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Resumen

Los cultivos celulares en suspension representan un excelente
herramienta biotecnolégica para la produccion de compuestos
bioactivos empleados en la industria farmacéutica, cosmética y
quimica. Entre éstos, los metabolitos secundarios de origen vegetal
son de los mas valiosos, aunque su produccion en cultivos celulares
es en bajas cantidades. Mediante la aplicacion estratégica de
elicitores ha sido factible incrementar la producciéon de dichos
metabolitos y mediante la ingenieria genetica se ha logrado manipular
genes claves en las rutas metabdlicas que generan compuestos de
interés. Un ejemplo exitoso en la produccién biotecnoldgica de un
compuesto con alto valor comercial mediada por la adiccion de
elicitores es la produccidon de taxol y taxanos relacionados,

empleando como plataforma cultivos celulares del género Taxus spp.

En éste trabajo optamos por el uso de los elicitores coronatina, B-
ciclodextrinas, perfluorodecalinas, hexenol en cultivos celulares de
Vitis y Taxus, ademas de probar el efecto elicitor del Taximin (péptido
identificado por nuestro grupo), consiguiendo aumentar la produccion
de taxanos considerablemente en los cultivos en suspension,
incrementar la produccion de biomasa del cultivo, ésto
correlacionando los efectos analizados con los niveles de expresion
de los genes implicados en la ruta metabdlica. Paralelamente, se
estandarizé un protocolo de transformacion por biolistica para células
de T. media, consigiendo observar la expresion estable del gen
reportero utilizado, el cual fue co-transformado con un gen clave flujo

limitante de la ruta de taxanos.






Abstract

Cell suspension cultures constitute an excellent biotechnological tool
for the production of bioactive compounds useful for the
pharmaceutical, cosmetic, chemical etc. industries. Among them, plant
secondary metabolites with therapeutic properties are the most
valuables, although it's productivity in cell cultures are generally in low
quantities. Using the elicitation strategy is possible increase the
production of these important compounds, and genetic engineering
has managed manipulated key genes in metabolic pathways that

generate compounds of interest.

Taxol, a very known and effective anticancer compound, as well as
related taxanes production is a successful example of biotechnological
production of high added-value compounds mediated by elicitors

using as platform Taxus spp cell cultures.

In this work we added coronatine, B-cyclodextrins, perfluorodecalins
and hexenol, as elicitiors, to cell suspension culture of Vitis and
Taxus. Additionally the elicitor effect of Taximin (peptide identified by
our group) was tested. Have achieved improve taxanes production,
increase cell growing biomass in cultures correlating with the

increment in gene expression levels of taxanes metabolic pathway.

We standardized a biolostics transformation protocol for T. media
cells. We were able to observed the stable expression of the reporter

gene, which was co.transfomed with a key gene from taxane pathway.
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vivas respecto al total) de los cultivos celulares de T. media
durante un periodo de 24 dias, en el medio optimizado para
la produccion de taxanos. Cada valor es la media de 3
réplicas bioldgicas £ SE ...

Figura 23. Produccion total de taxanos (expresada en mg/L)
de la linea celular de T. media durante un periodo de cultivo
de 24 dias, en un medio de produccion optimizado para la
sintesis de taxanos. Cada valor es el promedio de 3
repeticiones biolégicastSE. MCC: medio de crecimiento
celular; CNT: control; PDFgas: perfluorodecalinas saturadas
de aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no
aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol (40 uM); Coro+3-CDs:
Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas (50 nM); PDFgas+
Coro+p3-CDs; PDFdegas + Coro+p3-CDs; Hex + Coro+p-CDs..

Figura 24. Taxanos totales acumulados enel interior de las
células, medio de cultivo y fase de PFD, a lo largo de 24 dias
de cultivo, en las diferentes condiciones experimentales
estudiadas. MCC: medio de crecimiento celular; CNT:
cultivos control sin elicitar; PDFgas: perfluorodecalinas
saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas
no aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol (40 uM); Coro+p3-CDs:
Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+
Coro+p3-CDs; PDFdegas + Coro+p3-CDs; Hex + Coro+p-CDs..
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Figura 25. Produccion de taxanos individuales en cultivos
celulares de T. media mantenidos en las condiciones
experimentales descritas, durante 24 dias. Cada valor es
promedio de 3 repeticiones biolégicastSE. MCC: medio de
crecimiento celular; CNT: cultivos control sin elicitar; PDFgas:
perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas:
perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol (40
uM); Coro+p-CDs: Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas
(50 mM); PDFgas+Coro+p-CDs; PDFdegas+Coro+p-CDs;
HeX+Coro+B-CDS ..o

Figura 26. Expresién relativa del gen T13aOH en cultivos
celulares de T. media durante los dos primeros dias de
elicitacion con: MCC: medio de crecimiento celular; CNT:
cultivos control sin elicitar; PDFgas: perfluorodecalinas
saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas
no aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol (40 uM); Coro+p3-CDs:
Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas +
Coro+p-CDs; PDFdegas + Coro+p-CDs; Hex + Coro+3-CDs.
Cada valor es la media de 3 determinaciones £ SE .............

Figura 27. Expresion relativa del gen baccatin IlI-3-amino,
13-pfenilpropanoiltransferasa (BAPT) en cultivos celulares de
T. media durante los dos primeros dias de elicitacion con:
MCC: medio de crecimiento celular; CNT: cultivos control sin
elicitar; PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de aire (575
ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L);
Hex: hexenol (40 uM); Coro+p-CDs: Coronatina (1 uM) mas
B-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+Coro+p-CDs; PDFdegas
+ Coro+3-CDs; Hex + Coro+p-CDs. Cada valor es la media
de 3 determinaciones £ SE ...,
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Figura 28. Expresion relativa del gen debenzoil taxol N-
benzoil transferase (DBTNBT) en cultivos celulares de T.
media durante los dos primeros dias de elicitacién con: MCC:
medio de crecimiento celular; CNT: cultivos control sin
elicitar; PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de aire (575
ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L);
Hex: hexenol (40 uM); Coro+p-CDs: Coronatina (1 uM) mas
p-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas + Coro+p-CDs;
PDFdegas+Coro+p-CDs; Hex+Coro+p-CDs. Cada valor es la
media de 3 determinaciones £ SE ...,

Figura 29. Expresion relativa del gen b-fenilalanina-CoA
ligasa (PCCL) en cultivos celulares de T. media durante los
dos primeros dias de elicitacion con: MCC: medio de
crecimiento celular; CNT: cultivos control sin elicitar; PDFgas:
perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas:
perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol (40
uM); Coro+p-CDs: Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas
(50 mM); PDFgas + Coro+p-CDs; PDFdegas + Coro+p-CDs;
Hex + Coro+p-CDs. Cada valor es la media de 3
determinaciones £ SE ...

Figura 30. Biosintesis de resveratrol a partir de fenilalanina.
PAL, fenilalanina amonio liasa; C4H, &cido cinamico-4-
hidroxilasa; 4CL, cumaroil CoA ligasa, STS, estilbeno sintasa

Figura 31. Curso del crecimiento medido como peso fresco
(PF) de los cultivos celulares de V. vinifera durante un
periodo de 168h, en condiciones control y en las de
elicitacion estudiadas en este ensayo. Cada valor es la
media de 3 réplicas biolégicas £ SE ...

XV

98

100

108



Figura 32. Produccion de t-R en cultivos celulares de V.
vinifera mantenidos en las condiciones experimentales
descritas, durante 72h. MCC: medio de crecimiento celular;
CNT: cultivos control sin elicitar; Hex: hexenol (40 uM);
PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L);
PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L);
Meda+p-CDs: Jasminato de metilo (100 pM) mas
B-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+MedJa+p-CDs; PDFdegas
+ Meda +p3-CDs; Hex+ MeJa +3-CDs. Cada valor es la media
de 3 repeticiones bioldgicas £ SE ..o

Figura 33. Expresion relativa del gen PAL ( codifca
fenilalanina amonio liasa) en cultivos celulares de V. vinifera
durante los dos primeros dias de elicitacion con: MCC: medio
de crecimiento celular; CNT: cultivos control sin elicitar; Hex:
hexenol (40 uM); PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de
aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas
(575 ml/L); MeJa+p-CDs: Jasminato de metilo (100 uM) mas
B-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+MedJa+p-CDs; PDFdegas
+ MeJa +p-CDs; Hex+ MedJa +3-CDs. Cada valor es la media
de 3 repeticiones bioldgicas £ SE ...,

Figura 34. Expresion relativa del gen C4H (codifica cinamato
4 hidroxilasa) en cultivos celulares de V. vinifera durante los
dos primeros dias de elicitacion con: MCC: medio de
crecimiento celular; CNT: cultivos control sin elicitar; Hex:
hexenol (40 uM); PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de
aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas
(575 ml/L); MeJa+p-CDs: Jasminato de metilo (100 uM) mas
B-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+MedJa+p-CDs; PDFdegas
+ MeJa +p-CDs; Hex+ MedJa +3-CDs. Cada valor es la media
de 3 repeticiones bioldgicas £ SE ...,
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Figura 35. Expresion relativa del gen 4CL (codifica 4-
cumaroil CoA ligasa) en cultivos celulares de V. vinifera
durante los dos primeros dias de elicitacion con: MCC: medio
de crecimiento celular; CNT: cultivos control sin elicitar; Hex:
hexenol (40 uM); PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de
aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas
(575 ml/L); MeJa+p-CDs: Jasminato de metilo (100 uM) mas
B-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+MedJa+p-CDs; PDFdegas
+ MeJa +p-CDs; Hex+ MedJa +3-CDs. Cada valor es la media
de 3 repeticiones bioldgicas £ SE ...,

Figura 36. Expresion relativa del gen STS (codifica para el
complejo enzimatico estilbeno sintasa) en cultivos celulares
de V. vinifera durante los dos primeros dias de elicitacion
con: MCC: medio de crecimiento celular; CNT: cultivos
control sin elicitar; Hex: hexenol (40 uM); PDFgas:
perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas:
perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); MedJa+p-CDs:
Jasminato de metilo (100 uM) mas p-ciclodextrinas (50 mM);
PDFgas+Meda+3-CDs; PDFdegas+ Meda +3-CDs; Hex+
Meda +p-CDs. Cada valor es la media de 3 repeticiones
bioldgicas £ SE ...

Figura 37- Produccion de biomasa (expresada como g PF/L)
en cultivos celulares de T. baccata no tratados (DMSO-
EtOH) o elicitados con HyproTaximin (1uM y 10 uM; Txi),
jasmonato de metilo (100 uM; MedJa) o simultaneamente con
ambos compuestos (Meda-Txi), a lo largo de 21 dias de
o1 11177 o
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Figura 38 - Produccién de biomasa (expresada como g
PS/L) en cultivos celulares de T. baccata no tratados
(DMSO-EtOH) o elicitados con HyproTaximin (1uM y 10 uM;
Txi), jasmonato de metilo (100 uM; Meda) o simultdneamente
con ambos compuestos (MedaTxi), a lo largo de 21 dias de
CURIVO ..o e

Figura 39. Viabilidad (expresada en porcentaje de células
vivas respecto al total) en cultivos celulares de T. baccata no
tratados (DMSO-EtOH) o elicitados con HyproTaximin (1 uM
y 10 uM; Txi), jasmonato de metilo (100 uM; Meda) o
simultaneamente con ambos compuestos (MedaTxi), a lo
largo de 21 dias de CUltivo ...........ccoiviiiiiiiii,

Figura 40. Niveles de Taxol (expresados en ug/L) en cultivos
celulares de T. baccata no tratados (Cnt) o elicitados con
HyproTaximin (10 uM; Txi), jasmonato de metilo (100 uM;
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Figura 43. Confirmacion de la integridad de los plasmidos
seleccionados. A: (lzq) Colonias de E. Coli DH5a
transformadas con plasmido pK7WG2_BAPT crecidas en
medio de seleccion; (Der) PCR amplificando gen BAPT. B:
(Izq) Digestion del plasmido plV2B2.1_VoGES con EcoRV
(1), Xbal (2), Notl (3) y Xbal-Notl conjugado; (Der) Esquema
de digestion a pIV2B2.1_VOGES ............cccooiiiiiiiiiiiinan.

Figura 44. lzq: Escrutinio y aislamiento de colonias de E.
Coli transformadas con gen BAPT mas adaptadores en el
vector pGEM®-T Easy. Der: Digestion del plasmido
PGEM_BAPT con ECORI ...

Figura 45a. Alineamiento entre la secuencia del gen BAPT
mas el sitio de restriccion de Xbal y el resultado de
secuenciacion con T7 para el clon 15P. En rojo la secuencia
del sitio de corte. En cuadro rojo marca un cambio en la
secuencia de la muestra analizada ...................cooeiiin

Figura 45b. Alineamiento entre la secuencia del gen BAPT
mas el sitio de restriccion de Notl y el resultado de
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secuencia del sitio de corte. En cuadro rojo marca un cambio
en la secuencia de la muestra analizada ............................

Figura 46. Comprobaciéon de la sustitucion de aminoacido.
Traduccion y alineamiento de gen BAPT y la secuencia de la
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resultante de la sustitucion ................coooiiiiii
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Figura 47. Digestion de plasmidos. A: Banda de 1,3 Kb
correspondiente al gen BAPTxn producto de la digestion de
la construccion pGEM_BAPTx.n ; B: Banda de 5,2 Kb
correspondiente al vector plV2B2.1 producto de la digestion
de la construccion plV2B2.1_VoGES .............ccocoiiiiiinn..

Figura 48. Confirmacion de la ligacién entre vector plV2B2.1
y el inserto BAPTx.n. A: PCR para amplificar gen BAPT de la
clona 19c; B: Digestion con Xbal y Notl de la clona 19c y
plV2B2.1_VoGES como control (+) .........cccoieeviiiiiiiiiiennnen

Figura 49. Alineamiento de la clona 19c con la construccion
plV2B2.1_BAPT. Arriba: enmarcada la secuencia del sitio de
restriccion para Xbal e inicio del gen BAPT; Abajo:
enmarcada la secuencia del sitio de restriccion para Notl y
final del gen BAPT (+). En rojo la secuencia disefiada de la
CONSEIUCCION ...t e

Figura 50. Ensayo de sensibilidad a Higromicina en callos de
TaxuS MEAIA ........c.oneie i

Figura 51. Expresién transitoria de gen gusA. Der: Promedio
de células que expresan GUS en callos de Taxus media
bombardeadas por biolistica, luego de tratamientos de 4, 1y
0 (cnt) horas en medio osmético. lzq: Células con expresion
de GUS. Células sin transformar como control negativo C;
plasmido pWRG15G15 como control positivo +. (Barra = 250
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Figura 52. Expresion estable de gen gusA. Promedio de
células de Taxus media que expresan GUS en callos en
medio de seleccion, tras 3 meses del bombardeo por
biolistica, variando en el tiempo de pre-tratamiento en
OSMOLICO ..ouiti e

Figura 53. Expresion estable de gen gusA. 1zq: Promedio de
células de Taxus media que expresan GUS en suspensiones
con Hyg, tras 24 meses del bombardeo por biolistica,
variando en el tiempo de pre-tratamiento en osmatico. Der:
Células con expresion de GUS en los distintos pre-
tratamientos osmoticos (A: Barra = 1 mm; B: Barra = 250 um)

Figura 54. Crecimiento de células transformadas por
biolistica. Eficiencia de transformacién en callos de Taxus
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La produccion de metabolitos secundarios de interés farmacoldgico
en plataformas biotecnoldgicas basadas en los cultivos de células y
organos vegetales proporciona una alternativa al cultivo agronémico
de plantas medicinales. El sistema se esta aplicando con éxito para
producir compuestos bioactivos vegetales escasos en la naturaleza,
incluyendo taxol y sus analogos, que son agentes quimioterapéuticos.
Ademas, los cultivos de células vegetales son una potente
herramienta para profundizar en el conocimiento de la biosintesis de
fitofarmacos y su control. Numerosos estudios con cultivos celulares
de Taxus spp., centrados en el aumento de la produccion de taxanos,
han incrementado considerablemente el conocimiento a nivel de
comprension molecular del metabolismo de estos compuestos en las
plantas, de especial incidencia ha sido la aplicacion de las
herramientas dmicas. En este capitulo se resume el estado actual de
la produccion biotecnologica de taxol y taxanos relacionados,
utilizados para la semisintesis de las nuevas generaciones de
taxanos. Se hace especial hincapié en la aplicacion de tecnologias de
vanguardia que han permitido profundizar en el conocimiento de los
cambios moleculares que tienen lugar en las células vegetales
cuando son cultivadas en condiciones éptimas para la biosintesis y

acumulacion de taxanos.
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1.1. Biofactorias Celulares Vegetales

La demanda actual de productos naturales esta creciendo
fundamentalmente en los campos farmacéutico y cosmético o en la
industria alimentaria para su uso como aromatizantes y conservantes,
etc. Mientras que el consumo de estos productos mayoritariamente de
origen vegetal estd aumentando, el numero de hectareas cultivadas
de plantas per capita en el mundo ha disminuido significativamente,
debido al crecimiento de la poblacion, a los problemas de
desertificacion relacionados con el cambio climatico y a que muchas
hectareas de terreno que eran dedicadas al cultivo especies de uso
en alimentacion o medicinales hoy se dedican al cultivo de plantas
para la produccion de biodiesel (FAO. 2011). Por lo tanto, existe una
necesidad urgente de encontrar medios alternativos para la

produccion de compuestos vegetales bioactivos.

Cuando la demanda del mercado para un fitofarmaco ya no puede ser
alcanzada por sus fuentes naturales que pueden haberse deteriorado
por la sobreexplotacion o degradacion del habitat de origen de las
especies vegetales productoras, una posible solucion es la
domesticacién de la especie para el cultivo extensivo. Sin embargo,
cuando esto no es posible, el desarrollo de las biofactorias basadas
en cultivos de células vegetales puede proporcionar un sistema de
produccion alternativo al cultivo de la planta en el campo (Choi et al.,
2008). Las ventajas de un sistema biotecnologico sobre el cultivo

convencional de plantas incluyen (Gaosheng y Jingming, 2012):

a) La produccion de los compuestos bioactivos requiere solo la

utilizacién de un bajo numero de plantas.
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b) Evita problemas geopoliticos y relacionados con el cambio
climatico.

c) Potencia la conservacion de especies vegetales amenazadas,
ayudando a garantizar su disponibilidad para futuras
generaciones.

d) Garantiza un material vegetal no contaminado, ya que los
cultivos in vitro estan libres de microorganismos, herbicidas,
pesticidas y fungicidas.

e) Los sistemas agricolas no son necesarios, liberando asi el
terrano para la produccion de plantas de uso alimentario.

f) Representan una drastica reduccion en el uso de agua y
disolventes organicos debido a que los procesos de extraccion
estan simplificados.

g) En el caso de los OGM, no hay riesgo de diseminacién del

transgeén.

En general, las biofactorias vegetales podrian considerarse como

procesos bio-sostenibles y altamente ecoldgicos (Fig. 1).

Sin embargo, a pesar de estas ventajas, hasta ahora son pocos los
procesos de produccion basados en las biofactories vegetales que se
han desarrollado a nivel industrial. Entre ellos destaca la produccion
de siconina por Mitsui Chemicals Inc., desde 1984, otro hito se
alcanzé en el ano 2002 con la produccion de taxol (Paclitaxel API) por
Phyton Biotech Ltd, y mas recientemente de Docetaxel API. En el afo
2012, la primera proteina recombinante, la glucocerebrosidasa, ha
sido producida en cultivos celulares de zanahoria por Protalix
BioTherapeutics en Israel (Paek et al., 2005; Xu y Zhang, 2014).
Resulta sorprendente que los avances mas importantes en este

campo a nivel de investigacién se hayan producido recientemente,



INTRODUCCION

pero que hasta la fecha, esto no se ha traducido en la

comercializacion de muchos mas compuestos.

Ventajas biofactorias vegetales:
Permiten la produccion de compuestos
bioactivos utilizando un menor nidmero de
plantas.
Se evitan los problemas relacionados con el
climay geopoliticos.
Potencian la conservacion y disponibilidad de
especies vegetales en riesgo de extincién para
las generaciones venideras.
Aseguran la no contaminacién del material
vegetal, ya los cultivos in vitro estan libres de
microorganismos, herbicidas, plaguicidas y
fungicidas.
Los sistemas agricolas no son necesarios y el
suelo se puede utilizar para la produccién de
alimentos.
Conducen a una drastica reduccion en el aguay
del wuso disolventes organicos pues se
simplifican los procesos de extraccion.
biofactorias vegetales: » Si se utilizan OGM no hay riesgo de dispersion

de transgenes.

|

Procesos biososteniblesy ecoldgicos

Figura 1. Representacion esquematica de una biofactoria y algunas de sus
ventajas en relacion con los cultivos convencionales.

Cuando se necesita aumentar la produccibn de compuestos
bioactivos vegetales o producir proteinas recombinantes, los cultivos
in vitro y las técnicas de ingenieria genética forman parte esencial del
proceso (Fig. 2). Se pueden utilizar los cultivos celulares, raices
transformadas u otros cultivos de o6rganos para la produccion de
compuestos secundarios y proteinas terapéuticas a nivel de
biorreactor, pero generalmente se requiere de una etapa previa de
optimizacién desarrollada a pequefia escala. Los principales
aceleradores de los procesos de optimizacién incluyen las técnicas de
elicitacion y la aplicacion de técnicas avanzadas como la ingenieria

metabdlica que pueden promover el flujo de precursores a la
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formacion de compuestos deseados (Capell y Christou, 2004; Sharma
etal., 2014).

Produccién de
compuestos

bioactivos -
Cultivos
Metabolitos Proteinas agrondémicos
secundarios \Jk terapéuticas

Tecnologias de L.
Exitos

Escalado fermentacion

Ingenlerla Metabdlica

Sobreexpresion
de genes l
Sllenuamlento \ Callos y Cultivos de

suspensiones . .
gemco 6rganos y raices
celulares
transformadas

In vivo (Biorreactores)

comerciales
Tecnologlas Prod.uc<:|on de Disefio del bioreactor
biomasa
avanzadas
Optimizacién
del proceso : 8
g X & Derechos
,’ ’,' :k‘ g Propiedad
S Intelectual
Cultivo o biorreactores Preocupaciones
i osdnec - especmcus regulatorias
e "—
Cultivos in vitro ‘Alta complejicad S Diferente mentalidad de
os sistemas vegetales ) cientificos y poblacion

No sinergismo entre industria y
centros de investigacion

Figura. 2. Fundamentos de una biofactoria vegetal, incluyendo ejemplos de
aceleradores de procesos asi como los ralentizadores que dificultan su
implementacion a nivel industrial (modificado de Sharma et al, 2014).

Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la produccion
de fitofarmacos en biofactorias vegetales ha tenido escaso éxito
comercial hasta el momento, debido a factores ralentizantes, muchos
de los cuales tienen poco que ver con las tecnologias en uso.
Incluyen otros factores como la preocupacion empresarial por la
reglamentacion actual de las biofactorias, los derechos de propiedad
intelectual, las actitudes contradictorias hacia las nuevas tecnologias
entre investigadores y el publico en general, asi como la escasa
sinergia entre la investigacion académica y la industria, en la mayoria

de los paises (Sharma et al., 2014).
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En el proceso de optimizacion previo al establecimiento de la
produccion fitoquimica en una biofactoria vegetal, se consideran
factores empiricos, como son la seleccion de lineas celulares
altamente productivas, variaciones en las condiciones y medios de
cultivo, o el uso de elicitores para mejorar el rendimiento del sistema.
Sin embargo, este tipo de aproximaciones no proporciona en general,
informacion sobre los cambios que se producen en las células

vegetales a nivel molecular (Zhang et al., 2004).

Por el contrario, un enfoque racional estudiara cémo los factores de
entrada afectan a la fisiologia de las células, por ejemplo, si los
perfiles transcriptdmicos y protedmicos se alteran, y como estas
variaciones afectan al metaboloma. Todo ello, conduce a una mejor
comprension global de las vias metabdlicas secundarias y su control
(Cusidé et al.,, 2014). De esta forma, las aproximaciones racionales
han demostrado que las biofactorias vegetales son también una
poderosa herramienta para el estudio del metabolismo de las plantas

y su regulacion (Fig. 3).

Actualmente, el taxol es un importante fitofarmaco a nivel comercial,
su estructura corresponde a un complejo alcaloide diterpénico
escasamente producido en la naturaleza, ya que se acumula
principalmente en la corteza de tejo en concentraciones por debajo
del 0.02%. El uso de taxol para el tratamiento del cancer fue
aprobado por la FDA en 1992 y junto con sus derivados, se incluye en
el ATC (Anatomical Therapeutic Chemical) codigo LO1CD. Hoy en
dia, el taxol sigue siendo un farmaco de eleccion para muchos tipos
de canceres, tales como tumores de pulmon de células no pequenas,
carcinoma metastasico del ovario, cancer de mama metastasico y

tumores del colon, piel, rinones, cerebro y préstata, sarcoma de
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Kaposi asociado al SIDA y algunas leucemias. También se esta
estudiando actualmente el uso del taxol para el tratamiento de
enfermedades no relacionadas con el cancer que requieren la
estabilizacién de los microtubulos, asi como, la prevencién de la
proliferacion celular y la angiogénesis, por ejemplo en la psoriasis y el
Alzheimer (Malik et al., 2011). Algunos de los inconvenientes de la
administracion y uso del taxol, tales como una baja solubilidad y sus
efectos secundarios, se han resuelto parcialmente con Ia
comercializacién de sus derivados semisintéticos (Fig. 4). El mercado
de los taxanos sigue creciendo y se necesitan nuevas fuentes de
taxanos, o bien, la mejora de los sistemas de produccion ya
existentes (Onrubia et al., 2013).

Aunque se han descrito varios sistemas para la sintesis quimica total
de taxol, los bajos rendimientos obtenidos impiden su aplicacion a
nivel industrial (Guo et al., 2006). Sin embargo, se ha logrado un éxito
comercial con la semisintesis de derivados de taxol a partir de
bacatina Ill u otros precursores extraidos de las aciculas de Taxus
baccata. Los cultivos agronédmicos de T. chinensis también se han
desarrollado en la provincia de Yunnan en China, pero con un coste
ambiental muy grande. Por lo tanto, la principal fuente actual de taxol
y sus precursores es la produccion biotecnologica utilizando
diferentes especies de Taxus por Phyton Biotech o Abraxis (Fig. 5)
(Cusido et al., 2014).
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Figura 3. Enfoques empiricos vs racionales para un mejor conocimiento de los
cambios a nivel celular/molecular en los cultivos celulares durante los procesos de
optimizacion.
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Figura. 4. Estructura del taxol (placlitaxel) y sus derivados semisintéticos utilizados
actualmente en la lucha contra el cancer.

La importancia econémica de los taxanos ha llevado recientemente a
el estudio bibliométrico de la investigacion cientifica global sobre
Taxus, que busca identificar patrones y tendencias en los articulos

relacionados con Taxus en los ultimos 20 afios (Hao et al., 2012).

Entre los recientes "temas candentes" identificados mediante un
analisis bibliométrico de los titulos de los articulos, los resumenes y
las palabras clave, se encuentran la produccion sostenible de taxanos
por biofactorias vegetales y la semisintesis de analogos de taxanos a
partir de la bacatina Ill y la 10-desacetilbacatina. Los principales focos
de la investigacion relacionada con Taxus en el siglo XXI son la
aplicacién de los taxanos en cardiologia clinica, farmacologia y
oncologia y el estudio del metabolismo, citologia y microbiologia de

Taxus.
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Figura. 5. Fuentes actuales de taxol y sus analogos.

El analisis bibliométrico también revelé que el conocimiento de la
gendmica, transcriptdmica, metabolémica y bioinformatica aplicado a
la biosintesis de taxanos es todavia limitado, y muy poco se sabe
sobre los mecanismos epigenéticos que regulan este proceso.
Después de proporcionar una visidbn general de la produccion de
taxanos en cultivos celulares vegetales, este capitulo tiene como
objetivo resumir y destacar las cuestiones clave de la investigacion
relacionada con Taxus en el siglo XXI, con especial énfasis en el uso
de herramientas dmicas y la ingenieria metabdlica para mejorar la
produccion de taxanos utilizando las biofactorias vegetales. Especial
atencion merecen también las nuevas fuentes de taxanos como los

hongos endofiticos de los cultivos celulares de Taxus y Corylus
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avellana, que son plataformas biolégicas prometedoras para la

produccion biotecnoldgica de taxanos en el futuro (Miele et al., 2012).

1.2. Mejora de la produccion biotecnoldgica de taxanos en
cultivos celulares de Taxus spp., mediante aproximaciones

de tipo empirico

Como ya se ha mencionado, para mejorar la produccién de taxanos
en plataformas biotecnolégicas basadas en cultivos celulares de
Taxus, puede ser util el desarrollo de aproximaciones de tipo empirico
y racional (Fig. 3). En las primeras se consideran como factores de
entrada, la seleccién de lineas celulares altamente productivas, la
composicién de los medios nutritivos basicos, los suplementos de
azucares, las combinaciones de reguladores del crecimiento vegetal o
la adicion de precursores de taxanos y elicitores al medio de cultivo, y
como factores de salida, la produccion la biomasa y la productividad
de taxanos (Malik et al., 2011). Por el contrario, un enfoque racional
se centra en el estudio de los cambios celulares en el transcriptoma,
proteoma y metaboloma que condicionan la mejora de la produccion
de taxanos. Estos estudios se han aplicado con éxito para mejorar el
conocimiento que se tiene de las vias metabdlicas primarias y
secundarias, asi como su regulacién, incluyendo el metabolismo de

los taxanos (Liu et al., 2002).

Durante las dos ultimas décadas, el grupo de investigacion de
Biotecnologia Vegetal: Produccion de Fitofarmacos (2014-SGR-215),
asi como otros grupos de numerosos centros de investigacion
internacionales, han desarrollado diferentes cultivos celulares de

especies de Taxus, incluyendo T. baccata, T. wallichiana o T. media 'y
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mas recientemente el tejo mexicano (T. globosa), escalando los
sistemas bioldgicos desde frascos agitados a diferentes tipos de
biorreactores. Los procesos de produccion se optimizaron mediante la
utilizacién de diferentes medios de cultivo (por ejemplo, WPM, B5,
MS) adicionados de proporciones variables de diferentes reguladores
de crecimiento, de precursores y elicitores, entre otros factores. Los
resultados obtenidos en estos experimentos confirmaron que la
produccion de taxanos no depende del crecimiento celular y que se
acumulan principalmente durante la fase estacionaria del cultivo
(Cusidé et al., 1999., Fett-Neto y DiCosmo F, 1997). También se ha
demostrado que los medios de cultivo optimizados para la produccion
de biomasa difieren de los medios Optimos para la biosintesis y
acumulacion de taxanos, y cada una de las especies de Taxus
estudiadas, tienen diferentes requerimientos nutricionales y de cultivo

para alcanzar un crecimiento y una produccion optimizada (Tabla 1).

Tabla 1. Ejemplos de la composicién de medios de cultivo optimizados para la
produccion de biomasa y taxanos en diferentes especies de Taxus.

Especie Medio Nutricion Auxinas Citoquininas Referencia
vegetal optimizado basal
T. baccata  Crecimiento* WPM 2 mg/L ANA  0.1mg/L BAP Cusido et
Produccién* B5 2 mg/L Pic 0.1 mg/L KIN al., 2002
T. media Crecimiento* B5 2 mg/l Pic 0.1 mg/L KIN Palazén et
Produccién* B5 2mg/l 2,4-D 0.1 mg/L BAP al., 2003
T. globosa  Crecimiento WPM 2 mg/L Pic KIN 0.1 mg/L Osuna et
Produccién* B5 2mg/l2,4-D 0.1 mg/L BAP al., 2015

* Todos los medios fueron suplementados también con 0,1 mg/L de acido giberélico.
WPM, woody plant medium; B5, Gamborg’s medium; ANA, acido naftalenacético; Pic,
picloram; 2,4-D, acido 2,4-diclorofenoxiacético; BAP, bencilaminopurina; KIN, kinetina.
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El desarrollo de estos estudios de tipo empirico llevo al
establecimiento de cultivos celulares en dos fases, como el sistema
idéneo para la produccién de biomasa y taxanos. En una primera
etapa, las células vegetales se cultivan en un medio de crecimiento
optimo y se transfieren posteriormente a un medio optimizado para la
de produccion de taxanos (Fig. 6). El sistema tiene como ventaja el
permitir la adicién de precursores biosintéticos y elicitores cuando la
produccion de taxanos es maxima, y el mayor rendimiento en la
produccion de taxol se logra normalmente con los tratamientos de
elicitacion (Cusido et al., 2002; Palazon et al., 2003).

» Condiciones de cultivo

Y

. . . - Adicién de precursores
Aproximaciones de tipo empirico:
> Adicién de elicitores

» Escalado en biorreactores

precursores

Medio de crecimiento Medio de produccion
(Biomasa) (Taxanos)

Cultivo en dos fases

Figura 6. Establecimiento de los cultivos en dos fases basados en aproximaciones
de tipo empirico.

Los elicitores son compuestos que estimulan los sistemas de defensa
de las plantas, promoviendo el metabolismo secundario para proteger
a las células y la planta entera, pero que en las biofactorias vegetales

se utilizan comunmente para inducir la produccion de metabolitos
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secundarios de interés (Ramirez-Estrada et al., 2016). Numerosos
tratamientos de elicitacion se han utilizado para aumentar la
produccion de taxanos en cultivos de celulares de Taxus spp. (ver
detalles en las revisiones de (Malik et al., 2011; Onrubia et al., 2013).
Con este fin, uno de los elicitores mas utilizados ha sido el jasmonato
de metilo (MeJa). Los jasmonatos (JAs) son moléculas especificas de
sefalizacion capaces de activar importantes procesos fisiologicos y
del desarrollo vegetal (Farmer et al., 2003). La biosintesis de estas
hormonas es inducida por el ataque de un patdégeno o una herida, y
desencadena una respuestas de defensa, tanto local como sistémica.
El Meda en particular desempefa un importante papel en los
procesos de transduccion de sefales mediante la regulacién de varios
genes de defensa de la planta (Farmer y Ryan, 1990). El tratamiento
de los cultivos celulares de Taxus con Meda es una de las estrategias
mas eficaces para potenciar la produccion de taxanos (Onrubia et al.,
2013) aunque puede limitar la formacién de biomasa. De hecho, los
cultivos celulares de Taxus fueron uno de los primeros sistemas in
vitro desarrollados que dieron resultados positivos después de la

adicion de MedJa al medio de cultivo (Yukimune et al., 1996).

La coronatina (Coro) es una toxina patdégena producida por
Pseudomonas syringae que ha sido probada en cultivos de células
vegetales de T. media y T. globosa (Onrubia et al., 2013; Ramirez-
Estrada et al., 2015). Actua como un simulador molecular de la forma
conjugada con isoleucina de acido jasmonico (JA-lle) (Katsir et al.,
2008), pero es mas estable y por lo tanto, tiene un mecanismo de
accion similar el elicitor MeJa (Onrubia et al., 2013). La adicién de
Coro a cultivos celulares de T. media 'y T. globosa, resulté mas eficaz

que MedJa para aumentar la produccién de taxanos, incluso cuando se
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usaba a concentraciones mucho mas bajas. Los rendimientos en la
produccion taxanos alcanzados en cultivos celulares Taxus spp.,
tratados con este elicitor han sido hasta 5.3 veces superiores a los
obtenidos con MeJa (Onrubia et al., 2013; Ramirez-Estrada et al.,,
2015).

Otra estrategia recientemente utilizada con éxito en cultivos celulares
de Taxus es el tratamiento con agentes permeabilizantes que
promueven la liberaciéon de taxanos al medio de cultivo. Este hecho,
podria desbloquear, en una via metabdlica, pasos controlados por
mecanismos de retroalimentacion, lo que conduciria a una mayor
produccion de taxanos (Malik et al., 2011). En este contexto, las
ciclodextrinas (B-CDs), que son oligosacaridos ciclicos, se han
utilizado recientemente como agentes inductores/permeabilizantes en
cultivos celulares de T. globosa y T. media (Ramirez-Estrada et al.,
2015; Sabater-Jara et al, 2014). Los resultados obtenidos
demostraron que la p-metilciclodextrina no tenia un fuerte efecto
elicitor sobre la produccién de taxanos, pero actuaba como un agente
permeabilizante eficaz, aumentando la liberacion de taxanos al medio
de cultivo (Tabla 2). Sin embargo, cuando se combinaba su
tratamiento con otros elicitores, tales como MeJa o Coro, se producia
un efecto elicitor sinérgico logrando aumentos muy significativos de

taxol y otros taxanos.
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Tabla 2. Estudio comparativo del efecto del MedJa y los nuevos elicitores
(Coro)/agentes permeabilizantes (CDs) sobre la produccion de taxanos en cultivos
celulares de Taxus spp.

Especie Elicitor Incrementq 'en la Liberacion gl medio Referencia
produccion de cultivo

T. media MedJa x10 45% Onrubia, 2013
T. media Coro x20 52%
T. baccata Meda x9 40% Onrubia, 2014
T. media CDs x6 90% Sabater-Jara,
T. media MeJa+CDs x83 90% 2014
T. media Coro+CDs x18 90% Ramirez-Estrada,
T. globosa Coro+CDs x40 100% 2015

Meda, jasmonato de metilo; Coro, coronatina; CDs, ciclodextrinas.

La busqueda de sistemas optimizados para mejorar la produccion y
extraccion de taxanos ha llevado al uso nuevos elicitores que a la vez
pueden generar 2 fases en el cultivo y favorecer la extraccion de
compuestos lipofilos como son los taxanos. La Perfluorodecalina
(PFD) (C1oF1s) es un fluorocarbono, en el que los atomos de
hidrogeno estan reemplazados por atomos de fluor. Este liquido
denso puede disolver grandes volumenes de gases no polares tales
como O; (35-44 mmol L") y al ser afiadido a un medio liquido,
facilitando la formaciéon de una segunda fase por debajo de la fase
acuosa debido a no es soluble en agua (Lowe, 2002). Se ha
demostrado que la adicion de PFD saturada con aire a cultivos
celulares de tabaco incrementé la biomasa celular mas de tres veces
en relacién en las mismas condiciones pero en ausencia de ésta. Por
el contrario, PFD saturada con oxigeno tuvo un efecto negativo sobre
el crecimiento celular. Sin embargo, este hecho también depende de
la sensibilidad de las células a altas concentraciones de oxigeno
(Pilarek y Szewczyk, 2008).
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En los cultivos de raices transformadas de Taxus se ha demostrado
que la adicion al medio de cultivo de PFD saturada de aire
(gasificada) y desgasificado, aumentdé la produccion de taxol
especialmente al suplementarse junto con otros elicitores. En la fase
de PDFs en los cultivos de raices se detectd la presencia "en parte"
de taxanos, lo cual puede representar una buena estrategia para
extracciones in situ de estos compuestos a partir del medio de cultivo

acuoso (Skylowska-Baranek et al., 2015).

Mientras que el papel de MeJa como inductor del mecanismo de
defensa vegetal se ha estudiado ampliamente, la funciéon de los
compuestos organicos volatiles (VOCs) es menos conocida (Farmer
2001). Los compuestos volatiles C6 (V-Cs) son liberados por los
tejidos vegetales ante el ataque por herbivoros o lesiones de tipo
mecanico. Estos compuestos so producidos por una ramificacion de
la ruta de oxilipinas, las cuales se ha propuesto que inducen
respuesta quimica de defensa (Hatanaka et al., 1987; Engelberth et
al., 2004). Estudios moleculares han demostrado que V-Cg son
capaces de inducir la transcripcion de genes relacionados con
sistemas de defensa como lox y pal en Arabidopsis y haba (Bate y
Rothstein 1998; Arimura et al., 2001), asi como, en ensayos con
tomate también desencadenaron le emision de VOCs, siendo el (Z)-3-

hexenol el compuesto mas potente (Farag y Paré, 2002).

El (Z2)-3-hexenol es un compuesto organico volatil de tipo C6 que
tampoco es miscible en agua, cuando se adiciona a los medio de
cultivo, produce una segunda fase que se ha utilizado para separar
los compuestos secundarios no hidrofilos del medio, aumentando

consecuentemente su produccion.
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La aplicacion exdégena en aerosol de (Z)-3-hexenol en plantas de
maiz activo la sintesis de mRNA de los genes lox, pal, y mpi, como
también la acumulacion de (Z)-3-hexenil acetato, linalol y salicilato de
metilo que son metabolitos relacionados; demostrando que este
compuesto induce mecanismos de defensa en maiz (Farag et al,
2005).

1.3. Biosintesis de taxanos

La ruta biosintética del taxol no ha sido elucidada completamente,
aunque se plantea la hipétesis de que estan implicadas 19 enzimas,
para las cuales se conocen 13 genes y las proteinas
correspondientes, y se han postulado 6 pasos segun los productos
intermedios conocidos y las posiciones modificadas en la molécula de
taxol. De forma resumida, la biosintesis comienza en los plastos
vegetales por la accidén de la enzima taxadieno sintasa, que produce
la estructura ftriciclica del taxadieno a partir del difosfato de
geranilgeranilo (GGPP). Después de varias etapas de hidroxilacion,
benzoilacién y transacilacion, se forma la bacatina Ill, y tras la union
de una cadena de fenilisoserina derivada de B-fenilalanina, y de otras
dos etapas, se obtiene taxol (Croteau et al.,, 2006; Vongpaseuth y
Roberts, 2007) (Fig. 7).

20



INTRODUCCION

HQ
) S—
/ pam\ — ) |
TXS | —_, v
_— e~ ) ) T e ) )
N\ ) S— ¥ OAc
K HO
oPP
l T1BOH
T2a0H
l T7BOH
HO OH on ¥ T9aOH
Ho\ H oH Oxomutasa HO\ H oH 1
| | oxidac | N o
) Epoxidasa ’ T8T .
L | -— [~ | | — | / A .
N, (AN po OAc OH
N\ o \ v “SOAc HO
Ho 1 OA Ho I OH OH NH
HO OBz ©Ac OH OBz
C9 oxidasa lPAM
HQ O oH A O oH o CoA ligasa o
\ ~ ' | DBAT \ X ! | NH; NH,
:/ | r e LA Ny 0-CoA Y OH
N \>O - NAO :
HO 1 A HO A
HO OBz OAc HO OBz OAc . B-fenilalanina
. BAPT AQ O oH
baccatina iyl
AcQ O OH . !
\ l | NH, o L,
N @ N T20H . (N o
NH, ‘ - | i\ - . . o 7 Ck/
DU RS >0 HO 08Bz

& HO OBz OAc

AQ O oH
DBTNBT 0 P |

o .
[ N
A N__/ )
T e
OH HO OBz VAc ta XOl

En rojo: Pasos no caracterizados hasta el momento

NH

S

Figura. 7. Biosintesis de taxanos a partir del difosfato de geranilgeranilo (GGPP).
TXS, Taxadieno sintasa; T5aOH, Taxano-5a-hidroxilasa; TAT, Taxadieno-5a-ol-O-
acetil transferasa; T130OH, Taxano-13a-hidroxilasa; T10pOH, Taxano-104-
hidroxilasa; T1pOH, Taxano-1p-hidroxilasa; T9aOH, Taxano-9a-hidroxilasa; TBT,
Taxano-2a-O-benzoil  transferasa; DBTA, 10-deacetilbaccatina  1lI-10-O-
acetyiltransferasa; BAPT, baccatina lll-3-amino,13-fenilpropanoil-CoA transferasa;
T2'aOH, Taxano-2'a-hydroxylasa; DBTNBT, Debenzoil taxol-N-benzoil transferasa.
(Modificado de Onrubia et al. 2013).

La mayor parte de la investigacién desarrollada para elucidar la ruta
biosintética de taxanos se ha llevado a cabo en cultivos celulares de
Taxus spp. Una vez que GGPP ha sido ciclizado en taxadieno, este
intermedio es hidroxilado en C5. En pasos posteriores que llevan a la
formacion de la 10-deacetil bacatina Ill, el orden y algunas de las
enzimas implicadas no se conoce completamente pero se ha
postulado lo siguiente (Croteau et al., 2006). La primera bifurcacion

de la via se produce con la hidroxilacién de C13 o la acetilacién de
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C5. Después de la acetilacion de C5, hay una hidroxilacién de C10,
seguida de la actuacién de taxano-14B-hidroxilasa, que da lugar a
una via alternativa. Una vez que se obtiene el acetato de taxano-
5,10,13-0l, este se hidroxila en C1, C2, C7 y C9, y posteriormente se
adicionan los grupos acetilo/benzoilo en C2 y C4, formandose un
anillo oxetano (anillo D) y finalmente, hay una oxidacion C9. Un grupo
acetilo se enlaza entonces a C10 de la 10-deacetil bacatina Ill,
produciendo la bacatina Ill. Los pasos restantes para llegar al taxol
son la adicién de la cadena lateral. La B-fenilalanina-CoA se unira el
C13 del nucleo del taxano, y el compuesto formado es hidroxilado en
C2 y N-benzoilado en C3 (Fig. 7). Recientemente, se ha clonado una
ligasa CoA de T. baccata y se ha demostrado su funcionalidad en la

biosintesis de taxol (ver apartado 1.6) (Ramirez-Estrada et al., 2016).

1.4. Aproximaciones de tipo racional para un mejor

conocimiento de la biosintesis de taxanos.

Como se ha mencionado anteriormente, los enfoques de tipo
racionales (Fig. 3), especialmente reforzados por el uso de
tecnologias Omicas, han permitido una mayor comprensién del
metabolismo secundario vegetal, frecuentemente muy complejo,
como en el caso de los taxanos. En cultivos celulares Taxus spp.
tratados con los elicitores MeJa, Coro y B-CDs, se ha determinado el
nivel de expresion diferentes genes implicados en la formaciéon de
taxanos como, el gen TXS; genes que codifican diferentes
hidroxilasas implicadas en la hidroxilacion del anillo de taxano, el gen
de fenilalanina aminomutasa (PAM), que controla la conversion de a-

L-fenilalanina en B-fenilalanina; el gen de 10-desacetilbacatina 111-103-
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O-acetiltransferasa (DBAT), responsable de la formacion de bacatina
llI; el gen de la bacatina Ill 13-O-(3-amino-3-fenilpropanail)
transferasa (BAPT), implicado en la union de la cadena lateral a la
bacatina Ill, y finalmente el 3'-N-debenzoil-2'- desoxitaxol-N-
benzoiltransferasa (DBTNBT), que codifica la dudltima benzoll
transferasa que conduce a la formaciéon de taxol (Fig. 7) (Wildung y
Croteau. 1996; Jennewein et al., 2004a; Walker et al., 2004; Walker y
Croteau. 2000; Walker et al., 2002a; Walker et al., 2002b). Estos
estudios revelaron que los elicitores aumentan el nivel de expresion
de los genes implicados en la biosintesis de taxanos, particularmente
aquellos que actuan en los primeros pasos de la via (sobre todo las
hidroxilasas), mientras que los involucrados en los ultimos pasos
estaban menos inducidos (DBAT, BAPT y DBTNBT) (Fig. 8). Por lo
tanto, en términos de elicitacion, se puede inferir que el flujo de
carbono hacia la formacion de taxol esta limitado en sus ultimos
pasos Yy los genes/enzimas involucrados en las ultimas etapas de la
biosintesis de taxanos podrian constituir excelentes dianas para
desarrollar estudios de ingenieria metabdlica, con el fin intentar su
sobreexpresidon en lineas celulares transgénicas de Taxus spp. (Fig.
8).

Los estudios comentados, también revelaron que las 3-CDs activan la
expresion de un transportador de tipo ABC cuyo efecto podria ser
parcialmente responsable de los altos niveles de taxol extracelular
encontrados en los cultivos tratados con el elicitor (Sabater-Jdara et al.,
2014). En conjunto, estos resultados confirmaron que los cultivos
celulares de Taxus no solo constituyen una plataforma biotecnologia

para la produccion de taxanos, sino que también pueden utilizarse
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como una poderosa herramienta para la elucidacién de la ruta de

biosintesis de taxanos y su control.
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Figura 8. Efecto de los elicitores sobre la expresion de genes relacionados con la
ruta de taxanos en cultivos celulares de Taxus spp.

1.5. Estudios dmicos

Hasta el momento, se han desarrollado diversos estudios
transcriptomicos para comprobar si los cambios metabdlicos
inducidos por los elicitores se correlacionan con la expresion
diferencial de los genes implicados en el metabolismo de las células
vegetales (Pauwels et al., 2009), algunos de ellos, han sido llevados a
cabo en cultivos celulares de Taxus, con el fin de estudiar el
metabolismo de taxanos y los efectos de los elicitores a nivel

molecular. Estos estudios se han realizado con células elicitadas con
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MedJa de diferentes especies de Taxus como T. chinensis (Li et al.,
2012a; Jennewein et al., 2004b), T. cuspidata (Lenka et al., 2012) y T.
media (Sun et al., 2013). Los métodos utilizados han sido la
“secuenciacion profunda lllumina” (Li et al., 2012a; Qiu et al., 2009;
Sun et al, 2013), la secuenciacion “aleatoria de Sanger de una
biblioteca de cDNA” (Jennewein et al., 2004b), y la secuenciacion
“Sanger de una biblioteca de hibridacion sustractiva” (Lenka et al.,
2012). En estos estudios, se confirmé una reprogramacion
transcripcional de las células de Taxus inducida por la elicitacion con
Meda y se identificaron numerosos transcritos correspondientes a
genes implicados en la biosintesis de taxanos, aunque sin conducir al

descubrimiento de nuevos genes de la ruta.

En este escenario, el uso de la tecnologia de cDNA-amplified
fragment length polymorphism technology (cDNA-AFLP) revel6 que la
elicitacion con MeJa de cultivos celulares de T. baccata también daba
como resultado una reprogramaciéon completa del transcriptoma
celular (Onrubia et al., 2014; Ramirez-Estrada et al., 2016). El estudio
comparativo del transcriptoma de células elicitadas con Meda y
cultivos celulares no elicitados (condiciones control) permitié la
identificacion y secuenciacion de mas de 650 etiquetas (tags)
correspondientes a genes cuya expresion fue modulada por el elicitor.
Posteriormente, se demostréo mediante la busqueda de homologias en
bases de datos, que el 27% de estos tags estaban involucrados en el
metabolismo vegetal, incluyendo varios genes que se sabe participan
en la biosintesis de taxanos, junto con otros tags que pueden
corresponder a genes candidatos potenciales que podria codificar
para enzimas que participarian en pasos desconocidos de la

biosintesis de taxanos (Fig. 9).
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Posteriormente, se obtuvieron las secuencias completas de los
posibles genes candidatos y se realizaron estudios in silico de sus
secuencias de aminoacidos para encontrar aquellos que mas
probablemente correspondieran a genes implicados en los pasos
desconocidos de la biosintesis de taxanos. Esta aproximacién, se
basé en determinar solamente las posiciones de las enzimas
candidatas que podrian estar directamente implicadas en la accion
enzimatica y evaluar la similitud entre los genes candidatos y
proteinas conocidas con la misma funcion que actuan sobre el mismo
o sustratos similares. Para el estudio in silico se utilizaron varias
herramientas, incluyendo bases de datos de proteinas (MACIE, CSA,
PDB, Uniprot), T-Coffee, software de alineacion de secuencias

multiples y PyMOL, un recurso grafico.

Entre los posibles15 genes candidatos de la biosintesis de taxanos,
se incluian, hidroxilasas (para las posiciones C1 y C9 del nucleo de
taxano y C2 de la cadena lateral), la oxidasa de la posicidon C9, la
epoxidasa y la oxomutasa de la formacion del anillo oxetano (anillo
D), y también una CoA ligasa (Fig. 7), de ellos destacaron 3
candidatos con mayores probabilidades para estar involucrados en la
biosintesis de taxol: una hidroxilasa, una epoxidasa y la CoA ligasa
(Ramirez-Estrada et al., 2016).
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*Sin homologia 298 447
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Figura. 9. Relacion media de la agrupacion jerarquica del transcriptoma de las
etiquetas de genes seleccionados inducidos por MeJa en cultivos celulares de T.
baccata. Los puntos de tiempo para el andlisis de agrupamiento se indican en la
parte superior: 12 d en medio de crecimiento (GM), y 1h, 2h, 4h, 8h, 16h, 1d, 2d, 4d
en medio de produccion (PM) en condiciones de control y elicitadas con MeJa. Los
cuadros rojo y verde reflejan la activacion transcripcional y la represion,
respectivamente, en relacion con el nivel de expresion promedio en las células de
control. Las casillas grises corresponden a puntos de tiempo perdidos. El
dendrograma en el lado izquierdo del transcriptoma indica los grupos de genes
activados y reprimidos. A la derecha, etiquetas secuenciales clasificadas en
categorias funcionales segun clasificacion FunCat (modificado Onrubia et al., 2014).

Poco se conoce en cuanto al control de la produccion de taxanos. En
general, un punto de control importante lo ejercen los factores de
transcripcion que activan la expresién de genes de la via metabdlica
secundaria y estan codificados por genes que responden elicitores
como el jasmonato, asi como otras proteinas reguladoras (De Geyter
et al, 2012). Como a los genes que codifican para enzimas

directamente relacionadas con la ruta metabdlica, los genes que
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codifican para estos reguladores representan un objetivo principal de
los programas de descubrimiento de nuevos genes basados en el
estudio del transcriptoma, con la esperanza de detectar "reguladores
maestros" capaces de activar la expresion de todos los genes que
codifican para las enzimas involucradas en un camino metabdlico
particular. Estos estudios han demostrado ser eficientes para conocer
mejor el control de las rutas metabdlicas secundarias de diferentes
especies vegetales y han permitido la identificacion de numerosos
factores de transcripcién que regulan directamente la expresion de
genes de la via metabdlica (De Geyter et al., 2012), pero también de
E3 ubiquitina ligasas que controlan la actividad de enzimas flujo-
limitantes (Pollier et al., 2013) o puntos de interferencia entre la via de
los jasmonates y otras vias hormonales (Hakkinen et al., 2007,
Lackman et al., 2011).

Hasta la fecha, sélo se han caracterizado funcionalmente dos factores
de transcripcidon de Taxus. El primero, TcCWRKY1 aislado de T.
chinensis, interactué con un elemento de W-box en el promotor del
gen que codifica DBAT y se demostré que era un regulador positivo
de este gen (Li et al., 2012a). El segundo, TcAP2 de T. cuspidata,
interactué con un elemento de respuesta a jasmonato y elicitor
(JERE) encontrado en los promotores de los genes de C. roseus que
participan en la ruta de los alcaloides indol-terpénicos (Dai et al.,
2009). El papel de TcAP2 en la regulacion de la sintesis de taxol aun
no ha sido investigado. Es importante destacar que ambos factores
fueron inducidos en respuesta a jasmonatos, reforzando Ia
expectativa de que el analisis de transcriptomas de cultivos celulares
de Taxus inducidos por jasmonato o con altas producciones de taxol

representan un sistema de eleccién, para estudiar la regulacion de la
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ruta biosintetica. En este contexto, también se han detectado por
cDNA-AFLP, en cultivos celulares de T. baccata, diferentes tags con
una posible funcidn reguladora en la biosintesis de taxanos,
incluyendo algunos factores de transcripcion e hipotéticas proteinas
con funciones desconocidas. La busqueda de homologias en bases
de datos revel6 que concretamente el gen Tb595 codifica un pequefio
péptido de 73 aminoacidos, altamente conservado en el reino vegetal,
pero con funcién desconocida. Por lo tanto, este gen fue seleccionado
para un analisis funcional posterior (Onrubia et al, 2014) (ver
apartado 4.3).

1.6. Analisis funcional de genes candidatos a la biosintesis

de taxanos

Ademas de los genes reguladores y la mayoria de los genes
conocidos que codifican las enzimas implicadas en la biosintesis de
taxanos, los estudios de cDNA-AFLP revelaron ciertas etiquetas de
genes cuya expresion también estaba modulada por MeJa y podrian
estar implicadas en pasos de biosintesis sin genes/enzimas
asignados (Onrubia et al., 2014) (Fig. 7). Un exhaustivo estudio
bioinformatico identific6 un total de 15 genes que potencialmente
podrian participar en la ruta (Ramirez-Estrada et al., 2016). A partir de
ellos, el gen Tb768 se selecciond como potencialmente implicado en
la formacion de la cadena lateral de taxol y un candidato probable
para estudios funcionales. Este gen tiene una alta homologia con
otros genes de la familia de las CoA ligasas y podria actuar sobre f3-

fenilalanina, transformandola en su correspondiente éster de
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coenzima para su incorporacion en el nucleo de taxano, dando lugar

a la cadena lateral en la molécula de taxol (Fig. 7).

La proteina codificada por Tb768 tiene una estructura 3D hipotética
muy similar a la de otras CoA ligasas como la proteina 3a9v, una
ligasa CoA de Populus tomentosa (Hu et al., 2010) (Fig. 10), con una
region altamente conservada que corresponde al dominio catalitico
con sitios de uniéon ATP y CoA y el sitio activador de acilo CoA ligasa
(Ramirez-Estrada et al., 2016).

Para confirmar la actividad in vitro de CoA ligasa, se anadio la
proteina purificada Tb768 a una mezcla de reaccion que contenia -
fenilalanina y CoA como sustratos, y el producto de reaccion se
detectdé por HPLC-espectrometria de masas (MS/MS). El éster de
CoA formado se identific6 comparando su tiempo de retencién y el
patrén de fragmentacion de su molécula con patrones puros. Sin
embargo, al igual que otras ligasas de CoA, esta enzima no resultd
especifica de p-fenilalanina, pudiendo bioconvertir otros sustratos
como el acido 4-cumarico (Fig. 11). En general, los resultados
obtenidos demostraron que el gen Tb768 codifica una proteina capaz
de formar ésteres CoA con B-fenilalanina y 4-cumarato, esta proteina
ha sido denominada B-fenilalanina-CoA ligasa (TBPCCL) y es la

primera acil-CoA ligasa caracterizada por Taxus spp. (Fig. 11).
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Figura 10. Phyre2 modelo de la proteina TB768 (rojo) y el 3A9U PDB archivo de 4-
coumarate-CoA ligase (verde). (B) Prediccion de los dominios cataliticos para B-
fenilalanina-CoA ligasa. Sitio activo coloreado en verde, union de AMP en rojo, sitio
de unién CoA en naranja y el sitio activador de acilo en azul.

Al igual que otras vias metabdlicas secundarias, la formacién de
taxanos esta compartimentada a nivel subcelular y pueden participar
en ella diferentes organulos. Hasta el momento, se sabe que los
primeros pasos de la via tienen lugar en los plastos y conduce a la
formacion del nucleo taxadieno de GGPP (Palazén et al., 2003); las
etapas de hidroxilacion estan catalizadas por enzimas del grupo P450
asociadas al el reticulo endoplasmico, y los estudios bioinformaticos
que se han llevado a cabo parecen indicar que los ultimos pasos
hacia la formacién de taxol son catalizados por enzimas citosdlicas
libres (Davis y Croteau, 2000).
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Figura 11. Analisis por MRM del acido 4-cumarico y actividad de la p-fenilalanina-
CoA ligasa. Las flechas indican el pico al tiempo de retencién correspondiente de
los dos fragmentos de iones especificos analizados para cada molécula utilizada
para confirmar su identidad (914.3 / 407.3 y 914.3 / 428.2 para 4-cumarato-CoA con
RT: 3.87;916.2/409.3 y 916.2 / 307,3 con una RT: 3,89 para p-fenilalanina-CoA).

Con respecto a la localizacién subcelular de la CoA ligasa, los analisis
bioinformaticos predijeron que esta proteina carece de un péptido
sefial de localizacion (Fig. 12A), lo que sugiere que la enzima se
encuentra en el citosol. Para confirmar experimentalmente estos
resultados, el gen Tb768 se fusiond al extremo C de la proteina
amarilla fluorescente (YFP) y el plasmido resultante se expreso
transitoriamente en hojas de N. benthamiana. El estudio microscopico
mostro la sefial TB768-YFP como una banda gruesa en la periferia de
las células, lo que indica que CoA ligasa podria estar situado en la
membrana plasmatica y el citosol. Sin embargo, en este caso, el

analisis FRAP mostré recuperacion casi completa de la fluorescencia
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después de unos pocos segundos, lo que confirma una ubicacion

citosolica de la enzima (Ramirez-Estrada et al., 2016) (Fig. 12B].
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Figura 12. (A) Captura de la pantalla del péptido de sefial que muestra que no hay
péptido sefial en la proteina Tb768. (B) Recuperacion de fluorescencia después del
fotoblanqueo (FRAP) de TB768-YPF y GFP en hojas de N. benthamiana. Las
imagenes de fluorescencia se registraron antes, inmediatamente después, y 57
segundos después del fotoblanqueo en la regién de interés indicada (ROI: circulo
blanco). El color de TB768-YFP en las fotos microscépicas confocales se ha
cambiado a verde para una mejor visualizacion.
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1.7. Utilizacién de las técnicas de ingenieria metabdlica en

la mejora de la produccion de taxanos

Aunque recientemente se ha publicado un método optimizado para
para la transformacion genética de cultivos de células Taxus basado
en el sistema de Agrobacterium (Martinez-Marquez et al., 2015), uno
de los principales problemas en la aplicacion de técnicas de
ingenieria metabolica a los cultivos de células Taxus ha sido la
dificultad de transformar genéticamente una planta gimnosperma, y la
lenta capacidad de crecimiento del material vegetal transformado en
condiciones in vitro. Sin embargo, T. brevifolia y T. baccata se
transformaron genéticamente con éxito utilizando cepas silvestres de
Agrobacterium tumefaciens (Han et al., 1994) y posteriormente, se
consiguio la expresion transitoria del gen GUS en embriones de T.
brevifolia (Luan et al., 1996). De la misma manera, se obtuvieron
cultivos de raices transformadas de Taxus x media utilizando A.
rhizogenes (Furmanowa y Syklowska-Baranek, 2000a). El problema
de estos sistemas es que aunque los cultivos de raices transformadas
pueden biosintetizar taxanos, su capacidad de crecimiento es muy
lenta. Los mismos autores informaron que la adicion de los
precursores L-fenilalanina y acido p-aminobenzoico al medio de
cultivo aumento significativamente la produccion de taxanos de los
cultivos (Syklowska-Baranek et al., 2009). La baja capacidad de
crecimiento de los cultivos de raices transformadas de Taxus ha sido

también confirmada por Kim et al. (2009).

Con la aplicacion de herramientas de ingenieria metabdlica para
aumentar la produccion biotecnolégica de taxanos, se obtuvieron

cultivos celulares transgénicos de T. marei que sobreexpresaban
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constitutivamente el gen DBAT, pero la produccién de taxanos incluso
en las lineas de raices transgénicas dependia de Meda y sélo una
linea celular alcanzé una produccion elevada de taxol (Ho et al.,
2005). Mas recientemente se obtuvieron cultivos de raices
transformadas de T. media que sobreexpresaban el gen TXS de T.
baccata, un gen que codifica uno de los primeros pasos especificos
en la biosintesis de taxanos (Exposito et al., 2010) (Fig. 7). Las lineas
de raices obtenidas presentaban una baja tasa de crecimiento y para
superar este problema, se seleccionaron dos lineas de raices, una de
las cuales contenia sélo los genes rol de A. rhizogenes y la otra, los
genes rol junto con el gen TXS, y se trataron con reguladores de
crecimiento vegetales para desdiferenciar las raices (Pavlova et al.,
2014). Los callos obtenidos se utilizaron para establecer cultivos de
células en suspension. Se desarrollaron tres lineas celulares: una
linea de control sin transformar, la linea RolC (portadora de los genes
rol) y la linea TXS (portadora de los genes rol junto con el gen TXS).
Se establecido un sistema de cultivo en dos etapas con estas tres
lineas celulares de T. x media (Fig. 6). En la primera etapa, las
células se cultivaron en un medio de crecimiento optimizado para la
produccion de biomasa durante 12 dias y luego se transfirieron a un
medio de produccion optimizado para la produccion de taxanos, con o
sin el elicitor Meda, los cultivos se mantuvieron durante 28 dias. Los
resultados obtenidos demostraron que la produccion de taxanos de la
linea TXS, fue 2,64 veces mayor que la de la linea de control y 1,55

veces mayor que la linea rolC (Exposito et al., 2010).

Otra estrategia metabdlica utilizada en los cultivos celulares de Taxus
ha sido bloquear los puntos de ramificacion en la biosintesis de taxol,

mediante la supresion inducida por un antisentido del gen taxano-14-
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hidroxilasa que cataliza la biosintesis de los taxanos oxigenados en
C14. Estos compuestos compiten con el taxol por los mismos
precursores iniciales y el bloqueo de su formacion condujo a una
produccion incrementada de taxol, en las lineas celulares
transgénicas (Li et al., 2011). Por otra parte, se sabe que el ozono
induce la produccién de taxanos en cultivos de células de T. chinensis
y la respuesta es al menos parcialmente dependiente de la
sefializacion del acido abscisico (ABA) (Xu et al., 2011). Aplicando
esta estrategia, se obtuvieron lineas celulares transgénicas de Taxus
que sobreexpresan una 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa,
responsable de la escision del 9-cis-epoxicarotenoide, un paso
limitante de la la biosintesis de ABA. Las lineas celulares
transgénicas correspondientes aumentaron la produccion de ABA y la
acumulacion de taxol (Li et al, 2012b). En su conjunto, estos
resultados confirmaron la eficacia de las aproximaciones basadas en
la ingenieria metabdlica para aumentar la produccion de taxol y

taxanos relacionados en los cultivos celulares de Taxus spp.

1.8. Perspectivas de futuro

Aunque en el afo 2002 se alcanzé el hito de la produccidon
biotecnoldgica de taxol en biofactorias vegetales a nivel industrial, la
comercializacién de nuevos derivados de taxanos con mejores
propiedades quimioterapéuticas ha incrementado la demanda de
estos compuestos naturales para su uso en procesos semisintéticos.
Para satisfacer esta creciente demanda se requiere una mayor
comprension de la biosintesis de taxanos y de su control metabdlico

con el propésito de mejorar la produccion biotecnoldgica.
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Actualmente, varios laboratorios de todo el mundo estan trabajando

con cultivos celulares de Taxus para lograr este objetivo.

El progreso en este campo, previamente resumido confirma que los
cultivos celulares Taxus spp. elicitados, constituyen una excelente
plataforma biotecnolégica para la produccion de taxanos. Aunque
probablemente se requiera, el desarrollo de mas estudios racionales
donde se investigue la actividad de nuevos tratamientos elicitores que
podrian incrementar en mayor medida la produccion de taxanos en
cultivos celulares de Taxus. Por otra parte, el uso de estos sistemas
en investigacion basica, con el apoyo de las tecnologias omicas, y
junto con estudios de bioinformatica, ha conducido a un avance muy
considerable del conocimiento, no solo sobre la biosintesis de
taxanos, sino también sobre el metabolismo secundario vegetal, en

general.

Con los nuevos enfoques holisticos, en lugar de manipular genes
unicos de una via metabdlica, los investigadores estan tratando de
sobreexpresar factores de transcripcion u otros reguladores maestros
capaces de activar varios pasos biosintéticos, pero el insuficiente
conocimiento del control biosintético de la ruta de taxanos requiere
mas investigaciones de tipo racional. El reciente descubrimiento del
Taximin y su posible papel en el metabolismo de taxanos podria abrir
una puerta para desarrollar nuevas aproximaciones holisticas,
basadas en las técnicas de ingenieria metabdlica, en cultivos
celulares de Taxus, aunque es necesario confirmar la accion de este

péptido.

Por otra parte, debido a la alta complejidad metabdlica de los

sistemas vegetales y la dificultad para obtener material transgénico de
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Taxus spp., también haria necesario ensayar nuevas estrategias. El
descubrimiento de hongos endofiticos de Taxus spp., supuestamente
capaces de producir taxol fue un importante avance en su momento,
aunque subsecuentes estudios mas profundos parecen no corroborar
los resultados previos (Ludwig-Muller, 2015). De confirmarse, la
generacion de cultivos celulares vegetales que alberguen hongos
endoéfitos podria ser una posible alternativa, pero hasta ahora ha
habido poco éxito con este tipo de experimentos. Sin embargo, la
transferencia total o parcial del sistema de biosintesis de plantas a
otros organismos mas simples que son mas faciles de manipular
genéticamente podria ser una estrategia muy prometedora. De este
modo, el establecimiento de cultivos de bacterias transgénicas o
levaduras que expresen genes de la biosintesis de taxanos puede
tener varias ventajas sobre los cultivos de células vegetales
transgénicas para la produccion de taxanos. Ventajas tales como, un
mayor indice de crecimiento o un escalado mas facil hasta
biorreactores a nivel industrial. En este ambito, recientemente se ha
desarrollado un estudio pionero para sobreexpresar genes que
codifican para los pasos iniciales en la biosintesis de terpenos junto
con los genes TXS y taxadieno-5-hidroxilasa en una cepa de E. coli
modificada genéticamente que ha conducido a una produccién de 1 g
L™ de taxadieno y 60 mg L™ de taxadieno-5-ol (Ajikumar et al., 2010).
Ambos compuestos podrian ser utilizados en la semisintesis de taxol

o la nueva generacion de sus derivados.
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2. OBJETIVOS






Considerando los hechos precedentes y teniendo en cuenta como

hipbtesis basica de nuestro trabajo que los cultivos de células y

organos vegetales pueden constituir una plataforma biotecnoldgica

para la produccion de taxanos y otros compuestos vegetales

bioactivos, pero que ademas constituyen una excelente herramienta

para el estudio del metabolismo secundario vegetal, esta Tesis

Doctoral tiene como objetivos especificos:

En primer término, desarrollar nuevas aproximaciones
empiricas, mediante el uso de potenciales elicitores como la
perfluorodecalina y el ciclohexenol, para incrementar la
produccion de taxanos de los cultivos celulares de Taxus spp.
y, demostrar su efectividad en otros sistemas biotecnolégicos
como son los cultivos celulares de Vitis vinfera productores de
resveratrol. Con este estudio, también se pretende profundizar
en el conocimiento del control de las rutas secundarias que
llevan a la formacién de taxanos y estilbenos, asi como, en el

mecanismo de accion de los elicitores.

Por otro lado, conociendo el efecto potencial sobre el
metabolismo secundario vegetal del péptido Taximin,
recientemente descubierto por nuestro grupo de investigacion,
con el desarrollo de esta Tesis Doctoral, también pretendemos
confirmar el papel de este péptido como un inductor de la

produccion de taxanos en los cultivos celulares de Taxus spp,
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para realizar con él, posteriores estudios de ingenieria

metabdlica.

Finalmente, y dado que las técnicas de ingenieria metabdlica
requieren de sistemas optimizados para la transformacion
genética del material vegetal, nuestro objetivo ha sido la puesta
a punto de un sistema biolistico para transformar el material
vegetal de Taxus spp. con el proposito, de disefar lineas
celulares transgénicas con capacidades mejoradas para la

produccion de taxanos.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Establecimiento de cultivos de células en suspensién

de Taxus sp.

El material vegetal con el que se han llevado a cabo los estudios
comentados en esta Memoria de Tesis Doctoral proviene de dos
especies de Taxus: Taxus baccata var. robusta y Taxus x media var.
Hicksii. En trabajos anteriores ya se habia demostrado que los
explantos mas idoneos para la formacion de callo eran los tallos
jévenes poco lignificados de diametros entre 0,15 y 0,4 cm que se
situaron en un medio 6ptimo de induccién, basado en el medio de
cultivo (MIC) de Gambor B5 (Gambor et al., 1968) suplementado con
doble concentracién de vitaminas, sacarosa 30 g/L, afiadiendo acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 4 mg/L, Kinetina (KIN) 1 mg/L y acido
giberélico (GA3) 0,5 mg/L como reguladores del crecimiento, con pH
de 5,8+0,2 (Cusido et al., 1999). Después de autoclavar el MIC se
adiciond una solucion antioxidante estéril (SAES) al medio de cultivo
(Kim et al., 2005). A partir de este material, a las 3-4 semanas de
cultivo, practicamente un 100% de los explantos habian formado
pequenas masas de callo. Después de 4-6 semanas se separo el
callo obtenido de los restos del explanto, y se coloco en placas de

Petri con un medio 6ptimo para su crecimiento (Fig. 13).

Hay que indicar que mientras que el medio de induccion de callo era
igual tanto para T. baccata como para T. x media, experimentos
anteriores de nuestro grupo de investigacion determinaron que el
medio Optimo para el crecimiento (MCC) del callo era distinto para las
dos especies estudiadas (Cusido et al., 2002). Por ello las piezas de
callo se cultivaron en medio Gambor B5 suplementado con vitaminas

B5, sacarosa 5 g/L, fructosa 5 g/L, mioinositol 0.1 g/L. Para T. baccata
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se anadieron las hormonas acido 1-naftalenacético (NAA) 2 mg/L, 6-
benzilamino purina (BAP) 0.1 mg/L y GA3 0.5 mg/L. Al medio MCC de
T. media, las hormonas afadidas fueron picloram (PIC) 2 mg/L, KIN
0.1 mg/L y GA3 0.5 mg/L. EL pH de ambos cultivos fue de 5,8+0,2. En
ambos casos se adiciond SAES al medio de cultivo después de
autoclavar. Una vez obtenida la suficiente biomasa de callo, ya se

paso a establecer los cultivos celulares en medio liquido.

e © D

Figura 13. Etapas de la induccién de callo y del establecimiento de las
suspensiones celulares. A) Explantos. B) Induccién de callos. C) Cultivo de callo. D)
Cultivo de la suspensioén celular.

Las suspensiones celulares se establecieron a partir de callos friables
de ambas especies, derivados de explantos previamente esterilizados
(Fornalé et al., 2002). Las suspensiones celulares se subcultivaron

cada 12 dias en medio fresco de crecimiento, de la misma
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composicién a los descritos previamente, pero sin la adicion de
gelificante. Los cultivos se mantuvieron en agitacion a 100 rpm en

oscuridad a 25+1 °C, para incrementar la biomasa celular (Fig. 13).

3.2. Crecimiento y viabilidad de cultivos en suspension.

A lo largo de los diferentes ensayos se determind la viabilidad y el
crecimiento de las lineas celulares para determinar la capacidad de

formacién de biomasa del sistema.

La viabilidad se determiné usando una pequefia alicuota de la
suspension celular, mezclandola con una solucion marcadora de
diacetato de fluoresceina (DAF), el cual es hidrolizado por esterasas
de la membrana que poseen las células vivas produciendo
fluoresceina verde al excitarsele a una longitud de onda (A) de 490
nm, emitiendo a A = 520 nm. La proporcién de células no viables se
determina tratando la misma alicuota de la suspension celular con
solucion de yoduro de propidio (IP), el cual se intercala en el DNA de
las células muertas, dando una fluorescencia roja al excitarse con una
A = 530 nm emitiendo a 620 nm. Ambos reactivos se utilizan a la
concentracion de 0.01 % p/v (Duncan y Widholm, 1990). La
preparacion se observd en microscopio de fluorescencia (Leica,
Suiza), equipado con lampara de mercurio (Nikon, Japén). La
viabilidad se expresada en porcentaje de células vivas en relacion con

el total de las células observadas (Fig. 14).
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Figura 14. Tincion diferencial del DAF:IP. (A) en verde células vivas. (B) en rojo
células muertas.

La capacidad de crecimiento de los cultivos de células en suspension
se determind mediante la cuantificacion de la biomasa medida como
peso fresco (PF) y peso seco (PS). Para el PF se separaron las
células del medio a través de un filtro de nylon de 80 ym de diametro,
en los tiempos correspondientes a cada muestreo de los ensayos
realizados. Para medir el PS las células fueron liofilizadas a -56°C y
50 mT durante 48 h en un liofilizador Flexi-Dry™ pP de FTS Systems
(USA). Estas muestras se utilizaron para la determinacién de los

taxanos por UPLC.

3.3. Elicitacion de suspensiones celulares con nuevos

compuestos.

Los ensayos de elicitacion se llevaron a cabo en un sistema de cultivo
en dos fases (Cusidé et al., 2002). Después de 12 dias de crecimiento

en el medio B5 6ptimo para la produccion de biomasa (MCC), los
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cultivos se transfirieron a los correspondientes medio éptimos para la
produccion (Cusido et al., 2002; Palazén et al., 2003), con una
proporcion de indculo de 20 g de peso fresco/100 ml de medio de
cultivo B5 de produccién (MCP), suplementado con vitaminas B5,
sacarosa 30 g/L, mioinositol 0.1 g/L a un pH de 5,8+0,2 mas la
solucién antioxidante, indicada anteriormente. Para T. baccata se
anadieron las hormonas quinetina (KIN; 0,1 mg/L), picloram (PIC; 2
mg/L) y GAsz (0,5 mg/L), mientras que para T. media. se adiciono
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; 2 mg/L) benciladenina (BA; 0,1
mg/L) y GA3 (0.5 mg/L).

En el ensayo de elicitacion para analizar el efecto de HyproTaximin en
la producciéon de taxanos, dicho compuesto se disolvid en dimetil
sulféxido (DMSO) previa su adicién al MCP, en cambio el jasmonato
de metilo (Meda) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) se disolvi6é en etanol
(EtOH) (Cusido et al., 2002). Ambos elicitores fueron esterilizados por
filtracion (filtros de PES de 0,22 um; Millipore, Billerica, MA) y
adicionados, separada o conjuntamente, al medio de cultivo después
de autoclavar. Las concentraciones utilizadas de dichos compuestos
fueron 1 y 10 uM para HyproTaximin y 100 uM para Meda. Las
suspensiones celulares de T. baccata fueron inmediatamente
sonicadas en un bafo ultrasonidos (US) para facilitar la entrada del
HyproTaximin en las células vegetales usando una frecuencia baja de
40 kHz por 1 min en US (Branson B5200-4 bafio ultrasénico, Branson
Ultrasonics, L'Hospitalet de Llobregat, Espana). Los cultivos celulares
se mantuvieron a 25°C, en la oscuridad y en agitacién (100 rpm) en
un agitador orbital Khuner durante 21 dias (Bonfill et al., 2003), y se
recogieron tres matraces de cada tratamiento para su analisis, en

diferentes momentos después de la elicitacion.
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En el segundo ensayo de elicitacion en cultivos celulares de T. media
se empled la perfluorodecalina (PFD) en forma gasificada y
desgasificada (PFDgas y PFDdegas, respectivamente) (Fig. 15), asi
como hexenol (Hex). También se adicion6 el tratamiento conjunto de
coronatina-ciclodextrina (Coro + B-CDs) cuyo efecto sinérgico habia
sido demostrado previamente (Ramirez-Estrada et al., 2015) y

combinaciones de éstos tratamientos.

Figura 15. Sistema de desgasificacion de la perfluorodecalina.

Las suspensiones celulares fueron filtrados con malla de nylon estéril
con tamaro de poro de 80 um, transfiriendo 4 g de células a 20 mL de
MCP (Cusidé et al., 2002) en frascos estériles de 200 mL adicionando
los respectivos elicitores y cultivados en agitacion a 100 rpm en la
oscuridad a 25+1 °C, como se ha indicado anteriormente. Cada

tratamiento fue realizado por triplicado.
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Los tratamientos que se llevaron a cabo fueron:

* Control TO (MCC): Células en MCC como control inicial para
todo el ensayo.

* Control (CNT): para cada tratamiento en cada dia de muestreo
sin la adicion de elicitores.

* PFDdegas: 575 ml/L PFD autoclavada 121°C por 30 min.

* PFDgas: 575 ml/L PFD autoclavada haciéndole pasar una
corriente estéril de aire 10L/min durante 15 min en condiciones
de esterilidad.

* Hex: 40 uM del elicitor z(3)-hexenol.

e Coro + -CDs: p-ciclodextrina 50 mM y Coronatina 1uM

* PFDgas + Coro + -CDs

* PFDdegas + Coro + -CDs

* Hex + Coro + -CDs

Para la cuantificacion de taxanos se tomaron muestras a los 0, 6, 12,
18 y 24 dias de iniciado el ensayo. Para el analisis de la expresion

relativa de genes se cogieron las muestras a 0, 4, 8, 12, 24 y 48 h.

3.4. Extraccion y cuantificacion por UPLC de taxanos.

La extraccion de taxanos a partir de las células liofilizadas
(intracelular) y del medio liquido (extracelular) se realizo siguiendo el
protocolo establecido por nuestro grupo (Cusido et al., 1999) con
modificaciones. Al medio de cultivo se le afiadié 25% del volumen de

diclorometano agitandose 2 min en vértex, para posteriormente
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sonicar las muestras 1 h. La fase organica fue separada y desecada a

temperatura ambiente.

Para la extraccion de taxanos intracelulares, previa homogenizacion
de las células liofilizadas, se agregd 2 mL de la mezcla metanol:agua
(9:1 v/v) por cada 50 mg de muestra, calentando la suspensioén en un
microondas a 80 Watts durante 8 min para luego filtrarla conservando
el extracto metabdlico; con el residuo se repitié el proceso. A 4 mL de
extracto metandlico se agregaron 4 mL de hexano. La mezcla se
centrifugé a 2500 g durante 20 min a 25° C. A la fase acuosa
recuperada se afadieron 2 mL de diclorometano y 1 mL de agua
destilada reservando la fase organica. Con la fase acuosa restante se
repitié la adicion de diclorometano para reunir ambas fases organicas
obtenidas, que fueron secadas a temperatura ambiente. Los extractos
secos se resuspendieron en 500 mL de metanol, filtrandolos a través
de filtros PVDF de 0,22 um (Millipore, Billerica, MA, EEUU) antes del
analisis por UPLC.

Los taxanos se cuantificaron por cromatografia liquida-UPLC en base
al método de HPLC descrito por Richheimer et al (1992). Los analisis
UPLC se realizaron con un equipo Waters Acquity Ultra Performance
LC system (Waters, Milford, MA., USA.). Para la separacion de los
taxanos se utilizd una columna Supelcosil LC-F 25 cm x 4,6 mm
(SUPELCO, Bellefonte, PA., USA.) y como fase mévil una mezcla de
agua (A) y acetonitrilo (B), con el siguiente programa de gradiente:
tiempo (min)/% B, 0/25, 38/60, 40/100, 43/100, 45 / 25 y 55/25 con un
fluo de 1 mL/min. Los criterios para la identificacion de los picos
fueron el tiempo de retencion, los espectros UV y co-cromatografia
con estandares, comprobando la homogeneidad de los picos en un

detector “photodiode array” (DAD). La cuantificacion de taxanos se
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realizé integrando los picos correspondientes a cada taxano a partir
de las muestras y su comparacion con una curva de calibracion
estandar externa. Los estandares fueron proporcionados por
ChromaDex (Irvine, CA, EEUU) determinandose 5 taxanos: 10-
deacetilbacatina Ill (DAB) con tiempo de retencion de 6.96 min;
bacatina Ill (BIll) 11.09 min; deacetiltaxol (DT) 18.84 min;
cefalomanina (CEF) 21.50 min y taxol (TX) 23.41 min.

3.5. PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Para el andlisis de la expresion génica se aislo el RNA total a partir de
100 mg de células congeladas empleando el Kit SPIN REAL RNAzol
(REAL, Valencia, Espafia.), siguiendo las instrucciones del fabricante.
La concentracion de cada muestra se determiné mediante NanoDrop
ND-1000 (NanoDrop Tecnologias de Wilmington, DE, EE.UU.). Para
el analisis se seleccionaron las muestras con una relacién de
absorciones 260 nm/280 nm, entre 1.9 a 2.0, para proseguir con la
eliminacién del DNA empleando el Ambion ® TURBO DNA-free™ Kit.
La integridad del RNA se evalu6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% para luego utilizar 1 uyg de RNA total de cada muestra
para la sintesis de cDNA usando la RT SuperScript IV (Invitrogen,

Carlsdab, CA, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante.

El andlisis de qRT-PCR se efectu6 usando el iTAQTM universal SYBR
Green Supermix (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) en el equipo Virtual
LightCylcer 480 384 System Il ® de ROCHE, en un sistema de
plataforma de 384 pocillos (ABI Prism 7900HT Sistema de Deteccion
de Secuencia, Applied Biosystems, Foster, CA, EE.UU.). Los

cebadores especificos para los genes a evaluar fueron disefiados con
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el software Primer3 versién 0.4.0 (Tabla 3). Las condiciones de
reaccion y la eficiencia de amplificacion de los cebadores se habian
comprobado en estudios previos (Sabater-Jara et al., 2014; Ramirez-
Estrada et al, 2016). Los niveles de expresion relativa fueron
cuantificados con el Software LightCycler® 480 version 1.5.0.33,
normalizando la expresion de cada gen con un gen de referencia, y
los tratamientos de elicitacién con la linea celular cultivada por 12
dias en MCC.

Tabla 3. Caracteristicas de cebadores seleccionados para analisis por gqRT-PCR

Amplicon

Gen Secuencia del cebador 5 — 3’
(pb)

Forward: CAA GAA GAA AGA GTC AGC AAATGG
TBCA41 91
Reverse: GGA ACG ACA TGA CAT TAT GAATAG C

Forward: GCC CTT AAG CAATTG GAA GT
T13a0OH 100
Reverse: CAG AGG AAT GGC GTT TAG AG

Forward: AGC AGA CAC TAT GGA ACA
CoA ligasa 109
Reverse: GCC ACA ACT CTC CTC TAT

Forward: TAA GCA CTC TAC AAC AAC AAT GG
BAPT 111
Reverse: GCA TGA ACATTAGTATCT TGATTC C

Forward: CGG GGG GTT TGT TGT GGG ATT A
DBTNBT 105
Reverse: TTA GCC TCT CCC CTC GCCATC T
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3.6. Transformacion de Taxus media por biolistica.

3.6.1 Material vegetal utilizado.

Con la finalidad de obtener material vegetal transformado de Taxus, y
debido a las dificultades que presenta la transformacion genética de
dicha especie mediante el sistema Agrobacterium, en este estudio se
puso a punto un sistema biolistico de transformacién genética, puesto
que es un proceso efectivo, independientemente de la especie
vegetal que se desea transformar (Chirstou et al, 1991; Capell y
Christou 2004; Vongpaseuth et al., 2007).

Para ello, se utilizaron callos friables de Taxus media crecidos
durante 12 dias en el medio B5 6ptimo para la formacion de biomasa
(Cusido et al., 2002).

3.6.2. Clonacién del gen BAPT

Previamente, nuestro grupo de investigacién, utilizando la tecnologia
Gateway (InvitrogenTM) obtuvo el plasmido pK7WG2_BAPT al
insertar el gen que codifica para la proteina bacatina Il 13-O-(3-
amino-3-fenilpropanoil) transferasa (BAPT) en el plasmido pK7WG2
(Karimi et al, 2002). En esta construccion, el gen BAPT se encuentra
bajo el control del promotor del virus del mosaico de la coliflor CaMV
35S y también en su T-DNA se encuentra el gen nptll que confiere
resistencia al antibiético kanamicina a los cultivos transformados (Fig.
16).

El plasmido pK7WG2_BAPT fue clonado en células quimio-
competente (Cc) de E. coli DH5a™ (Invitrogen™). A 100 pL de Cc se

adicionaron 200 ng del plasmido, incubando durante 30 min a 4°C
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para después someter la mezcla a un choque térmico durante 2 min a
42°C y dejarla a continuacién durante 5 min a 4°C, afadiendo
después 1 mL de medio liquido Luria Bertani (LB). Las células junto
con los plasmidos fueron mantenidos en agitacion orbital durante 1 h
a 37°C para ser centrifugados posteriormente durante 3 min a 14.000

rpm.

pK7WG2_BAPT
10950 bp

Figura 16. Representacion esquematica del plasmido pK7WG2_BAPT

Descartamos 900 uL del sobrenadante, para resuspender el
sedimento bacteriano en los 100 pL restantes. Se distribuyeron
alicuotas en placas con medio LB adicionado con espectinomicina
(Spec) 75 ug/mL, puesto que el indicado plasmido lleva fuera de su T-
DNA el gen Sm/SpR  que  confiere resistencia a
estreptomicina/espectinomicina a las células bacterianas que lo
incorporan. Las placas, a continuacion, se incubaron a 37°C toda la
noche (O/N).
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De las colonias crecidas en el medio de seleccion, se confirmé la
transformacion mediante PCR, con los cebadores que amplifican el
gen BAPT, siendo la secuencia del “forward”: 5-GGA ATA GAG AAC
TGG TGA AG-3' y del “reverse”. 5-GAA GGT CAT GGA CAT TAT
CC-3'. El producto de la PCR fue cargado en gel de agarosa TBE al
1% durante 30 min/70 V/400 mA.

Una colonia positiva para el gen BAPT fue inoculada en 10 mL de
medio LB adicionado del mismo antibidtico, e incubada a 37°C en
agitaciéon O/N. EI DNA plasmidico se purificé empleando el GeneJET
miniprep Kit (ThermoFisher) siguiendo las indicaciones del proveedor.
La cuantificacion se hizo usando un UV-Vis espectrofotdmetro
NanoDrop 2000 (Nano-Drop Technologies, ThermoScientific),
analizando a través del Software Nanodrop 2000®. Las muestras se

conservaron a -20°C.

3.6.3.Clonacion del gen BAPT bajo el control del doble
promotor CaMV35S (Pd35S)

El plasmido plV2B2.1_VoGES, proporcionado por la Prof. Capell del
laboratorio de Produccién Vegetal y Ciencia Forestal, de la Universitat
de Lleida, incluye el gen que codifica para la geraniol sintasa de
Valeriana officialis (VOGES) y su expresion esta bajo el control del
doble promotor 35S (Pd35S) a la vez que también confiere resistencia

a gentamicina (Gm) (Fig. 17).

La integridad del plasmido plV2B2.1_VoGES se comprobdé mediante
digestiones con los enzimas de restriccion Xbal, Notl y EcoRV de

modo individual y la digestion conjugada de Xbal—Notl.
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A pIV2B2.1VoGES
6809 pb

Gm(R)

Figura 17. Representacion esquematica del plasmido plV2B2.1_VoGES

Nuestra estrategia consistio en emplear esta construccion
sustituyendo el gen VoOGES por el gen BAPT, adicionando
adaptadores para enzimas de restriccion especificos que permitiesen
la ligacién al vector plV2B2, obteniendo asi un plasmido capaz de
expresar de modo constitutivo fuerte el gen de interés. Dicha
construccion fue empleada en la transformacién por biolistica de los
callos de Taxus de manera conjunto con el plasmido pWRG1515, que

contiene el gen reportero 3-glucuronidasa (gusA), (Fig. 18).
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PKTWG2_BAPT PGEM_BAPT

— EETCEL .| e

PWRG1515

Figura 18. Esquema del disefio experimental para generar la construccion
plV2B2.1_BAPT. A: Ligacion en el plasmido intermedio pGEM-T Easy. B:
Extraccién del gen BAPT para clonarlo en vector plV2B2.1, obteniendo el plasmido
final.

Este plasmido también fue clonado en Cc E. coli DH5a. Para ello, se
adicionaron 300 ng del plasmido plV2B2.1_VoGES a las Cc y se
incubaron 25 min a 4°C seguido de un choque térmico de 1 min,
también a 42°C. A continuacion, las células se incubaron durante 5
min con los plasmidos a 4°C y se afiadié 800 yL de medio LB dejando
la mezcla en un agitador orbital durante 1h a 37°C. Posteriormente se
centrifugd la mezcla durante 5 min a 4000 rpm eliminando el
sobrenadante por decantacion. El medio que quedd remanente se
utilizé para resuspender el sedimento bacteriano, que se distribuyd en
placas de Petri con medio LB suplementado con Gm 10 mg/L (Gm10).
Los cultivos se incubaron a 37°C O/N. Después de seleccionar una
colonia aislada, ésta se crecié mediante cultivo en suspension para la
posterior purificacion del plasmido usando el Wizard VS miniprep

system kit® (Promega), siguiendo las indicaciones del proveedor.
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Para asegurar la correcta adicién de los adaptadores a la secuencia
del gen BAPT, se realiz6 una primera ligacién empleando el vector
pGEM®-T Easy (Promega). EI DNA purificado de la construccion
pK7WG2_BAPT, se amplificé con los cebadores, “forward”. 5-GCT
CTA GAA TGA AGA AGA CA-3' (FW1_Xbal) y “reverse”: 5-ATT TGC
GGC CGC TCATAA CTT TGA CG-3 (RV2_Notl).

Estos se disefiaron para adicionar en los extremos del gen los sitios
de restricciéon de los enzimas Xbal y Notl. El producto de PCR fue
cortado del gel de agarosa para ser purificado empleando
GENECLEAN® Il kit (MPbio). La ligacién en éste vector se realiz6 con
el tampdn 2X Rapid Ligation, siguiendo indicaciones del proveedor,
incubando posteriormente durante 1 h a temperatura ambiente, 1 h a

15°C, para dejarlo a 4°C durante una noche.

Las células Cc de E. coli DH5a se transformaron afiadiendo 8 uL de
la reaccion de ligacién anterior, prosiguiendo como se ha descrito
anteriormente. Se sembraron alicuotas de 300 uL en placas con en
medio de seleccion LB adicionado con ampicilina 100 ug/mL
(Amp100), isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido 0,1 M (IPTG) y 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido 50 mg/mL (X-Gal), e
incubando a 37°C O/N.

Las colonias crecidas fueron aisladas. La confirmacion de la
presencia del gen BAPT mas los adaptadores (BAPTx.n) en estas
colonias se realizdé por PCR. De las colonias positivas se purifico el
DNA por miniprep para comprobar, mediante digestién con el enzima
EcoRI durante 3,5 h a 37°C, la ligacion en ésta construccion

intermedia en el vector pGEM®-T Easy mas BAPTx.
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A fin de confirmar que el gen BAPT insertado en la construcciéon
pGEM_BAPT presentaba la secuencia correcta, se enviaron 20 uL
(100 ng/uL) del producto de miniprep de las colonias candidatas con
resultados positivos en seleccion, amplificacion y digestion a los

Servicios de Secuenciacion STAB VIDA (Oeiras, Portugal).

Tras confirmar por secuenciacidon la correcta ligacion, se crecid la
colonia y purific6 el DNA mediante miniprep. Este plasmido fue
digerido con los enzimas Xbal y Notl durante 3,5 h a 37°C para
escindir el gen BAPTx.n. Todas las muestras fueron cargadas en un
gel de TBE al 1% en las condiciones anteriormente descritas.
Mediante el empleo de un trans-iluminador UV, se cort6 la banda del
gen correspondiente, para purificarla con el kit GENECLEAN® I,
siguiendo las indicaciones del proveedor. Se repitié el procedimiento
con el plasmido plV2B2.1_VoGES, para eliminar el gen VoGES y

emplear la construccion como vector destino, poseedora del Pd35S.

La ligacion fue realizada empleando la T4 DNA ligasa (InvitrogenTM)
segun las indicaciones del proveedor, con una proporcién 1:3 del
Vector:Inserto (plV2B2.1:BAPTx.), incubando durante 1h a T°
ambiente, después otra hora a 15°C, para dejarlo finalmente a 4°C
OI/N.

El producto de la ligacion anterior se cloné en Cc de E. coli DH5q,
incubando a 37°C O/N. Se sembraron alicuotas en placas con medio
de seleccion LB+Gm10, incubando de nuevo a 37°C O/N. Las
colonias crecidas fueron aisladas y comprobadas por PCR para el
gen BAPT, obteniéndose una colonia positiva, la cual fue digerida con
Xbal y Notl para comprobar la integridad de los adaptadores. La

colonia positiva fue enviada a servicio de secuenciacion STAB VIDA
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con cebadores disefiados para amplificar pares de bases antes de los

sitios de corte agregados (Tabla 4, Fig. 19).

Tabla 4. Secuencia de los cebadores usados para
secuenciar gen BAPT de la ligacion plV2B2.1 : BAPTxn

ID Secuencia 5'- 3’
FwW2 GGACCTCCATCTCTTGATTGTT
FW3 TTA CAC AAA GAA CTC AAC TCA
FWext TGA CGC ACAATC CCACTATC
RV2 GCC ATA GTA TCC ATG TGG AAG AG
RV3 ATAAACCAGCACCTTGGAGAG
RVext CTTAGTAGCCATCGGGCTTATG

T-RbcS }_

Figura 19. Esquema de amplificacién del gen BAPT con los cebadores de tabla 4.

3.6.4.Preparacidn de las particulas de oro cubiertas con

DNA y bombardeo del material vegetal.

Confirmada la construccion plV2B2.1_BAPT mediante alineamiento
de los resultados de secuenciacion del clon candidato, procedimos a
preparar el material necesario para realizar la transformacion
biolistica. Una colonia de la cepa de E. coli portadora del plasmido
con nuestra construcciéon plV2B2.1_BAPT fue inoculada en 10 mL de
medio LB+Gm10 a 37°C en agitaciéon O/N. El cultivo bacteriano fue
crecido en 200 mL del medio de seleccién durante 6 h a 37°C, en

agitacién, para posteriormente purificar el DNA plasmidico mediante
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la metodologia Maxiprep con el Kit NucleoBond® PC 500 (Macherey-

Nagel), segun las indicaciones del proveedor.

El DNA, producto de la Maxiprep fue comprobado por PCR y digerido
con los enzimas correspondientes, para corroborar que el gen BAPT

estaba integro y se encontraba bajo el control del promotor Pd35S.

Debido a que el plasmido utilizado plV2B2.1_BAPT no poseia gen
reportero, se llevd a cabo una co-transformacién utilizando también, el
plasmido pWRG1515 que contenia el gen R-glucuronidasa (gusA) vy el
gen hptll bajo el control del promotor CaMV35S que confiere
resistencia a higromicina (Hyg) al material vegetal transformado. Este
plasmido, que fue proporcionado por el laboratorio de Produccion
Vegetal y Ciencia Forestal, Lleida, fue clonado en Cc de E. coli DH5a
y purificado mediante Maxiprep. En paralelo, realizamos un ensayo de
sensibilidad a Hyg en células de Taxus media, comprobando la
viabilidad de éstas a distintas concentraciones del antibittico, con la
finalidad de escoger la concentracion adecuada a emplear para la

selecciodn de las células transformadas por biolistica.

La preparacion de particulas de oro para el bombardeo se prosigui6
segun un protocolo previamente establecido (Christou et al., 1991). A
10 mg de oro se anadieron 20 pyL de la solucion mezcla de los
plasmidos plV2B2.1_BAPT y pWRG1515 en proporcion 3:1
respectivamente. Se adicionaron 100 yL de buffer XHO (30 puL NaCl
5M, 5 uLTris 2M pH:8, 965 uL H,0) agitando ligeramente para luego
agregar 100 yL de espermidina 0,1 M y 100 pyL de PEG al 25% (MW
1300-1600). En agitacion, se afiadié por goteo 100 yL de CaCl; 2,5
M, manteniendo por 10 min a T° ambiente. La mezcla se centrifugd 30

s, desechando del sobrenadante y resuspendiendo el precipitado en 1
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mL de EtOH al 100%. La muestra fue sonicada brevemente para
transferirla a un vial de cristal llevandola a un volumen final de 10 mL
con EtOH del 100%, sonicando de nuevo. Las muestras asi

preparadas, se guardaron el viales a -20°C.

Con una suspensiéon de las particulas cubiertas de DNA se
prepararon laminas mylar de 1 x 1 cm aplicando por goteo 163 uL de
ésta. Después de 3 min, se elimind el exceso de la suspension por
decantacion, dejando las laminas en posicion vertical en placas Petri

para completar el secado.

Como se ha comentado en el apartado 1.5.1, para la transformacion
genética de Taxus spp. mediante biolistica se utilizaron callos friables
de T. baccata cultivados durante 12 dias en el medio de 6ptimo
crecimiento (MCC). A continuacion, dichos callos fueron transferidos a
medio fresco suplementado con manitol 0,4 M (medio osmdtico)
durante 4 y 1 h. Como tratamiento control se utilizaron callos de la
misma linea, sin mantener en el medio osmoético utilizado previamente
al bombardeo. Todos los callos se colocaron a continuacion sobre
papel de filtro estéril de 1 x 1 cm en placas de Petri de 5 cm diametro

para su bombardeo.

Los callos fueron bombardeados una sola vez, usando el sistema
BioRad Helium PDS-1000/He con 900 psi a una distancia de 9 cm. El
bombardeo se llevé a cabo utilizando 40 ug de las particulas de oro
recubiertas con dos tipos de plasmidos: uno portador del gen de
interés plV2B2.1_BAPT y el portador del gen de seleccion
pWRG1515. Después del bombardeo, el material vegetal se mantuvo
24 h en el medio osmoético para después ser transferido a medio B5

de crecimiento durante 48 h. Pasado este tiempo, se llevo a cabo la
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prueba histoquimica para demostrar la presencia del gen gusA,
incubando a 37°C el material posiblemente transformado con X-Gluc
(acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-R-D-glucoronico) durante una noche.
La expresion transitoria del gen reportero se verifico empleando un

estereoscopio Leica MZ16FA.
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4.1. Efecto de las perfluorodecalinas y el hexenol en la

produccioén biotecnolégica de taxanos

Como ya se ha comentado en el capitulo de Introducion, los cultivos
de células vegetales constituyen una excelente herramienta
biotecnolégica para la produccion de compuestos bioactivos utiles
para las industrias farmacéutica, cosmética y quimica. En el caso de
los metabolitos secundarios con propiedades terapéuticas, la
productividad del cultivo celular generalmente no es muy alta, aunque
puede mejorarse mediante la elicitacion (Zhao et al., 2005; Ramirez-
Estrada et al, 2016). Uno de los ejemplos mas exitosos de produccion
biotecnolégica de compuestos de alto valor afiadido es el taxol un
potente agente anticancerigeno, asi como otros taxanos que son
utilizados como precursores semisintéticos de taxol y sus analogos.
Numerosos estudios han demostrado la efectividad de suplementar
los cultivos celulares de Taxus spp con elicitores, ya sean bidticos o
abidticos, asi como la accion de factores fisicos especificos, para
mejorar la acumulacion de taxanos (Expésito et al. 2009; Onrubia et
al., 2013b; Ramirez-Estrada et al., 2016). En la actualidad, varias
empresas como Phyton, Cell Therapeutics, Abraxis y Corean
Samyang Genex estan produciendo actualmente estos compuestos
en cultivos celulares de Taxus spp., a nivel industrial (Malik et al.,
2011).

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se ha
demostrado que el Meda (100 uM), cuando se adiciona a los cultivos
de Taxus spp., durante la fase de produccién, actua como un elicitor
muy efectivo incrementando la produccion de taxanos (Cusido et al.,

2002), pero los mejores resultados han sido obtenidos con otros
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elicitores, como la coronatina (1 pyM) y las p-ciclodextrinas (50 mM).
La coronatina (Coro), una fitotoxina producida por diferentes
variedades patogenas de Pseudomonas syringae (Bender et al.,
1999), actua como un analogo natural de la forma activa de
jasmonato, el JA-lle. En cultivos de celulares de T. media (Onrubia et
al., 2013a), la induccion con Coro (1 yM) incrementé mas de tres

veces la produccion de taxanos totales que el MeJA (100 pM).

Las B-ciclodextrinas (B-CDs) son oligosacaridos ciclicos formados por
unidades de 7 a-D-glucopiranosa producidas a partir de la
degradacion enzimatica del almidon por la ciclodextrina glicosil-
transferasa bacteriana (Szejtli, 1997, Qi et al., 2007). Utilizando la
misma linea celular de T. media, el tratamiento con Meda y $-CDs
condujo a un drastico aumento en la produccién de taxol, muy por
encima de la de otros taxanos, y cerca de un 90% de los taxanos
producidos se acumularon en el medio de cultivo (Sabater- Jara et al.,
2014). Adicionalmente, estudios transcriptomicos determinaron los
pasos biosintéticos que limitan el flujo de precursores en la biosintesis
de taxanos y la activacion de posibles genes implicados en la
excrecion de taxol al medio de cultivo. En otra linea celular de T.
media, la adicion simultanea de p-CDs y Coro aumentod
significativamente la produccidon de taxanos, particularmente taxol y
bacatina Ill (Ramirez-Estrada et al., 2015). En los cultivos celulares
de Vitis vinifera elicitados com Meda se encontré una clara accion
inductora también de B-CDs, donde su presencia en el medio indujo
un aumento muy elevado de resveratrol, asi como facilitdé su
excrecion de las células productoras al medio de cultivo (Lijavetzky et
al., 2008).
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A pesar de los numerosos estudios de elicitacion realizados para
mejorar la produccion de compuestos secundarios, los rendimientos
de taxol y taxanos relacionados, asi como de resveratrol siguen
siendo bajos. Y por ello, sigue siendo necesario estudiar los efectos

de nuevos elicitores y comprender sus mecanismos de accion.

Como ya se ha comentado, la perfluorodecalina (PFD) (C+oF15) €s un
fluorocarburo en el que todos los atomos de hidrégeno estan
sustituidos por atomos de fluor. Su textura es de un liquido denso y
cuando se afade a un medio liquido, facilita la formacion de una
segunda fase por debajo de la fase acuosa (Lowe, 2002). Al ser
afadida a suspensiones celulares vegetales, puede generar una fase
apolar que favorezca la extraccion de compuestos lipdfilos formados
por las propias células vegetales y que son liberados al medio de
cultivo. Las PFDs pueden ser adiconadas en dos formas, saturadas
de aire o O, o no aireadas. En estudios previos, se ha podido
demostrar un efecto elicitor de las PFDs en cultivos de raices
transformadas de Taxus, la adicion al medio de cultivo de PFD
saturada de aire (PFDgas) o no aireada (PFDdegas) aumenté la
produccion de taxol, especialmente cuando se suministré junto con
otros elicitores. Ademas, algunos de los taxanos se encontraron en la
fase PDF, por los que la presencia de PDFs en los cultivos podria
constituir una estrategia eficaz para la extraccion in situ de taxanos

del medio de cultivo acuoso (Syklowska-Baranek et al., 2015).

El ataque de herbivoros pueden inducir mecanismos de defensa en
las plantas que implican la acumulacion de enzimas, tales como
polifenol oxidasas e inhibidores de proteasas, y la liberacion de
compuestos organicos volatiles (VOC). (Z)-3-hexenol (Hex) es un

VOC natural formado en tejidos verdes lesionados que interviene en
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interacciones de defensa planta-planta. La adicion externa de este
compuesto también puede desencadenar algunos de estos
mecanismos protectores. Xin et al. (2016) demostraron que plantas
de té tratadas con Hex tenian niveles incrementados de acido
jasmonico y etileno, asi como una mayor expresion de varios genes
relacionados con los sistemas de defensa vegetales. Dada la relacion
entre la formacion de jasmonatos y la activacion del metabolismo
secundarios en los organismos vegetales, es facil suponer que la
aplicacién de hexenol a cultivos celulares podria tener un efecto
directo o indirecto (via jasmonatos) en la produccion de compuestos

secundarios de interés como los taxanos.

Considerando los hechos precedentes, nos hemos propuesto estudiar
la produccion de taxanos en cultivos celulares de T. media tras
suplementar medios de cultivo, previamente optimizados para la
produccion de los compuestos de interés (MCP) (Cusidé et al., 2002),
con los nuevos elicitores, perfluorodecalinas (PFDs) o hexenol (Hex).
Para ello, se han afiadido PFDs y Hex a los medios que contenian los
elicitores, p-CDs (50 mM) y Coro (1 uM). Después de mantener los
cultivos celulares con PFDs y Hex durante 24 y 7 dias,
respectivamente, se determind su actividad como elicitores o agentes
capaces de separar los metabolitos de interés del medio de cultivo.
También se ha estudiado su efecto sobre el crecimiento y la
expresion de varios genes directamente implicados en la biosintesis

de taxanos.
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4 .1.1. Estudio del crecimiento de los cultivos celulares de T.

media.

Las suspensiones celulares de T. media se cultivaron en un sistema
en dos etapas, descrito anteriormente por Cusido et al., (2002).
Brevemente, las células se cultivaron primero en el medio éptimo para
la formaciéon de biomasa (MCC), y luego se transfirieron al medio
optimo para la produccién de taxanos (MCP), donde fueron afiadidos
los elicitores Coro (1 uM) y pB-CDs (50 mg/L). Con el objetivo de
estudiar por primera vez el efecto de las PFDs y el Hex sobre el
crecimiento y la produccién de taxanos en cultivos celulares de
Taxus, se suministraron a los cultivos elicitados, 575 ml/L de PFD
saturada de aire y no aireada o Hex (40 uM). Previamente, se habia
comprobado que los elicitores utilizados en este estudio (Coro+f-
CDs) eran mas eficaces para inducir la produccion de taxanos cuando
se aplicaban conjuntamente (Sabater-Jara et al., 2014). Asi, las
condiciones estudiadas fueron: MCP suplementado con 575 ml/L de
PFD saturada de aire (PFDgas); MCP suplementado con 575 ml/L de
PFD no aireada (PFDdegas); MCP suplementado con PFDgas + 1 uM
Coro y 50 mM B-CDs; MCP suplementado con PFDdegas + 1 uM
Coro y 50 mM B-CDs, MCP suplementado con 40 uM Hex y MCP
suplementado con Hex + 1 yM Coro y 50 mM p-CDs. Los resultados

se compararon con los obtenidos en cultivos de control (sin elicitar).

La capacidad de produccion de biomasa de los cultivos celulares de
T. media, medida como peso fresco y seco (g/L) se determiné durante
24 dias., Aunque los cultivos celulares se mantuvieron en un medio
que promovia el metabolismo secundario en detrimento de la

formacion de biomasa, su capacidad de crecimiento dependia de las
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condiciones experimentales, excepto en los primeros 8-10 dias,
cuando los cultivos celulares estaban en fase de retardo (Fig. 20). Las
células crecidas en condiciones control mostraron un crecimiento
constante hasta el final del experimento, logrando una biomasa final
1,5 veces mayor que la del indculo. La presencia de PFD en el cultivo
no tuvo un efecto marcado en la capacidad de crecimiento de las
células, y la biomasa de estos cultivos aumentd solo ligeramente,
especialmente en los cultivos tratados con PFDgas y al final del
experimento. Este limitado efecto positivo de las PFD sobre el
crecimiento podria explicarse por la tendencia de las células de Taxus
a formar grupos de 10 o mas, lo que impediria que el aire
suministrado por las PFDs llegue a todas las células. En los cultivos
celulares tratados con Coro+p-CDs conjuntamente con PFD (tanto
saturada de aire como no aireada), el crecimiento fue siempre
aproximadamente 30% menor que el control (Fig. 20). El efecto
negativo de los elicitores sobre la capacidad de crecimiento de las
suspensiones celulares de Taxus es bien conocido (Furmanowa et al.,
2000b, Onrubia et al., 2013a, Sabater-Jara et al., 2014). Nuestro
grupo de investigacion (Ramirez-Estrada et al., 2015) también ha
demostrado previamente que la adicién de Coro+p-CDs a otra linea
celular de T. media redujo la capacidad de crecimiento en un 14% en

relacion con el control no elicitado.

Por el contrario, en estudios anteriores se habia observado un efecto
positivo de la PFDgas sobre el crecimiento de cultivos celulares de
tabaco BY-2, que mostraron una fase de crecimiento exponencial mas
larga cuando el PFDgas representaba el 60% del medio de cultivo
(Pilarek y Szewczyk, 2008). Los cultivos de protoplastos de Petunia

hybrida aumentaron su capacidad para producir colonias

74



RESULTADOS Y SU DISCUSION

multicelulares en un 37% cuando se trataron durante varios dias en
un medio suplementado con PFD saturada con oxigeno. Collins-
Pavao et al. (1996) sugirieron que una segunda fase, como la
tricaprilina en cultivos celulares de T. cuspidata, separa el taxol del
medio de cultivo y puede eliminar subproductos de desecho celular, lo

que probablemente permite un mayor crecimiento celular.

Produccion de biomasa
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Figura 20. Curso del crecimiento medido como peso fresco (PF) de los cultivos
celulares de T. media durante un periodo de 24 dias, en el medio optimizado para la
produccion de taxanos. Cada valor es la media de 3 réplicas bioldgicas + SE.

Sin embargo, Syklowska-Baranek et al., (2015) observaron que la
adicion de PFD a los cultivos de raices transformadas de T. media no
aumentaba el crecimiento y cuando estaba saturada de aire era
incluso perjudicial para la produccion de biomasa. Sin embargo,

cuando el medio fue suplementado con Meda o Coro, el efecto

75



RESULTADOS Y SU DISCUSION

negativo de estos dos elicitores sobre el crecimiento fue parcialmente

revertido por la presencia de PFDdegas.

A partir de estos resultados, se puede deducir que cada sistema de
cultivo puede responder de manera diferente a la adicién de PFD, y el
efecto probablemente depende de los requerimientos de oxigeno
celular y la resistencia de las raices o grupos de células a la
transferencia de gases del medio. Sin embargo, en nuestros cultivos
de células de T. media, no esta claro si un suministro de oxigeno mas
alto fue positivo ni incluso necesario, ya que los mejores resultados
de crecimiento se obtuvieron con PFDdegas. Los cultivos celulares
tratados con Hex presentaron un curso de crecimiento muy similar al
del control, aunque cuando la produccion de biomasa estaba en su
maximo, el peso fresco representaba el 90% del valor alcanzado por
los cultivos control. En uno de los pocos estudios sobre el efecto de
Hex en cultivos celulares, Almagro et al. (2016) no observaron efectos

negativos sobre el crecimiento de Linum usitatissimum.

La adicién de Coro+p-CDs indujo una clara reduccion de la formacion
de biomasa en relacion con el control, ya que después de 6 dias de
crecimiento, la biomasa no incrementé significativamente durante el
resto del experimento y al dia 18 fue 30% menor que la obtenida en
los cultivos control. El efecto negativo de Coro sobre el crecimiento de
las suspensiones celulares de Taxus ya habia sido demostrado
previamente por nuestro grupo (Onrubia et al., 2013a, y Ramirez-
Estrada et al., 2015a). Por el contrario, la adicion de p-CDs no
interfirid con el crecimiento de cultivos de Taxus (Sabater-Jara et al.,
2014) o Vitis vinifera (Belchi-Navarro et al., 2013). El efecto negativo

sobre el crecimiento de Hex y particularmente de Coro explica la baja
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biomasa obtenida en los cultivos tratados con Hex y Coro+p-CDs, que
fue sélo el 62% de la biomasa alcanzada en condiciones control, al

final del experimento.

El curso del crecimiento medido como peso seco alcanzados de los
cultivos celulares mantenidos en las condiciones experimentales (Fig.
21) fue muy similar al del peso fresco. Los valores de peso seco
aumentaron menos después del tratamiento con Coro+p-CDs que
solo con PFDs o en condiciones de control. La biomasa maxima de
los cultivos tratados con Hex expresada como g PS/L fue también
menor que la del control, aunque la presencia de Hex en el medio de
cultivo no fue particularmente perjudicial para el crecimiento, excepto
al final del experimento. La elicitacion conjunta con Coro+p3-CDs, con
o sin Hex, tuvo un efecto significativamente negativo sobre la

produccion de biomasa.

La viabilidad celular en el ensayo de elicitacion con PFDs y Hex
demostré que, los tratamientos con las primeras, mantienen una
media similar al control pero a partir del dia 18 y hasta el final del
cultivo fue superior a éste, siendo ligeramente mayor para el caso de
PFDdegas con 79% en comparacion con PFDgas de 76%
contrastado con el 70% de cultivo sin elicitar. Los cultivos afadidos
con Hex decrecieron desde el inicio de ensayo hasta un 60% al dia
24.
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Produccion de biomasa
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Figura 21. Curso del crecimiento medido como peso seco (PS) de los cultivos
celulares de T. media durante un periodo de 24 dias, en el medio optimizado para la
produccion de taxanos. Cada valor es la media de 3 réplicas biolégicas + SE.

En los tratamiento con elicitores conjugados fue clara la disminucién
en el porcentaje de viabilidad, correlacionandose con los resultados
en la produccién de biomasa en PF y PS. La presencia de Coro+f-
CDs ocasionan un descenso en la viabilidad de las células respeto al
control desde el dia 6 para todos los tratamientos. A pesar de ésta
tendencia a la baja en el porcentaje de viabilidad, en los cultivos con
PFDs el descenso fue menos drastico en los dias 12 y 18, siendo de
54 y 57 %, para PFDgas y PFDdegas respectivamente, comparados
con los valores en Coro+p3-CDs de de 51%. El tratamiento Hex +
Coro+p-CDs registro los menores valores de todo el ensayo con un
porcentaje de 38% a los 24 dias (Fig. 22).
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Viabilidad celular
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Figura 22. Viabilidad (expresada en porcentaje de células vivas respecto al total) de
los cultivos celulares de T. media durante un periodo de 24 dias, en el medio
optimizado para la produccion de taxanos. Cada valor es la media de 3 réplicas
biolégicas + SE.

Anteriormente se ha reportado que la adicion de Coro a cultivos en
suspension de Taxus, disminuia el numero de células viables y por
ende la produccion de biomasa, mientras que la combinacion con f3-
CDs aminora los efectos negativos de Coro en el crecimiento celular
(Onrubia et al., 2013a; Sabater-Jara et al., 2014; Ramirez-Estrada et
al., 2015a). La adicién de PFDs al medio de cultivo en lineas celulares
de Nicotiana tabacum y Arnebia eucroma, obtuvieron los mejores
resultados en el incremento de biomasa al utilizar los tratamientos
saturados de aire (Pilarek y Szewczyk, 2008; Syklowska-Baranek et
al., 2014), se relaciona con nuestros resultados debido a que su
presencia en el cultivo reduce el impacto negativo de los otros

elicitores empleados.
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4.1.2. Estudio de la producciéon de taxanos de los cultivos

celulares de T. media

La produccion total e individual de taxanos se determind mediante
HPLC tanto en las células como en el medio de cultivo. También se
estudié la acumulacién de taxanos en la PFD, un compuesto
inmiscible con el medio de cultivo y que genera una segunda fase.
Los taxanos estudiados fueron bacatina Ill (Blll), 10-deacetilbacatina
[l (DABIII), deacetiltaxol (DAT), taxol (TX) y cefalomanina (CEF), y
como contenido total de taxanos se considero la suma de estos cinco

compuestos.

En condiciones de control, la produccion total de taxanos en la linea
celular de T. media estudiada aumentd constantemente durante los
24 dias del experimento (Fig. 23), un comportamiento habitual en los
cultivos celulares de Taxus spp. Previamente se habia demostrado,
que las suspensiones celulares no elicitadas de diferentes especies
de Taxus, los niveles de taxanos alcanzan su maximo después de al
menos dos semanas de cultivo (Cusidé et al., 2002; Bentebibel et al.,
2005; Onrubia et al., 2010). Por otro lado, los cultivos tratados con
Coro+p-CDs presentaron unos niveles de taxanos totales muy
elevados, alcanzando un maximo a los dias 12 y nuevamente al dia
24 después de la elicitacion, cuando los contenidos eran 3,2 y 2,7
veces superiores, respectivamente, a los de los respectivos controles.
Previamente, ya se habia observado un efecto significativamente
positivo de la elicitacién conjunta de Coro+p-CDs en otras lineas
celulares de Taxus (Onrubia et al., 2013a, Ramirez-Estrada et al.,
2015a). Por otro lado, el descenso de la produccion en el dia 18,

entre los dos puntos de maxima producciéon, también coincide con
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observaciones anteriores (Onrubia et al., 2013a, Palazén et al., 2003,
Bonfill et al., 2003) e indica que el taxol y el taxanos relacionados, no
son productos finales, si no, que pueden ser metabolizados a otros
compuestos de estructuras quimicas similares (Moon et al., 1998,
Seki et al., 1995).

La produccion total de taxanos en los cultivos celulares
suplementados con Coro+8-CDs y PFDdegas fue mucho mayor que
en los cultivos celulares tratados solo con PFDs y control (Fig. 23). El
aumento fue notable después de 12 dias de la elicitacion, y superior
todavia al final del experimento, alcanzandose los niveles mas
elevados al dia 24. En estas condiciones, a los dias 12, 18 y 24, los
niveles totales de taxanos fueron mas de tres veces superiores a los
de los cultivos control. La adicion de PFDs (tanto saturada de aire
como no aireada) a cultivos no elicitados aumentd la acumulacion
total de taxanos durante el periodo de tiempo estudiado, aunque sélo
ligeramente. Estos resultados sugieren que la presencia de PFDs en
el medio potencié el efecto elicitor de Coro+p-CDs sobre la

produccion de taxanos, probablemente de forma sinérgica.

En los cultivos tratados con Hex, la produccion total de taxanos
también alcanzé su maximo a los 12 y 24 dias después de la
elicitacion, con niveles 3,2 y 2,1 veces superiores, respectivamente,
que en los controles correspondientes. Excepto en el dia 18, la
produccion de taxanos fue significativamente mas alta (mas del doble)
en los cultivos tratados con Hex que en aquellos tratados con soélo

PFDs, tanto saturada de aire como, no aireada.
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Figura 23. Produccioén total de taxanos (expresada en mg/L) de la linea celular de
T. media durante un periodo de cultivo de 24 dias, en un medio de produccion
optimizado para la sintesis de taxanos. Cada valor es el promedio de 3 repeticiones
biologicastSE. MCC: medio de crecimiento celular; CNT: control; PDFgas:
perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no
aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol (40 uM); Coro+p-CDs: Coronatina (1 uM) mas
B-ciclodextrinas (50 nM); PDFgas+Coro+p-CDs; PDFdegas+Coro+3-CDs;
Hex+Coro+3-CDs.

Cuando se suministréo Hex junto con Coro+p-CDs, la produccién total
de taxanos fue siempre inferior a la suma de las producciones
obtenidas por separado. En los dias 12 y 18 después de la elicitacion,
el contenido de taxanos totales en el tratamiento mixto de Hex con
Coro+p-CDs fue mayor que en los cultivos tratados con estos
elicitores por separado. Sin embargo, al dia 24 la produccién en los
cultivos tratados con Coro+p-CDs se redujo con la adicion de Hex, lo

que sugiere que estos elicitores podrian interferir en sus respectivos
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mecanismos de accion, aunque se necesitan estudios adicionales
sobre sus receptores y las vias de transduccion de sefales para
conocer mejor este efecto. En las mejores condiciones de produccion,
cuando los niveles totales de taxanos estaban en su maximo, los
taxanos se acumularon principalmente en el medio de cultivo, en

lugar de en las células o en la fase de PFD (Fig. 24) (Tabla 5).

En condiciones control (sin elicitores), mas del 80% de los taxanos
formados se acumularon en el interior de las células productoras, a lo
largo de todo el experimento. Su liberacion aumenté solo ligeramente
cuando se afadieron PFDs (tanto saturada de aire como no aireada)
(Fig. 24) (Tabla 5). Las posibles etapas limitantes de la liberacion de
taxol (Collins-Pavao et al., 1996) pueden ser revertidas por elicitores,
ya que después del tratamiento con Coro+p-CDs, la excrecién de
taxanos de las células al medio se incrementd significativamente y
casi la mitad de los taxanos producidos se encontraron en el medio
de cultivo. El mismo efecto se demostré después del tratamiento con
PFDs junto con Coro+p-CD. La fase de PFD no acumulé mas del
25% del total de los taxanos producidos, excepto después de 12-18
dias de cultivo, cuando el porcentaje aumentd a aproximadamente un
40%.

En particular, cuando la produccion de taxanos era maxima (al dia 24
en presencia de los tres elicitores), la mayor parte de los taxanos
producidos se excretaron y se acumularon en el medio de cultivo
(Tabla 5). Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Syklowska-Baranek et al., (2015), quienes encontraron que la
mayoria de los taxanos producidos en cultivos de raices

transformadas de T. media se acumularon en el interior de las células
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de las raices, y sélo después de la adiciéon de PFDdegas y Coro fue

posible encontrar un 50% del taxol total producido, en la fase de PFD.

Tabla 5. Contenido de taxanos individuales, expresados como el porcentaje del
total producido, en los cultivos celulares de T. media, durante 24 dias, en las
diferentes condiciones experimentales estudiadas. Cada valor es la media de 3
determinaciones + SE. ND: no detectado.

% individual de taxanos en relacién al total producido.

Dias Tratamiento DABIII Bl Taxol DAT CEF
0 MCC ND ND ND 99,5+ 0,5+
Control 0.3+ 9,2+ 3,1+ 84+ 3,4+
PFDgas 0,4+ 8,9+ 1,9+ 88,5+ 0,3%

6 PFDdegas 0,5+ 8,4+ 5,4+ 85,1+ 0,6+

PFDgas+Coro+3-CDs ND 4,8+ 33,9+ 59,9+ 1,4+

PFDdegas+Coro+p3-CDs  ND 14,7+ 34,4+ 48+ 3+
Control ND  ND 46t 933t 21+
PFDgas ND 48t  41r 712+ 12+
12 PFDdegas 221+ 15+ 51t 691+ 22+
PFDgas+Coro+p-CDs ~ ND 15+ 168t 569+ |
PFDdegas+Coro+p-CDs ND 121+ 13,1+ 68+  10%
Control 1+ 12+ 126+ 805t 18+
PFDgas ND 189+ 102+ 838t 56t
18  PFDdegas ND 01+ 271+ 693t 36t

PFDgas+Coro+3-CDs ND 27,5+ 15,6+ 54,6+ 2,3+
PFDdegas+Coro+3-CDs  ND 23,1+ 16,5+ 55,7+ 4,7+

Control 6,1+ 0,5+ 6,6+ 83,9+ 2,8+
PFDgas ND 7,2+ 4,5+ 82,8+ 5,6%
24 PFDdegas ND 8,1+ 5,4+ 81,7+ 4,8+

PFDgas+Coro+p-CDs ND 26,8+ 39,7+ 43,8+ 4+
PFDdegas+Coro+p-CDs ND 25,2+ 49,5+ 24 2+ 3,3+
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Figura 24. Taxanos totales acumulados enel interior de las células, medio de cultivo
y fase de PFD, a lo largo de 24 dias de cultivo, en las diferentes condiciones
experimentales estudiadas. MCC: medio de crecimiento celular; CNT: cultivos
control sin elicitar; PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L);
PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol (40 uM);
Coro+p-CDs: Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+Coro+f-
CDs; PDFdegas+Coro+p-CDs; Hex+Coro+p-CDs.

En las dos primeras muestras (6 y 12 dias después de la elicitacion)
de los cultivos tratados con Hex, los taxanos excretados al medio de
cultivo no representaron mas del 30-40% del total de taxanos
producidos, aumentando al 60% a los dias 18 y 24. Sin embargo,
cuando el Hex fue agregado junto con Coro+3-CDs, los taxanos
liberados siempre representaron mas del 70% del total de los
producidos. Las condiciones que indujeron la liberacion mas alta de
taxanos al medio de cultivo fueron la elicitacion conjunta de Coro+f3-

CDs, con o sin PFDs o Hex. Dado que la excrecion de taxanos en el
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tratamiento con PFDs fue muy baja y sélo aumentd drasticamente
después de la induccion de Coro+p-CDs, este aumento podria
deberse a la presencia de estos ultimos elicitores o una interaccion
entre ellos, especialmente en el momento de maxima produccion.
Previamente, se habia observado que en cultivos celulares de T.
media elicitados con Coro+p-CDs, los taxanos se encontraron
principalmente en el medio de cultivo, o que redujo los efectos de
retroinhibicion y toxicidad de los taxanos en las células productoras,
mejorando de forma significativamente la produccion total de estos
compuestos (Sabater-Jara et al., 2014; Ramiez-Estrada et al., 2015a).
En base en estos resultados, podriamos deducir que la alta liberacion
de taxanos inducida en el presente estudio, no se debid a la adicion
de PFDs sino a la presencia de p-CDs en el medio, mientras que las
PFDs podrian haber actuado como un sumidero para los taxanos
producidos en los cultivos de T. media, principalmente cuando el

medio se suplement6 con Coro+3-CDs.

La capacidad de los cultivos celulares de Taxus spp. para liberar
taxanos depende de varios factores, y usualmente cambia durante el
periodo de cultivo (Seki et al., 1995, Kim et al., 2004). Ademas de
depender de las especies vegetales y las condiciones de cultivo, el
comportamiento de excrecion de cultivos puede variar de una linea
celular a otra. Esto esta apoyado en resultados previos obtenidos con
otra linea celular de T. media donde se demostro que la adicion de -
CDs junto con MeJa o Coro al medio de cultivo indujo una excrecion
de mas del 80% y 90%, respectivamente, del total de taxanos
producidos (Sabater-Jara et al., 2014, Ramirez-Estrada et al., 2015a).
También, Fett-Neto et al, (2010) informaron de una liberacién

maxima de taxol del 66% con T. cuspidata, y Pestchanker et al.
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(1996) de una excrecion de 90% de taxol en una linea celular de T.
baccata. Por el contrario, la excrecion lograda en cultivos celulares de
T. media por Wickremesinhe y Arteca (1993) fue sélo el 10% del total

del taxol producido por las células.

Cuando se consideraron individualmente los niveles de los taxanos
estudiados (Fig. 25) en las suspensiones celulares de T. media
mantenidas en el medio de produccion optimizado, suplementado
como se ha descrito con PFDs (saturada de aire y no aireada),
Coro+p3-CDs y Hex, en la mayoria de los casos, el taxano mayoritario
a lo largo de los 24 dias del estudio fue 10-deacetiltaxol (DAT) (Fig.
25). Este, no es un resultado habitual en los cultivos celulares de
Taxus, aunque si se habia observado previamente DAT como el
principal taxano asociado a células en una linea de T. globosa
(Ramirez-Estrada et al., 2016), mientras que el taxano mayoritario en
el medio de cultivo fue la CEF. Es un hecho conocido que el
comportamiento metabdlico de las lineas celulares Taxus spp. puede
variar segun las caracteristicas genéticas y los factores ambientales
asociados con los cultivos, lo que puede conducir a deferentes

patrones de acumulacion de taxanos.

DAT es un importante taxano extraido de T. cuspidata (Zhang et al.,
2010) y T. wallichiana (McLaughlin et al., 1981) y, como se menciono
anteriormente, también se ha encontrado en suspensiones celulares
de T. baccata (Mroczek et al., 2000, Onrubia et al., 2010, Palazén et
al.,, 2003) y T. media (Cusido et al., 2002; Exposito et al., 2010), asi
como, en cultivos celulares de avellano. DAT y su 7-xilosil- derivado
actualmente son considerados como precursores idoneos para la
semisintesis de taxol, porque se encuentran en cantidades mayores

que el taxol en la corteza de los arboles de tejo. El 7-xilosil-10-
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deacetiltaxol ha sido bioconvertido en DAT con una eficacia muy alta,
en cultivos de levadura que expresaban una glicosido hidroxilasa de
Lentinula edodes (Liu y Zhu, 2015). Ademas, el DAT se puede acetilar

con facilidad en la posicién C10 para convertirse en taxol.
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Figura 25. Produccién de taxanos individuales en cultivos celulares de T. media
mantenidos en las condiciones experimentales descritas, durante 24 dias. Cada
valor es promedio de 3 repeticiones biolégicastSE. MCC: medio de crecimiento
celular; CNT: cultivos control sin elicitar; PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de
aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol
(40 uM); Coro+p-CDs: Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas (50 mM);
PDFgas+Coro+p-CDs; PDFdegas+Coro+p-CDs; Hex+Coro+p-CDs.

En los cultivos de control, los niveles de DAT alcanzaron valores
hasta de 2,4 mg/L al dia 24, cuando los niveles de DABIII (0,18 mg/L),
Blll (0,02 mg/L), taxol (0,2 mg/L) y CEF (0,08 mg/L) también fueron
bajos. Como se ha comentado anteriormente, los cultivos celulares

suplementados solo con PFDs (saturada de aire o no), presentaron
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unos contenidos de taxanos generalmente mayores que los cultivos
de control. Sin embargo, mientras que los niveles de DABIII, Blll, taxol
y CEF representaron como maximo el 25% de los taxanos totales
producidos a lo largo del experimento, la produccion de DAT de los

cultivos fue siempre superior al 70% (Tabla 6).

Al adicionar Coro+p-CD al medio de cultivo, casi el 95% de los
taxanos totales producidos presentaban cadena lateral (en los dias 12
y 24, los niveles relativos de taxanos eran DAT: 60% y 40%, taxol: 9%
y 45%, CEF: 27% y 11%, respectivamente). En estudios previos
realizados con otra linea celular de T. media tratada con MedJa+p-CD,
el taxol represento el 46% del total de taxanos producidos (Sabater-
Jara et al., 2014) y el 60% bajo tratamiento con Coro (Onrubia et al.,

2013a ), en ambos casos, después de 24 dias de la elicitacion.

En los cultivos celulares suplementados con Coro+p3-CDs junto con
PFDs (saturadas de aire 0 no), aunque DAT fue el taxano mayoritario
al dia 18, al final del experimento, el taxol representaba el 40% vy el
50%, respectivamente, del total taxanos producidos, en comparacion
con el 40% y el 20% para DAT. Los niveles de Blll aumentaron con el
tiempo, alcanzando aproximadamente el 25% de la produccion total
de taxanos en ambos tratamientos después de 18 dias de cultivo. Los
contenidos de CEF y DABIII no superaron el 15% del total de taxanos,

en ninguna de las condiciones experimentales estudiadas.
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Tabla 6. Contenido de taxanos individuales detectados en la fase PFD, expresados
como el porcentaje del total producido, en los cultivos celulares de T. media,
durante 24 dias. Cada valor es la media de 3 determinaciones + SE. ND: no

detectado.

% individual de taxanos en la fase PFD, en relacién al total producido

Dias Tratamiento DABIII Bl taxol DAT CEF
0 MCC ND ND ND ND ND
Control ND ND ND ND ND
PFDgas ND ND ND ND ND
® PFDdegas ND ND ND ND ND
PFDgas+Coro+3-CDs ND ND 45,3+ ND 435+
PFDdegas+Coro+p-CDs ND ND 47,6+ ND 51
Control ND ND ND ND ND
PFDgas ND ND 429+ 10,2 31,2+
12 PFDdegas ND ND ND ND ND
PFDgas+Coro+p-CDs ND ND 55,7+ ND 557+
PFDdegas+Coro+p-CDs ND ND 27,2+ 30,1 56,7
Control ND ND ND ND ND
PFDgas ND ND ND 254 ND
18 PFDdegas ND ND ND 27,6, ND
PFDgas+Coro+p-CDs ND ND 52,8+ 44,4 45+
PFDdegas+Coro+p-CDs ND ND 2512+ 6143 61t
Control ND ND ND ND ND
PFDgas ND ND ND 17,3 11+
24 PFDdegas ND ND ND ND 34,2+
PFDgas+Coro+p-CDs ND ND 8,9+ ND 27,2+
PFDdegas+Coro+p-CDs ND ND 8,1+ ND 41,9+
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En los cultivos tratados con Hex, el taxano acumulado
mayoritariamente también fue DAT, aunque en este caso BIll
representd el 30% y el 52% del total, en los tiempos de maxima
produccion (12 y 24 dias después de la elicitacion). Un aspecto a
destacar es la no deteccion de taxol en los cultivos celulares tratados
con Hex. Dado que la Blll se producia en gran cantidad, cualquier
limitacion biosintética en la via del taxol estaria entre la produccién de
este compuesto y taxol. Ademas, como DAT era el taxano
predominante, el paso limitante no podia ser la adicién de la cadena
lateral. Otra explicacion podria ser una metabolizacién muy rapida del

taxol a otros taxanos, como lo sugiere Moon et al., (1998).

El tratamiento con Coro+p-CDs, con y sin Hex, no aumentd
significativamente el contenido de taxol en los tiempos de baja
produccion de taxanos (dias 6 y 18). Sin embargo, a los dias 12 y 24,
la adiciéon de Coro+p-CD indujo una alta produccion de taxol, que no

se vio modificada por la adicion de Hex.

En general, la produccién de taxanos individuales en los cultivos
celulares de T. media, en las condiciones mencionadas, indica que
los pasos metabdlicos que conducen a la formacién de taxanos, con
la cadena lateral unida al C13 del nucleo del taxano, no son
limitantes. Esto podria explicar por qué, los niveles de Blll y DABIII no
fueron tan elevados como en otras lineas celulares, donde el paso
biosintético catalizado por la enzima BAPT (Fig. 7) era limitante del
flujo de carbono para la produccién de taxol (Onrubia et al., 2013b;
Sabater-Jara et al., 2014; Nims et al., 2006). En nuestro caso, los
bajos niveles de Blll y DABIIlI observados, junto con los elevados

contenidos de DAT vy taxol de los mismos cultivos, sugieren que la
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unién de la cadena lateral de fenilisoserina a DABIII o Blll no limita la
produccion de DAT y TX. Sin embargo, son necesarios mas estudios
sobre la biosintesis de DAT, ya que no esta claro si se forma a partir
del primer taxano que lleva esta cadena lateral o es un producto de

transformacion de taxol.

Al determinar los taxanos individuales en la fase de PFDs, no se
encontraron taxanos sin cadena lateral durante todo el experimento, y
en ninguna de las condiciones ensayadas (Tabla 6). Sin embargo, en
los cultivos tratados con Coro+p-CD junto con PFDs, el taxol se
acumuld en la fase PDF, representando aproximadamente el 50% del
taxol producido en los cultivos suplementados con PFDgas y el 25%
en los tratados con PFDdegas, en los dias 6 y 18 de cultivo. También
se encontr6 DAT en la fase PDF, a los 12 y 18 dias de cultivo,
principalmente en los cultivos también tratados con Coro+p-CD,
llegando a acumular hasta el 50% del DAT producido,
independientemente de si las PFDs estaban o no saturadas de aire.
Resultados similares también se obtuvieron con los niveles de CEF,
que llego a acumularse hasta en un 60% en la fase de PFDdegas, en
los cultivos elicitados con Coro+p-CDs. La acumulacién de taxanos
en la fase de PFD podria mejorar la biosintesis de estos compuestos,
al separar los taxanos del medio de cultivo, que de otro modo,
podrian ejercer un efecto negativo, no soélo sobre el crecimiento, sino
también sobre la produccion de taxol y otros taxanos relacionados.
Esto explicaria por qué los niveles maximos de taxanos se produjeron

después de 18 dias de cultivo.

Un hecho a destacar, es que solo se encontraron en los cultivos

tratados con PFDs, los taxanos con cadena lateral, especialmente
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cuando se elicitaron con Coro+3-CD. Este hecho podria deberse a la
naturaleza quimica de estos compuestos, que son mas solubles en la
fase PFD que en el medio de cultivo, o bien unicamente, a que se
produjeron en mayor cantidad. Ya que en general y de acuerdo con
nuestros resultados, cuanto mas taxanos se producen, mayor es su

acumulacioén en la fase PDF.

4.1.3. Efecto de las perfluorodecalinas y el hexenol sobre el
perfil de transcritos de algunos genes implicados en la

biosintesis del taxol.

Con el fin de estudiar la interrelacidén entre la expresidén genética y el
patron de taxanos producidos, se han determinado los niveles de
expresion de algunos genes que codifican para enzimas involucrados
en la biosintesis del taxol mediante qRT-PCR. Los genes que se han
condiderado han sido: T13a¢OH que codifica la taxadieno 13-
hidroxilasa, enzima implicada en los primeros pasos de la ruta
biosintética del taxol; BAPT que codifica para la baccatina Ill-3-amino-
13-fenilpropanoiltransferasa, enzyma que controla la unidén de la
cadena lateral de B-fenilalanina a bacatina Ill; DBTNBT que codifica
para 3'N-benzoiltransferasa, que esta involucrada en el ultimo paso
de la biosintesis del taxol; PCCL que codifica para la enzima f-
fenilalanina CoA ligasa que activa la p—fenilalanina para su unién al
grupo OH del C13 de la bacatina Il (Fig.7).

La expresion de dichos genes se determind desde 1h hasta 2 dias
después de la elicitacién ya que previamente se habia observado que

los maximos niveles de expresion se alcanzaban durante dicho
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temprano periodo (Onrubia et al., 2013; Exposito et al., 2010; Onrubia
et al., 2010). Resultados similares fueron también obtenidos por otros
grupos de investigacion (Hu et al., 2010; Nims et al., 2006). Para cada
gen, los niveles de expression se han indicado en relacion a aquellos
obtenidos por las suspensiones celulares el dia 14 de su cultivo en el
medio optimo de crecimiento (valor de referencia = 1), como esta

comentado en la seccion de Materiales y Métodos.

Los productos de PCR correspondientes al gen T13aOH que se
acumularon en los cultivos control, incrementaron paulatinamente
hasta las 24h de elicitacion, disminuyendo a continuacién. En los
cultivos elicitados con Coro+3-CDs, la induccién del mRNA del gen
T13aOH empezé 4h después del comienzo del tratamiento
alcanzando los maximos niveles 48h mas tarde (1297 veces el valor
de referencia). Contrariamente, cuando los cultivos celulares se
suplementaron con PFDs, except en el caso de PFDgas 12h y 24h
después de elicitor, la expresion de este gen fue generalmente mas
baja que la observada para los cultivos control. Es muy notable la
acumulacion de mRNA correspondiente al gen T13a¢OH cuando los
cultivos celulares se trataron conjuntamente con Coro+p-CDs y
PDFgas. Los niveles mas altos se alcanzaron entre las 4h y 12h de
elicitacion, disminuyendo claramente a partir de entonces. Cuando la
expresion de este gen estaba en su nivel mas alto, los niveles
obtenidos fueron 11 y 16 veces mayores que los obtenidos en cultivos
tratados con Coro+p-CDs y control, respectivamente. En este caso,
se observo una accion sinérgica entre Coro+p-CDs y PDFgas. Al
contrario, la presencia de Hex en los cultivos fue negativa para la

expresion de dicho gen ya que cuando se afiadio solo, la acumulacion
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de transcritos fue similar o mas baja que el control y el aumento de la
expresion del gen ocasionado por la presencia de Coro+p-CDs ya
indicado, se vio contrarrestado por la adicién conjunta de Coro+3-CDs
y Hex (Fig. 26).

T13a0OH
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BPFDgas

BPFDdegas
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®Coro + 3-CDs

BPFDgas + Coro + -CDs
BPFDdegas + Coro + 3-CDs
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6000 1

5000 A

4000 1
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Figura 26. Expresion relativa del gen T713aOH en cultivos celulares de T. media
durante los dos primeros dias de elicitacion con: MCC: medio de crecimiento
celular; CNT: cultivos control sin elicitar; PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de
aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol
(40 uM); Coro+p-CDs: Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas (50 mM);
PDFgas+Coro+p-CDs; PDFdegas+Coro+p-CDs; Hex+Coro+p3-CDs. Cada valor es
la media de 3 determinaciones + SE.

La niveles de expresion de los genes BAPT y DBTNBT, en general,
resultaron menores que los observados para el gen T13a0OH, hecho
que ya se habia destacado en otros experimentos y con cultivos

celulares de diferentes especies de Taxus en los que se habia
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observado que la induccion causada por diferentes elicitores sobre los
genes que codifican la mayor parte de hidroxilasas era siempre
mucho mayor que la induccion causada sobre los genes que codifican
para las ultimas transferasas implicadas en la ruta de biosintesis de
taxol (Onrubia et al., 2013, Sabater-Jara et al., 2014, Ramirez-Estrada
et al., 2015).

La adicion de Coro+p-CDs en los cultivos claramente aumenté la
expresion del gen BAPT obteniendo la acumulacion de mRNA mas
alta a las 48 h de elicitacién (15 veces mayor que la observada en las
células control). Aunque la presencia de PFDs en el medio no ejercid
una clara activacion de la expresion de este gen, cuando la PFD fue
suplementada junto con Coro+p-CDs, la acumulacion de transcritos
aumento claramente hasta las 12h, especialmente en los cultivos
tratados con PFDgas (2 y 14,5 veces superior a la alcanzada en
cultivos tratados con ambos elicitores y cultivos control,
respectivamente) mostrando también en este caso una accion
sinérgica de estos tratamientos sobre la expresion en el gen BAPT.
Contrariamente, la adicion de hexenol junto con Coro+p3-CDs
disminuy6 la acumulacion de mRNA obtenida cuando Coro+p-CDs
fue suplementado como unico tratamiento. La expresion de este gen
se aumentd 7 y 5,3 veces en relacién con el control en los cultivos
celulares tratados so6lo con Hex, 4h y 8h después de la adicion del
elicitor (Fig. 27).
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Figura 27. Expresion relativa del gen baccatin Ill-3-amino, 13-

pfenilpropanoiltransferasa (BAPT) en cultivos celulares de T. media durante los dos
primeros dias de elicitacion con: MCC: medio de crecimiento celular; CNT: cultivos
control sin elicitar; PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L);
PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol (40 uM);
Coro+p-CDs: Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+Coro+f-
CDs; PDFdegas+Coro+p-CDs; Hex+Coro+p-CDs. Cada valor es la media de 3
determinaciones * SE.

La expresion del ultimo gen implicado en la biosintesis de taxol, el
gen DBTNBT, fue baja en todas las condiciones estudiadas, excepto
en los cultivos tratados conjuntamente con Coro+p-CDs y PFDgas,
alcanzando un pico a las 4 h de elicitacion (254,5 veces el valor de
referencia), para disminuir a continuacién hasta los 2 dias, momento
en que se observo otra subida, aunque mucho menor (48,4 el valor
de referencia) (Fig. 27). Cuando Ilos -cultivos celulares se

suplementaron con Coro+p-CDs y PFDdegas conjuntamente, la
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expresion del gen DBTNBT también se indujo, pero el nivel de
expresion fue 4 veces menor que cuando con PFDgas. La elicitacion
con solo Coro+p-CDs no causé un efecto positivo en el nivel de
expresion de este gen. Resultados similares fueron obtenidos por
Nims et al (2006) en cultivos celulares de T. cuspidata elicitados con

jasmonato de metilo (Fig. 28).
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Figura 28. Expresion relativa del gen debenzoil taxol N-benzoil transferase
(DBTNBT) en cultivos celulares de T. media durante los dos primeros dias de
elicitaciéon con: MCC: medio de crecimiento celular; CNT: cultivos control sin elicitar;
PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas:
perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); Hex: hexenol (40 uM); Coro+p-CDs:
Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas + Coro+p-CDs;
PDFdegas+Coro+p-CDs; Hex+Coro+p-CDs. Cada valor es la media de 3
determinaciones * SE.
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El dltimo gen cuya expresion, en las diferentes condiciones
experimentales estudiadas, ha sido determinado, ha sido el gen de la
b-fenilalanina CoA ligasa (PCCL). Este gen codifica una acil-CoA
ligasa capaz de convertir la b-fenilalanina en su respectivo CoA éster.
Como se ha indicado en la Introduccién, nuestro grupo de
investigacion ha identificado, secuenciado y clonado este gen tras el
estudio del transcriptoma completo, mediante la técnica de cDNA-
AFLP, de cultivos celulares de T. baccata elicitados con Meda.
Después de un analisis in silico, que permitié determinar una alta
homologia con otras acil-CoA ligasas, se confirmé la funcionalidad y
localizacion subcelular de dicho enzima PCCL (Ramirez-Estrada et
al., 2016). Debido a la novedad de este gen, su nivel de expresion en
diferentes condiciones experimentales, hasta el momento, tan sdélo ha
sido estudiado en dos lineas celulares establecidas por nuestro grupo

de investigacion (Ramirez-Estarada et al., 2015a).

El nivel de expresién del gen PCCL en condiciones control aumentd
de manera constante hasta 12 h de cultivo (431,3 veces el valor de
referencia) disminuyendo después hasta las 48 h consideradas. La
adicibn de PFDgas y PDFdegas no indujo ningun aumento
significativo de la acumulacién de transcritos de este gen.
Contrariamente la presencia de Coro+3-CDs en el medio causé una
alta induccién de dicho gen alcanzando el nivel mas alto después de
4h de elicitacidon para disminuir hasta las 48h. En este momento (4h),
la acumulacion de transcritos fue 12 veces superior mayor a la

observada en el control (Fig. 29).
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Figura 29. Expresion relativa del gen b-fenilalanina-CoA ligasa (PCCL) en cultivos
celulares de T. media durante los dos primeros dias de elicitacion con: MCC: medio
de crecimiento celular; CNT: cultivos control sin elicitar; PDFgas: perfluorodecalinas
saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L);
Hex: hexenol (40 uM); Coro+p-CDs: Coronatina (1 uM) mas p-ciclodextrinas (50
mM); PDFgas+Coro+p-CDs; PDFdegas+Coro+p-CDs; Hex+Coro+p-CDs. Cada
valor es la media de 3 determinaciones + SE.

Sin embargo, la mayor induccién de este gen se obtuvo 4 horas
después de la adicion de PDFgas junto con Coro+p-CDs a los
cultivos. En estas condiciones los niveles de expresion fueron 20
veces superiores a los correspondientes para el cultivo control.
Ademas, la adicion de PFDdegas y Coro+p-CDs también indujo,
aunque en menor medida, la acumulacion de mRNA del gen indicado.
El nivel alto durd hasta 12h de elicitacion disminuyendo drasticamente
después de 24h. La adicion de Hex al medio, con o sin Coro+p3-CDs

limitod la expresion del gen ya que la acumulacion de transcritos para
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dicho gen fue siempre menor que la encontrada en los cultivos de

control.

Considerando la ruta biosintética del taxol, la expresion del gen
T13a0H es basica para la formacion de todos los taxanos estudiados
en este experimento ya que todos ellos o bien tienen el C13
hidroxilado (DABIII y Blll) o este OH 13C esta esterificado con una
cadena lateral (DAT, Taxol o CEF). Aunque la elicitacion conjunta con
PDFgas + Coro+p3-CDs y, en menor medida la adicion de tan solo
éstos ultimos, indujeron una elevada expresion de este gen. La baja
expresion que se pudo observar en los otros tratamientos, al menos
en algunos de los tiempos estudiados, resultd ser suficiente para la
formacion de la enzima necesaria para la biosintesis del esqueleto de
taxano polihidroxilado, precursor de todos los taxanos estudiados.
Anteriormente pudimos demostrar (Onrubia et al., 2013a), en cultivos
celulares de T. baccata elicitados con Meda, que la ruta de biosintesis
del taxol procedia principalmente a través de la etapa catalizada por
la enzima T130H en lugar de la controlada por la enzima TAT
(taxadieno-5a-0l-O- Acetil transferasa), ya que el producto del gen
TAT no aumentd realmente bajo elicitacion. Nims et al. (2006)
encontraron también resultados similares en cultivos celulares de T.
cuspidata y sugirieron una preferencia del camino catalizado por el
enzima T130H que del controlado por el gen TAT (Fig. 7). En
consecuencia, parece ser que la etapa controlada por el gen T13aOH

no es limitante en la ruta de biosintesis de taxol.

El gen BAPT esta implicado en la formacion de taxanos con cadena
lateral tales como taxol, CEF y probablemente DAT, aunque los pasos

biosintéticos que conducen a ésta ultima no son todavia bien
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conocidos. Como se indicé anteriormente, la expresion del gen BAPT
incrementd claramente mediante la adicion de PDF (principalmente
PDFgas) en conjunto con Coro+f3-CDs y también en el tratamiento
solo con éstas 2 en el cultivo. La respuesta positiva de este gen
podria justificar la alta produccién de taxol, en estas condiciones,
especialmente al final del experimento. Repetidamente hemos podido
observar que la expresion de este gen, asi como la expresién de
todos los otros genes estudiados implicados en la biosintesis del
taxol, alcanzaba su maximo unas pocas horas después de la
elicitacion, mientras que la acumulacién de taxanos mas elevada
tenia lugar varios dias después. Este hecho puede deberse a que
algunos pasos biosintéticos intermedios podrian ser relativamente
lentos o también a la persistencia de la actividad enzimatica mucho
tiempo después de que los mRNA correspondientes ya no se
encontrasen en las células, como también sugieren Nims et al,
(2006), Exposito et al, (2010) y Onrubia et al., (2013).

La alta expresion de este gen en las condiciones indicadas
anteriormente también podria explicar la también alta produccién de
cefalomanina. Sin embargo, mientras que el taxol alcanzé el nivel de
produccion mas alto 24 dias después de la elicitaciéon, los contenidos
mas altos de CEF se encontraron desde el dia 12 hasta el dia 24. La
unica diferencia entre la formacion de taxol y de CEF es la ultima
etapa metabdlica que en el caso del taxol es una beozoilacion,
mientras que en el caso de CEF es una tigloilacién, aunque el
sustrato en ambos casos es el 3'-N-desbenzoil taxol (Exposito et al.,
2010). Teniendo en cuenta estos resultados, se podria sugerir que la

enzima que controla la tigloilacién es activa antes que la enzima
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DBTNBT, aunque el gen que codifica que controla la tigloilaciion aun

Nno se conoce.

La relevancia del gen DBTNBT en la formacién de taxol es destacada
ya que nuestros resultados muestran que la adicién de Hex al cultivo
no activa la expresion de este gen y no se encuentra taxol en los
cultivos, sin embargo, cuando los cultivos fueron suplementados con
este elicitor mas Coro+f3-CDs, probablemente debido a la accién de
éstos, se observo una induccion de la expresion de este gen y
también un aumento en la produccion de taxol al final del
experimento. Todo ello lleva a corroborar el hecho de que el paso
catalizado por el enzima DBTNBT es muy limitante en la biosintesis

del taxol.

Puesto que la o-fenilalanina es un aminoacido frecuente en las
células, y el gen PAM ha resultado marcadamente inducido en todas
las condiciones de elicitacion y en todos los cultivos celulares de
Taxus estudiados, (Nims et al., 2006; Onrubia et al., 2013b; Sabater-
Jara et al., 2014), se supone que la formacion de la cadena lateral no
es un paso limitante en la ruta biosintética del taxol. La accion de la
CoA ligasa (PCCL) es necesaria para la activacién de p-fenilalanina
antes de su fijacién a Blll. Las condiciones que mejoraron en mayor
grado la expresion del gen que codifica ésta enzima fueron Coro+f3-
CDs y la doble induccion con Coro+p-CDs y PFD (gas vy
desgasificado). Estos resultados podrian explicar los altos contenidos
de taxol y CEF producidos en estas condiciones. Sin embargo, los
contenidos elevados de DAT obtenidos en los cultivos elicitados con

Coro+p3-CDs o con Hex+Coro+p-CDs conjuntamente no podrian ser
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una consecuencia de la expresion del gen de CoA ligasa ya que en

estas condiciones este gen no estaba sobreexpresado.

En su conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo muestran
que los elicitores estudiados indujeron una reprogramacién de la
expresion geénica en los cultivos celulares de Taxus media utilizados,
lo que probablemente explica los diferentes niveles de acumulacion
de los taxanos estudiados, dependiendo del elicitor utilizado. Mientras
que Coro+p-CDs y PFD indujeron la expresion de los mismos genes
en mayor o menor grado y los taxanos con una produccion mejorada
fueron los mismos, Hex aumentd solo la produccion de DAT,
indicando que los elicitores ensayados pueden tener mecanismos de

accion diferentes y pueden actuar sinérgica o antagénicamente.

Entre los elicitores ensayados en este experimento, la adicidon
conjunta de Coro+3-CDs y PFD (gas y desgasificacion) constituyé el
mejor tratamiento para inducir una produccion de taxanos alta.
Aunque Ila formacion de biomasa estaba limitada en
aproximadamente un 20%, la produccién total de taxanos aumento,
respectivamente, en un 195% y un 230%, aproximadamente en

relacion con los cultivos de control.

Aunque la relacién entre la expresion de los diferentes genes
implicados en la biosintesis de taxol y los contenidos de los diversos
taxanos estudiados se ha hecho patente también en este estudio, no
se puede olvidar que hay otros factores que también contribuyen en
el control de los niveles de taxanos, como son los procesos post-
transcripcionales y aquellos post-traduccionales que regulan la

actividad de las enzimas implicadas en esta ruta metabdlica.
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4.2. Efecto de las perfluorodecalinas y el hexenol en la

produccioén biotecnoldgica de estilbenos

t-Resveratrol (t-3,5,4'-trihidroxiestilbeno), es un polifenol miembro de
la familia de los estilbenos que ha sido objeto de numerosos estudios
en medicina y fisiologia vegetal. Ademas de actuar como una
fitoalexina sintetizada en respuesta al estrés, ya sea producido por
heridas o por el ataque de patégenos (Langcake y Pryce, 1976), este
compuesto es conocido por sus actividades cardioprotectoras,
antitumorales, neuroprotectoras y antioxidantes (Adrian y Jeandet,
2006). Trabajos adicionales también han demostrado que el t-
resveratrol (-R) aumenta la longevidad en organismos inferiores y
superiores, a través de la activacién de proteinas de la familia sirtuina
(Donnez et al., 2009). Con la creciente demanda de t-R para usos
nutracéuticos, cosmeéticos y farmaceuticos, se han desarrollado
numerosos trabajos de investigacidn para mejorar la produccion de
resveratrol en plantas y cultivos celulares mediante técnicas de
elicitacion (Donnez et al., 2009; Kiselev, 2011; Voung et al., 2014).

La biosintesis de estilbenos se inicia a partir de la fenilalanina via 4-
coumaroil CoA (Fig. 30). La estilbeno sintasa (STS) es la enzima que
cataliza el punto de ramificacion de la via fenil-propanoide en la
biosintesis estilbenos. Su accion consiste en la condensacion del 4-
cumaroilCoA con tres unidades C2 de malonilCoA para producir -R
(Giovinazzo et al., 2012). Las fuentes de resveratrol incluyen su
extraccion de materias primas vegetales, la sintesis quimica y la
produccion biotecnoldgica, teniendo esta ultima una serie de ventajas
que combinan su rentabilidad con su biosostenibilidad. La

bioproduccién de t-R (revisado en Donnez et al., 2009) en cultivos
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celulares de vid elicitados con p-CDs y Meda ha demostrado ser la
plataforma biotecnolégica mas eficiente, hasta el momento, para la
produccion de t-R, llegando a alcanzar una conversion global del 30%

del azucar del medio de cultivo en resveratrol (Almagro et al., 2013).

El uso como elicitores de las p-CDs (oligosacaridos ciclicos) solas
(Morales et al., 2006) o en combinacién con Meda (Lijavetzky et al.,
2008), ha demostrado ser muy eficaz para estimular la produccién de
t-R y su secrecion al medio, en cultivos celulares de V. vinifera,
produciendo hasta 4000 mg/L. La combinacién de dos importantes
propiedades de las $-CDs, es decir, su funcién elicitora de las células
vegetales y su capacidad para formar complejos de inclusidn
altamente solubles en agua con moléculas pequefias, permite una
acumulacion extracelular t-R elevada, facilitando asi la recuperacion
del producto del medio de cultivo, sin destruir la biomasa (Morales et
al., 1998; Morales et al., 2006). Ademas, los niveles extracelulares de
t-R, obtenidos fueron al menos 10 veces superiores a los obtenidos
por otros métodos, tales como el cultivos de levaduras y bacterias
transgénicas (Beekwilder et al., 2006; Watts et al., 2006) o en células
de V. amurensis transformadas con el gen rolB de Agrobacterium
rhizogenes (Kiselev et al., 2007). Este tratamiento, no tiene efectos
toéxicos para las células, incluso después de repetidos subcultivos
(Vera-Urbina et al., 2009). La acumulacion de t-R inducida por $-CDs
CDs solas o combinadas con Meda se correlacion6 con una mayor
expresion de los genes de la ruta fenilpropanoide desde fenilalanina a
t-R (Lijavetzky et al., 2008). Por el contrario, en las células tratadas
con Meda solo, a pesar del alto nivel de expresién génica, no se
produjo acumulacién extracelular t-R y los niveles intracelulares de

este compuesto y piceido fueron bajos, lo que demuestra la existencia
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de mecanismos de regulacion post-transcripcionales en esta via. Al
mismo tiempo, los transcritos que codifican las enzimas que
conducen a ramificaciones de la via fenilpropanoide, tales como la
cinamoil-CoA reductasa, no se detectaron o no se vieron afectados
sus niveles, por los tratamientos elicitores. Sélo algunas lineas
celulares de vid producen piceida intracelular de manera constitutiva,
pero todas las lineas analizadas respondieron de manera similar a la
elicitacion con Meda, $-CDs CDs o ambos (Belchi-Navarro et al,,
2011).

Considerando lo previamente comentado y los resultados obtenidos
mediante los tratamientos con PFDs y Hex en los cultivos celulares de
T. media, nos propusimos investigar el efecto de estos nuevos
elicitores sobre la produccién de {-R. Para ello, los cultivos celulares
de V. vinifera elicitados con Meda (100 uM) y p-CDs (50 mM), se
adicionaron de PFDs y Hex (ver apartado 3.3) y fueron cultivados
durante un periodo de 7 dias, con el propdsito de estudiar el efecto de
los nuevos elicitores, sobre la produccién de t-R y el nivel de
expresion de algunas de las enzimas que participan en su biosintesis.
En estudios previos se habia demostrado que tras la elicitacion, los
mayores niveles de produccion de {-R se alcanzan transcurrida una

semana de tratamiento (Lijavetzky et al., 2008).
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Figura 30. Biosintesis de resveratrol a partir de fenilalanina. PAL, fenilalanina
amonio liasa; C4H, acido cinamico-4-hidroxilasa; 4CL, cumaroil CoA ligasa, STS,
estilbeno sintasa.

4.2 .1. Estudio del crecimiento de los cultivos celulares de V.

vinifera.

Los cultivos celulares de V. vinifera cv Monastrell fueron establecidos
y se mantuvieron como se describe en Calderon et al. (1993) y
Belchi-Navarro et al. (2012). Las suspensiones celulares, 12-14 dias
después del subcultivo, se transfiieron a las condiciones
experimentales de este estudio. En ensayos previos, se habia
comprobado que los elicitores MeJa y $-CDs eran muy eficaces para

inducir la produccion de f-R cuando se aplicaban conjuntamente
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(Belchi-Navarro et al, 2012). Sin embargo, la accion elicitora de las
PFDs y Hex sobre la produccion de t-R en cultivos celulares de V.
vinifera no se habia estudiado anteriormente. El disefio experimental
fue similar realizados con Taxus. Para ello, suspensiones celulares se
mantuvieron durante 7 dias, suplementadas con los compuestos para

los distintos tratamientos:

e Control TO (MCC): MCC para V. vinifera como control inicial del
ensayo.

* Control (CNT): para cada tratamiento en cada dia de muestreo
sin la adicion de elicitores.

* PFDdegas: 575 ml/L PFD no aireada.

* PFDgas: 575 ml/L PFD saturada de aire.

* Hex: 40 uM de (z)-3-hexenol.

e MeJda+p-CDs: 100 pM Jasmonato de metilo y 50 mM §-
ciclodextrinas

* PFDgas + MeJa+p-CDs

* PFDdegas + MeJa+p-CDs

* Hex + MeJa+p-CDs

La capacidad de los cultivos celulares estudiados para formar
biomasa (medida como peso fresco) se determiné alas 24 ,48 ,72y
168 horas después de la elicitacion. Como se muestra (Fig. 31),
durante los primeros tres dias, los cultivos mostraron una fase de
adaptacion en la que el aumento de biomasa fue muy limitado, sin
embargo a partir de este momento, se inicié una fase de crecimiento

exponencial muy marcada en los cultivos control y en aquellos
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suplementados con PFDs o Hex. Al final del estudio, el aumento de
biomasa de las suspensiones celulares tratadas con PFDs o Hex
resulté superior al del control ya que a las 168 h, los cultivos tratados
con PFDgas y PFDdegas habian incrementado en mas de 3 veces y
los suplementados con Hex en 2,8 veces el valor del in6culo (200
g/L), mientras que el control incrementd en 2,7 su biomasa.
Contrariamente, los cultivos tratados con MeJa+pCDs, conjuntamente
con los elicitores indicados, o bien no aumentaron su biomasa con
respecto al principio del ensayo o incluso, como en el caso de los

cultivos tratados con Hex + MeJa+pCDs, la redujeron.

Produccion de biomasa

1000 4
—CNT

—PDFgas
PFDdegas
—Hex
""" MeJa + B-CDs
""" PFDgas + MeJa + 3-CDs
PFDdegas + MeJa + B-CDs
""" Hex + MeJa + 3-CDs

Peso fresco (g/L)

400 1

200 1 Ferrrs

0 24 48 72 168

Figura 31. Curso del crecimiento medido como peso fresco (PF) de los cultivos
celulares de V. vinifera durante un periodo de 168h, en condiciones control y en las
de elicitaciéon estudiadas en este ensayo. Cada valor es la media de 3 réplicas
biolégicas + SE.
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Como se ha indicado anteriormente, en los cultivos de T. media la
adicién de PFDs tanto aireadas como desgasificadas, tampoco afectd
negativamente al crecimiento, aunque no tuvo lugar el efecto positivo
tan claro como el observado en las suspensiones celulares de V.
vinifera. Puesto que el efecto de la adicion de PFDs a cultivos
celulares ha sido muy poco estudiado, y como se ha comentado
anteriormente (Pilarek y Szewczyk, 2008; Syklowska-Baranek et al.,
2015), se ha mostrado dependiente del sistema celular considerado,
probablemente las células de V. vinifera se agrupan en menor
numero permitiendo un mayor contacto con las PFDs o bien
presentan comportamientos o caracteristicas diferenciales que
favorecen esta respuesta positiva tan clara a la presencia de PFDs en
el medio de cultivo. Con respecto al moderado incremento de la
capacidad de crecimiento de los cultivos de V. vinifera debido a la
adicién de Hex al medio, también Almagro et al. (2016) destacaron
que el Hex no provocaba efectos negativos sobre el crecimiento de
suspensiones celulares de Linum usitatissimum, cuando eran tratadas

con este elicitor.

Contrariamente, la adicion conjunta de Meda y p-CDs ya habia
mostrado efectos negativos sobre el crecimiento de suspensiones
celulares de V. vinifera. Belchi-Navarro et al. (2012) observaron una
reduccion del 20-30% del peso seco en cultivos celulares de esta
especie al ser tratados con ambos elicitores. Sin embargo, la adicion
de B-CDs a cultivos celulares de Taxus redujo muy claramente el
efecto negativo que ocasiona la adicién de MedJa, ya que al final del
experimento la biomasa celular resultd practicamente idéntica en los
cultivos elicitados que en los control sin elicitar (Sabater-Jara et al,
2014).
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4.2.2. Estudio de la produccion de resveratrol de los cultivos

celulares de V. vinifera

De los cultivos de V. vinfera tratados con los diferentes elicitores solos
o0 en combinacién, unicamente aquellos que estaban adicionados con
B-CDs presentaron producciones de t-R. Estos cultivos alcanzaron
una produccion de t-R préxima a los 500 mg/L, tampoco se pudo
detectar t-R en los cultivos control (no tratados con elicitores). Los
tratamientos conjuntos de 3-CDs con MedJa, Hex y PFDs presentaron
producciones de t-R incrementadas respecto aquellos cultivos
unicamente tratados con B-CDs, siendo Meda el elicitor mas efectivo,
llegando estos cultivos a superar producciones de t-R de 1 g/L,
mientras que los cultivos tratados Hex o PFDdegas unicamente
alcanzaron niveles de 624 y 895 mg/L, respectivamente, y como se

ha comentado, siempre en combinacion con $-CDs (Fig. 32).

Los resultados obtenidos sugieren la necesidad del tratamiento con §-
CDs para lograr la producciéon biotecnoldgica de -R y confirman el
papel elicitor del MeJa cuando es suministrado a los cultivos de V.
vinifera en combinacién con -CDs. El efecto sinérgico de Meda y f-
CDs ya se habia demostrado previamente en cultivos celulares de V.
vinifera (Lijavetzky et al., 2008), en cultivos de T. baccata productores
de taxanos (Sabater-Jara et al., 2014) y en cultivos de Silybum
marianum productores de silimarina (Belchi-Navarro et al., 2011). Por
el contrario, los tratamientos combinados de MeJa con PFDdegas o
Hex no indujeron la produccion de t-R en los cultivos tratados (Fig.
31), confirmando el papel fundamental de la 3-CDs para la produccion

de este compuesto en los cultivos celulares de V. vinifera.
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Figura 32. Produccion de t-R en cultivos celulares de V. vinifera mantenidos en las
condiciones experimentales descritas, durante 72h. MCC: medio de crecimiento
celular; CNT: cultivos control sin elicitar; Hex: hexenol (40 uM); PDFgas:
perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no
aireadas (575 ml/L); Meda+p-CDs: Jasminato de metilo (100 PM) mas
B-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+MedJa+p-CDs; PDFdegas+ MeJa +3-CDs; Hex+
MedJa +p3-CDs. Cada valor es la media de 3 repeticiones bioldgicas + SE.

Las maximas producciones de {-R se alcanzaron al afadir Hex o
PFDdegas a los cultivos elicitados con $-CDs y MedJa, llegando a
niveles de 1,2 g/L y 1,5 g/L respectivamente. Los resultados
obtenidos demuestran tal como sucedia en los cultivos celulares de T.
media que Hex y PFDdegas pueden ser considerados también como
efectivos elicitores para incrementar la produccién de tR en los
cultivos celulares de V. vinifera, mas si se tiene encuenta que ambos

elicitores no afectaron a la viabilidad de los mismos. Pero y también
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de igual manera como sucedia en T. media, estos elicitores s6lo son

efectivos en los tratamientos combinados.

4.2.3. Estudio del perfil transcriptdmico de los cultivos

celulares de V. vinifera

Con el fin de estudiar la interrelacion entre la expresién genética y los
niveles de t-R producidos, en este estudio también se ha determinado
el nivel de expresion de algunos genes que codifican para enzimas
involucradas en la biosintesis del -R mediante qRT-PCR. Los genes
que se han condiderado han sido: PAL que codifica para la
fenilalanina amonio liasa, enzima que desvia la fenilalanina desde su
pool metabdlico hacia el camino fenilpropanoide; C4H, que codifica
para la enzima cinamato 4 hidroxilasa encargada de la hidroxilacion
del acido cinamico; 4CL, que codifica para 4-cumaroil CoA ligasa,
enzima que activa al trans-cinamato; STS, que codifica para el
complejo enzimatico estilbeno sintasa, complejo responsable de la
formacion del -R a partir del p-cumaroil CoA y tres unidades de

malonil CoA.

La expresion de dichos genes se determind desde 4 h hasta 48 h
después de la elicitacion ya que previamente los maxinos niveles de
expresion se alcanzaban durante dicho temprano periodo
(Pietrowska-Borek et al, 2015; Almagro et al., 2015; Chu et al, 2017).
Para cada gen, los niveles de expresion se han indicado en relacién a
aquellos obtenidos por las suspensiones celulares control (valor de
referencia = 1), como esta comentado en la seccion de Materiales y

Métodos.
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El gen que resultdé mas fuertemente regulado por las condiciones del
experimento fue el que codifica para el enzima PAL. El incremento de
la expresion del gen PAL y de la actividad de la enzima que codifica
ha sido reportado en muchas ocasiones cuando plantas o cultivos
celulares han de responder a situaciones de estrés tanto bidtico como
abidtico (Yousefzadi et al, 2012; Pietrowska-Borek et al., 2014;
Almagro et al., 2015).

Al igual que se destacod para la produccion de {-R, las maximas
expresiones del gen PAL también tuvieron lugar en los tratamientos
que incluian B-CDs y Meda. A las 4 h de elicitacion, en los cultivos
suplementados con p-CDs+MedJa mas PFDs o Hex, ya se
encontraron niveles de transcritos para este gen 7 veces superiores a
los correspondientes en el cultivo control. Sin embargo, dichos niveles
fueron incrementando hasta las 48 h de cultivo, momento en que, en
las condiciones estudiadas, se alcanzé la maxima expresion del gen
PAL.

A las 48 h de elicitacion, los niveles de mRNA para dicho gen, en los
cultivos tratados con p-CDs+MedJa y ademas con PFDgas, PFDdegas
o Hex resultaron ser, respectivamente, 18, 26, 19 y 25 veces
superiores a los niveles del control sin elicitar. Considerando la
expresion de dicho gen en los cultivos tratados con PFDgas,
PFDdegas y Hex, en relacién con aquellos que ademas de dichos
elicitores, también estaban suplementados con p-CDs+Meda, los
niveles de transcritos aumentaron en 9, 20 y 28 veces. Estos
resultados demuestran que los elicitores p-CDs+Meda actuaron
sinérgicamente con las PFDs y el Hex, en la induccion del gen PAL
(Fig. 33).
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Figura 33. Expresion relativa del gen PAL (codifca fenilalanina amonio liasa) en
cultivos celulares de V. vinifera durante los dos primeros dias de elicitacién con:
MCC: medio de crecimiento celular; CNT: cultivos control sin elicitar; Hex: hexenol
(40 uM); PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas:
perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); MeJa+p-CDs: Jasminato de metilo (100
MM) mas pB-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+MeJa+3-CDs; PDFdegas+ MeJa +§-
CDs; Hex+ MeJa +3-CDs. Cada valor es la media de 3 repeticiones bioldgicas + SE.

La expresion del gen C4H, al igual que la de los otros tres genes
estudiados ya se hizo patente a partir de las primeras 4 h de
elicitacion. También en este caso, los maximos niveles se alcanzaron
a las 48 h, en los cultivos tratados con 3-CDs + Meda mas PFDs o
Hex, en los que los niveles de expresion resultaron entre 10 y 18
veces superiores a los de los cultivos control sin elicitar. Puesto que la
acumulacion de transcritos para este gen en los cultivos tratados con
f-CDs + Meda y PFDs o Hex, a las 48 h de induccién, fueron
superiores a la observada en las suspensiones celulares tratadas

unicamente con B-CDs + MedJa, se puede inferir que la los elicitores
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estudiados activaron de forma sinérgica la expresion de dicho gen
(Fig. 34).
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Figura 34. Expresion relativa del gen C4H (codifica cinamato 4 hidroxilasa) en
cultivos celulares de V. vinifera durante los dos primeros dias de elicitacién con:
MCC: medio de crecimiento celular; CNT: cultivos control sin elicitar; Hex: hexenol
(40 uM); PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas:
perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); MeJa+p-CDs: Jasminato de metilo (100
MM) mas pB-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+MeJa+3-CDs; PDFdegas+ MeJa +§-
CDs; Hex+ MeJa +3-CDs. Cada valor es la media de 3 repeticiones bioldgicas + SE.

Contrariamente, el gen involucrado en la ruta fenilpropanoide, que en
menor medida respondio a la elicitacion fue el 4CL ya que presentd
menores niveles de expresiéon que los demas estudiados, en las
mismas condiciones experimentales. Resultados similares fueron
obtenidos por Almagro et al. (2015), al tratar también suspensiones
celulares de V. vinifera con $-CDs y coronatina. La expresion de este
gen se vio significativamente incrementada por la adicion de $-CDs +

MedJa juntamente con PFDgas, especialmente a partir de las 24 h de
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elicitacion. También la adicion de Hex a los cultivos elicitados con f3-
CDs+MedJa incrementd significativamente la acumulacion de
transcritos de este gen, especialmente a partir de las 24 h de
tratamiento. No asi ocurrié cuando las PFD estaban desgasificadas,
ya que su adicion a las suspensiones celulares inducidas con -CDs
+ MeJa nunca ocasiono incrementos de transcripcion superiores a los
alcanzados en los cultivos suplementados con este mismo compuesto

pero saturado de aire (Fig. 35).
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Figura 35. Expresion relativa del gen 4CL (codifica 4-cumaroil CoA ligasa) en
cultivos celulares de V. vinifera durante los dos primeros dias de elicitacién con:
MCC: medio de crecimiento celular; CNT: cultivos control sin elicitar; Hex: hexenol
(40 uM); PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de aire (575 ml/L); PDFdegas:
perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); MeJa+p-CDs: Jasminato de metilo (100
MM) mas pB-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+MeJa+3-CDs; PDFdegas+ MeJa +§-
CDs; Hex+ MeJa +3-CDs. Cada valor es la media de 3 repeticiones bioldgicas + SE.
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Estilbeno sintasa (STS) es el complejo enzimatico que controla
directamente la formacién del estilbeno a partir de p-cumaroilCoA y
tres unidades de malonilCoA. En condiciones control, la expresién del
gen que lo codifica es muy baja, al igual que la de los genes
comentados anteriormente, asi como en las suspensiones celulares

suplementadas tan sélo con PFDs o Hex.

También en este caso la adicion de $-CDs + MeJa resulto basica para
incrementar la expresiéon del gen STS. A las 48 h de induccion,
momento en que la acumulacién de transcritos era maxima, los
niveles de expresion de dicho gen en las suspensiones celulares
suplementadas, ademas, con PFDgas. PFDdegas o Hex se
incrementd en un 29%, 9% y 24%, respectivamente. Es decir,
también en este caso, el tratamiento que di6 lugar a una mayor
acumulacion de transcritos fue la adicion de PFDgas, juntamente con
-CDs + MedJa (Fig. 36).

Al relacionar los niveles de t-R obtenidos en este estudio de
elicitacion se puede deducir que realmente los maximos niveles del
estilbeno fueron obtenidos en aquellos cultivos en que la expresion de
los genes involucrados en su biosintesis era mas alta. Sin embargo,
al considerar individualmente los tratamientos se puede observar que
aunque la expresion de los cuatro genes estudiados resulté superior
en los cultivos tratados con p-CDs + Meda y PFDgas, los maximos
contenidos de t-R se alcanzaron en aquellos cultivos en que las PFDs
estaban desgasificadas. A la vez, la presencia conjunta de Hex y -
CDs + MeJa, que dio lugar a niveles de expresion de los cuatro genes
estudiados siempre superiores a los obtenidos en los -cultivos

unicamente inducidos por p-CDs + MedJa, condiciond una produccion
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de t-R que no superaba el 86% de la obtenida en esta ultima

condicion.
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Figura 36. Expresion relativa del gen STS (codifica para el complejo enzimatico
estilbeno sintasa) en cultivos celulares de V. vinifera durante los dos primeros dias
de elicitacion con: MCC: medio de crecimiento celular; CNT: cultivos control sin
elicitar; Hex: hexenol (40 uM); PDFgas: perfluorodecalinas saturadas de aire (575
ml/L); PDFdegas: perfluorodecalinas no aireadas (575 ml/L); MeJa+p-CDs:
Jasminato de metilo (100 JM) mas B-ciclodextrinas (50 mM); PDFgas+MeJa+f-
CDs; PDFdegas+ Meda +3-CDs; Hex+ MedJa +p-CDs. Cada valor es la media de 3
repeticiones bioldgicas + SE.

La falta de una relacion directa entre la expresién de los genes que
participan en la biosintesis de un compuesto y los niveles de
produccion del mismo es un hecho comun en muchos estudios tanto
con plantas como con cultivos celulares. Lijavetzky et al. (2008)
mostraron que aunque el gen STS era fuertemente activado por
Meda, la produccion de t-R era baja. De igual manera, Almagro et al

(2015), en cultivos celulares de V. vinifera tratados con coronatina,
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ciclodextrinas o con ambos elicitores a la vez, observaron que la
maxima expresion de los genes STS y PAL tuvo lugar en presencia
de tan solo coronatina, sin embargo los maximos niveles de
produccion se alcanzaron en aquellos cultivos tratados
simultdneamente con ambos elicitores. En otro sistema celular,
Ramirez-Estrada et al. (2015) obseraron que, en cultivos celulares de
Taxus elicitados con coronatina, p-ciclodextrinas o con ambos
elicitores simultdneamente, también era la adicibn de ambos
compuestos la que daba lugar a una mayor produccion de taxanos,
aunque la maxima expresion de algunos genes involucrados en la
ruta biosintética del taxol se alcanzaba en los cultivos tratados

Unicamente con coronatina.

Como es sabido, existen otros factores, ademas de los niveles de
transcripcion, que también contribuyen en el control de los pasos
biosintéticos que llevan a la formacion de los compuestos de interés,
como son los procesos post-transcripcionales y aquellos post-
traduccionales que regulan la actividad de las enzimas implicadas en
esta ruta metabdlica. A la vez, excepto en el caso del enzima STS, los
demas enzimas codificados por los genes estudiados no solo toman
parte en biosintesis de estilbenos, sino que sus productos pueden ser
dirigidos hacia la biosintesis de flavonoides, ligninas u otros

compuestos de naturaleza fendlica.
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4.3. Accion del taximin en cultivos celulares de Taxus

baccata.

La expresion del metabolismo secundario vegetal involucra muchos
procesos metabdlicos que, en ultimo término, son consecuencia de un
proceso de expresidn genética diferencial. En cultivos celulares de
Taxus spp, se ha podido observar que la adicion de elicitores al medio
induce un incremento en la produccién de taxanos (Ramirez-Estrada
et al., 2016). En estudios previos y con el fin de conocer si la
presencia de los elicitores en las células productoras aumenta la
expresion de genes que codifican para enzimas biosintéticas o para
proteinas reguladoras, y si este incremento de la expresion podria ser
la causa del aumento de produccion, se han llevado a cabo estudios
transcriptomicos y metabodlicos en diversos sistemas celulares de
Taxus tratados con varios elicitores (Onrubia et al., 2013; Sabater-
Jara et al., 2014; Ramirez-Estrada et al., 2015) Existen diferentes
metodologias para determinar los cambios de expresion genética en
condiciones inductivas, pero en el presente estudio se ha utilizado la
técnica de cDNA-Amplified Fragment Lenght Polymorphism (cDNA-
AFLP) para determinar los cambios transcriptomicos en suspensiones
celulares de Taxus baccata mantenidas en un sistema en dos fases y
con adicion del elicitor Meda al principio de la segunda fase del
cultivo, es decir en el momento en que las células fueron transferidas
desde el medio 6ptimo para el crecimiento, al medio 6ptimo para la
produccion. La ventaja de la aplicacion de Meda es que este
compuesto activa diferentes caminos metabdlicos secundarios en
plantas gimnospermas y angiospermas (De Geyter et al., 2012),

induciendo cambios en la expresion de genes implicados en la
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biosintesis de muchos compuestos secundarios y/o de genes que

codifican para proteinas reguladoras de las rutas biosintéticas.

La técnica de cDNA-AFLP es una metodologia que permite conocer
cambios en la expresion de todo el genoma (Goossens et al., 2003;
Rischer et al., 2006; Vuylsteke et al., 2007). Implica la sintesis de
cDNAs a partir de los transcritos formados, seguido por una digestion
con diferentes enzimas de restriccion para generar fragmentos
unicos. Estos fragmentos se someten a selectivas amplificaciones
mediante PCR y los productos se separan en geles de alta resolucion.
Esta técnica tiene la ventaja de no requerir ninguna informacion
anterior de las secuencias genéticas del organismo que se estudia.
También permite la comparacion entre diferentes tipos de tejidos o de
estados de desarrollo y se puede utilizar en experimentos que

impliquen estudios a diferentes tiempos.

Como se ha indicado en el capitulo de introduccion, en las
suspensiones celulares de T. baccata analizadas mediante la técnica
de cDNA-AFLP, se pudieron determinar y analizar 8192 etiquetas
“tags” de transcritos. Se consideraron de interés, aquellos tags que
fueron inducidos o reprimidos en los cultivos elicitados con Meda y
por ello diferencialmente expresados en los cultivos control y
elicitados. De las 858 tags diferencialmente expresados, 667 (77.7%)
dieron secuencias de buena calidad mediante secuenciacion directa
de los productos de PCR, lo que indica que podrian representar
genes unicos. De ellos, un 55.3 (369) fueron similares a genes
conocidos (Onrubia et al., 2014; Ramirez-Estrada, et al., 2015).

De los diferentes tipos de genes agrupados segun sus posibles

funciones, la categoria metabolismo y energia resultd ser el grupo
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principal, con tags homdlogos a genes de metabolismo primario y
secundario, seguido del grupo funcional relacionado con la
organizacion celular y la defensa. Los tags homodlogos a los genes de
la biosintesis de taxol presentaron dos patrones basicos: la mayoria
solamente se sobreexpresaron en presencia de Meda, mientras que
otros pocos se expresaron diferencialmente durante el cultivo en
medio 6ptimo para la produccién, tanto en condiciones control como
en condiciones de elicitacion. Como ejemplo del primer grupo esta el
gen de la taxadieno sintasa, cuya expresion incremento claramente a
partir de las 12 h de elicitacion alcanzando su maximo a las 24-48 h.
Previos estudios de expresion de los genes implicados en la
biosintesis del taxol han sido llevado a cabo por nuestro grupo y otros
grupos de investigacion, en cultivos celulares de Taxus spp, bajo
diferentes condiciones de elicitacién (Exposito et al. 2010; Onrubia et
al. 2013; Ramirez-Estrada et al. 2015b).

Ademas, numerosos genes nuevos, ya fuese con o sin homédlogos
existentes, y con o sin funciones conocidas, fueron identificados como
genes que responden a los jasmonatos. También se estudiaron con
mayor profundidad aquellos tags cuyo patron de expresidon resultd
diferente o incrementd después de elicitacion con Meda y que
presentaron homologia con genes que codifican para factores de
transcripcion (TF) o proteinas reguladoras. Entre los posibles TF cabe
destacar potenciales proteinas JAZ o hipotéticas proteinas con un
dominio TIFY (TB797, TB414, TB203, TB608, TB219, TB552 y
TB535), potenciales factores de transcripcion bHLH (TB265 y TB449),
una proteina BSD hipotética (TB537) y proteinas hipotéticas sin
ningun tipo de dominios conocidos (TB510 y TB595). Algunos de los

tags encontrados podrian corresponder a genes nuevos que
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codificarian para reguladores metabdlicos de origen
proteico/peptidico. Concretamente, el tag TB595 con una unica
secuencia, que mostraba un incremento transitorio de su expresion
después de la transferencia del cultivo desde el medio 6ptimo para el
crecimiento al 6ptimo para la produccion, parecié estar correlacionado
con un incremento de la biosintesis del taxol (Onrubia et al., 2014).
Analisis “cluster” indicaron que este gen era corregulado con posibles
proteinas con un dominio jasmonato-ZIM (caracteristico de las

proteinas JAZ), o un dominio TIFY.

La cuantificacion de la expresion del gen Tb595, obtenida mediante
gRT-PCR indicé que dicho gen se sobreexpresaba durante las
primeras dos horas de la transferencia del medio de crecimiento al de
produccion, y que esto ocurria tanto en los cultivos elicitados como en
los no elicitados, aunque, la sobreexpresion se mantenia mas tiempo
en los cultivos elicitados. Varios tipos de tejidos de T. baccata
también presentaron diferentes niveles de expresion del gen Tb595,
observando la maxima expresion de este gen en la corteza joven y las
ramas lefiosas (resultados no publicados). La secuencia completa del
tag Tb595 fue amplificada llegandose al conocimiento completo del
gen Tb595 (TbTAX) y del péptido que codifica (Taximin). Para
caracterizar mejor el péptido Taximin, se llevaron a cabo anélisis in
silico, con el fin de identificar mejor las propiedades de dicho péptido.
Analisis mediante la utilizacién de SignalP 4.0 indicaron que Taximin
tenia un péptido sefal de 27 aminoacidos y que el péptido maduro
estaba formado por 46 aminoacidos. A la vez, su extremo C-terminal
incluia varias cisteinas y prolinas que estaban muy conservadas entre
diferentes especies vegetales y que la secuencia de aminoacidos del

Taximin era una secuencia altamente conservada en el reino vegetal
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(Onrubia et al., 2014). Sin embargo, debido a la ausencia de un
dominio proteico conocido hasta el momento, este péptido no tenia

ninguna funcién asignada.

Con el fin de conocer la localizacion subcelular del Taximin, se
llevaron a cabo estudios de expresion transitoria en hojas de
Nicotiana benthamiana utilizando Agrobacterium tumefaciens C58C1
portador del gen Taximin que llevaba fusionado a su C-terminal la
proteina amarillo-fluorescente Venus situado en el vector de
expresion pK7WG2. También la bacteria llevaba el plasmido auxiliar
pMP90. Tres dias después de la agroinfiltracién, se estudio el patron
de expresion del gen a nivel subcelular del tejido agroinfiltrado por
microscopia confocal, observandose la sefial de GFP en la periferia
celular. Una tincién posterior con ioduro de propidio (IP), un colorante
especifico de la pared celular, demostrd que la senal del IP y la del
Taximin-proteina Venus se superponia, indicando su localizacion a
nivel de plasmalema. A la vez, la lentitud con que se recuperd la
fluorescencia después de “fotobleaching” corroboroé la localizacién del

péptido a nivel de membrana (Onrubia et al., 2014).

Una vez conocida la naturaleza del péptido y del gen que lo codifica,
el siguiente paso en el estudio de los genes desconocidos,
candidatos a llevar a cabo una funcién a lo largo de la biosintesis del
taxol y su regulacion, es demostrar su funcionalidad. La funcionalidad

del péptido Taximin se ha investigado en diversos sistemas vegetales.

Estudios previos realizados por nuestro grupo, utilizando protoplastos
transitoriamente transformados de tabaco BY-2 con un plasmido
portador del gen Taximin bajo el control del promotor 35S CaMV y

con un plasmido portador del gen que codifica para la luciferasa, bajo
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el control de promotores de genes especificos del metabolismo
secundario, demostraron la funcionalidad del péptido Taximin. Los
promotores utilizados eran los correspondientes a los genes: TXS
(taxadieno sintasa), T130H (taxano-13-hidroxilasa), PMT (putrescina
N-metiltransferasa), QPRT (&acido quinolinico fosforibosil transferasa y
STR (estrictosidina sintasa). Al elicitar los cultivos de protoplastos con
MedJa, se pudo observar que la presencia del Taximin en las células
activaba los promotores propios del metabolismo secundario,
obteniendo mayor actividad Luc que en los cultivos no transformados

con el gen Taximin (Onrubia et al., 2014).

También se pudo observar que en cultivos de raices transformadas
de tabaco, la expresidn heterdloga del gen Taximin, incrementaba
mucho mas destacadamente la produccién de nicotina en cultivos
elicitados con Meda, que en aquellos cultivos no portadores del
mencionado transgén. Contrariamente, en raices transformadas de
Medicago truncatula, la expresion del gen Taximin no condicion6
cambios destacados en la produccién de metabolitos secundarios
(saponinas triterpénicas y flavonoides), ni aun cuando el cultivo fue
suplementado con MedJa, con respecto a la produccion de las raices
transformadas no portadoras del transgén Taximin (Onrubia et al.,
2014).

Debido a la gran dificultad que presenta el estudio de la
sobreexpresidon del gen Taximin en cultivos celulares de Taxus por los
problemas que conlleva la transformacién genética de esta especie,
en este trabajo se ha determinado el efecto de la adicion exdgena del
péptido Taximin, a dos concentraciones distintas (1 y 10 uM), sobre el
crecimiento y produccion de taxanos en cultivos celulares de T.

baccata.
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Se intentd obtener el péptido Taximin, tanto por sintesis quimica
como mediante la tecnologia del DNA recombinante a través de la
expresion heterdloga del transgén Taximin en Escherichia coli, Pichia
pastoris, Saccharomyces cerevisae, N. tabacum y Medicago
fruncatrula, aunque sin éxito, probablemente debido a su naturaleza
extremadamente hidrofdbica. Sin embargo si que se logro la
obtencion de una version modificada del Taximin, que se le llamé
HyproTaximin, en la cual, los residuos de prolina fueron sustituidos
por hidroxiprolinas. La hidroxilacion de la prolina es una modificacion
post-translacional que ocurre con mucha frecuencia, en la naturaleza,

con los péptidos de sefalizacion (Matsubayashi, 2012).

Por todo ello, se ha estudiado el efecto de la adicién exdgena de
HyproTaximin a dos concentraciones diferentes sobre el crecimiento y
la produccidon de taxol, baccatina Il y 10-deacetil baccatina Ill en
cultivos celulares de T. baccata tanto elicitados con Meda, como
mantenidos en condiciones control. La adicion del péptido
HyproTaximin asi como del elicitor MeJa se llevé a cabo al principio
de la segunda fase del cultivo, es decir, cuando las células que
crecian en el medio 6ptimo de crecimiento se transfirieron al medio

optimo para la produccién de taxol y otros taxanos.

4.3.1.Crecimiento y viabilidad de las suspensiones celulares

El crecimiento de las suspensiones celulares mantenidas en las
condiciones experimentales estudiadas se determin6é a los 3, 7, 14 y
21 dias después de la adicion del HyproTaximin (1 uM o 10 uM) y/o el
elicitor Meda (100 uM). Como parametros indicativos del crecimiento

se utilizaron el peso fresco (PF) y el peso seco (PS), a la vez que
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también se determiné la viabilidad de los cultivos. Puesto que el
péptido HyproTaximin no era soluble en EtOH como el MedJa, se
solubilizé con DMSO, por lo que en el cultivo control se adicioné el
mismo volumen de DMSO y EtOH que se habia utilizado para
solubilizar el péptido y el elicitor, respectivamente 'y
consecuentemente, en los cultivos suplementados con soélo
HyproTaximin se adicion6 EtOH y en aquellos suplementados con
s6lo Meda, DMSO.

El estudio del curso de crecimiento medido como PF de los cultivos
(Fig. 37) demostro que el péptido HyproTaximin no actuo
positivamente sobre el crecimiento puesto que los valores de PF
fueron muy similares a los alcanzados por los cultivos control, e
incluso, en el caso de los cultivos tratados con 10 uM de
HyproTaximin, al final del estudio resultaron ser casi un 30%
inferiores al control. A lo largo de todo el estudio, los valores de PF de
los cultivos tratados con MedJa fueron superiores a los control, incluso
al final del ensayo en que la formacion de biomasa disminuyo
claramente. La adicion conjunta de Meda y HyproTaximin permitid
también un crecimiento celular superior al observado en los cultivos
control, aunque, al igual que en los cultivos no elicitados, la presencia
del péptido en su maxima concentraciéon provocé unas disminucion
del PF con respecto al alcanzado en las mismas condiciones, pero

siendo 1 uM la concentracion de HyproTaximin.
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Figura 37- Produccion de biomasa (expresada como g PF/L) en cultivos celulares
de T. baccata no tratados (DMSO-EtOH) o elicitados con HyproTaximin (1uM y 10
uM; Txi), jasmonato de metilo (100 uM; MedJa) o simultdneamente con ambos
compuestos (MedJa-Txi), a lo largo de 21 dias de cultivo.

El curso del crecimiento de los cultivos medido como PS, fue muy
similar al descrito previamente, si bien en este caso, el tratamiento
con HyproTaximin provocdé un descenso mas significativo del
crecimiento celular en relacién al control, al final del experimento (dia
21) y cuando el péptido se suministré a una mayor concentracion (10
uM) (Fig. 38).
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Figura 38 - Produccién de biomasa (expresada como g PS/L) en cultivos celulares
de T. baccata no tratados (DMSO-EtOH) o elicitados con HyproTaximin (1uM y 10
uM; Txi), jasmonato de metilo (100 uM; MeJa) o simultdneamente con ambos
compuestos (MedJaTxi), a lo largo de 21 dias de cultivo.

La viabilidad, determinada como porcentaje de células vivas en
relacion al total resultdé muy alta en los cultivos elicitados con Meda,
especialmente aquellos que habian sido tratados también con
HyproTaximin, que presentaron una viabilidad media superior al 90%.
Los cultivos tratados solo con Meda también mostraron una alta
viabilidad (87%), aunque al final del cultivo, al igual que ocurria con el
PF y el PS, los valores de viabilidad disminuyeron claramente en
estos cultivos. Los cultivos control y los tratados solo con
HyproTaximin, mostraron un curso de la viabilidad similar a los

cultivos elicitados, aunque los valores de este parametro fueron
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significativamente inferiores (Fig. 39). El hecho de que los pesos
frescos y secos siguieran el mismo patrén sugiere que los valores de
PF inferiores, en los cultivos no elicitados, no se debieron a cambios
osmaticos, sino a una disminuciéon del numero de células vivas de

estos cultivos, un hecho corroborado por el estudio de viabilidad.
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Figura 39. Viabilidad (expresada en porcentaje de células vivas respecto al total) en
cultivos celulares de T. baccata no tratados (DMSO-EtOH) o elicitados con
HyproTaximin (1 uM y 10 uM; Txi), jasmonato de metilo (100 uM; Meda) o
simultaneamente con ambos compuestos (MedaTxi), a lo largo de 21 dias de
cultivo.

Diferentes autores han indicado que el MeJa disminuia el crecimiento
en cultivos celulares (Furmanowa et al., 2000b; Baebler et al., 2005) y
nuestro grupo también ha constatado este hecho en varias lineas
celulares de Taxus (Onrubia et al., 2013b; Sabater-Jara et al., 2014),
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mientras que otros autores no han encontrado diferencias entre el
crecimiento de los cultivos control y aquellos tratados con este elicitor
(Ketchum et al., 1999; Bonfill et al., 2006; Dong y Zhong, 2001). Estas
diferencias en los resultados obtenidos, podrian explicarse, debido a
que el efecto de los elicitores sobre los cultivos celulares depende no
s6lo de la naturaleza del propio elicitor, sino de multiples factores
como la especie vegetal en estudio, la linea celular, el estado de
desarrollo del cultivo en el momento de la elicitacion, la duracién del
tratamiento, etc. (Bonfill et al., 2003).

4.3.2. Produccion de taxanos

La produccion de taxanos se determin6 por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), los compuestos considerados fueron, 10-
deacetilbacatina Il (DABIII), bacatina Il (Blll) y taxol (TX). Como se
ha indicado anteriormente, el estudio se realizé en cultivos celulares
de T. baccata tratados a lo largo de 21 dias con HyproTaximin, el
elicitor MeJa o simultaneamente con ambos compuestos. La accion
positiva del elicitor Meda sobre la produccion de taxanos ya habia
sido demostrada repetidamente por varios grupos de investigacion
(Yukimune et al., 1996; Kim et al., 2004; Bentebibel et al., 2005;
Cusidd et al, 2007.; Onrubia et al., 2010), sin embargo hasta el
momento, no se habian estudiado los efectos de este péptido sobre la
produccion de taxanos. La adicion de HyproTaximin, de Meda o de
ambos compuestos conjuntamente se llevé a cabo al transferir los
cultivos desde el medio 6ptimo para el crecimiento al medio 6ptimo de
produccion, es decir al principio de la segunda fase del cultivo. En

este momento, las suspensiones celulares se sonicaron durante unos
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segundos en un bafo de ultrasonidos con el fin de facilitar la entrada

de los dos compuestos ensayados en las células.

En los cultivos elicitados con tan s6lo MeJa o conjuntamente con
HyproTaximin, la produccion de los taxanos estudiados alcanz6 su
maximo a los 7 dias, disminuyendo a continuacién para llegar a
valores practicamente de la mitad, a los 14 dias, y mantenerse en
niveles muy similares hasta el final del cultivo a los 21 dias (Fig. 40).
La adicidon unicamente del péptido, aunque también incrementd los
niveles de taxanos el dia 7 de cultivo, en especial del taxol, no dio
lugar a diferencias tan significativas con respecto al control. Con
respecto al taxol, los niveles alcanzados de este taxano en los
cultivos tratados con HyproTaximin y MedJa resultaron 6,6 veces
superiores a los cultivos sin tratar mientras que los tratados solo con
Meda o con HyproTaximin incrementaron 4.7 y 2.0 veces,

respectivamente.

A partir de los 7 dias, ya no se observo ningun efecto positivo por
parte de HyproTaximin sobre la produccién de taxol, aunque las
suspensiones celulares tratadas con Meda, a los dias 14 y 21 de
cultivo, presentaron niveles de este taxano 2.5 y 3.0 veces superiores
a los alcanzados por los cultivos control. En dichas muestras también
se observo que la adicién conjunta de ambos compuestos dio lugar a
niveles de taxol siempre inferiores a los obtenidos en los cultivos
tratados unicamente con MedJa. Previamente, Kim y colaboradores.,
habian observado que la maxima produccion de taxol en cultivos
elicitados con Meda de T. canadienses y T. cuspidata tenia lugar a los
12-18 dias después de la adicion del elicitor, hecho que también
habiamos constatado en estudios previos con cultivos celulares de T.

media (Onrubia et al., 2010). Sin embargo, como ya se ha comentado
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anteriormente, la respuesta metabdlica a un elicitor es dependiente de

muchos factores, entre ellos la especie vegetal.
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Figura 40. Niveles de Taxol (expresados en ug/L) en cultivos celulares de T.
baccata no tratados (Cnt) o elicitados con HyproTaximin (10 uM; Txi), jasmonato de
metilo (100 uM; Meda) o simultdneamente con ambos compuestos (MeJa+Txi), a lo
largo de 21 dias de cultivo.

En relacion con DABIII, los resultados de este estudio demostraron
que, a los 7 dias de cultivo, los incrementos con respecto al control
fueron de 3,7, 3,6 y 1,3 veces en los cultivos tratados con ambos
compuestos HyproTaximin y Meda, con solo MeJa o unicamente con
HyproTaximin, respectivamente (Fig. 41). Estos menores incrementos
en la produccion de DABIII con respecto a los indicados para taxol no
respondieron a niveles inferiores de acumulacion de dicho taxano,

sino a una mayor produccién del mismo en los cultivos control.
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Figura 41. Niveles de DABIII (expresados en ug/L) en cultivos celulares de T.
baccata no tratados (Cnt) o elicitados con HyproTaximin (10 uM; Txi), jasmonato de
metilo (100 uM; Meda) o simultdneamente con ambos compuestos (MeJa+Txi), a lo
largo de 21 dias de cultivo.

Estudios previos han demostrado que la DABIII es el taxano que se
encuentra en mayor proporcidon los primeros dias de cultivo y en
condiciones de no elicitacion (Nims et al., 2006), mientras que la
biosintesis de bacatina Ill y especialmente la de los taxanos con
cadena lateral, como el taxol, tiene lugar en momentos mas tardios
del cultivo. A los 14 dias del cultivo, la accion positiva del MeJa solo o
asociado a HyproTaximin, disminuyd claramente con respecto al dia
7, aunque todavia fue patente, mientras que al final del experimento,
los contenidos de DABIII fueron superiores en los cultivos control que
en los tratados con MedJa (Fig. 42).
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Figura 42. Niveles de Blll (expresados en ug/L) en cultivos celulares de T. baccata
no tratados (Cnt) o elicitados con HyproTaximin (10 uM; Txi), jasmonato de metilo

(100 uM; Meda) o simultaneamente con ambos compuestos (MeJa+Txi), a lo largo
de 21 dias de cultivo.

Los incrementos de BIlll en los cultivos tratados no fueron tan
evidentes como en el caso del taxol, pero si que resultaron superiores
a los obtenidos para la DABIII. A los 7 dias de elicitacion, los niveles
de Blll, en los cultivos doblemente tratados, los adicionados con MeJa
y aquellos suplementados con HyproTaximin fueron 4.6, 40y 1.4
veces superiores, respectivamente, a los alcanzados por los cultivos
control. A partir de este momento, la accién de dichos elicitores sobre
la produccion de BIll disminuyé claramente, especialmente la

observada a los 7 dias para el HyproTaximin.

De los resultados comentados hasta el momento se puede deducir

que HyproTaximin es un compuesto que, adicionado al medio de
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cultivo no compromete significativamente el crecimiento ni la
viabilidad celular, en cultivos celulares de T. baccata. Sin embargo el
efecto mas claro de la adicion de este péptido al medio de cultivo se
observo al determinar la acumulacion de los taxanos DABIII, Blll y
taxol. La presencia de HyproTaximin en el medio condicioné una
incremento muy claro de los niveles de dichos taxanos que, en
general, resultaron superiores en los cultivos suplementados
conjuntamente con MeJa. Sin embargo, este aumento tan destacado
sb6lo se hizo patente el dia 7 de cultivo. Todo ello sugiere que
HyproTaximin ejercido un efecto positivo, aunque transitorio sobre la
produccion de los taxanos estudiados y que su efecto fue aditivo con

la accion del MeJa.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran también que
DABIII o Blll, intermediarios clave de la biosintesis del taxol, o el
propio taxol no son productos finales de la ruta de formacién de
taxanos. El hecho de que estos compuestos alcancen su maximo a
los 7 dias, en presencia de elicitores, y que después sus niveles
disminuyan drasticamente, aunque en condiciones control no se
observe este pico de produccidon, indica que son compuestos
metabodlicamente activos y que una vez sintetizados pueden actuar
como intermediarios metabdlicos e incorporarse a caminos laterales
que llevarian probablemente, a la formacion de otros taxanos. El
hecho de que el taxol una vez formado no se acumule como tal, sino
que pueda sufrir cambios metabdlicos que varien su estructura y
propiedades, incrementa las dificultades que presenta la utilizacién de
los cultivos celulares para la obtencion comercial del taxol, y confirma
la necesidad de profundizar en el estudio de su metabolismo y de los

factores que lo controlan.
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Estudios previos realizados por De Geyter et al. (2012) parecen
indicar que Taximin podria no actuar directamente como un regulador
del metabolismo secundario vegetal, en contraste con la accién del
elicitor MeJa. Por ello, es necesario llevar a cabo estudios funcionales
mas profundos para determinar si el Taximin actua como un péptido
endogeno que elicita el metabolismo secundario vegetal, tal como lo
hacen los péptidos similares a la sistemina que se encuentran en las
Solanaceae, o la familia de péptidos elicitores (PEP) que estaria
involucrada en respuestas de defensa (Yamaguchi y Huffaker, 2011).
Tampoco se debe descartar que el Taximin tenga una accién similar a
hormonas peptidicas reguladoras del desarrollo vegetal, como son los
péptidos ricos en cisteina (CRPs) (Yamaguchi y Huffaker, 2011;
Colling et al., 2015).

En su conjunto los resultados obtenidos revelan la accion del Taximin
sobre el metabolismo de los taxanos pero que requieren mas
estudios, ya sea a nivel transcriptdmico o metabolémico, para conocer
con mas profundidad su accion tanto sobre el crecimiento y desarrollo
vegetal, como sobre el control del metabolismo secundario. La
utilizacién de sistemas vegetales modelo como son Arabidopsis
thaliana o Medicago truncatula, especies vegetales mas faciles de
transformacion podrian permitir un estudio de la accién de dicho
péptido ya sea a través de la sobreexpresion o el silenciamiento del
gen TbTAX de T. baccata o los homdlogos que puedan tener estas
plantas (Colling et al., 2016). A la vez, un estudio mas profundo sobre
los genomas de estas plantas modelo podria permitir reconocer al

receptor del Taximin y las cadenas de traduccién de sus sefales.

A parte de la importancia que podrian tener estudios mas profundos

sobre las propiedades y acciones del péptido Taximin y su posible
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utilizacibn en programas biotecnologicos para la produccién de
compuestos vegetales de alto valor afadido, como es el caso del
taxol, el gen TbTAX, al igual que algunos de sus homélogos de otras
especies, podrian ser utilizados en estudios de biosintesis
combinatorial para generar nuevos metabolitos de interés
farmacéutico. A la vez que su probable accidn en respuestas a
diferentes estreses, podrian dar lugar a plantas mas resistentes, si
son portadoras o sobreexpresan uno o varios genes que codifiquen

para los péptidos analogos de Taximin.

4.4. Transformaciones por biolistica

Como se ha comentado en el apartado Materiales y Métodos, el
plasmido pK7WG2_BAPT, portador del gen que codifica para la
enzima BAPT se clon6 en células quimio-competentes (Cc) de E. coli
DH5a. La incorporacién de dicho plasmido en las células bacterianas
proporcioné a las mismas capacidad de crecimiento en medio
suplementado con espectinomicina y la presencia del gen BAPT se
demostro en lisados celulares de las colonias crecidas en el medio de

seleccion, mediante PCR para el gen BAPT (Fig. 43).

De entre las colonias bacterianas que dieron positivamente para la
presencia del gen BAPT se selecciond la colonia A1 para su posterior
cultivo, con el fin de extraer el DNA plasmidico mediante la tecnologia
miniprep, obteniéndose el DNA plasmidico a una concentracién de
189,9 ng/uL y con una ratio 260/280 de 1,79.

Por otra parte, se demostré la integridad de la construccion
plV2B2.1_VoGES portadora del doble promotor 35S del CaMV que

controla la expresién del gen VoGES mediante digestiones con

140



RESULTADOS Y SU DISCUSION

enzimas de restriccion. Empleando EcoRV el plasmido se fragmento
en los tres sitio esperados, con tamafos de banda de 3,2 ; 2y 1,6 Kb
coincidiendo el total con el tamafo de 6,81 Kb reportado para dicho
plasmido, indicando que se encuentra completo. Las digestiones con
Xbal y Notl linealizaron el plasmido, ya que los sitios de corte son
Unicos, confirmando el tamafio indicado. Estos 2 enzimas fueron
elegidos debido a que flanquean el gen VoGES, el cual se escindira.
La digestion conjugada con Xbal-Notl di6 como resultado dos
bandas: una de 5,2 Kb y otra de 1,6 Kb correspondiendo al tamafo
del vector sin el gen VoGES y al tamafio del mismo respectivamente
(Fig. 43).

El plasmido plV2B2.1_VoGES también se clon6 en Cc DHb5aq,
aislando una de las colonias crecidas en medio de seleccion. Con
dicha colonia se establecié un cultivo bacteriano en suspensién con el
fin de extraer y purificar el plasmido clonado, mediante la tecnologia

miniprep, obteniendo una muestra a 225 ng/uL de concentracion.

Una vez confirmada la integridad de los dos plasmidos a utilizar, se
procedié a amplificar el gen BAPT con los cebadores FW1_Xbal y
RV2_Notl, para poderlo incorporar al plasmido plV2B2.1_VoGES, una
vez eliminado la secuencia codificadora del gen GES, con el fin de
poner el gen BAPT bajo el control del doble promotor 35S del CaMV.
Todos los productos de PCR fueron concentrados en un gel para
cortar la banda y purificar posteriormente el DNA empleando el kit
Geneclean®. El producto de la reaccién de la primera ligacién se
introdujo en el vector pGEM®-T Easy y se utilizé para transformar Cc
DH5a siguiendo el protocolo ya indicado, con el fin de poder confirmar

la correcta adicion de los adaptadores.
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- L A1 A2 B1 B2

Notl

pIVB2.1VOGES /'

See -7
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Figura 43. Confirmacion de la integridad de los plasmidos seleccionados. A: (1zq)
Colonias de E. Coli DH5a transformadas con plasmido pK7WG2_BAPT crecidas en
medio de seleccion; (Der) PCR amplificando gen BAPT. B: (lzq) Digestiéon del
plasmido plV2B2.1_VoGES con EcoRV (1), Xbal (2), Notl (3) y Xbal-Notl conjugado;
(Der) Esquema de digestion a plV2B2.1_VoGES.

El cultivo bacteriano obtenido mediante el sistema pGEM®-T Easy
fue distribuido por dispersidon en placas conteniendo el medio LB
Amp/IPTG/X-Gal, obteniéndose 20 clones positivos (blancos) los
cuales fueron aislados y lisados en 20 pyL de tampdén TE para
confirmar por PCR la ligacion del gen BAPTx.n, amplificando con los
primers mas adaptadores. Los clones 1A y 15P presentaron un
tamafo de banda de 1,3 Kb el cual coincide con el gen insertado.
Después de purificar el plasmido de dichas colonias, la digestion con
EcoRI mostré un patron de fraccionamiento con 2 bandas acorde a lo
esperado. La mayor de éstas fue de aprox 3 kb que corresponde al
tamano del vector pGEM®-T Easy; siendo la banda de aprox 1,3 kb la
correspondiente a nuestro inserto, lo que corroboré la ligacion del gen
BAPT. Este plasmido fue nombrado pGEM_BAPTx.y (Fig. 44).
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Figura 44. Izq: Escrutinio y aislamiento de colonias de E. Coli transformadas con
gen BAPT mas adaptadores en el vector pGEM®-T Easy. Der: Digestion del
plasmido pGEM_BAPT con EcoRI.

Las muestras de los clones 1A y 15P fueron analizadas con los
cebadores T7 y SP6, disefiados para amplificar en los vectores
pGEM®.

Los resultados obtenidos del servicio de secuenciacidon fueron
alineados empleando el programa ApE-A plasmid Editor v2.0.47. (Fig.
45: a-b).

El analisis demostré que la secuencia del clon 15P tiene un 99,925%
de identidad con la secuencia del gen BAPT con los adaptadores. Los
alineamientos de las secuencias con ambos cebadores coinciden en
la sustitucion de un aminoacido en la posicion 1003 (enmarcada en
rojo en ambos alineamientos) concretamente, de citosina por timina.
Con el mismo software se realizé la traduccién de secuencia para
comprobar si éste cambio generaba una proteina diferente. El
resultado demostré que la mutacion detectada no era significativa ya
que, al igual que la secuencia original de gen, la sustitucién traduce
para Leucina (Fig. 46). Con estos resultados se puede ratificar la

correcta insercion del gen BAPTx.y al vector pGEM®.
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Matches(|):1146

Tue Aug 19, 2014 11:21 CEST Mismatches (#):1
BAPT gene Resites.fasta from 1 to 1352 Gaps( ):258
Alignment to Unattempted(.):0
15P_pGEMBAPT T7.fasta from 1 to 1200 Xbal
1 tctagaatgaagaagacaggttcgttagcagagttccatgtgaatat 47
LLCOLEEEEEEEEEE R E e e
1 TGGCTCCGGGCGCATCGCGGCCGCGEGAATTCGATTGOTCTAGAATGAAGAAGACAGGT TCGTTAGCAGAGTTCCATGTGAATAT 100
48 gattgagcgagtcatggtgagaccgtgectgecttegec tectecctetetecg tgacaacatggcaagagctttttctaacgtattg 147
CECCPELL TR EEEEE PP PP PP PR
101 GATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCCCTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTG 200

148 ctggtctacgctgecaacatggacagagtctetgecagatectgecaaaagtgattcgagaggetetetecaaggtgetggtttattattacecttttgetg 247

CPECEEPEECEE PR e e

201 CTGGTCTACGCTGCCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGGTGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCTG 300
248 ggcggctcagaaataaagaaaatggggaacttgaagtggagtgecacagggecagggtgttetgtttetggaagecatggetgacagegaccttteagtett 347

CLECCEECELEE PR EEEEEEECEE DL LD EEE LTI

301 GGCGGCTCAGAAATAAAGAARATGGGGAACTTGAAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTTCAGTCTT 400
348 aacagatctcgataactacaatccatcgtttcagcagttgattttttctctaccacaggatacagatattgaggacctecatctecttgattgttcaggta 447

401 AACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTACCACAGGATACAGATATTGAGGACCTCCATCTCTTGATTGTTCAGGTA 500
44

©

actcgttttacatgtgggggttttgttgtgggagegaatgtgtatggtagtacatgegatgecaaaaggatttggecagtttettcaaggtatggcagaga 547

501 ACTCGTTTTACATGTGGGGGTTTTGTTGTGGGAGCGAATGTGTATGGTAGTACATGCGATGCAAAAGGATTTGGCCAGTTTCTTCAAGGTATGGCAGAGA 600
54

©

tggcgagaggagaggttaagecctegattgaaccgatatggaatagagaactggtgaagectagaagattgtatgeeccttecggatgagtcatettcaaat 647

CECCEPEECPERE PR EE P PP E PP e e e e e e e ey

601 TGGCGAGAGGAGAGGTTAAGCCCTCGATTGAACCGATATGGAATAGAGAACTGGTGAAGCTAGAAGATTGTATGCCCTTCCGGATGAGTCATCTTCARAT 700

648 tatacacgcacctgtaattgaggagaaatttgttcaaacatctcttgttataaactttgagataataaatcatatcagacgacgcatcatggaagaatge 747

FEPEECPECEEE PR E e P e e

701 TATACACGCACCTGTAATTGAGGAGAAATTTGTTCAAACATCTCTTGTTATAAACTTTGAGATAATAAATCATATCAGACGACGCATCATGGAAGAATGC 800
74

aaagaaagtttatcttcatttgaaattgtagcagcattggtttggctagcaaagataaaggettttcaaattccacatagtgagaatgtgaagettettt 847

CELEPEEREEPECEEE PP PP PP R PR

801 AAAGAAAGTTTATCTTCATTTGAAATTGTAGCAGCATTGGTTTGGCTAGCARAGATAAAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGAAGCTTCTTT 900
848 ttgcaatggacttgaggagatcatttaatcccectcttccacatggatactatggcaatgectttggtattgecatgtgcaatggataatgtccatgacet 947

FEPEEEEEEEEEEEEE PP e e e e e e e e F e e ey

901 TTGCAATGGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGATACTATGGCAATGCCTTTGGTATTGCATGTGCAATGGATAATGTCCATGACCT 1000

948 tctaagtggatctcttttgcgcactataatgatcataaagaaatcaaagttctetftkacac gaactcaactcaaaaaccgtgatgagctcgtctgta 1047

CLCPEELCEREECEE LR EE L ECE LR LT

1001 TCTAAGTGGATCTCTTTTGCGCACTATAATGATCATAAAGAAATCARAGTTCTCTCIACACAAAGAACTCAACTCARAAACCGTGATGAGCTCGTCTGTA 1100

1048 gtagatgtcaatacgaagtttgaagatgtagtttcaattagtgattggaggcattctatatattatgaagtggactttgggtggggagatgcaatgaacg 1147

CLLCEEEEEEECEEE R PR T

1101 GTAGATGTCAATACGAAGTTTGAAGATGTAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCATTCTATATATTATGAAGTGGACTTTGGGTGGGGAGATGCAATGAACG 1200
1148 tgagcactatgctacaacaacaggagcacgagaaatctctgccaacttatttttetttcctacaatctactaagaacatgccagatggaatcaagatget 1247

1200 1200

1248 aatgtttatgcctccatcaaaactgaaaacattcaaaattgaaatagaagctatgataaacaaatatgtgactaaagtgtgtccgtcaaagttatgageg 1347

1200 1200
1348 gcecge 1352

1200 ----- 1200

Figura 45a. Alineamiento entre la secuencia del gen BAPT mas el sitio de
restricciéon de Xbal y el resultado de secuenciacion con T7 para el clon 15P. En rojo
la secuencia del sitio de corte. En cuadro rojo marca un cambio en la secuencia de
la muestra analizada.
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Tue Aug 19, 2014 11:28 CEST Matches(|):1066
15P_pGEMBAPT SP6.fasta from 1160 to 1 Mismatches (#):9

Alignment to Gaps( ):362
BAPT_gene Resites.fasta from 1 to 1352 Unattempted(.):0

tetagaatgaagaagacaggttegttageagagttecatgtgaatatgattgagegagteatggtgagacegtgectgecttegeccaaaacaatectee

ctete t tttttetaacgtattgetggtetacgety tggacagagtetetgeagatee aaagtgat

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ CTTGAAGGGGA~TGCCCCGGGCAG

FEREEEI#EEE LTI

t gag9 ggtgetggtttattattaccettitgetgggegy t tgggg tgaagtggagty gggcag

GGTGTTTTGTTTTTGGAAGCCATGGCTGACAGGGACCTTTCAGTCTTAACAGATCTCGATAACTCCARTCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTTTCTAC
I|I|II"IIlII#II|IIIIIIII|IIII|II‘IIIII|||IIIIIIIIlII|IIII[III|II‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII#IIIII

ggtgttetgtttetgqaagecatggqetgacagegacettteagtettaacagatetegataa ttgattttttetetac

CAC. CTCCATCTCTTGATTGTTCAGGTAACTCGTTTTACATGTGGGGGTTTTGTTGTGGGAGCGAATGTGTATGGTAGTAC

FECCCCEEECEET PP E e e e e PP

cacaggatacagatattgaggacctecatetettgattgtteaggtaactegttttacatgtygggggttttgttgtgggagegaatgtgtatggtagtac

ATGCGATGCAAA TTGGCCAGTTTCTTCA AGCCCTCGATTGAACCGATATGGAATAGAGAACTG

FEEEEEEEECE PR R R TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

atgegatgcaaaaggatttggecagtttetteaaggtatgg gatggecgagaggagaggttaag tegattgaaccgatatggaatagagaactg

GTGAAGCTAGA T CCTTCC TCATCTTCAAAT ACGCACCTGTAATTGAGGAGAAATTTGTTCAAACATCTCTTGTTATAA

IIIIIIIIIlIIIII|IIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIlII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

tagaagattgt ttecggatgagteatettecaaattatacacgecacctgtaattgagqgagaaatttgqttcaaacatetettgttataa

ACTTTGAGATAATAAATCATATCAGACGACGCATCATGGAAGAATGCAAAGAAAGTTTATC TTCATTTGAAATTGTAGCAGCATTGGTTTGGCTAGCAAA

FEEEEEEEECE PR EE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

actttgagataataaatcatatcagacgacgeatecatggaagaatgcaaagaaagtttatetteatttgaaattgtageageattggtttggetageaaa

GATAAAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGAAGCTTCTTTTTGCAATGGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGATACTAT

FEEEEEEERCEEEEEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

gatasaggettttcaaattecacatagtgagaatgtgaagettetttttgeaatggac teatttaat tettecacatggatactat

GGCAATGCCTTTGGTATTGCATGTGC. TGTCCATGACCTTCTA, 'CTCTTTTGCGCACTATAATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCT

FECCCEEEEEE PP PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

ggcaatgectttggtattgeatgtgeaatggataatgtecatgaccttetaagtggatetettttgegeactataatgatcataaagaaatcaaagttet

CTC[PACACAAAGAACTCAACTCAAAAACCGTGATGAGCTCGTCTGTAGTAGATGTCAATACGAAGTTTGAAGATGTAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCA

FEEEEEEEEEEE TR PR PR PR e

cttracacaaagaactcaactcaaaaacegtgatgaqetegtetgtagtagatgtecaatacqaagtttgaagatqtagttteaattagtgattggaggea

TTCTATATATTATGAAGTGGACTTTGGGTGEGGAGATGCAATGAACGTGAGCACTATGCTACAACAACAGGAGCACGAGAAATCTCTGCCAACTTATTTT

FECEEEEEEEEEEEE PR R R R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey

ttetatatattatgaagtggactttgggtyggggagatgcaatgaacgtgageactatget gagcacgagaaatctetgecaacttattet

TCTTTCCTACAATCTACTAAGAACATGCCAGATGGAATCAAGATGCTAATGT TTATGCCTCCATCAAAACTGAAAACAT TCAAAATTGAAATAGAAGCTA

FECCCCEEEEEETEEE PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

tetttectacaatetactaagaacatgecagatggaatcaagatgetaatgtttatgectecateaaaactgaaaacattcaaaattgaaatagaageta

TGATAAACAAATATGTGACTAAAGTGTGTCCGTCAAAGTTATGAGCGGCCG TAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGA

FECCECEEECE PP EE R e

tgataaacaaatatgtgactaaagtgtgtecgtcaaagttatgageggeeg, s S

GAGCTCCCAACGCGTGATAATCCTTTTTTTGTTTACC 1

Notl

------ ~mmn 1352
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Figura 45b.

Alineamiento entre la secuencia del gen BAPT mas el sitio de

restriccion de Notl y el resultado de secuenciacion con SP6 para el clon 15P. En
rojo la secuencia del sitio de corte. En cuadro rojo marca un cambio en la secuencia
de la muestra analizada.
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Translated Protein Sequence

Alignment: BAPT gene with 15pGEM BAPT _T7
Matches: 100%

DNA mutation (not significant) Leu 333 site

MKKTGSLAEFHVNMIERVMVRPCLPSPKTILPLSAIDNMARAFSNVLLVYAANMDRVSADPAKVIREALSKVLVYYYPF
MKKTGSLAEFHVNMIERVMVRPCLPSPKTILPLSAIDNMARAFSNVLLVYAANMDRVSADPAKVIREALSKVLVYYYPF

AGRLRNKENGELEVECTGQGVLFLEAMADSDLSVLTDLDNYNPSFQQLIFSLPQDTDIEDLHLLIVQVTRFTCGGFVV
AGRLRNKENGELEVECTGQGVLFLEAMADSDLSVLTDLDNYNPSFQQLIFSLPQDTDIEDLHLLIVOQVTRFTCGGFVV

GANVYGSTCDAKGFGQFLQGMAEMARGEVKPSIEPIWNRELVKLEDCMPFRMSHLQIIHAPVIEEKFVQTSLVINFEI
GANVYGSTCDAKGFGQFLQGMAEMARGEVKPSIEPIWNRELVKLEDCMPFRMSHLQIIHAPVIEEKFVQTSLVINFEI

NHIRRRIMEECKESLSSFEIVAALVWLAKIKAFQIPHSENVKLLFAMDLRRSFNPPLPHGYYGNAFGIACAMDNVHDLL
NHIRRRIMEECKESLSSFEIVAALVWLAKIKAFQIPHSENVKLLFAMDLRRSFNPPLPHGYYGNAFGIACAMDNVHDLL

SGSLLRTIMIIKKSKFSL.HKELNSKTVMSSSVVDVNTKFEDVVSISDWRHSIYYEVDFG‘/‘.’GDN‘.'IN --------------------------
SGSLLRTIMIIKKSKFSLHKELNSKTVMSSSVVDVNTKFEDVVSISDWRHSIYYEVDFGWGDAMNYVSTMLQQQEHEKS

LPTYFSFLOQSTKNMPDGIKMLMFMPPSKLKTFKIEIEAMINKYVTKVCPSKL®

Figura 46. Comprobacion de la sustitucion de aminoacido. Traduccién y
alineamiento de gen BAPT y la secuencia de la clona 15P pGEM_BAPTxn\.
Enmarcado en rojo la proteina resultante de la sustitucion.

El paso subsiguiente fue crecer el clon 15P en medio LB+Amp100
para luego purificar el plasmido pGEM_BAPTx.n por miniprep,
obteniendo el suficiente material para realizar las digestiones con los
enzimas especificos. De igual manera se purifico el plasmido
plV2B2.1_VoGES para ser igualmente digerido. El resultado obtenido
con cada construccion fue concentrado en gel para cortar las banda

de interés y ser purificadas empleando el kit Geneclean®.

Para el primer caso se escindi6é la banda de aprox 1,3 Kb la cual
corresponde al gen [inserto] BAPTx.n, mientras que del segundo gel
se cortd la banda de 5,2 Kb la cual concuerda con el tamafo del
fragmento [vector] plV2B2.1 el cual posee el Pd35S, como puede

observarse en la (Fig. 47).
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Figura 47. Digestion de plasmidos. A: Banda de 1,3 Kb correspondiente al gen
BAPTx.\ producto de la digestion de la construccion pGEM_BAPTx.y ; B: Banda de
5,2 Kb correspondiente al vector plV2B2.1 producto de la digestion de la
construccion plvV2B2.1_VoGES.

Una vez con los segmentos de DNA purificados se procedié a hacer
la segunda ligacion para generar el plasmido plV2B2.1_BAPT.
Conjugando 150 ng del vector mas 468,6 ng del inserto (manteniendo
la proporcién 3:1 v/v) la ligacién fue realizada segun lo indicado en
materiales y métodos. El producto de ligacion fue clonado en Cc y

distribuido en placas con medio de seleccion.

De las 51 colonias crecidas, sélo el clon 19c dio positivo en el
escrutinio por PCR obteniendo banda de 1,3 Kb concordando con el
tamafo del gen BAPT. La integridad de los sitios de restriccion de
este clon fueron corroborados mediante la digestion con los enzimas
Xbal y Notl, observandose un patron de fragmentacion concordante
con el tamafo del vector y del inserto, utilizados para generar el

plasmido deseado (Fig. 48).
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Figura 48. Confirmacion de la ligacidn entre vector plV2B2.1 y el inserto BAPTx.n.
A: PCR para amplificar gen BAPT de la clona 19c; B: Digestién con Xbal y Notl de
la clona 19¢c y plV2B2.1_VoGES como control (+).

El producto de miniprep de este clon fue enviada a secuenciacion con
los cebadores FW2, FW3, FWext y RV2, RV3, RVext con los cuales
se comprobd la correcta insercion del gen BAPT. Los alineamientos,
empleando ApE-A software, confirmaron que ambos sitios de
restriccidn se encuentran inalterados después de la ligacién asi, como

la secuencia del gen (Fig. 49).

D Label 4100 4105 4110 4115 4120 4125 4130 4135 4140 4145 4150

1 plv2B21_BAPT TTTT T T T T T T T T T TGIT CCAGITCTAGCAIATCAAGCAAGCATCAGCGC T TCGT TAGCCAGAGTTCT

2 19¢c_RvV2 NTR NG AT ATGTATA ATATGTATA ? A0 ACCACATD

3 19¢_RV3 TTTTTTTTTTTTTTGTCGAGITCTAGAJATGAAGAAGACAGGTTCGTTAGCAGAGTTCC
Xbal =—>

ID  Label

1 plV2B21_BAPT

2 19c_FW2 L e TAAGCTOTG T TARG ? TAlCCOG sl L TATAACAD

3 1%¢c_FW3 GTGACTAAAGTGTGTCCGTCAAAGTTATGA[GCGGCCGCIAGATCTCCAATAAGAG

Figura 49. Alineamiento de la clona 19c con la construccion plV2B2.1_BAPT.
Arriba: enmarcada la secuencia del sitio de restriccion para Xbal e inicio del gen
BAPT; Abajo: enmarcada la secuencia del sitio de restriccion para Notl y final del
gen BAPT (+). En rojo la secuencia disefiada de la construccion.
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Corroborada la integridad de los sitios de restricciéon y del gen, se
establecio el cultivo bacteriano en suspensién en el medio LB+Gm10
liquido para conseguir una mayor cantidad del plasmido
plV2B2.1_BAPT. Mediante Maxiprep obtuvimos una concentracion de
21 pg/uL de DNA plasmidico. Paralelamente, el plasmido
pWRG15G15, con el gen reportero gusA, también fue clonado en Cc
DH5a para después establecer un cultivo bacteriano en medio
LB+Amp100 del cual, por Maxiprep, se obtuvo una concentracién de

2,6 ug/pL de ésta construccion.

Con el suficiente DNA de ambos plasmidos a emplear, se realizd
recubrimiento de las microparticulas de oro como se indica en

materiales y métodos.

Para asegurar la eficiente seleccion de las células transformadas
mediante el antibidtico de seleccidon, primero se estudié cual era la
concentracion del antibiético que era capaz de inhibir el crecimiento y
causar la muerte a las células no transformadas. Para ello se llevd a
cabo un ensayo de sensibilidad a higromicina de los callos de Taxus
media, utilizando concentraciones de 0, 10, 25, 50, 100, 125, 150 y
200 mg/L de higromicina. Los resultaron mostraron que la viabilidad
celular ante éste antibidtico era dependiente de la concentracion
utilizada. El efecto negativo del antibiotico se hizo evidente sobre la
supervivencia de los callos a partir de la concentracién de 50 mg/L,
inhibiendo el crecimiento celular en un 50%, mientras que a
concentraciones mayores el dafio causado llevdo a un 70-95 % de
muerte celular (Fig. 50). Estos resultados difieren de los obtenidos por
Kim et al. (2000) y por Ketchum et al (2007), quienes encontraron que
la concentracién mas efectiva de higromicina, como antibiéticio de

seleccién era de 10 mg/L y 2,5 mg/L, respectivamente. Sin embargo,
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ambos autores utilizaron cultivos celulares de T. cuspidata en sus
estudios y la concentracion optima del antibidtico para seleccionar un
cultivo transformado es claramente dependiente no sélo de la especie

vegetal, sino que también lo es de la linea celular utilizada.

En base a lo anterior, se escogié la concentracion de 50 mg/L para
seleccionar el material bombardeado, coincidiendo con ensayo
previos realizados para éste género (Exposito et al., 2010; Syktowska
et al., 2015).

Ensayo de sensibilidad a Higromicina Control | 10 mg/L | l 25 mg/L ‘ c{ 50 mg/L

|
I I i i \ A
‘ — .
50 W huert:

% de viabilidad

[ 200 mg/L | 150 mglL L [125mgiL |y [ 100 mgiL

WL | “"6 9 @a

Figura 50. Ensayo de sensibilidad a Higromicina en callos de Taxus media.

Una vez ya recubiertas las nanoparticulas de oro con las
construcciones genéticas seleccionadas y establecida la
concentracion idonea del antibidtico de seleccidén, se procedid a

realizar los bombardeos a los callos de Taxus media.

Ensayo preliminares demostraron que someter a los callos a un
segundo bombardeo no aumentaba la eficiencia de transformacion
sino que, al contrario, afectaba negativamente la capacidad de
recuperacion del material. Por ello se decidid6 efectuar sélo un
“disparo” sobre los callos de Taxus. De igual manera y, pese a que un
tratamiento osmoético de 24h previo al bombardeo se suele emplear

para reducir el dafio celular y mejorar la transformacion, en nuestra
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linea celular resulto ser perjudicial su exposicion por tanto tiempo un
medio suplementado con manitol. Por todo ello, se evaluaron 3

tiempos de exposicion al medio osmatico: 4, 1y 0 (control) horas.

Un total de 85 callos, por cada tratamiento osmatico, fueron
bombardeados con nanoparticulas cubiertas con los plasmidos
plV2B2.1_BAPT y pWRG15G15, con el fin de integrar el transgén
BAPT para sobreexpresarlo y evaluar su influencia en la sintesis de
taxol. Después de 48h en medio de recuperacién (B5 crecimiento), 5
callos por tratamiento fueron inmersos en la solucion X-Gluc O/N para

observar la expresion transitoria del gen gusA (Fig. 51).

Los diferentes tiempos de exposicion en el medio osmaético mostraron
un promedio de 250 puntos azules por callo. Aunque en los
tratamientos control y 1 h tuvieron valores mayores comparados al de
4h, las diferencias no fueron significativas entre los tiempos

ensayados para la expresion transitoria de gusA.

El resto del material fue transferido a medio de seleccion con Hyg.
Debido al tamano reducido de los callos, se opté por reunir 2 de
éstos, manteniendo los tratamientos por separado, para promover el
crecimiento celular, lo cual redujo el numero de 80 a 40 por

tratamiento.
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Expresion transitoria de GUS
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Figura 51. Expresion transitoria de gen gusA. Der: Promedio de células que
expresan GUS en callos de Taxus media bombardeadas por biolistica, luego de
tratamientos de 4, 1 y 0 (cnt) horas en medio osmético. Izq: Células con expresion
de GUS. Células sin transformar como control negativo C; plasmido pWRG15G15
como control positivo +. (Barra = 250 ym).

Después de 3 meses de mantener los callos en medio sélido de
seleccidn, con subcultivo de 10 a 12 dias, no se obtuvo un incremento
notable de biomasa del material transformado; por el contrario, hubo
un balance negativo debido a alta proporcion de células que no
presentaban el gen de resistencia al antibiético reflejandose en una
tasa de mortalidad (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentajes del escrutinio por seleccion sobre los callos
de Taxus media transformados por biolistica 90 dias después del

bombardeo.
Tratamiento No. de callos No. de callos % de material
osmotico bombardeados en medio + Hyg  recuperado
previo (2d) (90d) tras seleccién
Oh (cnt) 40 10 25
1h 40 9 22,5
4h 40 6 15
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Pese al poco material, muestras de los callos fueron inmersas en la
solucion X-Gluc para comprobar la expresiéon de gen gusA después
de 3 meses en medio de seleccién con Hyg. A lo largo de este
periodo la expresion del gen gusA fue disminuyendo. De un promedio
de 250 células con expresion transitoria de GUS a los 2 dias, se paso,
a los 3 meses, a un promedio de 7 células, aunque en este caso la
expresion del gen reportero ya se considera estable. El promedio de
células que expresaron el gen reportero en los callos que no fueron
expuestos al medio con manitol (Oh & control) fue de 8, representando
un 3% con respecto a la expresion transitoria registrada previa al
bombardeo con las nanoparticulas cubiertas con nuestras
construcciones. El resultado en el tratamiento de 1h en medio
osmotico fue en promedio de 9,2 células fue similar con 3,5% de
expresion de GUS. El menor porcentaje de células tefidas lo tuvo el
pre-tratamiento osmoético de 4h con 1,7%. Solo el tratamiento de 4h

presentd diferencias significativas con los de 0 y 1 h .(Fig. 52)

Aunque tan sélo un bajo numero de células presentaron una
transformacion estable con el sistema de transferencia directa de
DNA en nuestra linea celular de Taxus media, la insercion del
transgén fue positiva. Con el fin de mejorar la formacion de biomasa
de las células transformadas, se establecieron cultivos en suspension
de las 3 condiciones ensayadas, partiendo de un in6culo de 2 g de
células en 20 mL de medio B5 modificando la concentracion del
antibidtico Hyg a 2,5 mg/L (Ketchum et al,, 2007). Los cultivos se

mantuvieron a 25°C /100 rpm, subcultivando cada 10-12 dias.
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Expresion estable de GUS
(83 meses de bb)
20 4

No. de puntos azules

Oh 1h 4h

Exposicion en medio osmético

Figura 52. Expresion estable de gen gusA. Promedio de células de Taxus media
que expresan GUS en callos en medio de seleccion, tras 3 meses del bombardeo
por biolistica, variando en el tiempo de pre-tratamiento en osmatico.

Después de 24 meses de establecidos los cultivos en suspension
para seleccion, se efectué nuevamente el ensayo histoquimico para el
egn gusA. La cuantificacion de las células que expresaba GUS
mostré un aumento en el material transformado con respecto a lo
reportado tras 3 meses del bombardeo. El tratamiento control (Oh)
paso de 8 a 206 células con expresion de gen reportero, siendo 25
veces mayor. En el tratamiento de 1h el incremento fue 22 superior,
pasando de 9 a 200 células tenidas. Para el caso del tratamiento de
4h en osmotico, se paso de 4 células promedio a 124 significando
una diferencia 31 veces mejor a lo expresado en 3 meses de
seleccién (Fig. 53). Aunque la mejor recuperacion en la formacion de
biomasa de células transformadas se suscitd en el tratamiento de 4h
en osmatico, éste fue el evento con menos células al cabo de 24

meses del bombardeo.
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Expresion estable de GUS
(24 meses de bb)
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Figura 53. Expresion estable de gen gusA. lzq: Promedio de células de Taxus
media que expresan GUS en suspensiones con Hyg, tras 24 meses del bombardeo
por biolistica, variando en el tiempo de pre-tratamiento en osmético. Der: Células
con expresion de GUS en los distintos pre-tratamientos osméticos (A: Barra = 1
mm; B: Barra = 250 ym).

Si bien la recuperacion en el numero de las células con
transformacién estable, después de 24 meses, presenta una
tendencia similar con lo observado en la expresion transitoria del gen
gusA a los 2 dias del bombardeo, éstas tuvieron un porcentaje inferior
en la cantidad de células que expresan el gen reportero GUS, siendo
de 24, 21y 47 % en los tratamientos de 0, 1 y 4 h de exposicion en el

medio osmatico respectivamente.

A causa de la enorme demanda mundial de taxol y taxanos de interés
para su utilizacion clinica frente a diversos procesos tumorales, se ha
planteado también el empleo de estrategias de transformacion
genética para activar, mediante la aplicacion de la ingenieria
metabdlica, los pasos claves de la ruta de sintesis de dichos

compuestos, con el fin de incrementan su produccién biotecnolégica.
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Debido a que, actualmente, la produccion biotecndlogica de taxol y
sus precursores biosintéticos esta basada en el establecimiento y
cultivo de lineas celulares muy productivas, para la obtencion de los
taxanos de interés no es necesario regenerar planta. Por ello, la
transformacion genética de los cultivos de células en suspension
resulta un buen sistema, puesto que la optimizacién de la produccion
se puede llevar a cabo posteriormente ya que para ello existen
estrategias muy conocidas y utilizadas. Sin embargo, muy pocos
grupos de investigacion han logrado la transformacion genética de
cultivos celulares de Taxus sp. (Ketchum et al., 2007; Vongpaseuth et
al., 2007; Kim et al., 2000; Exposito et al., 2010).

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado la
posibilidad de regular la expresiéon de genes flujo-limitantes de la ruta
de sintesis de taxanos mediante ingenieria metabdlica. La
sobreexpresidon del gen que codifica para la enzima TXS, junto con la
adicion del elicitor metil jasmonato resulté en una notable mejora al
incrementar los niveles de taxol producidos en un 265% respecto al
control elicitado sin transformar (Exposito et al., 2010). Otros pasos
limitantes de la sintesis de taxol son aquellos que se encuentran al
final de la ruta biosintética y que aun en presencia de elicitores, los
genes que los controlan, no incrementan claramente su expresion
genética. Entre ellos destaca el gen que codifica para la enzima
baccatina Ill: 3-amino-3- fenilpropanoil transferasa (BAPT),
responsable de la esterificacion del grupo hidroxilo C13 de bacatina Il
con la cadena lateral de B-fenilalanoil-CoA. Respecto a dicho gen se
ha demostrado que sus niveles de expresién y la produccién de taxol
estan totalmente relacionados (Nims et al., 2006; Onrubia et al., 2011;

Onrubia 2012). Por todo ello, nuestro planteamiento fue disefiar una
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construccion genética con el fin de obtener, mediante biolistica,
cultivos celulares de Taxus capaces de para sobreexpresar el gen

BAPT bajo el control de un doble promotor 35S.

El sistema de transferencia directa de DNA por biolistica con
nanoparticulas de oro ha demostrado ser un sistema muy efectivo
para la transformacién genética de especies vegetales que se
muestras recalcitrantes a la infeccion por Agrobacterium. A la vez,
este sistema ofrece la posibilidad de transformar simultaneamente
con diferentes construcciones genéticas un mismo material, pudiendo
obtener cultivos celulares/plantas capaces de expresar a la vez
diversos transgenes. Entre los éxitos mas destacados logrados
mediante esta metodologia destacan la obtencion de plantas de arroz
biofortificadas para diferentes elementos minerales, plantas de maiz
productoras de proteinas recombinantes con alta efectividad en
medicina, plantas productoras de compuestos secundarios de interés,
etc (Banakar et al., 2017; Vamvaka et al., 2016; Zanga et al., 2016;
Bai et al., 2017).

Por la dificultad que presentan en general las plantas gimnospermas
para ser transformadas mediante el sistema Agrobacterium, se ha
ensayado con bastante éxito la transformacién genética mediante
biolistica, especialmente en especies de Pinus, como por ejemplo
Pinus patyla (Nigro et al., 2004), Pinus nigra, (Salaj et al., 2005), y
Pinus radiata, (Lynette et al., 2005; Wagner et al., 2005). Con
respecto a Taxus, existe muy poca informacion sobre la utilizacion de
dicha tecnologia en plantas o cultivos celulares, aunque existen
algunos trabajos que apoyan su eficacia (Vongpaseuth et al., 2007).

Por ello en este trabajo se ha planteado la utilizacién de la biolistica
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para el establecimiento de cultivos celulares transformados de Taxus

media.

Un punto clave para el éxito de la transformacidén genética mediante
esta tecnologia es la cantidad de veces que se debe bombardear el
material biolégico para lograr mayor porcentaje de transformacion.
Previamente, Vongpaseuth et al., (2007) habian observado que el
aumento de bombardeos daba lugar a un incremento de la eficiencia
de transformaciéon, medida como actividad luciferasa, aunque la
respuesta en las dos lineas celulares que bombardedé no era la
misma. En nuestro caso mas de un “disparo” con las nanoparticulas
de oro resultd perjudicial para la recuperacion de nuestra linea
celular, razéon por la cual se estandariz6 a un solo evento de
transformacién por callo. Esto demuestra que para encontrar la
maxima eficiencia de transformacion mediante la técnica biolistica se
deben ensayar muchas variables ya que cada linea celular responde

de diferente manera a un mismo tratamiento.

Respecto a la utilizacién de un gen reportero para poder determinar el
éxito de la transformacién hay que tener muy en cuenta si el material
vegetal utilizado presenta respuesta positiva endogena. En nuestro
caso se ha utilizado el gen reportero gusA. Ensayos anteriores
realizados por Ketchum et al., (2007) informaron sobre la posible
respuesta positiva al ensayo GUS de las células de Taxus cuspidata
sin transformar, sin embargo posteriormente se demostré6 que este
resultado se debia a la presencia aun remanente de Agrobacterium
portador del gen gusA. En nuestro caso ninguno de los controles, es
decir cultivos no sometidos a biolistica resultaron positivos para el

ensayo GUS.
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En nuestros ensayos de transformacién, el numero de células con
expresion transitoria de gusA (48h) no presentd diferencias
significativas entre los pre-tratamientos en medio osmético de 4, 1y O
horas (Fig. 54). Tomando como base que la densidad de células en
un gramo de peso fresco de éstas es de 1,9x10° (Ketchum et al.,
2007) nuestra eficiencia de transformacion a las 48h del bombardeo

fue en promedio de 0,013%.

Después de 3 meses de seleccion, la expresion del reportero resultd
menor en los callos sometidos a 4h de pretratamiento osmatico, con
diferencia significativa, en el numero de células con transformacion
estable, con una densidad de 0,0001% comparado con el 0,0004% de
los otros 2 tratamientos. Después de 24 meses de la transformacion y
del mantenimiento de los cultivos en suspension, el numero de
células que expresaron gusA fue de 0,010% en pre-tratamiento
osmotico de 1 y 0 horas siendo similares a los obtenidos en la
expresion transitoria, en tanto que para 4h fue de un 0,0065%. Esto
datos reconfirman la gran dificultad que para conseguir y mantener

células transformadas del Taxus.

Estos resultados demuestran la eficiencia de la biolistica para la
transformacién estable de cultivos celulares de Taxus media. Aunque
a los 3 meses de la transformacion se observo una disminucion muy
clara en la actividad del gen gusA, lo cual demostr6 una baja
proporcion de células transformadas respecto al total, a los 2 afios se

ha observado un claro incremento de dicha actividad (Fig. 54).
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Figura 54. Crecimiento de células transformadas por biolistica. Eficiencia de
transformacion en callos de Taxus media tras bombardeo con nanoparticulas
cubiertas con los plasmidos plV2B2.1_BAPT y pWRG15G15 luego de 2 afios.

Puesto que los cultivos se han mantenido en presencia del antibiético
de seleccién, las células no transformadas han ido desapareciendo
con el tiempo y tan solo las transformadas han seguido su
crecimiento, lo que demuestra que la transformacién es estable. El
problema que presentan los cultivos de Taxus es su lento crecimiento,
y en el caso de los cultivos transformados este problema se ha hecho
mas marcado, ya que aunque las células se mantienen con una alta
viabilidad su capacidad de divisién se ha visto muy afectada y por
tanto, el aumento de biomasa es muy limitado. Por ello, hasta este
momento no se ha tenido material suficiente de cada linea celular
transformada para poder estudiar la integracion y expresion del gen
BAPT en el genoma las mismas por qPCR y Northern blot analisis,

asi como tampoco se ha podido determinar la accion de la presencia
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de dicho gen sobre la biosintesis de taxol y taxanos relacionados.
Estos estudios estan previsto que se llevaran mas adelante, en
cuanto se haya optimizado el crecimiento de las lineas celulares

transformadas.

Solo en base a la expresibn estable del gen gusA vy
consecuentemente a la probable integracion del gen BAPT en el
genoma de nuestras lineas celulares, éste seria el primer caso de
transformacion estable por biolistica en Taxus que integra un gen

clave flujo limitante sobreexpresado, para la sintesis de taxol.
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CONCLUSIONES

El objetivo de éste trabajo de investigacion a sido desarrollar y

mejorar estrategias biotecnoldgicas para la produccion de taxanos en

cultivos celulares de Taxus spp. suplementados con nuevos

potenciales elicitores. De igual manera, mediante transformacion

genética por biolistica, el generar lineas celulares que sobreexpresen

genes claves que regulan la ruta metabolica de taxanos para la

incrementar su obtencion. Concluido nuestro estudio, tras analizar y

discutir los resultados obtenidos, hemos llegado a las siguientes

conclusiones:

En los cultivos celulares elicitados de T. media, y de V. vinifera,
se presentd un efecto sinérgico favorable en la produccion de
taxanos al darse la interaccion con Coronatina y §-
ciclodextrinas, siendo con PDFdegas donde se registro la
mayor produccion. Con esto resultados se confirma la
efectividad de los elicitores para incrementar la produccién en

ambas especies

Los tratamientos conjugados donde estuvieron presentes
Coronatina y p-ciclodextrinas demostraron ser los mas
efectivos sobre la produccion de taxanos y t-resveratrol,
respectivamente, que aquellos con los elicitores

suplementados individualmente.

Los perfiles de expresion de los genes clave en la biosintesis
de taxanos, en los cultivos celulares elicitados de Taxus

media, demostraron una reprogramacion de la expresion
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geénica, siendo diferencial de a cuerdo al elicitor empleado,
siendo indispensable para esto la presencia de Coronatina y -
ciclodextrinas conjugada. En el caso de V. vinifera el
comportamiento en la expresion fue similar, aumentando en

presencia de Jasmonato de metilo y p-ciclodextrina.

Con estudios previos de la variacion de los perfiles
transcriptomicos en cultivos elicitados de Taxus spp,
determinada por cDNA-AFLP se identifico el gen TB595

codifica para el péptido Taximin.

La adicion del homodlogo HyproTaximin en los cultivos
celulares, incrementd los niveles de taxanos conjuntamente
con MeJa, teniendo un efecto transitorio pero notable, sobre la
produccion de taxol y taxanos relacionados, lo que lo propone
como miembro de la familia de péptidos elicitores involucrado

en mecanismo de defensa.

Se logré estandarizar un protocolo de transformacion para
nuestra linea celular de T. media, superando asi la dificultad
que presenta el sistema Dbiolégico empleado a las

modificaciones de éste tipo.

El sistema de transferencia directa de DNA por biolistica con
nanoparticulas de oro, resulté efectivo para la transformacion

genética estable de células de T. media. La eficiencia de
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VIII.

transformacion, aunque efectiva, resultd baja debido a la
afectacion de las células en su proceso de formacion de

biomasa.

De ser confirmada la transformacién, seria de los primeros
casos de sobreexpresion de un gen clave flujo limitante en

Taxus, logrado por biolistica.
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