabilizante CD, en un estudio comparativo con T. media una especie 

mejor caracterizada a nivel molecular. Igualmente se pretende estudiar cómo 

éstos tratamientos afectan a la expresión de genes clave en la biosíntesis de 
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taxanos, con el próposito de conocer mejor los mecanismos de regulación de 

su biosíntesis.  

 

 

4.1.1. Inducción de callos y establecimiento de suspensiones 

celulares de T. globosa 

 

Los explantes esterilizados de T. globosa fueron sembrados y cultivados 

en el medio y condiciones adecuadas para la formación de callo, según se 

describe en la sección 2.3.  Después de 3-4 semanas se comenzó a observar 

la desdiferenciación del tejido vegetal y la formación de masas de callo. 

Posterior a la obtención de suficiente biomasa, el callo se separó del explante y 

se transfirió a medio de crecimiento (B5C1, Tabla 6). Las masas de callo 

inicialmente presentaban un color claro durante los primeros días, pero al paso 

del tiempo, las piezas de callo se fueron oscureciendo progresivamente (debido 

al acúmulo de fenoles) a pesar de que el medio contenía una solución 

antioxidante (Fig. 14). Parte de los callos se tornaron totalmente oscuros y 

algunos acabaron muriendo, por lo que se decidió ensayar el cultivo en otros 

medios descritos previamente en la bibliografía para tratar de mejorar su 

crecimiento. 

 En el medio B5C1, los callos llegaron después del 4º subcultivo a un 

porcentaje de supervivencia del 66%, es decir, se observó que desde el inicio 

del estudio, la supervivencia de los callos incrementaba con los sucesivos 

subcultivos; del mismo modo sucedió en el medio de cultivo WPMC1, que 

aunque los callos en el primer subcultivo mostraron una supervivencia muy 

baja (20%), a lo largo de los siguientes subcultivos fueron recuperándose hasta 

llegar al 85%. Estos estudios preliminares, nos permitieron llegar a la 

conclusión de que para hacer posteriores estudios y/o para guardar una cierta 

cantidad de callos de las líneas celulares establecidas, el medio de cultivo 

WPMC1 era el más idóneo (Tabla 8).  
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Figura 14. Apariencia de los callos de T. globosa, A: Coloración clara durante los 

primeros días del subcultivo, B: Oscurecimiento de la masa de callo después de varios 

subcultivos. 

Las dificultades para la obtención y el crecimiento del callo, así como la 

producción de fenoles en este material ya había sido indicada previamente por 

otros autores, trabajando con diferentes especies de Taxus (Kim et al. 2005; 

Piñol et al. 2008), por lo que nuestros resultados confirman que este género es 

extraordinariamente difícil de manipular in vitro, y que para su cultivo se 

requiere la adición de agentes antioxidantes, así como extremar los cuidados 

durante su manipulación y realizar subcultivos muy frecuentes. Además como 

es sabido, el curso de crecimiento de los cultivos celulares, está influenciado 

por las condiciones físicas-químicas del cultivo y es claramente dependiente de 

la especie vegetal en estudio (Navia-Osorio et al. 2002a,b). 

Una vez obtenida la cantidad de biomasa suficiente, se escogieron las 

líneas de callo más claras y friables con el objetivo de establecer las 

suspensiones celulares. Los cultivos se iniciaron con un inóculo del 150 g/L 

utilizando el medio de cultivo de crecimiento previamente seleccionado 

(WPMC1). A los 12 días de cultivo se observó de manera clara el crecimiento 

celular, así como la presencia de agregados, por ello las suspensiones fueron 

filtradas y los agregados celulares desechados. Las suspensiones celulares 

finas establecidas fueron subcultivadas cada 12 días, manteniendo en cada 

subcultivo la misma proporción de inóculo P/V, para obtener mayor cantidad de 

biomasa. Los cultivos celulares siempre presentaron una coloración marrón 

claro. Una vez obtenida la biomasa suficiente, se prosiguió con los 

experimentos subsecuentes.  

 

�
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Tabla 8. Crecimiento de callos de T. globosa en distintos medios en cultivo sólido. S: 
Supervivencia. M: Muerte: material oscuro con síntomas de necrosis. Resultados en % 
de supervivencia. La composición de los medios de cultivo se describe en el apartado 
2.2. 

 

 

4.1.2. Producción de biomasa de las líneas celulares de T. 

globosa 

 

La capacidad de producción de biomasa del sistema, se determinó por medida 

de su crecimiento (PS). Para ello, se inocularon 2 g de peso fresco en 10 mL 

de medio de crecimiento (WPMC1). Se tomaron muestras cada 4 días por 

triplicado durante un periodo de cultivo de 28 días y la viabilidad del cultivo 

celular se determinó en los tiempos: 0 h, 8 días, 16 días, 24 y 28 días.  

Como se puede observar en la figura 15, el crecimiento expresado como 

aumento de peso seco fue incrementando hasta los 16 días en que la 

proporción de crecimiento llegó a su máximo (fase exponencial), para disminuir 

paulatinamente hasta el final del estudio. El índice de crecimiento a los 16 días 

fue de 2,5 con un tiempo de duplicación de 9 días. Estos resultados 

demuestran una alta capacidad para formar biomasa de los cultivos de T. 

globosa estudiados en este trabajo. Este es un dato destacado (considerando 

que se trata de una planta gimnosperma) ya que en T. cuspidata el tiempo 

medio de duplicación del inóculo fue de 17 días (Fett-Neto et al. 1994) y en T. 

media de 14 días (Wickremesinhe y Arteea 1993). 
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Figura 15. Curso del crecimiento expresado en peso seco (g/L) de los cultivos 

celulares de T. globosa en medio de crecimiento durante 28 días. Cada valor es la 

media de tres repeticiones + DE. 

 

Las células en suspensión de T. globosa mantuvieron su crecimiento 

con un porcentaje de viabilidad elevado de entre el 83-94% (Fig. 16), hasta los 

16 días de cultivo; después la biomasa del sistema medida como PS, 

disminuyó gradualmente, del mismo modo que también se produjo un 

descenso significativo de la viabilidad celular.  

�

Figura 16. Curso de la viabilidad de los cultivos celulares de T. globosa en medio de 

crecimiento durante 28 días. 
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4.1.3 Contenido de taxanos en las suspensiones celulares de 

Taxus globosa no elicitadas 

 

Para determinar la capacidad de producción de taxanos en las células de T. 

globosa, se tomaron muestras cada 4 días por triplicado durante un periodo de 

cultivo de 28 días; los taxanos extraídos de dichas muestras fueron analizados 

por UPLC-DAD. Los taxanos cuantificados en este estudio fueron: 10-

deacetilbaccatina III (DAB), baccatina III (BIII), 10-deacetiltaxol (DT), 

cefalomanina (CF) y taxol (Tx),  

En cuanto al contenido total de taxanos (suma de los taxanos 

estudiados, intra y extracelulares), encontramos que a los 20 días de 

crecimiento, se produjo el máximo de producción (3,6 mg/L) (Fig. 17). También 

se observó otro máximo, aunque menor a los 8 días de cultivo. Este 

comportamiento ya había sido descrito por otros investigadores (Ketchum et al. 

1999). Los contenidos de taxanos, como la mayoría de compuestos 

secundarios, no están controlados tan sólo a nivel de biosíntesis sino que 

presentan un metabolismo activo que les lleva a la degradación o 

transformación en otros compuestos de estructura similar. A partir de los 20 

días de cultivo se observó un descenso marcado de la producción de los 

taxanos estudiados. �

El hecho de que el máximo de producción de taxanos tenga lugar en la 

fase del cultivo en que el crecimiento es estacionario o disminuye es habitual 

en muchos cultivos celulares y, concretamente en los de Taxus spp., en los 

que se ha observado repetidamente que la biosíntesis de estos compuestos 

incrementa claramente cuando el crecimiento celular disminuye (Cusidó et al. 

1999; Fett-Neto et al. 1994a,b; Ketchum et al. 1999). De acuerdo con Fett-Neto 

y DiCosmo (1997), este hecho podría ser debido a la desviación de sustratos 

requeridos para el metabolismo secundario hacia procesos de crecimiento, a 

un catabolismo alterado y/o a la falta de sistemas de transporte y acumulación 

del producto final. 
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En las suspensiones celulares de T. globosa, la mayoría de los taxanos 

se encontraron asociados a las células, siendo muy poca la proporción liberada 

al medio de cultivo (Fig. 17). Este comportamiento ha sido observado 

anteriormente en cultivos celulares de T. media en los cuales, los taxanos 

extraídos del medio de cultivo optimizado para la formación de biomasa fue 

<30% del total de taxanos producidos por las células (Expósito et al. 2010) 

Estudios realizados en nuestro laboratorio (Palazón et al. 2003) han 

demostrado la efectividad del cultivo en dos fases, en el que las células de 

Taxus spp. en primer lugar, crecen en un medio seleccionado como óptimo 

para la formación de biomasa, para ser transferidas a continuación a un medio 

de cultivo óptimo para la producción, donde se activa el metabolismo 

secundario y en consecuencia la producción de taxanos. A la vez, el sistema 

en dos fases permite la adición de elicitores al medio de cultivo en el momento 

de máxima producción, es decir en la segunda fase del cultivo. Se ha 

demostrado repetidamente que la adición de elicitores y especialmente MeJA 

al medio de cultivo incrementa la producción de Tx y taxanos relacionados en 

cultivos celulares de diferentes especies de Taxus (Beum et al. 2004; Bonfill et 

al. 2006; Cusidó et al. 2002; Ketchum et al. 1999; Yukimune et al. 1996). 

En cuanto al perfil de taxanos encontrados en las muestras, se observó 

que en las condiciones de cultivo utilizadas y en la mayoría de los tiempos 

considerados, el taxano que se acumulaba en mayores concentraciones era la 

CF, seguida de la DAB y el DT (Fig. 18). Por el contrario, la BIII y el Tx se 

acumularon en menores proporciones a lo largo del cultivo. En el momento de 

máxima producción (20 días de cultivo), la proporción en que se acumularon 

los taxanos estudiados fue: CF: 30%; DAB: 27%; DT: 24% y BIII 19%. Tanto la 

CF como el DT son taxanos que presentan la cadena lateral de fenilisoserina, 

pero que en el primer caso el benzoilo de la cadena lateral esta sustituido por 

un grupo tigloilo y en el segundo el grupo acetilo del C10 del Tx está ausente. 

Realmente poco se conoce de la biosíntesis de estos dos compuestos y no se 

ha podido demostrar si son precursores, productos de degradación o se forman 

por caminos metabólicos independientes del Tx (Onrubia et al. 2011). Un 

hecho que se observa repetidamente en los cultivos celulares de diferentes 
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especies de Taxus es que la CF es uno de los taxanos predominantes, cuando 

el Tx se acumula en muy baja proporción (Bonfill et al. 2003). 

 

Figura 17. Contenido de taxanos totales (intracelulares y extracelulares) en 

suspensiones celulares de T. globosa cultivadas durante 28 días en medio de 

crecimiento. Resultados expresados como mg/L de cultivo celular. Los datos son la 

media de tres repeticiones independientes ± DE. 

�

Figura 18. Variaciones en los contenidos de los diferentes taxanos expresados en 

mg/L de cultivo celular de T. globosa en medio de crecimiento. DAB: 10-

deacetilbaccatina, BIII: baccatina III, DT: 10-deacetiltaxol, CF: cefalomanina, Tx: taxol. 

Los datos son la media de tres repeticiones independientes ± DE. 
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La alta proporción de DAB y las bajas de BIII y Tx encontradas en 

nuestros cultivos no resultan tampoco sorprendentes. Es un hecho conocido 

que en cultivos con baja producción, es decir en cultivos que no han sido 

elicitados, ni cultivados en un medio óptimo para la producción, tan solo 

producen en gran cantidad DAB y en algunos casos BIII (Nims et al. 2006).  

 

En su conjunto, nuestros resultados demuestran que los cultivos 

celulares de T. globosa pueden producir los taxanos considerados en este 

estudio, pero que el sistema requiere ser optimizado para llegar a alcanzar 

contenidos mas elevados de Tx. Como se ha comentado anteriormente, 

numerosos investigadores han demostrado que la elicitación es una 

herramienta indispensable para alcanzar producciones elevadas de Tx en los 

cultivos celulares de Taxus spp. (Kim et al. 2004; Bonfill et al. 2006; Ketchum et 

al. 1999; Yukimune et al. 1996), por ello cabría esperar que el tratamiento con 

elicitores también incrementará los niveles de taxanos en el tejo mexicano. 

 

 

4.1.4. Efecto de la elicitación con CORO y CD en los cultivos 

celulares de T. media y T. globosa 

 

Para los ensayos de elicitación de las líneas celulares de T. media y de T. 

globosa se estableció un sistema de dos fases (Cusidó et al. 2002; Tapia et al. 

2013). Las suspensiones celulares de ambas especies se cultivaron durante 12 

días en los medios de crecimiento (MC) óptimos para cada una de ellas, hasta 

el final de la fase de crecimiento exponencial, y a continuación se transfirieron 

a un medio de producción optimizado (MP) durante 20 días. Los elicitores 

CORO (1 μM), CD (50 mM), o ambos (1μM CORO + 50 mM CD) se añadieron 

al medio de cultivo al comienzo de esta segunda etapa. Los cultivos celulares 

de T. media y T. globosa se establecieron utilizando un inóculo optimizado de 

200 g/L y 50 g/L de PF, respectivamente, basados en resultados anteriores 

(Sabater-Jara et al. 2014; Tapia et al. 2013). Los resultados obtenidos se 
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compararon con cultivos sin elicitar de las dos líneas celulares. 

La biomasa de los cultivos celulares de T. globosa en MP en 

condiciones de control, medida como PS, se duplicó hasta el día 16, para 

disminuir ligeramente a partir de entonces hasta el final del cultivo en el día 20 

(Fig. 19A). Un patrón de crecimiento similar se observó en T. media, pero con 

un menor incremento en la biomasa (1,4 veces el día 16; Figura 19B).  

 

 

Figura 19. Comportamiento del crecimiento expresado en peso seco por litro de 

cultivo celular (g/L) de A: T. globosa y B: T. media, durante el ensayo de elicitación

durante 20 días, en medio de producción. Cada valor es la media de tres repeticiones 

+ DE. CTL (sin elicitar), CD (ciclodextrina), CORO (coronatina), CD+CORO (elicitación 

combinada). 

 

La adición de CORO (1μM) disminuyó la capacidad de crecimiento 

celular, especialmente al final del periodo de cultivo (p ˂ 0,05). Este efecto se 

observó particularmente en las células de T. globosa, cuyo crecimiento se 

redujo en un 53% comparado con 20%, en las células de T. media. 

Anteriormente ya se había observado que los elicitores CORO y MeJA 

disminuyen la capacidad de crecimiento de los cultivos celulares de Taxus spp. 

(Onrubia et al. 2013b; Sabater-Jara et al. 2014). Por el contrario, la CD (50 mM) 

incrementó la biomasa medida como PS 1,2 veces en relación al control, en los 

cultivos celulares de ambas especies en comparación con el control. Trabajos 

anteriores ya habían demostrado que el tratamiento con CD no repercute 
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negativamente en la capacidad de crecimiento de cultivos celulares, tales como 

la Vitis vinifera y T. media (Belchí-Navarro et al. 2012; Sabater-Jara et al. 

2014). Finalmente, en el tratamiento combinado, la adición de CD 

aparentemente contrarrestó los efectos negativos de CORO sobre el 

crecimiento celular en ambas líneas celulares (Fig. 19), ya que el crecimiento 

de T. globosa y T. media se redujo tan solo en un  22% y 14%, 

respectivamente, después de 20 días, en relación con el control. 

 

 

4.1.5 Producción de taxanos en los cultivos de T. media y T. 

globosa elicitados con CORO y CD 

  

Como se muestra en la figura 20, la producción máxima de taxanos totales en 

los cultivos celulares de T. globosa se observó al final del experimento, entre 

los días 16 y 20 de la elicitación. La mayoría de los taxanos fueron excretados 

al medio de cultivo, por lo que los taxanos asociados a las células no 

representaron más del 10% del total de la producción, en todas las condiciones 

ensayadas. Estos resultados contrastan con los obtenidos en experimentos 

anteriores desarrollados con esta línea vegetal cultivada en MC (ver sección 

4.1.3) y podría estar atribuida a las diferentes condiciones de cultivo de ambos 

experimentos. 

En estudios llevados a cabo con diferentes líneas celulares de diversas 

especies de Taxus, se ha observado una considerable variación en la 

capacidad de las células productoras para excretar los taxanos al medio, la 

cual va de un 10% al 90% dependiendo de la línea celular y las condiciones de 

cultivo ensayadas (Naill et al. 2012). En cuanto al mecanismo de excreción del 

Tx se sabe que requiere de energía metabólica para poderse llevar a cabo, sin 

embargo hasta la fecha no se conoce exactamente como se produce (Fornalè 

et al. 2002). 
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Figura 20. Contenido de taxanos totales (intra y extracelulares) de las suspensiones 

celulares de T. globosa cultivadas durante 20 días en condiciones  control (CTL), con 

la adición de CD (ciclodextrina), CORO (coronatina), o ambos elicitores juntos. A: 

Contenido de taxanos totales expresados como mg/L de cultivo celular. Los datos son 

la media de tres repeticiones independientes ± DE. B: Proporción de taxanos 

intracelulares, expresada como porcentaje del contenido total.  

 

�����


	����



�����



	����


������


�	����


������


�	����


�����


��
�


��
�


��



��
��



��

��
�
��



��

�

��



��

��



��
��

�
��



��

�

��



��

��



��
��

�
��



��

�

��



��

��



��
��

�
��



��

�

��



��

��



��
��

�
��




	
 

 �
 �
 ��
 	


�
��
��

�����


�������


��


���


���


���


���


���


���


���


���


���


����


��
�


��
�


��



��
��



��

��
�
��



��

�

��



��

��



��
��

�
��



��

�

��



��

��



��
��

�
��



��

�

��



��

��



��
��

�
��



��

�

��



��

��



��
��

�
��




�
 �
 �
 ��
 ��
 ��


�
��
��
��
��

��
��
	

��

�����


�������


Tratamiento 

Días  

A  

B  



Resultados y Discusión�������������������������������������������������������������������������������
�

� 100�

El tratamiento de elicitación que resultó ser más eficaz en la mejora de la 

producción de taxanos en T. globosa fue la adición combinada de CORO y CD 

(Fig. 20A). En dicho tratamiento, al final del experimento, se observó un 

máximo de producción unas 40 veces superior al control (células sin elicitar). 

La adición de CORO y CD por separado indujeron también al final del cultivo, 

una producción total de taxanos 8 y 25 veces mayor, respectivamente, en 

relación al control. Este patrón se observó a lo largo de todo el experimento, 

aunque los valores de producción fueron menores en las otras muestras 

recolectadas. Mayoritariamente, los taxanos fueron excretados por las células y 

acumulados en el medio de cultivo (Fig. 20B), especialmente en los 

tratamientos con CD, lo que confirma la capacidad de estos compuestos para 

liberar los taxanos al medio (Sabater-Jara et al. 2014). 

Recientemente, Osuna et al. (2015), han demostrado que los cultivos 

celulares de T. globosa elicitados con MeJA alcanzaban un máximo de 

producción de 0,5 mg/L, mientras que en este estudio la producción de taxanos 

en los cultivos elicitados con CORO+CD fue superior a 35 mg/L, un valor 70 

veces superior al alcanzado con MeJA. Además, contrariamente a los 

resultados obtenidos con MeJA, en los que los taxanos eran acumulados 

mayoritariamente en las células, en el tratamiento de elicitación combinado se 

acumularon en el medio de cultivo. En su conjunto estos resultados 

demuestran la efectividad del tratamiento CORO+CD para incrementar la 

producción de taxanos y liberarlos al medio de cultivo, un factor muy importante 

en los procesos posteriores de recuperación de estos compuestos. Las CDs 

han recibido creciente atención en los últimos tiempos, no sólo por su 

capacidad de elicitación en cultivos de células vegetales, resultado de la 

inducción de las respuestas de defensa (Bru et al. 2006; Lijavetzky et al. 2008), 

sino también, por su capacidad para facilitar la excreción de metabolitos con 

baja hidrosolubilidad (Cai et al. 2012). 

En los cultivos celulares de T. media, el tratamiento más efectivo 

también fue la combinación de CD+CORO, aunque en este caso las mayores 

producciones de taxanos totales se obtuvieron a los 12 y 16 días de la 

elicitación (Fig. 21A). Al día 16, la producción total de taxanos obtenida en los 

cultivos celulares tratados con CD+CORO, CORO, o CD, fue 19, 1,3 y 1,5 
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veces mayor que el control, respectivamente. En los tratamientos con los 

elicitores por separado, contrariamente al patrón observado en T. globosa, la 

producción en los cultivos de T. media, en general, fue más inducida por 

CORO que por CD. Las variaciones en la respuesta de los cultivos celulares a 

la elicitación no sólo depende de factores relacionados con el elicitor en sí (tipo, 

concentración, duración de elicitación, etc.), sino también de la especie, la línea 

celular y el estado de desarrollo del cultivo (Onrubia et al. 2010). 

Cabe destacar que, durante todo el experimento, la producción total de 

taxanos en los cultivos celulares tratados con CORO+CD fue mayor que la 

combinación de los tratamientos aplicados por separado. Después de 12 y 16 

días de elicitación, los niveles de taxanos en los cultivos celulares tratados con 

CORO+CD fueron más de 4 veces superiores que la suma de los taxanos 

acumuladas en los dos tratamientos por separado (Fig. 21A). Estos resultados 

sugieren un posible efecto sinérgico de los dos inductores en la producción de 

taxanos, como previamente se había observado en cultivos celulares de T. 

media tratados con CD y MeJA (Sabater-Jara et al. 2014). 

Al estudiar la capacidad celular para excretar los taxanos al medio (Fig. 

21B) en el tratamiento con CD, ya sea sola o, en menor medida, en 

combinación con CORO, indujo una alta liberación de estos compuestos al 

medio de cultivo, especialmente cuando la producción fue más alta (entre los 

12 a 20 días de cultivo). Contrariamente, los cultivos control y las células 

tratadas con CORO conservaron hasta el 50% de los taxanos producidos 

dentro de las células. Estos resultados indican que en ambos sistemas, T. 

globosa y T. media, las CD tuvieron un efecto similar sobre la capacidad de 

liberar los taxanos formados intracelularmente al medio de cultivo. 
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Figura 21. Contenido de taxanos totales (intra y extracelulares) en las suspensiones 

celulares de T. media cultivadas durante 20 días en condiciones  control (CTL), con la 

adición de CD (ciclodextrina), CORO (coronatina), o ambos elicitores juntos. A: 

Contenido de taxanos totales expresados como mg/L de cultivo celular. Los datos son 

la media de tres repeticiones independientes ± DE. B: Proporción de taxanos 

intracelulares, expresada como porcentaje del contenido total.  
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Los taxanos estudiados, tanto los asociados a las células, como los 

extracelulares, fueron: taxol (Tx), cefalomanina (CF), 10-deacetiltaxol (DT), 

baccatina III (BIII) y 10-deacetilbacatina III (DAB). Sus contenidos en las 

suspensiones celulares de T. globosa se muestran en las figuras 22A y 22B, y 

para  T. media en las figuras 23A y 23B. 

El taxano que se acumuló en mayor proporción en las células de T. 

globosa en condiciones control fue DT, aunque su nivel máximo no superó 2 

μg/L, independientemente del tratamiento. También se encontraron aunque en 

cantidades muy bajas Tx y CF. El efecto de los elicitores en la producción de 

los taxanos individuales dentro de las células productoras, no se pudo 

determinar debido a la escasa cantidad en que se encontraron. (Fig. 22A).  

Los principales taxanos acumulados en el medio del cultivo fueron 

aquellos que llevan la cadena lateral (CF, DT y Tx), especialmente en los 

tratamientos con CD y CD+CORO (Fig. 22B). En el día 16 de elicitación con 

CD, CORO o CD+CORO, la suma de Tx, CF y DT era de 11; 5,5 y 15,2 veces 

mayor, respectivamente, que los de los taxanos sin cadena lateral (BIII y DAB). 

Resultados similares se obtuvieron en el día 20, cuando la suma de Tx, CF y 

DT bajo los tres tratamientos de elicitación fue de 10,4; 2,7 y 4,2 veces mayor, 

respectivamente, que la suma de los taxanos sin la cadena lateral. Al contrario, 

en los cultivos no elicitados, la producción de BIII y DAB fue siempre mayor 

que la suma de los taxanos que llevan la cadena de fenilisoserina (aunque las 

cantidades eran muy bajas). También cabe destacar que al inicio del 

experimento (días 0 y 4), el taxano mayoritario en los cultivos control fue BIII. 

Previamente, ya se había observado (Nims et al. 2006; M Onrubia et al. 2013a; 

Onrubia et al. 2010) que cuando la producción total de taxanos es baja en los 

cultivos celulares de Taxus spp., ya sea porque no se han añadido elicitores, o 

porque estos carecen de efecto, los taxanos predominantes son DAB y BIII. 

Estos dos taxanos intermediarios de la biosíntesis de Tx y otros taxanos que 

llevan la cadena lateral, se formar en las etapas tempranas del cultivo (Fig. 2), 

mientras que la unión de la cadena lateral a la BIII, se lleva a cabo después de 

varios días y es inducida por la presencia de elicitores. 
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Figura 22. Contenido de taxanos individuales (intra y extracelulares) de las 

suspensiones celulares de T. globosa, cultivadas durante 20 días en condiciones 

control (CTL) y con la adición de CD (ciclodextrina), CORO (coronatina), o ambos 

elicitores juntos. A: Taxanos intracelulares expresados como mg/L de cultivo celular. 

B: Taxanos extracelulares expresados en mg/L de cultivo celular. DAB: 10-

deacetilbaccatina, BIII: baccatina III, DT: 10-deacetiltaxol, CF: cefalomanina, Tx: taxol. 

Los datos son la media de tres repeticiones independientes ± DE. 
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En los cultivos celulares de T. media (Fig. 23A y B), en todas las 

condiciones estudiadas, BIII y Tx fueron los principales taxanos encontrados 

asociados a células, particularmente la BIII; la única excepción fue en el inicio 

de la elicitación (día 4), cuando el taxano principal fue CF. Como se mencionó 

anteriormente, la capacidad de excreción de estas células fue alta, ya que la 

acumulación máxima de taxanos en las células de los cultivos tratados con 

CD+ CORO, 12 días después de elicitación (Fig. 23A) representaba menos del 

10% de la producción total de taxanos. 

Los niveles más altos de taxanos en los medios de cultivo se obtuvieron 

con el tratamiento combinado de CD+CORO. En el máximo de producción 

(d16) los cultivos celulares tratados con CORO o CD por separado, o sin 

elicitar, presentaron una producción de Tx que representó sólo el 2%, 1,3% y 

1,2%, respectivamente, del rendimiento obtenido con la elicitación dual. Del 

mismo modo, la acumulación de BIII en estas condiciones representa sólo el 

6%, 9,8% y 7,8%, respectivamente, del nivel alcanzado con CD + CORO. 

Al contrario que en T. globosa, los cultivos celulares de T. media no 

mostraron diferencias significativas entre los niveles de taxanos con o sin 

cadena lateral, especialmente en las condiciones más inductivas. De hecho, el 

taxano predominante en los cultivos de células T. media fue BIII, excepto bajo 

la elicitación dual, en la cual, como se mencionó anteriormente, fueron BIII y 

Tx, los taxanos con mayores concentraciones. Se encontraron cantidades muy 

bajas de DAB, CF y DT en el medio, a lo largo del experimento. En estudios 

previos con cultivos celulares de T. media, después de la elicitación con CORO 

o MeJA se demostró que el taxano principal obtenido era en general BIII 

(Onrubia et al. 2013b; Sabater-Jara et al. 2014). 
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Figura 23. Contenido de taxanos individuales (intra y extracelulares) de las 

suspensiones celulares de T. media, cultivadas durante 20 días en condiciones control 

(CTL) y con la adición de CD (ciclodextrina), CORO (coronatina), o ambos elicitores 

juntos. A: Taxanos intracelulares expresados como mg/L de cultivo celular. B: 

Taxanos extracelulares expresados en mg/L de cultivo celular. DAB: 10-

deacetilbacatina, BIII: baccatina III, DT: 10-deacetiltaxol, CF: cefalomanina, Tx: taxol. 

Los datos son la media de tres repeticiones independientes ± DE. 
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4.1.6. Cambios en el perfil de expresión de los genes 

involucrados en la síntesis de taxanos en cultivos celulares de 
T. media y T. globosa elicitados con CORO y CD 

 

Para analizar la relación entre los perfiles de transcripción y la producción total 

e individual de los taxanos estudiados en las líneas celulares de Taxus spp. 

durante el experimento de elicitación, se determinaron los cambios en los 

niveles de expresión por qRT-PCR de los genes TS, T7βOH, DBAT, BAPT, 

CoA ligasa (TBPCCL) y DBTNBT, que codifican enzimas implicadas en la 

biosíntesis de Tx (Fig. 2). La acumulación del transcrito se cuantificó en 

diferentes puntos durante las primeras 48 horas del experimento de elicitación 

(Fig. 24 y 25). La mayoría de estos genes se han estudiado previamente en 

diferentes sistemas de Taxus bajo la acción de diversos elicitores, pero el nivel 

de expresión del gen TBPCCL (β-fenilalanina CoA ligasa de Taxus) no se había 

determinado hasta ahora, ya que su actividad como CoA ligasa y su posible 

participación en la biosíntesis del Tx se ha confirmado en este estudio (ver 

sección 4.2). 

En cultivos celulares de T. globosa, la acumulación de transcritos de los 

genes mencionados en respuesta a los elicitores fue, en general, muy baja 

(Fig. 24). Dos días después de la elicitación con CD+CORO, la expresión del 

gen TS aumentó más de 20 veces sobre el valor de referencia. Los transcritos 

correspondientes a los genes de T7βOH, DBAT y CoA ligasa aumentaron, 

aunque en niveles muy bajos, después de 4 horas en el tratamiento de doble 

elicitación. También se observaron cantidades muy bajas de RNAm 

correspondientes a los genes BAPT y DBTNBT. Estos resultados sugieren que 

la baja expresión de estos genes podría ser la responsable de la escasa 

producción de taxanos en los cultivos celulares de T. globosa. Sin embargo, la 

producción total de taxanos en la línea celular elicitada con CD+CORO fue 

superior a 35 mg/L, lo cual no se refleja en su perfil de expresión génica. Patil 

et al. (2012), trabajando con cultivos de T. cuspidata, con diferentes tamaños 

de agregados celulares elicitados con MeJA, indicaron que las diferencias en la 

expresión de varios genes de biosíntesis de Tx fueron menores en 
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comparación con las diferencias en la acumulación de taxanos. Por lo tanto, 

deben existir otros factores que controlan la biosíntesis de taxanos, además de 

los ligados a la expresión de los genes estudiados. 

La expresión del gen TS que controla el primer paso de la vía metabólica 

del Tx (Hezari et al. 1995), incrementó marcadamente en los cultivos celulares 

de T. media elicitados con CORO, o con CD+CORO. En el tratamiento con 

CORO, los niveles de transcripción del gen TS alcanzaron un máximo a las 12 

h después de la elicitación, presentando un valor 18,6 veces superior al control, 

y disminuyendo a partir de entonces, pero manteniéndose altos durante las 48 

h estudiadas (Fig. 25). Aunque la adición de CD al cultivo también aumentó la 

expresión de gen TS, el efecto no fue tan notorio (solo 4 veces superior al 

control, en el momento de máxima expresión). La elicitación conjunta 

(CD+CORO) también mejoró la acumulación de los niveles del transcrito de TS 

(hasta casi 80 veces la del control en el máximo de expresión), sin embargo en 

los demás puntos evaluados, la acumulación de transcritos TS no fue superior 

a los alcanzados con el tratamiento CORO. 

La fuerte expresión del gen TS en los cultivos de T. media inducida por 

los elicitores contrasta con la alcanzada por la línea celular de T. globosa. 

Estas diferencias de expresión no pueden ser atribuidas a la naturaleza 

transgénica de la línea celular utilizada en este experimento, debido a que en 

trabajos previos realizados con líneas no transformadas de T. baccata y T. 

chinensis, el incremento en la acumulación de transcrito TS, 12-16 horas 

después de la elicitación fue de respectivamente de 60 y 12 veces (Onrubia et 

al. 2010; Li et al. 2012), mientras que el incremento observado en T. globosa 

fue solo de unas 5 veces. Además después de 48h del tratamiento elicitor en 

las líneas celulares de T. baccata fue 80 veces superior en relación al control 

no elicitado, mientras que en T. globosa fue solo de 20 veces (Onrubia et al. 

2010). Los resultados comentados demuestran que también las líneas no 

transformadas de Taxus spp. pueden presentar una alta respuesta a la 

elicitación incrementando el nivel de expresión de los genes implicados en la 

biosíntesis de taxanos. 
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La T7βOH cataliza la hidroxilación en la posición C7 del esqueleto de 

taxano, en uno de los pasos intermedios de la biosíntesis de Tx (Chau et al. 

2004). La expresión del gen T7βOH en los cultivos celulares de T. media fue 

inducida por la adición de CORO y CD+CORO, siendo poca la diferencia entre 

los dos tratamientos; el máximo de expresión de este gen (a las 12 h) fue 

aproximadamente 2 y 3 veces mayor al alcanzado en los cultivos tratados con 

CD y los control (no tratados), respectivamente. El mismo patrón de 

transcripción se observó para el gen DBAT, que codifica para la enzima que 

convierte DAB en BIII (Walker y Croteau 2000a). La máxima expresión del 

gene DBAT se obtuvo 12 h después de la elicitación con CORO o CD+CORO, 

cuando aumentó un 268% y 295%, respectivamente, en comparación con el 

control, y el 100% y el 117,4% en comparación con las cultivos tratados con 

CD. 

Los genes, TS, T7βOH y DBAT, participan en los pasos biosintéticos que 

conducen a la formación de BIII, por lo que su alto nivel de expresión en los 

cultivos celulares de T. media elicitados con CD+CORO podría explicar los 

también altos niveles de producción de BIII alcanzados en estos cultivos.  

Como se ha indicado anteriormente, el gen de la CoA ligasa (TBPCCL) 

codifica para la enzima que activa a β-fenilalanina para formar β-fenilalanin 

CoA, antes de su unión a la BIII. Su expresión fue máxima a las 4 horas del 

tratamiento con CD+CORO, cuando los niveles de transcripción fueron 

respectivamente, 3,2; 8,7 y 6 veces mayores a los alcanzados en los cultivos 

celulares tratados con CORO o CD por separado, o en ausencia de elicitor 

(Control). Aunque la expresión de este gen disminuyó a partir de entonces, los 

niveles más altos de expresión siempre se encontraron con el tratamiento de 

doble elicitación. El nivel de expresión del gen TBPCCL aumentó debido a la 

elicitación, pero el incremento fue menor al alcanzado con otros de los genes 

evaluados en los cultivos celulares de T. media. Podemos deducir de estos 

resultados que el gen TBPCCL podría estar involucrado en el control de un 

paso limitante en la ruta de biosíntesis del Tx, aunque aún son necesarios más 

estudios sobre esta enzima recientemente caracterizada.  
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Figura 24. Perfil de expresión en los cultivos celulares de T. globosa durante las 

primeras 48 h en medio de producción, elicitados o no con CD, CORO o ambos 

elicitores. Los resultados se expresan como nivel de expresión del gen en relación al 

nivel de expresión alcanzado en cultivos mantenidos durante 14 días en MC. TS, 

taxadieno sintasa; T7βOH, taxadieno7-β-hidroxilasa; DBAT, 10-deacetilbaccatina-III-

10-O-acetiltransferasa; CoA ligasa, β-fenilalanina CoA ligasa; BAPT, baccatina III-3-

amino-13-fenilpropanoiltransferasa; DBTNBT, debenzoiltaxol N-benzoil transferasa. 

Los datos son la media de tres repeticiones independientes ± DE. 
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En los pasos finales de la vía metabólica (Fig. 2) participa la enzima 

baccatina III 13-O-(3-amino-13-fenilpropanoil) transferasa (BAPT) siendo 

responsable de la unión de la β-fenilalanina a la BIII, lo que posteriormente 

deriva en los taxanos con cadena lateral (Walker et al. 2002a). En los cultivos 

celulares de T. media, el gen de BAPT fue más inducido por el tratamiento de 

CORO, presentando su máxima expresión 12 h después del tratamiento 

elicitor. En este punto la acumulación del transcrito correspondiente fue de 2 y 

11,2 veces superior a la alcanzada en condiciones de elicitación con 

CD+CORO o CD, respectivamente, y 23 veces superior al control. Este 

incremento también fue significativamente superior al alcanzado por la línea 

celular de T. globosa (menor a 5 veces). Como ya se ha indicado la conducta 

diferente de ambas líneas celulares no puede ser atribuida a la naturaleza 

transgénica de las líneas celulares de T. media, ya que las líneas celulares de 

otras especies de Taxus mostraron incrementos de expresión del gen BAPT 

incluso superiores al alcanzado por la línea trasngénica de T. media. 

El último gen considerado es este estudio ha sido DBTNBT, el cual está 

implicado en la benzoilación de la cadena lateral de los taxanos (Long et al. 

2008) y representa el paso final en la biosíntesis de Tx (Fig. 2). Al comparar los 

diferentes tratamientos, el nivel de expresión más alto en casi todo el estudio 

se observó en los cultivos celulares elicitados con CORO. En este caso, la 

mayor acumulación del transcrito se produjo 4 h después de la elicitación, 

siendo sus niveles 3; 18,7 y 17,4 veces mayor que en los cultivos elicitados con 

CD+CORO, CD y el control, respectivamente. 
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Figura 25. Perfil de expresión en los cultivos celulares de T. media durante las 

primeras 48 h en medio de producción, elicitados o no con CD, CORO o ambos 

elicitores. Los resultados se expresan como nivel de expresión del gen con respecto al 

nivel de expresión alcanzado en cultivos mantenidos durante 14 días en MC. TS, 

taxadieno sintasa; T7βOH, taxadieno7-β-hidroxilasa; DBAT, 10-deacetilbaccatina-III-

10-O-acetiltransferasa; CoA ligasa, β-fenilalanina CoA ligasa; BAPT, baccatina III-3-

amino-13-fenilpropanoiltransferasa; DBTNBT, debenzoiltaxol N-benzoil transferasa. 

Los datos son la media de tres repeticiones independientes ± DE. 
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Aunque la expresión de los dos genes que codifican las enzimas 

directamente responsables de la formación de Tx y de los taxanos que llevan la 

cadena lateral de β-fenilalanina (BAPT y DBTNBT) fue mayor en los cultivos 

celulares tratados con CORO, la mayor producción de estos taxanos se obtuvo 

en el tratamiento de elicitación conjunta CD+CORO. En consecuencia, no se 

observó una relación clara entre la expresión de los genes DBTNBT y BAPT y 

la producción de taxanos con cadena lateral. Patil et al. (2012) observaron que, 

aunque la producción de taxanos se relaciona con la expresión de genes 

implicados en el proceso de biosíntesis, otros factores pueden estar 

implicados, tales como la regulación postranscripcional y postraduccional. Sin 

embargo, dado que los otros genes estudiados mostraron el máximo de 

expresión en la elicitación con CD+CORO, o al menos igualan a los niveles 

alcanzados en los cultivos tratados con CORO, es probable que más 

intermediarios en la biosíntesis de Tx hayan sido producidos por el tratamiento 

combinado. En este caso, al parecer, la cantidad y/o la actividad de BAPT y 

DBTNBT habrían sido suficientes para conseguir la formación de los altos 

niveles de Tx y los otros taxanos  con cadena lateral en los cultivos celulares  

de T. media. También se debe tener en cuenta que la adición de CD 

juntamente con CORO dio lugar a una alta excreción de taxanos al medio de 

cultivo. El hecho de que el Tx y otros taxanos puedan formar complejos de 

inclusión con CD, además de condicionar una disminución de la toxicidad 

celular, también puede evitar posibles degradaciones intra y extracelulares, 

todo ello dando lugar a los altos niveles de taxanos obtenidos en los cultivos 

celulares tratados con ambos elicitores. 

En su conjunto, los resultados comentados demuestran que los CCETs 

constituyen una excelente plataforma biotecnológica para la producción de Tx y 

taxanos derivados, y que los cultivos celulares de T. globosa podría constituir 

una nueva fuente alternativa de taxanos, si bien, se requieren estudios 

adicionales para mejorar la producción de Tx en este sistema. Por otro lado, la 

confirmación de que en presencia de elicitores el flujo de precursores hacia la 

formación de Tx está limitado en los últimos pasos de la ruta biosintética 

sugiere que los genes que participan en estos pasos son dianas metabólicas 

de elección para el diseño de nuevas líneas celulares de T. globosa y T. media 
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que sobreexpresen estos genes mediante la utilización de técnicas de 

bioingeniería. 
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4.2 “Biofactorías Vegetales” una potente herramienta 

para caracterizar nuevos genes/enzimas implicados en 

la biosíntesis de taxanos 

 

Como se ha indicado en el capítulo introductorio, Tx es el nombre comercial 

que Bristol-Myers Squibb registró para el compuesto paclitaxel (Px), el cual se 

considera actualmente como uno de los fármacos más eficaces contra el 

cáncer que se hayan desarrollado. La fuente natural de Tx es la corteza interna 

de varios Taxus spp., donde se acumula a una concentración muy baja. La 

producción alternativa de taxol en cultivos celulares de Taxus spp. se ha 

convertido en un gran desafío para la biotecnología vegetal debido a la 

creciente demanda en todo el mundo y su escasez en la naturaleza (Onrubia et 

al. 2013a). Por estas razones, numerosos laboratorios de investigación y 

empresas biotecnológicas están interesados en el diseño de nuevas 

estrategias, basadas en los cultivos celulares elicitados de Taxus  (CCETs), 

con el objetivo de optimizar la producción biotecnológica de este compuesto 

anticancerígeno. Por otro lado, los CCETs también representan una excelente 

plataforma para llevar a cabo estudios básicos sobre la biosíntesis de taxanos 

encaminados a profundizar en el conocimiento de esta vía metabólica y su 

regulación (Cusidó et al. 2014). 

Como se ha comentado ampliamente en el capítulo introductorio, la ruta 

biosintética del Tx es altamente compleja, el primer intermediario que lleva el 

anillo de taxano es el taxa-4 (5),11(12)dieno, cuya formación a partir de GGPP 

está catalizada por la enzima plastídica la taxadieno sintasa (TS) (Hezari et al. 

1997; Koepp et al. 1995). Una sucesión de pasos, que implican la acción de 

hidroxilasas, aciltransferasas y otras enzimas, llevan a la producción de la 10-

deacetilbaccatina III (10-DAB) y baccatina III (BIII), ambos taxanos son 

ampliamente utilizados como intermediarios para la semisíntesis de taxol y sus 

análogos (Croteau et al. 2006; Malik et al. 2011; Onrubia et al. 2013a). 

Posteriormente, la cadena lateral derivada de β-fenilalanina es unida a la BIII, y 

después de dos pasos biosintéticos más, la molécula final se ensambla (Fig. 

26).  
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Figura 26. Biosíntesis de taxol, a partir del geranilgeranil difosfato. Las flechas 

múltiples indican varios pasos. Los genes desconocidos y las correspondientes 

proteínas se representan en rojo. TS, taxadieno sintasa; T1βOH, taxano 1β-

hidroxilasa; T2αOH, taxano 2α-hidroxilasa; T7βOH, taxano 7β-hidroxilasa; T9αOH, 

taxano 9α-hidroxilasa; TBT, taxano-2α-O-benzoil transferasa; DBAT, 10-

deacetilbaccatina III-10-O-acetiltransferasa; PAM, fenilalanina aminomutasa; BAPT, C-

13-fenilpropanoil-CoA transferasa; T2αOH, taxano 2’α-hidroxilasa; DBTNBT, 

debenzoiltaxol N-benzoil transferasa. 

 

Croteau et al. han identificado, clonado y expresado en organismos 

heterólogos los genes que codifican para doce de las enzimas implicadas en la 

biosíntesis de taxol: GGPP sintasa (GGPPS), TS, cinco hidroxilasas, cinco acil 

transferasas y la fenilalanina aminomutasa (PAM) (Croteau et al. 2006; Guo et 

al. 2006; Lange y Ahkami 2013; Nims et al. 2006; Walker y Croteau 2001). Sin 

embargo, los genes que codifican las tres hidroxilasas restantes, una oxidasa, 

epoxidasa, oxomutasa, y la β-fenilalanina-CoA ligasa aún no han sido 
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descritos, quedando por definir completamente siete etapas de la ruta (Croteau 

et al. 2006; Nims et al. 2006) (Fig. 26). 

Hasta ahora, se sabe que la cadena lateral que se encuentra unida en la 

posición C13 del núcleo de taxano deriva de β-fenilalanina, pero existen dudas 

respecto a su síntesis. Aunque la fenilisoserina también se ha postulado como 

precursora de la cadena lateral (Floss y Mocek 1995), Croteau y colaboradores 

(2006) indicaron que β-fenilalanina es incorporada en BIII tres veces más 

eficientemente que fenilisoserina. Para que la β-fenilalanina pueda ser 

incorporada al anillo de taxano, es necesaria su previa activación a través de la 

unión a la Coenzima A (CoA). La síntesis de la β-fenilalanil-CoA a partir de la β-

fenilalanila y la CoA, estaría catalizada por una hipotética β-fenilalanina-CoA 

ligasa, sin embargo la estructura de esta enzima y la identidad del gen que la 

codifica no se han determinado hasta la fecha. 

Las células vegetales generalmente responden a la adición de elicitores 

mediante el aumento de la producción de metabolitos secundarios involucrados 

en el sistema de defensa de la planta. Este hecho ha sido descrito en varias 

ocasiones en cultivos de células de Taxus spp. tratados con elicitores bióticos y 

abióticos (Bentebibel et al. 2005; Cusidó et al. 2002; Li et al. 2012; Onrubia et 

al. 2013b) 

El aumento en la producción de metabolitos secundarios, suele ser 

resultado de una mayor expresión de los genes que controlan las rutas 

metabólicas (Expósito et al. 2009; Frense 2007; De Geyter et al. 2012; Malik et 

al. 2011; Vongpaseuth and Roberts 2007). Por lo tanto, la comparación del 

transcriptoma de una línea celular elicitada con una línea control (sin elicitar) es 

una excelente estrategia para adquirir nuevos conocimientos sobre la 

respuesta de los genes a los elicitores y, para realizar con éxito experimentos 

encaminados al descubrimiento de nuevos genes del metabolismo de plantas, 

en particular de especies de las cuales no se tienen disponibles secuencias de 

su genoma, como lo es Taxus spp. (Cusidó et al. 2014; Goossens 2015; Nims 

et al. 2006). 

La técnica de cDNA-AFLP permite el estudio de los perfiles 

transcriptomicos para el análisis de expresión de todo un genoma. Esta técnica 
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conduce a la identificación de etiquetas de genes (tags) que se sobreexpresan, 

no se expresan o cuyos niveles de transcripción permanecen sin cambios en 

unas condiciones experimentales inductivas (Goossens et al, 2003; Colling et 

al, 2013). Los tags seleccionados, se pueden vincular a funciones enzimáticas 

específicas mediante análisis in silico, que permite la selección de genes 

candidatos para pasos metabólicos específicos. Según Kemena y Notredame 

(2009), el alineamiento de secuencias múltiples (MSA) es una forma útil de 

organización los datos, ya que las secuencias génicas en estudio se alinean 

junto a otras secuencias conocidas de genes ya caracterizados dando como 

resultado nueva información biológica relevante sobre la estructura o función 

de las proteínas codificadas por dichos genes. En un alineamiento 

funcionalmente correcto, los residuos con una misma función necesitan estar 

alineados, incluso si el origen de esa similitud se debe a un proceso de 

evolución convergente. Los estudios bioinformáticos pueden revelar importante 

información sobre la estructura de la proteína objeto de estudio, los 

aminoácidos implicados en el centro de reacción enzimática y sus alrededores, 

el sitio de unión a cofactor, el sustrato adecuado, etc. 

Para estudiar la funcionalidad de una proteína diana se pueden utilizar 

diferentes sistemas heterólogos de expresión. Los genes implicados en la ruta 

biosintética de taxol se han expresado tanto en organismos procariotas (Walker 

y Croteau 2000a) como eucariotas, desde levaduras (Hefner et al. 1998; 

Jennewein et al. 2001, 2003) hasta células de insectos, incluyendo el sistema 

de baculovirus-Spodoptera fugiperda (Sf9) (Jennewein et al. 2001). Un sistema 

de expresión transitoria desarrollado con éxito, cuando se trata de un único gen 

heterólogo, es la agroinfiltración de hojas de N. benthamiana con una cepa de 

A. tumefaciens que lleva el gen diana en un plásmido binario (Matić et al. 2012; 

Planas-Portell et al. 2013). Esta técnica, versátil, rápida y sencilla, genera una 

gran cantidad de proteína recombinante cuya funcionalidad puede ser 

investigada posteriormente. 

El establecimiento de vínculos entre los niveles de expresión génica y la 

biosíntesis de metabolitos secundarios puede generar una considerable 

cantidad de información sobre el metabolismo secundario vegetal (Goossens et 

al. 2003; Rischer et al. 2006). Nuevos conocimientos que se podrían aplicar 
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para mejorar el potencial práctico de la Ingeniería Metabólica en la producción 

biotecnológica de importantes compuestos vegetales entre los que se incluyen 

los taxanos. 

Los estudios sobre el metabolismo secundario vegetal (MSV) se ven 

dificultados en gran medida, por la limitada información genómica que se tiene 

sobre el MSV en las bases de datos como la EST (NCBI) o en las colecciones 

de cDNA, información que es necesaria para la aplicación de técnicas 

convencionales de expresión génica como los microarrays. Una alternativa a 

estas técnicas podría ser como ya se ha mencionado anteriormente, la 

aplicación de la tecnología del cDNA-AFLP, que no depende de información 

genómica previa y que puede proporcionar perfiles de expresión génica 

cuantificables que pueden ser utilizados en programas de identificación de 

nuevos genes implicados en el MSV (Goossens et al. 2003; Rischer et al. 2006; 

Vuylsteke, et al. 2007). Hasta la fecha, se han llevado a cabo muy pocos 

estudios transcriptómicos en Taxus spp. Entre ellos, Hao et al. (2011) 

investigaron el transcriptoma de diferentes tejidos de plantas de T. mairei 

utilizando la segunda generación de la técnica Illumina, y Sun et al. (2013) y Li 

et al. (2012) respectivamente, estudiaron los cambios transcriptómicos 

inducidos en cultivos celulares de T. x media y T. chinensis al ser elicitados con 

MeJA. Sin embargo, la información obtenida en estos estudios previos no se ha 

podido aplicar para identificar, clonar, o determinar la funcionalidad de nuevos 

genes implicados en la biosíntesis de taxanos. 

Recientemente, nuestro grupo de investigación ha utilizado la 

mencionada técnica cDNA-AFLP para determinar los perfiles transcriptómicos 

de una línea celular de T. baccata cultivada en un sistema de dos etapas 

(Cusidó et al. 2002). Para ello, las suspensiones celulares fueron cultivadas 

durante 7 días en un medio óptimo para el crecimiento celular (MC), y después 

se mantuvieron durante 1h, 2h, 4h, 8h, 16h, 1d, 2d y 4d en un medio óptimo 

para la producción de taxanos (MP). En esta última etapa, los cultivos fueron 

adicionados del elicitor MeJA. Como el metabolismo celular es reprogramado 

en favor del metabolismo secundario cuando los cultivos de Taxus se 

transfieren al medio MP (Cusidó et al. 2002), la muestra 7d MC (día 7 en medio 

de crecimiento) fue seleccionada como control negativo para el estudio de los 
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patrones de expresión de los genes implicados en el metabolismo de taxanos. 

El uso de 128 combinaciones de cebadores BstYI-MseI permitió la 

determinación y el análisis cuantitativo de los patrones temporales de 

acumulación de 8.192 etiquetas de transcritos (tags). Como tags de interés se 

consideraron inicialmente aquellos que se expresaban diferencialmente en las 

células elicitadas en relación con las control (Fig. 27). Sin embargo, ya que 

algunos genes de la biosíntesis de taxol y posibles candidatos se activaron 

tanto en condiciones control como inductivas y presentaban una expresión 

diferencial durante el experimento, también se analizó su patrón de expresión. 

De los 858 tags expresados diferencialmente, 667 fragmentos (77,7%) se 

secuenciaron de manera correcta directamente de los productos de PCR, lo 

que indica que dichos tags podrían corresponder a genes únicos. La búsqueda 

de homología de las secuencias de los tags correspondientes a genes únicos 

reveló que un 55,3% (369) eran homólogas a genes ya conocidos. En la figura 

27 se muestran los tags seleccionados agrupados de acuerdo con el sistema 

de clasificación jerárquica funcional FunCat (Ruepp et al. 2004).  

El umbral de similitud mantenido para las búsquedas BLAST se 

estableció en un valor de 10e-2. De los tags secuenciados, 309 (46,3%) 

mostraban similitud con genes de funciones conocidas y 60 (9,0%) con genes 

sin función asignada (proteínas no clasificadas). Por el contrario, para 298 tags 

(44,7%) no se encontró homología con secuencias conocidas (Fig. 28). 

La categoría funcional más importante fue "Metabolismo y Energía" (Fig. 

28), con tags homólogos a genes del metabolismo primario y secundario, 

seguida de "Organización celular y defensa". Dado que los jasmonatos están 

relacionados con los sistemas de defensa de plantas frente a un gran rango de 

estímulos (Wasternack 2007), y que en los cultivos celulares de Taxus spp. la 

producción de taxanos se activa en respuesta a jamonatos, no es de extrañar 

que en la categoría de "Metabolismo y Energía" aparecieran numerosos tags 

relacionados con la biosíntesis de taxanos, así como posibles genes implicados 

en este proceso que todavía no han sido clonados y que podrían corresponder 

a hidroxilasas, una oxomutasa, epoxidasa, oxidasa y una CoA ligasa (Tabla 9).  
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Figura 27. Perfiles de transcripción basados en los resultados del estudio de cDNA-

AFLP de los cultivos celulares de T. baccata. Agrupación jerárquica de los tags 

identificados que presentan una expresión genética diferencial. En la parte superior se 

indica el tratamiento y momento de análisis (en horas). Los cuadrados  azules y 

amarillos indican respectivamente, la activación o represión transcripcional, en relación 

con el nivel medio de expresión. Los cuadrados grises representan la falta de datos 

para ese punto. Se indican los subgrupos de los genes que codifican para las enzimas 

T. baccata conocidas y los posibles candidatos que catalizan la biosíntesis de taxol. El 

tag TB768 está indicado con una punta de flecha roja a la derecha.  
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Figura 28. Tags secuenciados y agrupados en categorías funcionales de acuerdo a la 

clasificación FunCat. 

 

El análisis de los perfiles de transcripción no genera una información 

directa acerca de la probabilidad de los tags detectados para estar 

involucrados en la biosíntesis de taxanos. Con el fin de priorizar los supuestos 

genes implicados en la ruta biosintética de taxanos y seleccionar los 

candidatos más probables (Tabla 9), se obtuvieron sus secuencias completas y 

fueron clasificados de acuerdo a su similitud con proteínas ya caracterizadas 

(Macie, Swissprot) que interactúan con sustratos similares a intermediarios de 

la biosíntesis de taxanos, considerando únicamente las posiciones que 

interactúan con dichos sustrato. El objetivo de este procedimiento fue centrar la  

comparación entre el modelo y el candidato en aquellos residuos que son 

determinantes de su especificidad y cuyo patrón evolutivo es poco probable 

que haya variado. Usando esta aproximación, se mapeó y determinó la 

conservación del sitio activo de 15 candidatos procedentes del estudio de 

cDNA-AFLP, agrupados en 5 categorías funcionales (CoA ligasa, C1 y 9 

hidroxilasas, epoxidasa C4-C20, C9 oxidasa y oxomutasa) (Tabla 9).  
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Tabla 9. Lista completa de los genes candidatos agrupados según su función 

provisional en la ruta biosintética de taxanos: (Función hipotética), número del tag a 

partir del análisis de cDNA-AFLP (TAG), el mejor hit para el gen secuenciado completo 

(homología), número de acceso SwissProt para el mejor hit (código Prot. acc.) y valor-

e de ese hit. 

 

Función 
hipotética  TAG Homología 

Prot. 
código 
Acc.  

Valor-e 

CoA ligasa TB768 Acyl-CoA ligasa B9GQ39 0.0 

C1 y C9 
hidroxilasas 

TB506 Cinnamato 4-hidroxilasa B2Z6P5 0.0 
TB331 Putativa citocromo P450 D7T4D5 1.0E-118 
TB574 Putativa citocromo P450 D7T4D5 1.0E-118 
TB224 Putativa citochromo P450 D5A7Y6 1.0E-152 

C4-C20 
epoxidasa TB328 Putativa giberelina 20-oxidasa A9NW35 1.0E-45 

C9 oxidasa 

TB596 Desconocida (conteniendo una 
FAD/FMN- deshidrogenasa) B8LR72 8.0E-87 

TB812 Desconocida (GMC 
oxidoreductasa) A9NXU5 1.0E-151 

TB047 Desconocida (GMC 
oxidoreductasa) A9NXU5 1.0E-109 

TB739 Desconocida (GMC 
oxidoreductasa) A9NXU5 1.0E-148 

TB212 Desconocida (alcohol 
deshidrogenasa) A9NU86 6.0E-91 

TB645 Desconocida (GMC 
oxidoreductasa) A9NXU5 1.0E-158 

Oxomutasa 

TB493 Hipotética éster carboxílico 
hidrolasa A9SVY3 1.0E-44 

TB195 Hipotética proteína (Glioxal 
oxidasa) F6GTQ6 1.0E-164 

TB115 Hipotética proteína (Galactosa 
oxidasa) D8RR64 1.0E-163 

 

 

4.2.1 Expresión y análisis funcional del gen TB768 

 

Como hemos indicado anteriormente, la producción de taxol y taxanos afines 

se mejoró substancialmente mediante la adición de elicitores a cultivos 

celulares de Taxus spp. (Bentebibel et al. 2005; Cusidó et al. 2002;  Onrubia et 

al. 2013; Palazón et al. 2003; Sabater-Jara et al. 2014). 
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Sin embargo, una mejora adicional en la producción de este agente 

anticancerígeno depende de una mejor comprensión de su biosíntesis. Esto 

nos motivó a llevar a cabo un estudio profundo de los mecanismos moleculares 

que regulan el metabolismo secundario en los cultivos celulares de Taxus spp. 

Como ya se ha indicado, el análisis de las variaciones en el perfil 

transcriptómico de una línea celular de Taxus baccata elicitada mostró que 

todos los genes hasta ahora conocidos de la ruta del taxol aumentan su 

expresión tras la elicitación con MeJA, y el posterior tratamiento bioestadístico 

de los resultados nos ha permitido identificar con un elevado grado de certeza, 

posibles genes candidatos que codifican enzimas involucradas en los pasos 

desconocidos de esta ruta metabólica, incluyendo una CoA ligasa. Estos 

estudios han sugerido que uno de los genes candidatos más probables, el 

TB768, podría codificar una CoA ligasa, específicamente aquella que cataliza 

la activación de la β-fenilalanina para posteriormente ser añadida como cadena 

lateral en la posición C13 de BIII. Por tanto, este gen ha sido seleccionado para 

realizar estudios sobre su estructura, función y localización subcelular. 

 

 

4.2.1.1 Análisis in-silico del gen candidato TB768 

 

Con el fin de caracterizar mejor la proteína producto del gen TB768, en este 

trabajo se ha realizado un análisis in silico más profundo del gen utilizando 

distintas herramientas bioinformáticas  

La secuencia proteica codificada por el gen TB768 fue analizada con el 

programa Phyre2, el cual generó un modelo con casi un 100% de certidumbre 

(Fig. 29). Este modelo se comparó con la estructura terciaria de la proteína 

3a9v, una CoA ligasa (4CL) de Populus tomentosa (Hu et al. 2010), que resultó 

ser la proteína experimentalmente descrita más homóloga a TB768. La 

comparación de los modelos 3D de ambas proteínas reveló un alto grado de 

semejanza (Fig. 30), corroborando de este modo a partir de su estructura 3D la 

posible función de TB768 como una  CoA ligasa. 
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Figura 29. Estructura terciaria de la 

proteína TB768, predicción y 

modelado por Phyre2.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Comparación de las 

estructuras 3D entre la proteínas 

TB768 y 3a9V. En rojo se muestra la 

predicción de la  proteína TB768 y en 

verde el modelo descrito 

experimentalmente para la 4CL de 

Populus tomentosa (3a9v).  

 

 

 

En el alineamiento de la proteína TB768 con otras 4CL de plantas, se 

pudo observar que la similitud entre los aminoácidos es de entre 40-65% (Fig. 

31). Las 4CL son dependientes de ATP para alcanzar  su actividad óptima; 

todos los aminoácidos que son importantes para determinar la actividad 

catalítica de las 4CL de plantas (Hu et al. 2010) se encontraron conservados en 

la secuencia de la TB768 (Fig. 31 y 32); entre ellos se incluyen los que están 

implicados en la unión al AMP (QGYGLTE), los residuos específicos de la 

unión al AMP (Gly306, Ala307 y Tyr330); los aminoácidos con función catalítica 
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(Lys438, Gln443 y Lys523) y el residuo específico para la unión del CoA 

(Gly441). La distribución espacial de los dominios catalíticos de TB768 se 

obtuvo mediante la utilización del programa PyMOL (ver Fig. 32), en la que se 

puede observar la localización del sitio activo de la enzima, su posible sitio de 

unión a la CoA, así como el sitio de unión a AMP y el sitio de activación de 

acilo, todos ellos factores requeridos para el funcionamiento de las CoA ligasas 

vegetales. 
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Figura 32. Predicción de 

dominios catalíticos de CoA 

ligasa en la proteína TB768. 

El sitio activo está indicado 

en verde, en naranja el 

posible sitio de unión a 

CoA, en rojo el sitio de 

unión al AMP y en azul el 

sitio de activación de acilo.  

 

 

 

 

4.2.1.2 Expresión de la proteína recombinante del gen TB768 

 

Como ya se ha indicado, la activación de la β-fenilalanina con CoA, se produce 

como un paso previo, antes de la unión de la cadena de fenilalanina al 

esqueleto de taxano (Croteau et al. 2006) (Fig. 26), un paso que está 

catalizado por una enzima hasta ahora desconocida. El gen seleccionado para 

ser el mejor candidato a este paso TB768, se clonó en un vector de expresión 

bacteriano (pDEST14®) compatible con la tecnología Gateway (InvitrogenTM). 

Este plásmido, se probó en 2 cepas de E. coli con diferentes temperaturas y 

concentraciones de la molécula inductora IPTG, para así evaluar las mejores 

condiciones para la expresión de la proteína TB768. La cepa que ofreció 

mejores resultados fue la E. coli BL21 DE3 pLyss, a todas las concentraciones 

de IPTG y todas las temperaturas probadas (37, 28 y 16oC) fue capaz de 

producir una proteína de 59 kDa que corresponde al peso molecular asignado 

a TB768 deducido de su secuencia de aminoácidos (Fig. 33). 
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Figura 33. Imagen de SDS-PAGE de los extractos proteicos de E. Coli BL21 pLyss 

pDEST-TB768 inducidos con IPTG a 28oC. 1) Marcador de peso molecular preteñido; 

PageRuler Plus (Thermo Fisher Scientific), se indican las bandas de 70 kDa y 55 kDa. 

Concentraciones de IPTG utilizadas para inducir: 2) 1mM,  3) 0,8mM, 4) 0,6mM, 5) 

0,4mM, 6) 0,2 mM, 7) 0,1mM; 8) sin IPTG, 9) WT sin IPTG, 10) WT con 1mM IPTG. El 

recuadro en rojo muestra la proteína expresada. 

 

Las pruebas de solubilidad indicaron que TB768 se inducía 

correctamente con 0,1 mM de IPTG a todas las temperaturas ensayadas, sin 

embargo, la proteína siempre se mantuvo en el sedimento, dificultando su 

aislamiento posterior sin dañar las características nativas de la enzima (Fig. 

34).  

Debido a los problemas que representó la expresión de TB768 en E. 

Coli, la baja solubilidad de la proteína formada y la dificultad de su posterior 

aislamiento y purificación, se decidió cambiar a un organismo vegetal para 

lograr la producción de dicha proteína. El gen TB768 se clonó mediante 

recombinación en el vector para plantas pEarlyGate203N-Myc, y el plásmido 

resultante pEarlyGate203-TB768, se introdujo en una cepa patógena de A. 

tumefaciens, con la que se transformaron las hojas de plantas de Nicotiana 

benthamiana. Dentro del plásmido pEarlyGate203-TB768 el gen TB768 posee 

fusionado al extremo que corresponde al N-terminal la etiqueta Myc (Myc-tag), 

con el propósito de favorecer su purificación. La proteína soluble expresada 
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ectópicamente se purificó con perlas que unen el Myc-tag y se eluyó a pH 

neutro para mantener la actividad de la enzima. La proteína de 59 kDa aislada, 

se concentró cuatro veces y se visualizó mediante análisis inmunoblot (Fig. 35). 

Esta proteína purificada que mantiene su estructura nativa es la que se ha 

utilizado para el estudio de la funcionalidad de gen TB768. 

 

 

 

 

 

Figura 34. Imagen de SDS-PAGE de lisados bacterianos inducidos con 0,1mM de 

IPTG a 28oC, separando el sedimento del sobrenadante. 1) Marcador de peso 

molecular preteñido (Fermentas). Se indican las bandas de 90 kDa y 50 kDa. 2) 

Control negativo sin inducir, ni lisar. 3) Control negativo sedimento. 4) Control negativo 

sobrenadante. 5) pDEST14-TB768 sin lisar. 6) pDEST14-TB768 sedimento. 7) 

pDEST14-TB768 sobrenadante. El recuadro en rojo muestra el sitio donde se espera 

la banda de 59 kDa correspondiente a TB768.  
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Figura 35. Inmunoblot de la proteína TB768 purificada y concentrada, imagen 

obtenida por quimioluminiscencia. 1) Marcador de peso molecular preteñido; 

PageRuler Plus (Thermo Fisher Scientific) indicándose las bandas de 70 kDa y 55 

kDa. 2) Proteína TB768 purificada y concentrada (200 ng), mostrando una única 

banda con un peso molecular de 59 KDa. 

 

 

4.2.1.3 Análisis funcional de la proteína codificada por el gen TB768 

 

Las enzimas que forman ésteres de CoA con los ácidos cinámicos se conocen 

como 4-cumarato-CoA ligasas (4CLs; EC 6.2.1.12) (Allina et al. 1998). En 

angiospermas y gimnospermas, los genes que codifican estas enzimas forman 

parte de una familia multigénica con miembros regulados diferencialmente, los 

cuales pueden formar parte de diferentes procesos metabólicos, aunque todos 

ellos activan una gama de substratos muy similares (Hamberger y Hahlbrock 

2004). Docimo et al. (2013) han indicado que en varias especies vegetales, los 

miembros de la familia 4CL muestran un patrón de expresión variable y 

diferente especificidad por el sustrato. En arroz, el perfil de expresión de los 
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cinco genes 4CL conocidos difieren en función del  tejido, etapa de desarrollo y 

en respuesta al estrés, y todas las enzimas codificadas muestran propiedades 

cinéticas distintas en función del sustrato. En Populus tremuloides, se han 

determinado dos isoformas de 4CL, una participa principalmente en la 

formación de lignina y la otra en la biosíntesis de los derivados 

fenilpropanoides (Hu et al. 1998). En la mayoría de las plantas estudiadas, la 

actividad de las isoformas conocidas de 4CL se asocia tanto con la biosíntesis 

de lignina como de flavonoides, aunque pueden utilizar diferentes sustratos con 

eficiencias variables. Lindermayr y colaboradores (2002) determinaron la 

presencia de cuatro isoenzimas 4CL en Glycine max, cada una codificada por 

un solo gen, con diferente especificidad por el sustrato. Pero hasta la fecha no 

se ha caracterizado ningún gen que codifique para una 4CL en Taxus spp.  

Para realizar el ensayo de actividad enzimática in vitro de TB768 

proteína candidata para ser una 4CL de Taxus spp., se utilizaron 2 posibles 

sustratos: la β-fenilalanina y el ácido 4-cumárico, ambos compuestos presentan 

estructuras similares, si bien la β-fenilalanina es un precursor de la biosíntesis 

de taxanos, mientras que el ácido 4-cumárico participa en la ruta de los ácidos 

cinámicos. Los dos compuestos se adicionaron por separado a la mezcla de 

reacción que contenía: la proteína purificada TB768, ATP, MgCl2 y el 

cosustrato CoA (Fig. 36). Los productos de la reacción se detectaron por 

HPLC-espectrometría de masas (MS/MS). 
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Figura 36. Esquema de la reacción catalizada por la enzima codificada por el gen 

TB768.

 

Los resultados obtenidos, demostraron que la proteína TB768 era capaz 

de catalizar la esterificación con CoA de ambos sustratos; tanto de la β-

fenilalanina como del ácido 4-cumárico. Los respectivos productos catalíticos 

se identificaron por su tiempo de retención y el patrón de fragmentación de la 

molécula en comparación con los estándares. La identidad de las moléculas de 

β-fenilalanil-CoA (m/z 916,2, tiempo de retención: 3,93 min) y 4-coumaril-CoA 

(m/z 914,3, tiempo de retención: 3,95 min) (Anexo Fig. 3) fue confirmada por 

MRM (Multiple Reaction Monitoring) (Fig. 37), técnica que se basa en la previa 

fragmentación de los estándares y la selección de iones moleculares y los 

fragmentos derivados de estos que poseen la más alta intensidad (Anexo Fig. 

4). Paralelamente se llevó a cabo un ensayo control sin la enzima, donde no se 

detectaron los iones correspondientes a los productos acil-CoA (Fig. 37). Estos 

resultados confirman el gen TB768 codifica para una acil-CoA ligasa que 

transforma la β-fenilalanina en su respectivo éster CoA y que podría estar 
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implicada en la biosíntesis del taxol. Esta enzima no es específica, ya que 

también puede aceptar otros sustratos, tales como  ácido 4-cumaríco. El hecho 

de que el producto del gen TB768 active tanto a la β-fenilalanina como al 4-

cumarato, quienes comparten una estructura química muy similar, indica que 

esta enzima pertenece a la familia 4CL, ya que estas enzimas pueden utilizar 

más de un sustrato de diferentes procesos metabólicos, pero con estructuras 

muy similares (Hamberger y Hahlbrock 2004). 

Para hacer los análisis de cinética enzimática, fue necesario calcular el 

coeficiente de extinción molar en el tampón de reacción, resultando para la β-

fenilalanil-CoA un valor de ε 315nm de 3421 mM/cm, y para el 4-coumaril-CoA 

ε 336nm de 3585 mM/cm. Para cada sustrato se calculó la actividad específica 

de la enzima purificada, resultando un valor de 102,309 μmol/min/mg para β-

fenilalanina, y de 617,76 μmol/min/mg para el ácido 4-cumárico. Estos 

resultados sugieren una mayor afinidad de la proteína TB768 por el ácido 4-

cumárico, un hecho que podría deberse al mayor volumen de la β-fenilalanina 

en relación a este compuesto, debido a la presencia del grupo amino adicional 

que presenta la β-fenilalanina en la cadena alifática unida al anillo bencénico. 

En su conjunto los resultados obtenidos indican que el gen estudiado, 

TB768, codifica para una proteína capaz de formar ésteres de CoA con β-

fenilalanina y  con 4-cumarato; esta proteína se ha nombrado como β-

fenilalanina CoA ligasa (TBPCCL) y es la primera acil-CoA ligasa caracterizada 

para T. baccata. Como se ha descrito anteriormente en otras especies de 

plantas, probablemente Taxus spp. también posea más de un gen que 

codifique para 4CL, con un patrón de expresión variable y diferente 

especificidad de sustrato. Esto también se apoya con los previos estudios del 

transcriptoma en el que se identificó un segundo gen que posiblemente 

codifique para otra 4CL (TB154), dicho gen mostró una cinética de expresión 

distinta en comparación con el gen TB768 y los genes de la síntesis de 

taxanos, y por lo tanto, debido a la falta de corregulación, no fue considerado 

para su análisis (Onrubia 2012). 
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Figura 37. Análisis por HPLC-MS/MS del ensayo de actividad in vitro de la proteína 

TB768. Cromatograma de extracción de iones para los sustratos A: ácido 4-cumárico 

y B: β-fenilalanina. La línea roja corresponde al ensayo con la proteína TB768 añadida 

y la azul al control sin enzima, las flechas indican el pico que corresponde al ion 

molecular de cada producto con su respectivo tiempo de retención (TR: 3,87 min para 

el 4-cumaroil-CoA, 3,89 min para la β-fenilalanoil-CoA). Análisis MRM de los productos 

de reacción en los ensayos con C: ácido 4-cumarico y D: β-fenilalanina. Las flechas 

indican el pico al correspondiente TR de los dos fragmentos específicos para cada 

compuesto utilizados para confirmar su identidad (914,3/407,3 y 914,3/428,2 para el 4-

cumaroil-CoA con un TR: 3,87 min;  916,2/409,3 y 916,2/307,3 con un TR: 3,89 min 

para la  β-fenilalanin-CoA). 
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La baja especificidad de TBPCCL podría llevarla a actuar sobre más 

sustratos, y así la activación del ácido 4-cumárico conduciría a la formación de 

flavonoides y ligninas mientras la formación de β-fenilalanin-CoA facilitaría su 

incorporación en la cadena lateral que está unida al C13 del anillo del taxol, y 

cuyo papel es esencial para la actividad anticancerígena de este compuesto 

(Kingston 2000). Después de que la cadena lateral se une a la BIII, un paso 

mediado por la enzima BAPT, sólo son necesarios dos pasos más, una 

hidroxilación y una benzoilación, para obtener el taxol. Anteriormente se había 

demostrado que los pasos más limitantes en la biosíntesis de taxol se 

encuentran al final de la ruta, después de la formación de la DAB (Cusidó et al. 

2014). La identificación del gen TBPCCL, junto con la aplicación de técnicas de 

ingeniería metabólica, podría contribuir a la creación de cultivos celulares de 

Taxus capaces de sobreexpresar dicho gen y que podrían resultar altamente 

productores de taxol y taxanos relacionados. También el incremento en el 

conocimiento básico de la ruta biosintética del taxol, puede facilitar su 

semisíntesis a través de la biología sintética en sistemas heterólogos. 

 

 

4.2.2. Localización subcelular de la biosíntesis de taxanos 

 

Otro aspecto interesante de la biosíntesis de taxol que necesita ser investigado 

es la localización subcelular de algunos de los pasos enzimáticos. El anillo 

taxadieno se forma en los plastos, debido a que el precursor diterpenico de 

este compuesto se forma mayoritariamente a través de la vía metabólica del 

metileritritol 4-fosfato (MEP) (Palazón et al. 2003). Los pasos de hidroxilación 

que requieren enzimas del grupo CytP450, usualmente ocurren en la fracción 

microsomal, pero hasta la fecha no ha sido determinado el compartimiento 

subcelular en el que ocurre la activación de la β-fenilalanina por la CoA. Parece 

por ello que en la formación del taxol y otros taxanos estarían implicados 

diferentes compartimentos celulares existiendo un flujo de 

precursores/intermediarios a través de estos orgánulos. Con el propósito de  

obtener mayor información de la localización subcelular de la biosíntesis de 
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taxanos se realizó un estudio bioinformático basado en las secuencias de los 

genes conocidos hasta el momento, que participan en la biosíntesis de estos 

compuestos. Este estudio se ha complementado con la determinación 

experimental de la localización subcelular de la proteína TBPCCL.
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Para el análisis in silico, se utilizaron las herramientas bioinformáticas  

ChloroP V1.1 (Emanuelsson, et al. 1999),  SignalP V4.1 (Petersen et al. 2011),  

TargetP V1.1 (Emanuelsson et al. 2000) y TMHMM V2.0 (Sonnhammer et al. 

1998). Con estos programas y con el objetivo de validar la fiabilidad del método 

bioinformático utilizado, se corroboró la localización subcelular de las enzimas 

conocidas de la biosíntesis del taxol y de las cuales se dispone la información 

experimental de su citolocalización, así mismo se analizaron las secuencias de 

las enzimas que están caracterizadas pero de las cuales no se ha descrito su 

localización subcelular (Tabla 10). 

La biosíntesis del taxol implica 19 pasos enzimáticos a partir del 

precursor universal de diterpenos geranilgeranil pirofosfato (GGPP). La TS es 

la enzima que cataliza la ciclación de este compuesto en el intermediario 

taxadieno, en el primer paso específico de la síntesis del taxanos. La TS, al 

igual que su sustrato, se encuentra en plastos (Davis y Croteau 2000). El 

análisis bioinformático realizado corrobora que esta enzima posee en su 

secuencia un péptido de tránsito que la dirige a dicho compartimiento celular 

(Fig. 38, Tabla 10). 

Los siguientes pasos de la ruta metabólica son hidroxilaciones en los 

carbonos del esqueleto del taxano, las enzimas involucradas pertenecen al 

grupo de los CytP450, y se localizan en la fracción microsomal (Croteau et al. 

2006). El estudio bioinformático realizado corrobora que las hidroxilasas de la 

síntesis de taxanos, poseen dominios transmembrana (Fig. 39) y dada su 

naturaleza de CytP450 se localizan en las membranas del retículo 

endoplasmático (Tabla 10). Los pasos intermedios conocidos (acil y aroil 

tranferasas) y las últimas etapas etapas de la biosíntesis del taxol hasta ahora 

descritas (unión de la cadena lateral) están catalizados por enzimas que 

carecen de péptidos o dominios que las dirijan hacia algún orgánulo, por lo que 

de acuerdo con los resultados de este estudio se sugiere que estos pasos 

estarían catalizados por enzimas que se encuentran libres en el citosol. (Tabla 

10, Fig. 40). En cuanto a la activación de la β-fenilalanina por la CoA, mediante 

la acción de TBPCCL hasta la fecha no ha sido determinado, el compartimiento 

subcelular en el que ocurre. 
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Figura 38. Pantalla desplegada por el programa ChloroP 1.1 mostrando en el 

recuadro azul, que la proteína TS contiene el péptido de tránsito de cloroplastos, cTP 

(Yes).

 

Figura 39. Pantalla desplegada por el programa TMHMM 1.1 mostrando, en rojo dos 

posibles dominios transmembrana de la proteína T7βOH. En azul los aminoácidos 

dentro de la membrana y en magenta los aminoácidos fuera. 
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Figura 40. Pantalla desplegada por el programa Signal peptide 4.0 mostrando la 

ausencia de péptido señal en la proteína BAPT. La gráfica plana indica que no hay 

aminoácidos que puedan corresponder a un péptido de señalización, lo cual sugiere 

una localización citosólica.  

 

 

4.2.2.1. TBPCCL es una enzima citosólica 

 

En relación con la localización subcelular de TBPCCL, el análisis con la 

herramienta bioinformática SignalP V4.0 (Petersen et al. 2011) predijo que esta 

proteína carecía de péptido señal de localización (Fig. 41), lo cual sugiere que 

la enzima se encuentra en el citosol.  
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Figura 41. Pantalla desplegada por el programa Signal peptide 4.0 mostrando la 

ausencia de péptido señal en la proteína TB768. La gráfica plana indica que no hay 

aminoácidos que puedan corresponder a un péptido de señalización, lo cual sugiere 

una localización citosólica.  

 

Para confirmar experimentalmente estos resultados, el gen TB768 fue 

fusionado en el C-terminal a la yelow fluorescente protein (YFP) en el vector 

pEarlyGate101. El plásmido resultante se expresó transitoriamente en hojas de 

N. benthamiana, que posteriormente se observaron en el microscopio confocal 

de flourescencia. El análisis de microscopía mostró la señal de la TB768-YFP 

como una banda gruesa en la periferia de la célula. Puesto que las células 

vegetales presentan en su mayoría una gran vacuola que comprime el 

citoplasma y sus orgánulos hacia la periferia celular (Onrubia et al. 2014a), los 

resultados obtenidos indicarían que la TBPCCL tanto podría estar situada en la 

membrana plasmática como en el citosol ya que presenta un patrón de 

expresión parecido al de la proteína libre citosólica YFP  (Fig. 42).  
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Figura 42. Análisis de microscopía confocal de la proteína TB768-YFP y la YFP libre 

en hojas de N. benthamiana. 

 

Para discernir la exacta localización subcelular de la proteína TBPCCL, 

las paredes celulares de las hojas de N. benthamiana transfectadas con el gen 

TB768-YFP se tiñeron con yoduro de propidio (IP) antes del análisis confocal. 

Los resultados mostraron que la señal correspondiente al IP se encontraba 

separada de la señal de TB768-YFP, lo cual indica que esta proteína posee un 

patrón de expresión citosólico, tal como sugerían los estudios bioinformáticos 

(Fig. 43).  

Una técnica que permite estudiar la movilidad de las proteínas en el 

interior de las células es la  “Recuperación de la Fluorescencia después de un 

Fotoblanqueado” (FRAP). Cuando una proteína fusionada a la YFP es 

expuesta durante unos segundos a un rayo láser de alta intensidad, se 

destruye el fluoróforo de manera irreversible en la región de interés (ROI). 

Inmediatamente después, las proteínas fluorescentes no dañadas que se 

encuentran más próximas son capaces de migrar a la zona “quemada” 

recuperándose la fluorescencia en esa área. Las proteínas que se encuentran 

libres en el citoplasma tienen tasas altas de recuperación de la fluorescencia, 

ya que tienen una movilidad superior a aquellas que están inmersas en las 

membranas (Held et al. 2008; Wu et al. 2006). La aplicación de esta técnica a 
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las células de N. benthamiana que expresaban la fusión TB768-YFP demostró 

la casi completa recuperación de la fluorescencia al cabo de pocos segundos 

(Fig. 44), casi en la misma medida que el control de la GFP libre. Estos 

resultados confirman la localización citosólica de la proteína TBPCCL y 

sugieren, junto a los obtenidos en los estudios bioinformáticos que los últimos 

pasos de la ruta biosíntética de taxanos se desarrollan en el citoplasma de las 

células de Taxus spp. (Fig. 45). 

 

 

Figura 43. Expresión de la proteína fusionada TB768-YFP en hojas de N. 

benthamiana preteñidas con IP.  
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Figura 44. Análisis FRAP por 40 segundos donde se muestra la rápida recuperación 

de la fluorescencia de la fusión TB768-YFP y la GFP libre después del tratamiento con 

rayos láser de alta intensidad. 
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Considerados en su conjunto, los resultados de este estudio confirman 

que los estudios de transcriptómica combinados con el análisis in silico de los 

candidatos mejor posicionados representan un eficaz juego de herramientas 

para profundizar en el conocimiento del metabolismo secundario vegetal, si 

bien se requieren estudios posteriores de expresión y análisis funcional de los 

genes candidatos para confirmar las predicciones in silico. En nuestro caso y 

aunque previamente se habían realizado otros estudios transcriptómicos con 

Taxus spp. (Tabla 5), por primera vez se ha descubierto un nuevo gen de la 

ruta de taxanos mediante una aproximación ómica y por ello, constituye un 

paradigma para este género vegetal.  Por otro lado, los resultados de este 

estudio también confirman la utilidad de los cultivos celulares elicitados de 

Taxus spp. para avanzar en el conocimiento de la ruta biosintética de taxanos y 

su regulación. 
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El objetivo fundamental de este estudio ha sido el desarrollo y optimización de 

nuevos sistemas biotecnológicos para la producción de taxanos, así como, 

profundizar en el conocimiento sobre la biosíntesis de estos compuestos y su 

regulación utilizando para ello, los cultivos celulares de Taxus spp. elicitados. 

Una vez finalizado nuestro estudio, el análisis y discusión de los resultados 

obtenidos nos han permitido llegar a las siguientes conclusiones: 

 

I. Con el propósito de optimizar la capacidad de crecimiento de los callos y 

suspensiones celulares de Taxus globosa se han ensayado diferentes 

medios de cultivo con distintas concentraciones hormonales. Los 

resultados obtenidos demuestran que el WPM adicionado de Pic 2 mg/L, 

Kin 0,1 mg/L y GA3 0,5 mg/L, constituye un medio de elección para 

estos cultivos.  

II. En condiciones optimizadas de crecimiento, es durante la fase 

estacionaria del cultivo, cuando las células de T. globosa producen los 

niveles más elevados de taxanos que mayoritariamente se acumulan 

intracelularmente, aunque en niveles inferiores a los alcanzados por 

otros cultivos celulares de Taxus spp. 

III. En un sistema en dos fases, los cultivos celulares de T. globosa se han 

elicitado con coronatina y β-metilciclodextrina y los resultados se han 

comparado con los obtenidos con una línea celular de T. media. Los 

resultados confirmaron la baja capacidad productiva de los cultivos en 

condiciones control (no elicitados) y la efectividad de los elicitores para 

incrementar la producción en ambas especies. Además, también se ha 

confirmado, la capacidad de las ciclodextrinas para provocar la liberación 

de taxanos al medio de cultivo. 

IV. De los tratamientos de elicitación ensayados, la combinación de 

coronatina y β-metilciclodextrina ha demostrado ser el más efectivo, 

activando en mayor medida la producción de taxanos que los 

tratamientos de elicitación individuales.  

V. En condiciones inductivas, nuestro estudio ha demostrado una 

respuesta superior a la elicitación de los cultivos de T. media, en 

relación a los de T. globosa. A la vez, el patrón de taxanos que se han 
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obtenido en ambos sistemas también ha resultado ser diferente. Este 

hecho confirma que el perfil de acumulación de taxanos en respuesta a 

la elicitación es dependiente de la especie vegetal en estudio. 

VI. Mediante el estudio, por qRT-PCR, de los perfiles de expresión de 

genes clave de la biosíntesis de taxanos en los cultivos celulares 

elicitados, se ha podido demostrar que, en relación a los cultivos control, 

la respuesta a la elicitación viene determinada por una reprogramación 

selectiva del transcriptoma de las células de Taxus, que conlleva la 

activación de la mayoría de los genes implicados en la ruta biosintética 

de taxanos.   

VII. El análisis de los perfiles de transcritos de los cultivos celulares, también 

nos ha permitido demostrar el menor nivel de expresión, en los cultivos 

control y elicitados de T. globosa, en relación a los cultivos de T. media, 

lo que justificaría su menor capacidad de producir taxanos. Por otro lado, 

este estudio también ha revelado una menor respuesta a la elicitación de 

los genes que actúan en los últimos pasos biosintéticos.  

VIII. En un estudio previo, la variación de los perfiles transcriptómicos de los 

cultivos elicitados de Taxus spp. determinada por cDNA-AFLP nos 

permitió identificar una serie de genes candidatos a pasos todavía no 

caracterizados de la vía de taxanos. Su selección in silico determinó que 

el gen TB768 era uno de los candidatos más probables para actuar 

como una CoA ligasa en la formación de la cadena lateral del taxol. 

Nuestro estudio ha demostrado que la proteína TB768 presenta un 

modelo de estructura 3D muy similar a la de otras CoA ligasas, con un 

alto grado de homología de los dominios catalíticos 

IX. Los ensayos de expresión heteróloga del gen TB768 realizados 

demuestran, que el mejor sistema para aislar la proteína nativa es 

mediante su expresión transitoria en Nicotiana benthamiana, un sistema 

que ha permitido la purificación de una proteína de 59 kD, 

correspondiente al producto del gen TB768. 

X. El análisis funcional de TB768 ha confirmado que esta proteína es capaz 

de unir CoA a β-fenilalanina para formar su éster de CoA, el precursor de 

la cadena lateral del taxol y que por lo tanto desempeña un papel 

fundamental en la biosíntesis de taxanos con cadena lateral. 
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XI. Por otro lado, los estudios sobre la funcionalidad de este gen también 

han demostrado que, al igual que otras CoA ligasas caracterizadas en 

diferentes especies vegetales, TBPCCL (fenilalanina CoA ligasa de 

Taxus) es inespecífica y puede utilizar también el ácido 4-cumárico como 

sustrato, lo que la llevaría potencialmente a jugar un importante papel en 

la formación de flavonoides y ligninas. 

XII. Los ánalisis in silico de las secuencias de los genes implicados en la 

biosíntesis de taxol confirman que las primeras enzimas de la ruta de 

taxanos están localizadas en plastos, la secuencia de hidroxilaciones 

que llevan a la formación del anillo polihidroxilado de los taxanos están 

ligadas al retículo endoplasmático, y sugieren que los últimos pasos de 

la ruta biosíntética (entre ellas la activación de β-fenilalanina) podrían 

localizarse a nivel citoplasmático. 

XIII. El estudio de la localización subcelular de TBPCCL ligada a YPF 

demuestra inequívocamente que esta CoA ligasa de Taxus se localiza 

exclusivamente a nivel citoplasmático. 

XIV. Finalmente, podemos concluir que en su conjunto, los resultados de este 

estudio demuestran que los cultivos celulares de Taxus spp. constituyen 

una potente plataforma biotecnológica para la producción de taxol y 

otros taxanos derivados, y a la vez se confirma que pueden ser 

utilizados en aproximaciones racionales para profundizar en el 

conocimiento de la biosíntesis de taxanos y su regulación.  
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DAB; 6,753 min 

BIII ; 10,716 min 

DT ; 18,433 min 

CF; 21,036 min 

Tx; 22,914 min 
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Figura 2. Gen TB768. Pantalla desplegada por el programa Serial Cloner vs. 2.6.  La 

figura muestra la secuencia de DNA completa del gen TB768 en cadena doble, con la 

traducción a proteína entre las cadenas de DNA.  
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Figura 3. Cromatograma de extracción de iones de los estándares de β-fenilalanil-CoA 

(m/z 914) y 4-coumaroil-CoA (m/z 916) mostrando el tiempo de retención para cada 

molécula, 3,89 y 3,87 minutos respectivamente.  
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Figura 4. Patrón de fragmentación de los estándares de β-fenilalanil-CoA  y 4-

coumaril-CoA. Las flechas indican el ion molecular y los dos fragmentos más 

abundantes utilizados para confirmar la identidad de los productos de reacción en los 

ensayos enzimáticos. 
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