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Metabolismo secundario vegetal:
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Metabolismo secundario vegetal:

Metabolismo secundario
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Funciones de los metabolitos secundarios:
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Cultivos para biodiesel
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Problemas de las plantas medicinales:

Desertizacion

Biofactoria vegetal
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Concepto de biofactorias vegetales:

Cultivos
indiferenciados:

Suspensiones Células
celulares inmovilizadas

Cultivos
Diferenciados:

Raices

Brotes

) Bioreactores
Frascos agitados



Expresion del metabolismo secundario:
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Concepto de biofactorias vegetales:

Cultivos
indiferenciados:

Suspensiones Células
celulares inmovilizadas

Cultivos
Diferenciados:

Raices

Brotes

) Bioreactores
Frascos agitados
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Ventajas biofactorias vegetales:

» Permiten la produccion de compuestos
bioactivos utilizando un menor numero de
plantas.

» Se evitan los problemas relacionados con el
clima y geopoliticos.

» Potencian la conservacién y disponibilidad de
especies vegetales en riesgo de extincidon para
las generaciones venideras.

» Aseguran la no contaminacion del material
vegetal, ya los cultivos in vitro estan libres de
microorganismos, herbicidas, plaguicidas vy
fungicidas.

» Los sistemas agricolas no son necesarios y el
suelo se puede utilizar para la produccion de
alimentos.

» Conducen a una drastica reduccién en el agua y
del uso disolventes organicos pues se
simplifican los procesos de extraccion.

» Si se utilizan OGM no hay riesgo de dispersion
de transgenes.

; ‘:;;I'_ .
PP-caroteno l

Procesos biosostenibles y ecoldgicos
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Progresion de la produccion de compuestos bioactivos en biofactorias vegetales

I'PR prGCD humana

201

naa creciend®

- D\'\t‘\
Paclitaxel Lo ista ©

2002

Siconina
1984

Sistema vegetal Bioactivo Productor

Proteinas recombinantes:

Daucus carota Elelyso™ (glucocerebrosidasa) Protalix (Israel)
Rh-lactoferrina

Oryza sativa Rh-albumina Invitria (USA)
Rh-lisozima

Rh-transferrina

Metabolitos secundarios:

Catharantus roseus Arbutina Mitsui Chemicals, Inc. (Japon)

Coptis japdnica Berberina Mitsui Chemicals, Inc. (Japon)

Echinacea spp. Polisacaridos de equinacea Diversa (Alemania)

Panax ginseng Ginsendsidos Nitto Denko Corporation (Japdn)

Taxus spp. Paclitaxel Phyton Biotech. Inc. (USA/Alemania); Genexol®-Samyang Genex (Korea)
Podophyllum sp. Podofilotoxina Nippon Qil (Japon)

Coleus blumei Acido rosmarinico Natterman & Cie. Gmbh (Alemania)

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

Lithospermum erythrorhizon Siconina Mitsui Chemicals, Inc. (Japon)
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Vidal-Limon et al. 2016. Bioprocessing of Plant In Vitro Systems, Reference Series in Phytochemistry. Springer
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Optimizacion de |la produccion:

Factores de entrada:

Factores de salida:
» Crecimiento
» Produccion
» Rendimiento

Lineas celulares
Condiciones de cultivo
Medio de cultivo
Precursores y elicitores
Biorreactores
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Aproximaciones empiricas

Vidal-Limon et al. 2016 Bioprocessing of Plant In Vitro Systems, Reference Series in Phytochemistry. Springer
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Factores de entrada:

Factores de salida:
» Crecimiento
» Produccion
» Rendimiento
» Mayor conocimiento del
metabolismo

» Lineas celulares

» Condiciones de cultivo
» Medio de cultivo

» Precursoresy elicitores

» Biorreactores
sq55a8zzy
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Taxol y otros taxanos:

1992 FDA - tratamiento del cancer

Clasificacion ATC
(Anatomical Therapeutic Chemical)

Taxol y andlogos (LO1CD)
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Estructura quimica del taxol y sus derivados semisintéticos
Onrubia et al. Current Medicinal Chemistry (2013) 20, 880-891
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Fuentes de taxanos

| Produccion biotecnoldgica:
Phyton, Cell Therapeutics, Abraxis
Corean Samyang Genex.....

Cultivos tradicionales
(plantaciones en Yunnan)

Semisintesis

baccatina Il
(precursor)

Sintesis quimica X

Arbol centenario de Taxus baccata
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Coste ecoldgico del sistema:

N

Parque natural de Da Huan (Yunnan)

Mujeres Miao trabajando en las plantaciones de T. yunannensis



EL UNIVERSITATbe
- BARCELONA

Fuentes de taxanos ‘

Produccion biotecnoldgica:
Phyton, Cell Therapeutics, Abraxis
Corean Samyang Genex.....

Cultivos tradicionales
(plantaciones en Yunnan)

Semisintesis

baccatina Il
(precursor)

Sintesis quimica X

Arbol centenario de Taxus baccata
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Nuestros estudios empiricos: Seleccién de lineas

Medios de cultivo basales
Optimizacion: | Reguladores del crecimiento
Precursores

Elicitores

Suspensiones

Taxus spp. celulares

Cultivo en bioreactor

Tipos:

Columna de borboteo
Airlift

Agitacidon mecanica
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» Condiciones de cultivo

. _ . o » Adicion de precursores
Aproximaciones de tipo empirico:
» Adicion de elicitores

» Escalado en biorreactores

precursores

elicitores

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

Cultivo en dos fases

Nuestras referencias: Cusido, R. et al., 1999, Plant Sci. 146: 101 -107; Fornalé, S. et al., 2002, Plant Physiol. 40:81-88;
Navia-Osorio, A. et al., 2002, J. Plant Physiol. 159: 97-102; Navia-Osorio, A. et al., 2002, Planta Med. 68: 336-340; Cusidg,
R.M.et al., 2002, Biotech. Prog. 18:418-423; Palazén, J. et al. 2003, J. Biotech. 101:157-163; Bonfill, M. et al. 2003, Plant
Physiol Biochem. 41: 91-96; Bentebibel, S. et al., 2005, Biotech. Bioeng. 89-655; Cusidd, R.M. et al., 2007, Biochem. Eng. J.
33:159-167 ; Bonfill, M. et al. 2007 Biol. Plant. 51: 647- 652; Expdsito, O. et al., 2009, New Biotech. 25: 252-259; Exposito,
O. et al.,, 2010, Biotech. Progr. 26:1145-1153; Onrubia, M., 2011, Plant Sci. 181: 282-287; Onrubia, M. et al., 2010,
Biochem. Eng. J. 53:104-111; Onrubia M. et al. 2013, J. Plant Physiol. 170: 211- 219.
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O-deacetylbaccatinll o

Oxylated intermediate

Conocimiento
biosintesis

produccion

Incremento | Liberacion | Referencia
produccion

T. media MelA x10 45% Onrubia et al. J Plant Physiol (2013) 170, 211- 219

I baccata RV X9 40% Onrubia et al. Plant Biotech J (2014) 12, 971-983

CORO x20 52% Onrubia et al. J Plant Physiol (2013) 170, 211- 219
CD X6 90% Sabater-Jara et al. Plant Biotech J (2014) 12, 1075-1084

T. media

T. media

T. media MelJA+CD x83 90% Sabater-Jara et al. Plant Biotech J (2014) 12, 1075-1084

T. media CORO+CD x18 90% Ramirez-Estrada et al. Phytochemistry (2015) 117, 174-184

5 elle)ereiel s CORO+CD x40 100% Ramirez-Estrada et al. Phytochemistry (2015) 117, 174-184

MelJA: jasmonato de metilo, CORO: Coronatina; CD: B-metilciclodextrina

Vidal-Limon et al. 2016 Bioprocessing of Plant In Vitro Systems, Reference Series in Phytochemistry. Springer
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Factores de entrada:

Factores de salida:
» Crecimiento
» Produccion
» Rendimiento
» Mayor conocimiento del
metabolismo

» Lineas celulares

» Condiciones de cultivo
» Medio de cultivo

» Precursoresy elicitores
» Biorreactores
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Biosintesis de taxanos:
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En rojo: Pasos no caracterizados hasta el momento

Onrubia et al. Current Medicinal Chemistry (2013) 20, 880-891



Efecto de |a elicitacion sobre el nivel de expresion génica:
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OH
NH,

Ogdo

B-fenilalanina CoA

Célula vegetal

4=m CD+MelA
4mmmm CD+Coro

IIII taxol

DBTNBT@ Medio de Cultivo

Cusido et al. Biotechnol Adv. (2014) 32, 1157-1167
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Aproximaciones dmicas: Estudio del transcriptoma de Taxus por cDNA-AFLP

Control MelA

— 2.4%
_0.4%

6.4%

Metabolismo vegetal

—)

I Funcion
.{ {T *Sin homologia 298 447
" "Metabolismo y Energia 181 2741
Proteinas no clasificadas 60 c.0
»Organizacion celular y defensa 43 6.4
= Sintesis de proteinas y grasas 28 4.2
- ‘Iransporte 23 3.4
Gene « Iransduccion de sefiales 15 2.2
- —— » Transcripcion 16 24
« [ransposones 3 0.4
* TOTAL DE SECUENCIAS 667 100
No data available . -

— Ramirez-Estrada et al. Plant Biotech J (2016) 14, 85-96
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Taximin:

EiQH Mels
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biosintesis
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TBOGT = Taxkmdhsnd-50-0k O-ao byl ransforase
TE208=Taxane=2a-Cbenbayl transferase

TBOG2=Taxana 109 hydrdase ke PAS0

TBO24=Taxana 1 0§-hydroxylase like PAED
TETIT24-Hydroxy-3-methylbut-2-onyl-diphosphabe synthase
TE2GT=Taxane 1 -o-hypdraxylagse e PAS)
TBETE=2-C-Maglhy|-d-enylhniol 2 4-cyclodiphosphate synthase
TE183=Taxang 108-hydrouylase like P4ED

TB&Td=Taxadisna So-hydroocylpse oy P450
TBSES=Tawdiong synthase

TEGTI=Taradmng synthase

TB3&8=Taxadieng synthase

TEIGE=Taxadieng synthase

TETES=Taxang-do-C-benzoyl iransierse
TBETi=Taxane-20-0-benzoyl ranslemss
TETra=10-Deacatyaccatin 1-10-0-acetyl thansferass
TB4+X5=Eaccatin l-3-aming, 1 3-phenyipropanoyliransivrase
TE?53=10-Deacetyl baccain il-10-C-acalyitransferase like
TB4d4=10-Deacety! baccaten 1ll-10-Ouacebitransierass
TBTSa=Eaccatin ll-Z-aming, 13-phamydpropangyitransiemss ke

{a) wwl . ubau‘é?n:a aly Arabidopsis lyratn (2 genes)
K ' ath hrabidopurs thaliama (2 genes)
i shi b Brachypotium distachiyon 1 gone}
ath R FMa  gme Glycino max {3 genes)
mas Manihat esculanta |5 ganes)
" é‘ ppa mer Modicago truncatula (4 gones)
/ osa Oryra sotiva ssp. aponica {2 genes)
_. ’ ocsmindica Oryza sativa ssp. indica {2 genes)
ptr z ppa Physcomitrabia patens (3 panes)
mtr ptr Popublut trichacarpa G ganad)
red Ricinus commmmnis (2 genas)
rco abi Sarghum bicakar (2 genea)]
(-] Thaohroma cataa (1 ganes)
mes’ T - e
4
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A
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TB4 1delAZ réprasscr prolisn
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Onrubia et al. Plant Biotech J (2014) 12, 971-983
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Taximin localizacion subcelular:
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Onrubia et al. Plant Biotech J (2014) 12, 971-983
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Estudio funcional del taximin: ﬁtaX'mm e

Taximin - HyproTaximin N, (a)

Mock 100 pM Mela Mock 100 pM Mela

Taxus cells Tobacco hairy roots
{b) 120004
Baccatin Nl
1000
B
B0
=
4
400
2000 16010 <
5 }
1200+
o . E
Pacitaxel = a0g B z
1000 2 [ i | b -
800 0 ballideldililaldial,
n-u T I::I T T T T T T T T T T T T T T T 1
800 000
é 60,0
a00 5000
4000
200 300,04
10,0 1 -
0 X
10045 -
0.0 -
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£ 22 23|82 ¢8:£:8:¢82 68 ¢§¢8¢
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Onrubia et al. Plant Biotech J (2014) 12, 971-983



“ UNIVERSITAT e
Estudio funcional del gen TB768 i PARCELONA
EI0H A,
01 2 4 BI62448061 2 4 B16244805

TBAB2=0-acatylrarslerase
TR2G8=Taxane- Fa-O-benzoyitansierase
TB493=G051 esierasafipasa Tentative function Tag GenBank Annotation BLAST hit e.value
TBOET = Taxadien a-5a-of-O-acetyitranaierase accession code
TBErG=2-C-muthyl-d-enhaitel 2, 4-oyciadiphsphate synthase CoA ligase TBT68 KMSQI66 Acyl-CoA ligase B9GQ3Y 00
TB212=5har-chain dehydragenase reductase C1and Co 8506 Cinnamate d-hydroxylase B226P% 00
TB193 Takane 10§-hydraxylase e P45 hadrariatin ol . e .
TBA95=Galactose/ghoxal axidase like protein 3 utathve cylochroms P4 50 dss. 1jes
TB2E2=Abietadiens synthase e protein e
TBSTd=Taxadiene S-0-hydroxylase ke P450 TBS74 KP Putative cytochrome P450 D7T4D5 1.0E-
TB2ET=Taxane 13-a-hydroxylase bke P450 18
TBAOT=Abietadiens synthase Buwe protein TB224 KF Putative cytochrome P450 D5ATYE 1.0E-
TETTa4:Hydroxy-3-metylbul-2-anyl-giphosphate synihase 152
-_Irg%z:;ﬂ!aw 1%"#“23?‘“3“ by P45 C4-C20 epoxidase Putative gibberellin oxidase AGNW35 1.0E-45

1 ytochname Fa CO oxid ) (EADFEMN-containin aLRT2 £7
TBOZA=Tarane 108 fydroxylse e P45 e - n:r:;e.n:soe e e e
TB81 2=GMC-ccidoraductasaMandelonitnla lyase |ke prolein . ! = - — .
TESa5=Taxadiena synihase Unknown (GMC oxidoreductase) AINXUS ‘:OE-
TB224=Cytochiams P450 i :
TB724=0-acolyttransferass eStUd 10S > Unknown (GMC oxidoreductase AINXUS 1.0E-
TB388=Taxadiena synilhase : :f- 109
TEI52=Taxadien e synthase n SI/ICO TB739 KP178212 Unknown (GMC oxidoreductase) AGNXUS 1.0E-
TBT=GME-guidoredictasaMandelonitily pase ke profein i X 148
TE*‘E‘—'GMC@EI‘QH&!.Hl oaadase boe probesn 78212 |Link to external resource: KP178212 brr-chain dehydrogenase AGNUBE 60E-01
TBAT I=Taxadiens synihasa reductase)
TE7A8=GMC cxidoreductasa/Mandslonizrile lyase |ike protein Unknown (GMC oxidoreduciase) AGNXUS 1.0E-
TBE45=GMC-cxkioredpetaseiMandalonitida bpase ke protein .
TBS28=FADFMMN-contahing detyirogenase

unknown AISVY3 1 0E-a4

TETE3=1{-deacetyl baceatin |- 10-Coacaty iransforass like proloin Cromutase
TETEE=ACy! Cod ligass —t——

Putative GOSL esterase

TB2TD=Taxame-2a-0-banzayitransiarase 1 Unknown (galactoseiglyoxal oxidase related) FEGTOS 1.0E-
THA2B=Gibberollin gxidase-like protein 184
THA3S5=Baccatin 1l-3-aming, 1 3-phanylpropangyiransisrase TB115 KP 1} Unknown (galactosesglyoxal oxidase related) D8RRE4 1.0E-
TBddds i l-descaiyl baccatin 1110 O-acatby Hranshoras s 183

TETTA=1{-deacetylbaccatin |- 10-0-acelyimnsfomse
TBTEGE=Taxane-20-O-banzoyitransierasa
TE? Sd=paccsin lll-3-amins, 1 2-phsny ipropanoyitransieneee [&e protein

-20 N

Ramirez-Estrada et al. Plant Biotech J (2016) 14, 8596
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Tentative function Tag GenBank Annotation BLAST hit e-value T7EOH
accession code
CoA ligase TB768 KM593667 Acyl-CoA ligase B9GQ39
C1and C@ TB506 KP178208 Cinnamate 4-hydroxylase B2Z6P5
PG yIases TB331 KP178206 Putative cytochrome P450 D774D5
TB574 KP178209 Putative cytochrome P450 D7T4D5
TB224 KP178204 Putative cytochrome P450 D5ATYS PAL l
C4-C20 epoxidase TB328 KP178205 Putative gibberellin oxidase AINW35 CoA ligase
Co oxidase TB596 KP178210 Unknown (FADFMN-containing BSLR72 OLCoA = I/'
dehydrogenase) ol
TBS12 KP178213 Unknown (GMC oxidoreductase) AINXUS Formaciondela .~
7’
4
cadena lateral .~
TB047 KP178200 Unknown (GMC oxidoreductase) AINXUS et
TB7390 KP178212 Unknown (GMC oxidoreductase) AINXUS
18212 [Lmk to external resource: KP178212 Lrt«cham dehydrogenase AINUSE
reductase)
TB645 KP178211 Unknown (GMC oxidoreductase) AINXUS
Oxomutase TB493 KP178207 Unknown AISVY3
Putative GOSL esterase
TB195 KP178202 Unknown (galactose/glyoxal oxidase related) FEGTQ6
164
TB115 KP178201 Unknown (galactose/glyoxal oxidase related) D8RR64 1.0E-
163

Ramirez-Estrada et al. Plant Biotech J (2016) 14, 8596
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Hipotética estructura 3D de la proteina TB768:

e Dominio catalitico

e Sitio de union a ATP

e Sijtio de union a CoA

e Sitio activador de acilo

(B)

Ramirez-Estrada et al. Plant Biotech J (2016) 14, 85-96
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Estudio funcional del gen TB768:

B-phenylalanine 4-coumaric acid

Substrate:
Substrate:
Y / <
B-phenylalanine p-coumaric acid
7.0e5 ——-TB768 7.0e5
----- no enzyme -——TB768
---- N0 ENZYMe
6.0e5 6.0e5
5.0e5 5.0e5
- miz: 916.2 @
@ 4085 : @ m/z: 914.3
& RT:3.89 & 405 RT:3.87
= ]
2 3.0e5 % 3.0e5
w =
1= D
g £
E 2005 = i
10e3 1.085 }L\
!
25 5 50 55 60 65 70 75 80 85 O g A,
. . 3.0 3.5 4.0 45 50 55 6.0 8.5 7.0 75 8.0 8.5
Time (min) Time (min)
1000 MEM: 015:2/409.3 1000 MRM: 914.3/407.3
900 R_T, 3.89 9001 RT. 3.87
800 / 8001
{ 700 / 700 i
800 'S 600/ 4
500 500 /
Coenzyme A g an 400 v
& 200 Q300
~ 200 £ o
+ > 100 o, 100 .
= A . z 5
ATP M gCL 2 O35 10 75 20 35 30 35 a0 45 50 55 60 65 70 z 0TG5 fo 15 20 25 30 35 40 45 60 85 60 65 70
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Conclusion:

En su conjunto los resultados de este trabajo confirman que los
cultivos celulares de Taxus spp. elicitados son una excelente .
plataforma biotecnoldgica para la produccion de taxanos y que CoA ligasa
este sistema, con el apoyo de las tecnologias dmicas, junto con los

estudios bioinformaticos, como catalizadores, potencia el

desarrollo de estudios basicos conducentes a un mejor

conocimiento de la biosintesis de taxanos y el metabolismo

\secundario en general.
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