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Introduccion

El taxol® es un alcaloide diterpénico sintetizado por distintas
especies de Taxus que presenta una alta eficacia frente a diversos
tipos de céncer. Ademas del elevado costo del proceso de
extraccion, el principal problema asociado a la obtencion de
taxol es la baja proporcion en que se encuentra en su fuente de
origen, la corteza interna del tejo, ya que la obtencion de 1 Kg
de taxol implica la destruccion de aproximadamente 1500
arboles (1). Lo antes mencionado demuestra la necesidad de
utilizar sistemas alternativos, para poder responder a la elevada
demanda mundial de este compuesto. Los cultivos celulares
vegetales son un sistema potencialmente eficaz para la
produccion de moléculas complejas derivadas de especies
vegetales como lo es el taxol, asi como para el estudio de su
biosintesis y regulacion.

En este trabajo hemos estudiado la produccion de taxol y taxanos
relacionados en cultivos celulares de Taxus media tratados con
dos potentes elicitores, asi mismo estudiamos el efecto sobre los
genes clave en la biosintesis del taxol.

Metodologia

Los cultivos celulares de T. media fueron proporcionados por
Exposito et al. y cultivados segin se describe previamente (2).
El experimento de elicitacion se llevo a cabo en cultivo de dos
fases, primero se favorece la formacién de biomasa, donde se
determind la cinética de crecimiento y en la segunda fase se
cambié el medio de cultivo y agregaron los elicitores. Las
muestras para la determinacidn de taxanos se tomaron cada 4
dias por 20 dias y para el andlisis de expresién a0, 4,24, 12 y 48
horas después de la adicion de los elicitores. Los taxanos fueron
extraidos y cuantificados segln se describe previamente (3); el
disefio de primers, la extraccion de RNA sintesis de DNAc y las
condiciones para la RT-gPCR fueron realizadas de acuerdo a lo
descrito por Sabater-Jara et al. (4)

Resultados y discusion.

En la cinética de crecimiento observamos que el tratamiento con
coronatina (CORO) inhibi6 el crecimiento, mientras que la
ciclodextrina (CD) aumentd la biomasa. EL mejor tratamiento

resulté ser la combinacion de los dos elicitores (CD+CORO)
con un maximo de produccion después de los 12-16 dias de la
elicitacion. Los taxanos totales obtenidos en el tratamiento
combinado son mayores a la sumatoria de los dos tratamientos,
lo que sugiere un efecto sinergistico, como previamente se ha
observado en otros sistemas (4).

Con el objetivo de analizar los perfiles de transcripcion y la
produccion de taxanos en los tratamientos estudiados, se
analizaron los cambios en la expresion por RT-qgPCR de los
principales genes involucrados en la sintesis de taxanos. El
aumento de la expresion de los genes correlaciond con el
aumento en la cantidad de taxanos, asi mismo detectamos genes
flujo-limitantes.

Conclusiones

Nuestro estudio demostré nuevamente la factibilidad en el uso
de cultivos celulares de plantas del genero Taxus y la
posibilidad de aumentar la produccién de taxanos con la
adicion de diferentes elicitores.
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