7=
I X1
S

Congreso Nacional

de Biotecnologia y Bioingenieria

S AL~y

jonal de Produccién
as

VIl Simposio Internacional de
Produccién de Alcoholes y Levaduras

OBTENCION DE LINEAS CELULARES DERIVADAS DE TAXUS GLOBOSA SCH
PRODUCTORAS DE TAXOL (PACLITAXEL) Y TAXANOS RELACIONADOS

'Gabriela Oble, **Israel Benitez-Garcia, *Mercedes Bonfill, >Rosa Cusidé, *Javier Palazon, y ‘Lidia
Osuna. *Centro de Investigacién Biomédica del Sur-IMSS. Xochitepec, Mor. osunalidia@yahoo.com.
“Laboratorio de Biologia Molecular. Centro de Desarrollo de Productos Biéticos-IPN, *Laboratorio de
Fisiologia Vegetal, Facultad de Farmacia, Universidad de Barcelona, Barcelona, Espafia.

Palabras clave: Paclitaxel, T. globosa, cultivos celulares in vitro.

Introduccion. T. globosa (Taxaceae), es un arbol que
crece en México de manera silvestre. Se cataloga como
especie protegida principalmente por su lento
crecimiento. T. globosa sintetiza en mayor proporcion el
taxol y taxanos marcadores del género (1), los cuales se
acumulan en mayor proporcion en las hojas (2). El taxol
es un potente anticancerigeno que se obtiene de dos
fuentes: por semi-sintesis a partir del precursor 10
diacetilbaccatina 1ll y a partir de cultivos in vitro de
diferentes especies de Taxus. Actualmente no existen
reportes sobre el cultivo in vitro de T. globosa para la
obtencion de taxol y taxanos relacionados. Por lo que los
objetivos de este trabajo fueron: 1) Establecer los cultivos
de callos a partir de hojas, tallos y apices de T. globosa.
2) Evaluar el efecto hormonal sobre el crecimiento celular
y produccién de taxanos en cultivos de callos derivados
de hojas de T. globosa.

Metodologia. Material vegetal. Se utilizaron explantes de
hojas, tallos y apices de T. globosa cultivado en
condiciones de invernadero. El material vegetal se
desinfect6 siguiendo la metodologia descrita por Cusidé y
col.(3). Inducciéon de callogénesis. Los explantes se
cultivaron en medio B5 induccién (modificado) (2,4-D)
para estimular la desdiferenciacion durante 30 dias, con
subcultivos cada 10 dias. Una vez que se obtuvieron los
cultivos de callos se subcultivaron en medio WPM
(modificado) afiadido de Picloram, CN y GA; durante 6
semanas. Se tomaron muestras cada semana, las
variables de respuesta fueron peso fresco y seco. Las
biomasas liofilizadas se procesaron para su analisis y la
cuantificacion de la produccién de taxol y taxanos
relacionados se realiz6 por UPLC (Ultra Performance
Liquid Chromatography) mediante el método de estandar
externo.

Resultados y discusién. Se obtuvieron callos derivados
de hojas, tallos y 4pices de T. globosa al tiempo 20 dias
en medio B5 induccién. Los callos presentaron una
consistencia muy friable de coloracion verde claro al
principio, y color café marron al final del cultivo. A partir
del material de callo derivado de hojas, se evalué el
efecto del medio de produccion (WPM modificado)
durante 6 semanas. Se determinaron las cinéticas de
crecimiento y produccion. Los callos cultivados en medio
WPM tuvieron un indice de crecimiento celular de 0.70 g
(t= 6 sem) y un tiempo de duplicacion de 13.2 dias (Fig.

1). De acuerdo con los resultados obtenidos por UPLC,
los callos obtenidos de explantes de T. globosa son
productores de taxanos. Los callos de hojas cultivados en
medio WPM sintetizaron desde el inicio y hasta el final
del cultivo, 4 de los taxanos identificados en otras
especies del género. La mayor produccion del taxol
(paclitacel) se obtuvo ala 1* y 6% semana del cultivo (Fig.
2)
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Fig. 1. Cinética de crecimiento celular de callos derivados de
hojas de T. globosa en medio WPM, n=5, +DE.
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Fig. 2. Andlisis y cuantificacion de taxanos a partir de extractos
metandlicos de callos derivados de hojas de T. globosa.

Conclusiones. Se establecieron los cultivos de callos en
medio WPM maodificado, los cuales fueron productores de
los diferentes taxanos marcadores del género. Los callos
derivados de hojas acumularon en mayor proporcién 4 de
los taxanos con respecto a los otros explantes (tallo y
apices). Los estudios estan encaminados a incrementar
la biosintesis de taxanos in vitro mediante la
biotransformacion de la especie.
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