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RESUMEN

Las giberelinas (GAs) son una numerosa familia de acidos tetraciclicos
diterpénicos activos como fitohormonas, gque Son sintetizados en grandes
cantidades por el hongo Gibbergﬂa fujikuroi. La actividad biolégica de las GAs
se encuentra asociada a la funcién 19y, 10 lactona que se genera por oxidacion
del grupo metilo ubicado en la posicién 20, reaccion que es catalizada por una
monooxigenasa P450 en este microorganismo (monooxigenasa P450-2 o C20
oxidasa). Las monooxigenasas P450 requieren oxigeno molecular y electrones
para llevar a cabo su funcién catalitica, los que' son aportados por nucledtidos
de piridina a través de proteinas transportadoras asociadas, como la P450
reductasa (CPR) o el sistema citocromo b5: citocromo b5 reductasa (cit b5: cit
b5 reductasa). Se ha demostrado que P450-2 cataliza la oxidacién de! metilo 20
de GA;z 0 GAy4 hasta CO, mas el producto jacténico o alternativamente hasta
carboxilato, sin acumulacion de intermediarios. En ausencia de CPR sin
embargo, se forman GAs C20 alcohol y G20 aldehido que podrian ser
intermediarios de la reaccion de oxidacion o bien podrian formarse por hidrolisis

de intermediarios unidos covalentemente a la enzima.

] En el presente trabajo se investigd la participacion de intermediarios en la
oxidacion del C20 de las GAs, utilizando dos complejos enzimaticos con
distintas proteinas transportadoras de electrones: P450-2/CPR y P450-2/cif bS:
cit b5 reductasa. A fravés de los productos de metabolizacioén de precursores
marcados con [C] y [?H] se demostr6 que el complejo P450-2/CPR cataliza a
secuencia de oxidacion del metilo 20 hasta COz 0 el producto C20 carboxilato,
en tanto que el complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa cataliza la secuencia de
oxidacién C20 metilo——C20 alcohol——> C20 aldehido——>C20 acido

carboxilico. No se detecto [a formacion de producto 19y, 10 lactonico en este
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Gltimo complejo. La velocidad de utilizacion de [“C]GAs2 por el compiejo PA450-
2/CPR es 10 veces mayor que para el complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa,
lo que sugiere que las diferencias en el patron de productos se relacionarian
con la eﬁcieﬁcia del flujo de electrones. Mediante incubaciones del complejo
pP450-2/cit b5: cit b5 reductasa con GAs2 en presencia de [8OJHz0 o de una
mezcla de ['°0]02: No= 20: 80 y analisis por GCI/MS, se demostré que el atomo
de oxigeno en C20 del producto GAs, proviene del oxigeno molecular y no del
H,0O. El atomo de oxigeno en el G20 de! producto aldehido (GAz4) también se
encontré marcado con ['°0] en las incubaciones en presencia de ['*0]J0z No=
20: 80, a diferencia"de las incubaciones de GAs2 en presencia de ['80JH-0.
Estos resultados demuestran que la oxidacion secuencial del C20 de las GAs
transcurre a través de intermediarios alcohol y aldehido unidos no
covalentemente a la enzima, por lo que se descarta la participacion de
intermediarios covalentes en esta reaccién. Los intermediarios Céo alcohol 'y
C20 aldehido se disociarian de la monooxigenasa P450-2 en el complejo P450-
ofcit b5: cit b5 reductasa debido a baja eficiencia en el flujo de electrones. En
general los precursores C20 alcohol y C20 aldehido no son metabolizados 1o
que sugiere que presentan una baja afinidad por la enzima. Finaimente, la
ausencia de producto 19y, 10 lacténico en las reacciones catalizadas por el
complejo P450-2/cit  b5: cit b5 reductasa sugiere que participaria un
intermediario adicional en la secuencia de oxidacién hasta CO,, dque
involucraria un residuo de aminoacido del sitio activo, a diferencia de la

oxidacion hasta C20 carboxilato.

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo contribuye a conocer
en mayor profundidad las reacciones catalizadas por la monooxigenasa P450-2,
y aportar a la comprensién de la ruta biosintética que forma las giberelinas en el
hongo Gibberella fujikuroi. El mecanismo de oxidacién secuenicial encontrado

para la monooxigenasa P450-2, en el que participa un centro de hierro heminico
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en la sintesis de 19y, 10 lactonicas, es semejante al que presentan fas G20
oxidasas de plantas que utlhzan hierro no heminico para catalizar esta reaccion.
La secuencia de oxidacion, la naturaleza de los intermediarios, los productos
finales y los requerimientos cataliticos son comparables en ambos sistemas

debido a que ambas enzimas utilizan como especie oxidante al ion oxoferrilo.
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ABSTRACT

~ Gibberelins (GAs) are a large family of tetracydlic diterpenic acids active
as phytchormones that are synthesized in high levels by the philamentous
fungus Gibberella fujikuroi. Biological activity is related to the GA 19y, 10 lactone
function generated by oxidation ofthe methyl group at C20 by a P450
monooxygenase (P450-2 or 020 oxidase). P450 monooxigenases require
molecular oxygen and electrons for catalysis which are supplied from pyridin
nucleotides through electron transport proteins such as P450 reductase (CPR)
or cytochrome b5: cytochrome b5 reductase (cyt b5: cyt b5 reductase). P450-2
catalyzes oxidation of the C20 methyl of GAs, or GAg4 to CO> plus the lactonic
product or alternatively to a carboxylic acid function. No intermediates are
detected in these reactions. In the absence of CPR however, C20 alcohol and
C20 aldehyde GAs are formed which can correspond to oxidation intermediates
or may result from hydroh}sis of covalently enzyme-bound species.

N In this work, participation of intermediates in GA C20 oxidation was
investigated by utilizing two enzyme complexes containing different electron
transport proteins: P450-2/[CPR and P450-2/cyt b5: cyt b5 reductase. Through
GC/MS identification of the products formed from labelled precursors it was
shown that P450-2/CPR catalyzes the oxidation sequence from methyl fo CO2
or alternatively to a carboxylic acid while P450-2/cyt bS: cyt b5 reductase
catalyzes the sequence: C20 methyl—> C20 alcohol —— C20 aldehyde ——
C20 carboxylic acid. No19y, 10 lactonic product was detected with the latter
complex. The metabolization rate of [*C]GA2 by P450-2/CPR was ten times
higher than the corresponding rate in the presence of P450-2/cyt b5: cyt bS
reductase, which suggests that the different product pattern found would be
related to the efficiency of electron flow. By incubation of P450-2/cyt b5: cyt b
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reductase with GArzin the presence of ['®0JH20 or in the presence of a mixture
of [1%0]02 Nz= 20: 80 it was demostrated, by GC/MS analysis of the products,
that the oxygen atom at G20 of GA4s comes from molecular oxygen and not
from water. Similarly, the oxygen atom at C20 of the aldehyde product GAz was
found labelled with ['*0] in incubations with [®0j0,: N;= 20: 80 in contrast to
incubations with ["®*0JH-O. These resuits demostrate that sequencial oxidation of
the GA C20 occurs through alcohol and aldehyde intermediates that remain non
covalently bound to P450-2 and discard participétion of covalently enzyme-
bound intermediates in this reaction. Alcohol and aldehyde intermediates would
dissociate from the enzymé under conditions of low electron flow as with P450-
2/cyt b5: cyt b5 reductase. In general C20 alcohol and C20 aldehyde GAs were
not metabolized when added externally which evidences low affinity of these
precursors towards P450-2. Finally, the absence of lactonic product in the
reactions catalyzed by P450-2/cyt b5: cyt b5 reductase suggests participation of
an additional intermediate in the oxidation sequence to CO: that would involve

an enzyme residue in contrast to oxidation to carboxylate.

The results obtained in this work coﬁtribute to the understanding of
oxidation reactions catalyzed by P450-2 as well as to the chemical
characterization of gibbereflin biosynthesis in Gibberella fujikuroi. P450-2
sequencial oxidation mechanism that involves an heme iron center in 19y, 10
lactone synthesis, is similar to that of plant C20 oxidases that utilize a non heme
iron to catalyze the same reaction. Oxidation sequence, intermediates, final
products and catalytic requirements are comparable in both systems which can
be attributed to the participation of the same oxidizing oxyferryl iron species.



CAPITULO1
INTRODUCCION



1. INTRODUCCION

El hongo filamentoso Gibberella fujikuroi es un eficiente productor de
metabolitos secundarios entre los que se encuentran las giberelinas, las
moniliforminas y las bikaverinas (Leslie et. al., 1995; Briickner y Blechshmidt,
1991). Las giberelinas (GAs) son diterpenos tetraciclicos que se encuentran
ampliamente distribuidos entre las plantas superiores y en algunos hongos
(MacMillan, 2002). En las plantas son hormonas que regulan multiples aspectos
del desarrollo y crecimiento vegetal como el crecimiento de tallos, el crecimiento
de frutos, la floracién y la germinacion de las semillas, en tanto que en hongos
son metabolitos secundarios cuya funcion no se conoce (Hedden, 2003;
Graebe, 1987). Hasta la fecha se han descrito mas de 130 GAs pero solo 4,
todas moléculas de 19 atomos de carbono que contienen la funcién 19y,10
lactona (C19-GAs), presentan actividad biologica (GA1, GA4, GA3, GA7). El resto
de las giberelinas tienen 20 carbonos (C20-GAs) y son precursoras de las GAs
bioactivas o bien corresponden a productos del catabolismo de las giberelinas
lacténicas (Fig. 1).

| co1];

COH

20
H) C ,,.H ?W‘/

i S

GA ,-aldehido

Figura 1: Estructura de las giberelinas bioactivas (C19-GAs) y de sus
precursores (C20-GAs).




Solo tres especies de hongos sintetizan giberelinas: Gibberella fujikuroi,
Sphaceloma manihoticola y Phaeosphaeria sp. (Rademacher, 1994, 1997).
Entre éstos G. fujikuroi es el mas eficiente productor (Tudzynski et. al., 1999),
acumuiando en el medio de cultivo altas concentraciones del producto principal
acido giberélico (GAs), del orden de gramos por litro en condiciones 6ptimas de
produccién (Briickner'y Blechshmidt, 1991). Este hongo sintetiza ademas las
giberelinas GAs y GA7, también activas como fitohormonas (MacMillan, 1997).
Aungue en realidad no se conoce la funcién de las GAs en el hongo, éste ha
sido utilizado durante décadas como un excelente productor de estos
diterpenos, gue se uti‘lizan en distintos procesos agricolas, para incrementar el
rendimiento y la calidad de los cultivos (Carlson y'Crovetti, 1988; Ben-Tal, 1990,
Popeone y Barrit, 1988). Recientemente se ha caracterizado a escala
molecular el proceso de sintesis de GA; en G. fujikuroi, aislandose y
caracterizandose los respectivos genes y enzimas (Tudzynski y Holter, 1998;
Tudzynski et. al., 2001; Rojas et. al., 2001; Tudzynski et. al., 2002; Tudzynski et.
al., 2003). Los genes de la sintesis de GAs se encuentran agrupados en el
cromosoma IV del hongo formando un “cluster” (Tudzynski y Holter, 1998,
Hedden et. al., 2002). Son 7 genes que codifican para las enzimas que
catalizan 15 etapas especificas de esta via metabdlica (Fig. 2 y Fig. 3).

des P450-4 P450-1 P450-2 gs-2 cps/ks P450-3

GAs desaturasa ent-kaurano GAusintetasa GA 20-oxldasa GGPP sintetasa copalil difosTato Cc13-oxidasa
oxidasa ent-kaureno sintetasa

Figura 2: Mapa fisico del cluster de genes de la sintesis de GAs en Giberella
fujikuroi

Cuatro de estos genes codifican para las monooxigenasas relacionadas
con el citocromo P450 (P450-1, P450-2, P450-3 y P450-4), las que catalizan 11
de estas 15 etapas (Fig. 3). En G. fujikuroi la via de sintesis de GAs es un
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proceso que se lleva a cabo asociado a las membranas del reticulo
endoplésico. Esta -organizado en base a monooxigenasas P450, enzimas que
contienen hierro heminico, utilizan oxigeno molecular y que requieren
electrones para la oxidacion. Los electrones son aportados por proteinas
transportadoras asociadas a las monooxigenasas. '

R-H + 0, + NAD(P)H —> R-OH + NAD(P)* + Hz0

La citocromo P450 reductasa (CPR) es la principal proteina
transportadora de electrones asociada a las monoox1genasas de GAs en G.
fujikuroi y los transporta desde el NADPH hasta el centro heminico de los P-450
para llevar a cabo la reaccion de oxidacion (Donaldson y Luster, 1981).

Las reacciones quimicas involucradas en ia secuencia de biosintesis de
GAs en G. fujikuroi fueron identificadas en los afics 70 mediante I[a
administracion de precursores marcados con ["*C] o [H] a los cultivos del
hongo e identificando Jos productos desde el medio extracelular (Cross et. al,
1968: Bearder et. al., 1975; Hedden, 1978). En general la ruta consiste en 2
reacciones de ciclacidn seguidas por numerosas reacciones de oxidacion,
partiendo con el geranilgeranil difosfato (GGPP) que se forma a partir del acido
mevaldnico (MacMillan, 1997). Se distinguen tres fases en la secuencia: a) la
formacién de! primer intermediario tetraciclico, el ent-kaureno a partir de GGPP,
b) la oxidacién del ent-kaureno hasta GA+2 aldehido, el primer intermediario con
el esqueleto del giberelano y c) la conversion de GAg; aldehido en GAs
lacténicas (Fig. 3).
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La sintesis del ent-kaureno esta asociada con el gen cps/ks, que codifica
para la ent-kaureno sintetasa, que cataliza dos reacciones de ciclacién a través
del intermediario copalil difosfato (Tudzynski et. al., 1998). El producto de esta
reaccion, es oxidado en tres etapas hasta acido ent-kaurenoico (KA) por la
oxidasa codificada por el gen P450-4 (Tudzynski et. al., 2001). Posteriormente
la GA;¢ sintetasa, codificada por el gen P450-1, cataliza la oxidacién de la
posicién 7 del &c. ent-kaurenoico.'!a contraccion del anillo B y la hidroxilacion en
la posicién 3 para generar la giberelina GAss, precursora directa de las GAs
lacténicas (Rojas et. al., 2q01). La oxidacion secuencial del carbono 20 que se
encuentra como metilé en GAys, hasta CO, permite la formacion de la funcién
lactona. Esta reaccién es catalizada por la monooxigenasa P450-2 (Tudzynski
et. al., 2002). Las etapas finales de la biosintesis del ac. giberélico, consisten en
ta introduccion de una insaturacién en la posicién 1,2 y la hidroxilacién en C13
por la monooxigenasa P450-3 (Tudzynski et. al., 2003), para dar el producto
final GAs,

La generacién de ia funcién lactona mediante la oxidacién de C20 por
parte. de la monooxigenasa P450-2 (C20 oxidasa), es.una de las efapas mas
importantes en la secuencia de sintesis de GAs, ya que esta caracteristica es
fundamental para que las GAs tengan una actividad bioldgica y puedan cumplir
su rol en la planta como fitohormonas. 1as reacciones catalizadas por la
monooxigenasa P450-2 fueron investigadas en la mutante de delecién de G.
fujikuroi SG139 la cual carece de ios genes de 1a sintesis de GAs, pero que fue
complementada con el gen P450-2 (Tudzynski et. al, 2002; Hedden et. al,
2002). La transformante SG139-P450-2 permitio estudiar a la C20 oxidasa sin
interferencia de las otras enzimas de la via. P-450-2 cataliza la transformacion
del precursor 3p-hidroxilado [*C1GAss en dos productos: (“CJGA4, la 19y, 10
lactona, que es el producto principal y [“C]GAs,, el &c. tricarboxilico, que se
forma en menor concentracién. La oxidacién del metilo 20 hasta CO2 genera el
producto lactonico de 19 atomos de carbono, en fanfo que la oxidacion
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alternativa del metilo hasta carboxilato produce la giberelina (*C1GA13 de 20
atomos de carbono. La C20 oxidasa del hongo también utiliza como sustrato el
precursor no, hidroxilado [“CIGA+2 dando los productos [“C1GAs (C19 lactona)
y ["*CiGA2s (&c. tricarboxilico) en la proporcidn de 3:1. El pairén de GAs
producidas por el hongo indica que no se acumulan intermediarios con el G20
parcialmente oxidado al estado de alcohol, aldehido o sus equivalentes
(MacMillan, 1997) que se esperaria que participaran en las reacciones de
oxidacion mediadas por la monooxigenasa P450-2. Ademas, con la mutante B1-
41a se encontré que las GAs C20 alcohol agregadas al medio de cultivo se
recuperaron intactas después de una incubacién de 3 dias (Bearder et. al,
1975). No esta claro para esta reaccién que tipo de intermediarios se forman.

En plantas, la oxidacion del C20 de las GAs es catalizada por
dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato (MacMillan, 1997; Lange et. al,,
1994; Hedden y Phillips, 2000 Hedden, 2003) que utilizan esencialmente Ia
misma especie oxidativa que las monooxigenasas P450, la especie oxoferrilo
(Sono et. al., 1996). A diferencia de la C20 oxidasa de G. fujikuroi, para las G20
oxidasas de plantas se ha demostrado inequivocamente que participan
intermediarios C20 alcohol y C20 aldehido durante la sintesis de las GAs
lacténicas  (MacMillan, 1997). Estos se acumulan en concentraciones
apreciables en el medio de reaccion cuando se incuban extractos enzimaticos
vegetales parcialmente purificados, con precursores marcados (Lange et
al.,1994; 1997) ¥y ademas son eficientemente metabolizados por las
dioxigenasas para dar los productos finales 19y,10 lactona y &c. tricarboxilico
(Lange et. al., 1997). La pérdida de CO. ocurre desde el C20 aldehido a través
de un radical centrado en G10 que ha sido evidenciado por los productos de
metabolizacién de andlogos de GAs hemiacetalicos (Ward et. al, 2002). Sé
requieren dos ciclos oxidativos para formar COz desde el aldehido, y se ha

propuesto que participaria en esta secuencia un intermediario tioéster unido a la
enzima (Hedden, 1997, Ward et. al., 2002).



Aungue se ha demostrado que la sintesis de la funcién 19y,10 lactona
por el sistema fungico involucra la oxidacién hasta CO2 como producto principal,
no se ha establecido hasta la fecha el mecanismo detallado de esta reaccion
(Tudzynski et. al., 2002). Los primeros estudios con cultivos de G. fujikuroi
demostraron que el carbono 20 se pierde como CO; (Dockerill y Hanson, 1978)
y que ambos oxigenos de la iactona provienen del carboxilato en C19 (Bearder
et. al., 1976). Sorprendentemente, las GAs C20 alcohol y C20 aldehido que no
se forman durante la oxidacion del C20 en cepas silvestres de! hongo que
contienen citocromo P450 reductasa (CPR; MacMillan, 1897) se encontraron
como productos principales en las mutantes que carecen de CPR; ACPR y
SG138 (Malonek et. al., 2004). Las giberelinas C20 alcohol y C20 aldehido
podrian corresponder a intermediarios de la C20 oxidasa, aungue esto no ha
sido aun demostrado. El hecho de que no se encuentren intermediarios
parcialmente oxidados en C20 entre las GAs endégenas y su falta de
metabolizacién por la mutante B1-41a llevé a postular que la oxidacion de C20
en el hongo transcurriria a través de intermediarios unidos covalentemente a un
residuo de aminoécido del sito activo de la monooxigenasa P450-2 (Tudzynski
et. al., 2002, Malonek et. al., 2004). Estos intermediarios se hidrolizarfan en
ausencia de la CPR generando las GAs alcohol y aldehido detectadas (Fig. 4).
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Figura 4: Mecanismo, a través de intermediarios unidos covalentemente a la
C20 oxidasa de G. fujikuroi, postulado para explicar la formacion de
giberelinas C20 alcohol, C20 aldehido y C20 carboxilico.

Una dificultad en la demostracion de los intermediarios que participan en
esa reaccion se refiere al mecanismo de accion de las monooxigenasas P450
(Sono et. al., 1996), en que la giberelina es el primer sustrato y el ultimo
producto de cada ciclo catalitico, por lo que los intermediarios no necesitarian
disociarse de la enzima durante la oxidaciéon secuencial del metilo (Fig. 5, Sono
et. al., 1996).




Figura 5: Ciclo catalitico de las monooxigenasas P450 (RH = giberelina).

Ademas, en presencia de la CPR, el principal sistema transportador de
electrones presente en el hongo, el eficiente flujo de electrones contribuiria a
que las GAs parcialmenie oxidadas no se disocien desde la enzima.
Recientemente se demostré que existe un segundo sistema transportador de
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electrones asociado a las monooxigenasas de giberelinas en 'G. fujikuroi que
cbrresponderia al sistema citocromo b5: citocromo b5 reductasa (cit b5: cit b5
reductasa (Rojas et al, resultados no publicados). Este sistema, que aporta
electrones desde el NADH, da cuenta de [a biosintesis de GAs en ausencia de
la P450 reductasa.

En este trabajo de Tesis se abordo la demostracién de intermediarios
para la reaccion de oxidacion de C20 de las GAs en G. fujikuroi utilizando dos
tipos de complejos enzimaticos: el complejo P450-2/CPR vy el complejo P450-
ofcit bs: cit b5 reductasa.-Para esto, utilizando precursores marcados con ["cCi
Y [?H], se investigo la formacién de productos oxidados en C20 y se
caracterizaron cada una de las etapas de Ia secuencia de oxidacion. Ademas,
se determiné en ambos complejos la eficiencia de la reaccion de oxidacion, asi
como el origen del atomo de oxigeno en G20 de las GAs alcoho! y aldehido a
través de la metabolizacién de GAg en presencia de ['®OJH,O 6 de una
atmdsfera de [’BO]OZ: N, = 20: 80, El conjunto de resultados obtenidos permitié
identificar los intermediarios que participan en la sintesis de las giberelinas 19y,
10 lacténicas en G. fujikuroi.
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HIPOTESIS

La oxidacién del grupo metilo ubicado en la posicion 20 de las giberelinas
en Gibberella fujikuroi, que lleva a la formacion de las giberelinas lactonicas
bioactivas, ocurriria a través de intermediarios unidos covalentemente a la
monooxigenasa que cataliza esta reaccién (P450-2; C20 oxidasa). Las
giberelinas C20 alcohol y C20 aldehido se formarian por hidrélisis de estos

intermediarios covalentes.

OBJETIVO GENERAL

Demostrar la participacién de intermediarios en la reaccidon de formacién de la
funcién 19y, 10 lactona de las giberelinas catalizada por la G20 oxidasa en
Gibberella fujikuroi.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar los productos de oxidacion del metilo 20 de las GAs “CIGA2
y [*C]GA por la oxidasa P450-2 asociada a la P450 reductasa (CPR). Aislar
los producios e identificarlos por GC/MS. Investigar la formacion de
intermediarios.

Investigar la metabolizécién de las GAs C20 aicohol ([*CIGAs ¥
H]GAs;) Y C20 aldehido ([“CIGAz y [HIGAss) por el mismo complejo
enzimatico.

identificar los productos de metabolizacion de [4CIGA12 y ['*CIGAy por la
C20 oxidasa asociada al sistema citocromo b5: citocromo b5 reductasa. En
estas condiciones la oxidacion del C20 funciona a velocidad feducida con
respecto al complejo P450-2/CPR. Investigar la acumulacién de intermediarios.

" . Identificar los productos de oxidacién de las GAs C20 alcohol ([*CIGAsY
PH]GAsr) y C20 aldehido ("*ClGAz ¥ H]GAs) por e compiejo P430-
2/citocromo b5: citocromo b5 reductasa.

Investigar el origen del oxigeno bresente en el grupo C20 alcohol de las
GAs GAs ylo GAsy formadas & partir de GAz ¥ GAu respectivamente, en
medios de reaccion conteniendo: a) [*80]Hz0 + Oz b) H20 + [80]0y; ¢) H20 +
O,. Después de una incubacion de tres dias se aislaran los productos y
analizaré en elios el contenido de ['°O] por GC/MS.

Determinar el efecto de [2H]H2Q sobre el patrén de productos formados a
partir de GAq2 por la C20 oxidasa.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Reactivos

Todos los reactivos que -se utilizaron son de grado pro analisis,
exceptuando al metanol que es grado HPLC.

2.2. Sintesis de precursores de GAs marcados con ['*C] 6 [*H]

Los precursores &cido ent-[**Clkaurenocico,  &cido ent-7a-hidroxi-
[*CJkaurenoico, [**C]GA1z-aldehido y [C]GA; fueron sintetizados a partir de
4cido 2-[*C]mevalénico con un preparado enzimatico de endosperma de
calabaza, que contiene altos niveles de las enzimas de la biosintesis de GAs
(Graebe et al., 1974). El precursor [4C]GA4 se prepard incubando [*C]GA2
aldehido con un cultivo de la transformante SG139-P450-1 de G. fujikuroi (Rojas
et al, 2001). La giberelina [“CJGAsis y [“CIGAz fueron sintetizadas
quimicamente y donadas por el Dr. Peter Hedden (Rothamsted Research, UK).
Las giberelinas deuteradas [*H1GAz7 ¥ [2H]GAzs, fueron gentiimente facilitadas
por el Dr. Peter Hedden. |

2.3. Cepas de Gibberella fujikuroi

La cepa silvestre ACC917 de G. fujikuroi, que contiene el complejo
P4502/CPR, fue obtenida de la coleccién de cultivos flingicos (Weimar,
Alemania). La mutante de disrupcién ACPR, que contiene el complejo P450-
2/cit b5: cit b5 reductasa fue preparada por la Dra. Bettina Tudzynski (Instituto
de Botanica, Universidad de Miinster, Minster, Alemania). En la mutante de
disrupcién ACPR el gen completo cpr se reemplazé por un vector de disrupcion
(Malonek et al., 2004), por Io tanio no contiene P450 reductasa. La mutante
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SG138 que contiene una CPR no funcional fue donada por el Dr. J. Avalos
(Universidad de Sevilla, Espafia). Esta mutante SG138 tiene una mutacion
puntual en el gen cpr, en el sitio de NADPH (Barrero et. al., 2001).

2.4. Condiciones de cultivo <

Las cepas fuéron manténidas en agar papa dextrosa a 4°C y
posteriormente fueron’, inoculadas a 100 mL de medio liquido 40 % ICI
(Geissman et al., 1966): Este contiene 1.92 g/L de NH4NOs, 80 g/L de glucosa,
5 g/l. de KHxPO,, 1 g/l de MgS04 X 7H,0, 0.1% de solucion de elementos traza
(100 mL contiene: 0.01g de MgSQ4 X 7H,0, 0.1 g de FeS04 x 7H20, 0.015 g de
CuSO, x 5Hz0, 0.161 g de ZnSO4 x 7H,0 y 0.01 g de (NH;)sM07024 x 4H20). El
cultivo se mantuvo por 3 dias con agitacién orbital (150 rpm) a 28° C para
permitir el crecimiento del micelio y se traspasé luego a un medio ICt 0% (sin
NH4NO3), condiciones en que se induce la sintesis de giberelinas. El traspaso
se realizd separando el micelio por filtracién y luego lavandolo con medio 0%
ICl, para transferir finalmente una alicuota a un matraz erlenmeyer de 25mL,
completando hasta 10 mL con el mismo medio fresco.

2.5. Incubacién con precursores isotépicamente marcados.

Los cultivos se hicieron crecer en 40% ICI por tres dfas y luego fueron
transferidos a un medio 0% ICl. Se agreg6 una alicuota de 1 mL a mairaces
erlenmeyer de 25 mL, completando hasta 10 mL con el mismo medio y luego se
agregaron soluciones metandlicas de los sustratos marcados con [*C] (20000
dpm o bien 200000 dpm) o con [?H] (0.1 — 1 pg) a los cultivos, y se incubaron
por 3 dias a 28° C con agitacion. La reaccion se detuvo separando los sustratos
no metabolizados y los productos del micelio por fillracidn en un tubo conico
Falcon provisto de una jeringa que contiene un filtro de papel. Ei filtrado fué
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acidificado hasta pH 3.0 con HCI 2N y se exirajo con acetato de etilo tres veces.
Las fases organicas se evaporaron a presion reducida en un Rotavapor R10
(Buichi). Las GAs obtenidas, se disolvieron en 2 mL de una solucién 20 %
metanol/agua acidificada a pH 3,0 y se aplicaron 2 columnas C18 (cartuchos
Bakerbond C18 J. T. Baker). Las columnas se activaron con 2 mL de metanol,
se equilibraron con 2 mL de agua acidificada a pH 3.0, luego se aplicd la
muestra, se lavo la columna con 2 mb de agua acidificada a pH 3.0 y
finalmente se eluyeron las GAs con 2 mL de metanol. Las GAs purificadas por
extraccion en fase solida fueron separadas por HPLC.

26. Condiciones de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Los andlisis de HPLC se realizaron en un instrumento Waters 600
usando una columna de fase reversa C18 (Simmetry, Waters). Las GAs se
separaron usando una gradiente lineal de 60 a 100 % de MeOH/H,0 pH 3.0 de
30 min. El flujo fué de 1 mL/min. Se colectaron fracciones de 1 mL y se midio la
radiactividad por centelleo liquido. Los producios se identificaron por co-
cromatografia con estandares de GAs marcadas con [™C] o bien fueron
derivatizados para identificarlos por GC/MS.

27. ldentificacion de los productos de metabolizacion por GC/MS

Los productos separados por HPLC fueron metilados con diazometano y
sililados con N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA) para obtener los
derivados volatiles (Urrutia et al., 2001). Estos fueron analizados en base a los
espectros de masa, comparandolos con los espectros de estandares, y a sus
indices de retencién de Kovats (Gaskin y MacMillan, 1992). Los analisis se
ilevaron a cabo en Rothamsted Research, Harpenden, U.K.
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28. Cuantificacién de radiactividad por centeileo liquido

Se utilizé un contador Tracor Analytic modelo delta 300.

El liquido de centelleo contiene 0.125 g de (1,4-bis[2-(feniloxazolil)]-
benceno (POPOP) y 4 g de 2 5-difeniloxazol (PPO) en 1L de tolueno grado
técnico. Esta mezcla se diluyé con 500 mL de detergente (Arcopal) después de
su disolucién. La eficiencia de conteo para ['4C] (muestras metandlicas) es de
97 %.

2.9. Cinética de utilizacién de [”C]GA12 por cultivos de las cepas:
silvestre, SG138 y ACPR

Se prepard una suspension del micelio (13 mg/mL de peso seco) en
medio 0% ICI y a 10 mL de esta suspensién se le agregd [“CIGA2 (50.000
dpm). E! cultivo se incub$ a 30° Cy tiempos variables, se sacaron alicuotas de
2 mL las que fueron filiradas para separar el micelio. Los productos marcados y
el sustrato residual se aislaron desde el filtrado cbn acetato de etilo. El solvente
se evapor6 a sequedad, la muestra se limpi6 por extraccion en fase solida y las
GAs fueron separadas por HPLC.

240. Incubacién del complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa con una
mezcla de ['°0]JO: N2 = 20: 80 (aire artificial)

En una probeta conteniendo NaC! saturado (Fig. 6), se preparé una
mezcla de aire artificial compuesta por 20 % [°OJO2y 80 % de Nz.
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Figura 6: Equipo utilizado para preparar el aire artificial.

Se prepard desplazando todo el aire atmosférico que se encontraba en
el interior de la probeta con una solucién saturada de NaCl. Luego se conect la
llave de la probeta a la linea de nitrégeno y se desplazd la solucion hasta
alcanzar 72 mL. Posteriormente, el mismo procedimiento se utilizé para
incorporar el oxigeno molecular (18 mL). El aire artificial fué traspasado a un
matraz erlenmeyer acondicionado para este experimento, con salidas
esmeriladas conectadas por llaves de paso (Fig. 7), el que contenia una
suspension de micelio de ACPR (10 mL) en medio 0 % ICI con AMO 1618 como
inhibidor de la sintesis endogena de GAs. El matraz se conecto6 a la trampa de
agua por medio de la llave lateral y se aplico vacio por 30 segundos. Luego se
cerrd la llave y se conecté el matraz por medio de la llave superior al cilindro de
N2, para burbujear nitrégeno durante 30 segundos. Este procedimiento de purga
se repitid 3 veces. A continuacion se agregé el sustrato (50 — 150 uL de GA2 6
KA en forma de solucién metandlica), se volvié a purgar con vacio y burbujeo
de N, sucesivamente. El matraz con vacio se conectdé al recipiente con aire
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artificial y luego de equilibradas las presiones se cerr6 herméticamente. Se
incub6é a 28° C con agitacion por 1,5 dias renovando el aire artificial cada 8
horas. Los productos de metabolizacion se aislaron como se describié antes y

se identificaron por GC/MS

Figura 7: Matraz utilizado para las incubaciones en presencia de ['°0]02:N,.

2.11. Metabolizacion de GA42 por el complejo P450-2/cit b5: cit b5
reductasa en presencia de ['*O]H;0.

El micelio de la mutante ACPR T15 que contiene el complejo, crecido
durante 3 dias en medio 40 % ICI, fue lavado con medio 0 % ICI, el que
contenia AMO 1618 (inhibidor de la sintesis endégena de GAs). El micelio fué
filtrado para eliminar la mayor cantidad de agua posible, se transfirié6 a un tubo
de ensayo estéril y se adicioné 1 mL de ['®0]H.O y 10 ug de GAs» (40 uL de
solucion metandlica). La muestra se agité a 28° C durante 3 dias. Las GAs
fueron separadas del medio de cultivo liquido e identificadas por GC/MS.
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242. Metabolizacién de [“CIGA:; en presencia de [*HJH:0.

El micelio de la mutante ACPR T15 que contiene el complejo P450-2/cit
b5: cit b5 reductasa, crecido durante 3 dias en medio 40 % ICl, fue lavado con
medio 0 % IClI que contenia AMO 1618, filtrado para eliminar el agua,
transferido a un tubo de ensayo estéril y se adiciond [PHJHzO en diferentes
porcentajes viv: 0 %, 30 %, 50 % y 80 %. La diferencia en volumen se compietd
con medio 0 % ICI. Finalmente se adicion el sustrato ['“CIGA+2 (20.000 dpm) y
la muestra se agité a 28° C durante 3 dias. Las GAs obtenidas fueron
separadas del medio de cultivo liquido e identificados por GC/MS.
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3. RESULTADOS

34. PRODUCTOS DE METABOLIZACION DE LA GIBERELINA [“CIGA12
POR EL COMPLEJO P450-2/ CPR O EL COMPLEJO P450-2/CIT b5: CIT b5
REDUCTASA.

Con el objeto de establecer como influye la presencia de P450 reductasa
sobre las funciones cataliticas de la C20 oxidasa (P450-2), se determind el
patrén de metabolizacién de [*C]GArz por las cepas ACCO17 y ACPR Ti15
(mutante de disrupcion) de G. Fujikuroi, que contienen los complejos P450-
2/CPR y P450-2/cit b5: cit b5 reductasa, respectivamente. Se administro
[4C]GAz a los cultivos liquidos y las GAs generadas fueron aisladas del medio
sin nitrégeno después de 3 dias de incubacion. El anélisis por HPLC (Fig. 8)
mostré que para el complejo P450-2/CPR los productos de metabolizacion
corresponden a: ['“C]GA, formado en un 61% (giberelina 18y,10 lactonica), y
[C]GAgs formado en un 24% (C20 carboxilato), los que fueron identificados por
GC/MS. [“C]GAs se forma por pérdida del carbono 20 debido a la oxidacién
desde metilo hasta GO, con formacién de la funcion 19y,10 lactona, en tanto
que [*C]GAzs mantiene el carbono 20, pero en forma de ac. carboxilico. Este
patrén de productos (Tabla 1) coincide con el descrito para la cepa SG139-
P450-2 que contiene CPR, en que el principal producto de oxidacién de C20 es
la giberelina lacténica GAg (Tudzynski et.al. 2002). No se detectaron productos
parcialmente oxidados en C20 en estas condiciones.
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Figura 8: Perfil cromatdgréﬁco en HPLC de los productos de metabolizacién de
['“C]GA42 por el complejo P450-2/CPR. Los tiempos de retencién de
["C]GA, [“CIGAs y [“CIGAzs son: 24 min; 20 min y 17 min,
respectivamente.

Por ofra parte, en la incubacién de ["4C]GA+2 con el complejo P450-2/cit
b5: cit b5 reductasa el andlisis de los productos de metabolizacién demostré
que corresponden a GAs parcialmente oxidadas en C20 (Fig. 9). Estos fueron
identificadas por GC/MS como: ["CIGA+s formado en un 68 % (C20 aléohol) y
[“C]GAz4 formado en un 32 % (C20 aldehido). No se forman GAs 19,10
lacténicas, indicando con esto, que el complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa
es incapaz de oxidar ef metilo 20 hasta CO.,, oxidandolo solo hasta C20 alcohol
y €20 aldehido. Esto concuerda con las GAs enddgenas formadas por la
mutante ACPR, descritas en estudios previos (Malonek etal. 2004), que
corresponden principalmente a GAs y GAzq (77% y 20% respectivamente),
junto a un 0,5 — 2 % de C19-GAs (GAs y GA7).
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['“C1GA15(68%)

2% [“CIGA4 (32%)
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Tiempo (min)

Figura 9: Perfil cromatogréfico en HPLC de los productos de metabolizacion de
[“C]GA;> por el complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa. Los
tiempos de retencion de [“CIGAsz, [*C]GA1s ¥ ["“CIGA24 son: 24
min, 17 min y 15 min, respectivamente.

Los resultados obtenidos resumidos en la tabla 1 muestran grandes
diferencias en lo que respecta a las funciones cataliticas de P450-2 en
presencia o ausencia de CPR, las que podrfan atribuirse a la interaccion de Ia-
C20 oxidasa con la P450 reductasa o el sistema cit b5: cit bS reductasa
respectivamente.
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Tabla 1: Productos de metabolizacion de [*CIGAs2 por los complejos P450-
2/CPRy P450-2/cit b5: cit b5 reductasa.

COMPLEJO | SUSTRATO | PRODUCTOS | ESTRUCTURA
ENZIMATICO (%) PRODUCTOS
[“CIGAs
- (61 %)
P450-2/CPR | [ ClGA:
[CIGA:s
(24 %)
HO- oy
P450-2/cit b5: [“C]GA:2 [“ClGAs
cit b5 reductasa ' OH
(68 %) Joto
H
[“CIGAz4
(32 %) -
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La acumulacién de los productos parcialmente oxidados en C20,
[“CIGAs v [“ClGAz¢ por el complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa permitio
investigar si_estos productos son intermediarios de la reaccién de oxidacion de
C20, aspecto que no se habfa podido demostrar con el complejo P450-2/CPR,
que oxida directamente el C20 metilo hasta CO, o alternativamente hasta
carboxilato sin acumulacién dg intermediarios. Ademas, los productos de
metabolizacién formados por el complejo P450-2/cit b5: cit bd reductasa
sugieren que P450-2 presentaria una baja eficiencia catalitica cuando se
encuentra asociada al sistema transportados de electrones cit bS5, lo que
permitiria [a disociabién de productos parcialmente oxidados durante la

oxidacién secuencial.
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2.2. CINETICA DE UTILIZACION DE ["*C]GA:, POR EL COMPLEJO P450-
2/CPR O EL COMPLEJO P450-2/CIT b5: CIT b5 REDUCTASA.

Se investigd la velocidad de metabolizacién de [*C]GA:, por los
complejos P450-2/CPR y P450-2/cit b5: cit bS reductasa, midiendo el
decaimiento de este sustrato a distintos tiempos de reaccion. [*C]GA;; es
utilizado por el complejo P450-2/CPR con una velocidad de 400 dpm/min, en
tanto que P450-2/cit b5: cit b5 reductasa, presente en las mutantes ACPR y
SG138, transforma este sustrato con una velocidad reducida, de 50 dpm/min,
un orden de magnitud menor (Fig. 10 y Tabla 2).

8000C P450-2/cit b5:
_ cit b5 reductasa (ACPR)

6000 - ' ey

[ —e
§_‘ P450-2/cit b5:
< 4000 - cit b5 reductasa (SG138)
o
4
2000 - P450-2/CPR

Tiempo (min)

Figura 10: Cinética de utilizacion de ["*C]JGA:2 por los complejos P450-
2/CPR (=) y P450-2/cit b5: cit b5 reductasa (ACPR ===y
SG138 ™). 50.000 dpm de ['*C]JGA;» se incubaron con los
respectivos complejos y se sacaron alicuotas a distintos tiempos
para cuantificar el sustrato remanente por HPLC.
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Tabla 2: Velocidades relativas de utilizacion de [“*C]GA+2 por la monooxigenasa
P450-2 asociada a CPR o al sistema cit b5: cit b5 reductasa.

COMPLEJO VELOCIDAD CEPA

ENZIMATICO RELATIVA
P450-2/CPR . 1 ACC917
P450-2/cit b5:
cit b5 reductasa 0.13 ACPR
P450-2!ci% b5:
cit b Sreductasa 0.13 . SG138

Estos resultados sugieren que el sistema cit bS: cit b5 reductasa es mas
ineficiente que la CPR en aportar electrones a la monooxigenasa P450-2, y
apoya la hipétesis que la asociacién de P450-2 con diferentes proteinas
transportadoras determinaria la eficiencia catalitica. Se ha descrito que el cit b3
puede tener un rol inhibidor o estimulador al interactuar con algunas citocromo
P450 asociado a la CPR, por ejemplo en el metabolismo de metoxiflurano, un
farmaco utilizado como anestésico, catalizado por CYP2B4 asociado a la
NADPH — citocromo P450 reductasa, muestra un absoluto requerimiento por
citocromo b5 (Canova-Davis et. al., 1985). En cambio el metabolismo sostenido
por NADPH de benzofetamina por CYP2B4 fue inhibido en presencia de
citocromo b5 (Imai y Sato, 1977; Morgan y Coon, 1984). En el caso de P450 -2
no se encuentran evidencias de este tipo de comportamiento y méas bien el cit
b5 asociado a la cit b5 reductasa aportaria electrones en ausencia de la CPR.
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33. SECUENCIA DE OXIDACION DEL CARBONO 20 DE LAS
GIBERELINAS CATALIZADO POR LA MONOOXIGENASA P450-2.

Con el objeto de obténer mayor informacién acerca de la reaccion de
oxidacién del C20, particularmente acerca de la participacion de intermediarios,
se investigo en mayor detalle la metabolizaéién de los sustratos ["*C]GAs2 (C20
metilo no hidroxilado) y [“C]GA1; (G20 metilo hidroxilado) por ambos complejos
enzimaticos. Ademas, se incubaron ambos complejos con las GAs C20 aicohol
y C20 aldehido marcadas isotépicamente (["*C]GAus, [“C]GAz, [*HIGAsr ¥
[*H]GAs6), para inve;tigar la posible formacic’n] de productos de oxidacion
posteriores al C20 aldehido detectado en el experimento descrito en la seccion
anterior con el complejo b5: b5 reductasa (Tabla 3 y Tabla 4). La giberelina 3p-
hidroxilada ["“C]GAss (C20 metilo) fué convertida por el complejo P450-2/cit bS:
cit b5 reductasa en [*C]GA3 (C20 carboxilato), y el C20 aldehido [*C]GAss,
los que fueron identificados por GC/MS después de derivatizarlas como metil
sster 6 trimetilsililéter. Este resultado junto con la metabolizacion de [*C]GAsz a
[“C]GAs més [“C]GAzs (Tabla 3), demuestra que el complejo P450-2/cit b5:
cit b5 reductasa cataliza la secuencia de oxidacién C20 metilo—> C20
alcohol —s» C20 aldehido——» C20 acido carboxilico. El alcohol 3p-hidroxilado
[PH]GAs7 fue también trasformado por P450-2/cit b5: cit b5 reductasa en los
productos C20 aldehido [?H]GAss (principal) y C20 carboxilato PH]GA+; (Tabla
3). No se encontraron C19-GAs en ninguna de estas incubaciones, lo que
confirma la incapacidad de! complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa de catalizar
la oxidacion del metilo 20 hasta CO;. La conversion de [*H}GAs7 fue mayor a pH

= 3,0 que a pH = 5,4 0 6,4, lo que sugiere que la 193, 20 lactona de GAs7 (Fig.
11) es la especie utiizada por P450-2. El aldehido [PH]GAs no fue
metabolizado por P450-2/cit b5: cit b5 reductasa (Tabla 3), al igual que el C20
alcohol no hidroxilado [*C1GAs.




Tabla 3: Productos de oxidacion de [*C]GA1z, [“*CIGA1s y GAs con distintos
grupos -funcionales en C20, por el complejo P450-2icit b5: cit bd

reductasa.
PRECURSOR Grupo Productos Grupo funcional
funcional en identificados por en C20
C20 GC/IMS

[**C4]GA1 -CHa

[*C41GA -CH3' ["C41GAss -CHO
[“C4lGA -COOH
[PHIGAs -CH,OH

[*HIGAs -CHOH [?H]GAgs (principal) -CHO
PHIGA3 -COCH

[PHIGAs¢ -CHO [PH]GAss No hubo

‘ transformacién

[“CiGAz  |CHs [*C41GAs -CH,OH
[*C4]GA2 -CHO

[“C4GAis  |-CHOH [C41GAss -CH,OH
["C41GA; (traza) -CH.OH (3-OH)

[“C4GAz  |-CHO [C41GA -CHO
[MC4IGA2s (baja | -COOH
cantidad)
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Figura 11: 195, 20 lactona de la g;berelina GAay.

La giberelina C20 aldehido no hidroxilada [“C]GAz4 fue metabolizada
aunque con baja eficiencia al ;'Jroducto C20 carboxilato (['*C]GAgs), lo que
confirma la secuencia de oxidacion desde C20 metilo al C20 &c. carboxilico
para el complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa (Tabla 3).

Las trazas de [““C]GAs; (C20 alcohol 3B-OH) detectadas en la
incubacién con [“C]GAss, se deben a la actividad residual de 3B-hidroxilasa
que presenta la monooxigenasa P450-1, presente en la mutante ACPR (Tabla

3), que utiliza aunque con baja velocidad a este sustrato.

" La tabla 4 muestra la metaboiizacién de [*C]GA1z, [“CIGAss y las GAs
C20 alcoho! y C20 aldehido no hidroxiladas y 3p-hidroxiladas, por el complejo
P450-2/CPR. [“C]GAs fue metabolizado eficientemente a [“C]GAs junto a
['“C]GAzs, mientras que [*CiGA44 se trasformé en [“CIGAsy ['*CIGAs. Estos
productos co'rresponden a las 19y,10 lactonas y ac. tricarboxilicos,
respectivamente (Tabla 4). Con respecto a los intermediarios, éstos no son
utilizados por el complejo P450-2/CPR, excepto [*C]GAz, a diferencia de lo
que ocurre con el complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa. [“C1GAz fue
transformado en el producto C20 carboxilato [**C]GAzs y no en la C19-GA
[*C1GAs (Tabla 4).
Los resultados anteriores indican que en presencia del sistema
transportador de electrones asociado al cit b5: cit b5 reductasa, P450-2 cataliza
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Los resultados anteriores indican que en presencia del sistema
transportador de electrones asociado at cit bS: cit b5 reductasa, P450-2 cataliza
la oxidacién del metilo 20 principalmente hasta C20 alcohol y C20 aldehido,
junto a una concentracién menor del producto C20 carboxilato. Esta secuencia
de oxidacidn es muy diferente a la que presenta el complejo P450-2/ CPR en la
que el metilo 20 forma directamente CO. como producto mayoritario y C20
carboxilato como producto lateral, sin acumulacién de las GAs G20 alcohol y
C20 aldehido.

Tabla 4: Metabolizacié’m de GAs C20 metilo, C20 alcohol y C20 aldehido por el
complejo P450-2 /CPR. '

PRECURSOR | Grupo funcional en | PRODUCTOS (%) | Grupo funcional
Cc20 en C20
[1C41GAs (69) co,
[MCsGAz  |-CHs [#C(GAs (31)  |-COOH
No hubo
["*C4]GAs -CH,OH transformacion
['“Cs]GAz  |-CHO [“C4GAzs (54)  |-COOH
['“C4]1GA; (80) CO;
[“CqdGA1s  |-CHs [#C4GAs(20)  |-COOH
No hubo
[FH1GAs7 -CH,OH transformacion
No hubo
[H]GAzs -CHO transformacion




3.4. ORIGEN DEL ATOMO DE OXIGENO EN LOS PRODUCTOS DE
OXIDACION DE C20 POR LA MONOOXIGENASA P450-2.

Para definir si los productos C20 alcohol y C20 aldehido son
intermediarios en la oxidacion dei carbono 20 o bien se forman por hidrdlisis de
intermediarios unidos covalentemente a la enzima, se investigé el origen del
atomo de 6xigeno en GAs y GAz formados, por el complejo P450-2/cit b5: cit
b5 reductasa.

L

Se agregd GAs2 no marcado {10 ug) a cultivos de la mutante ACPR, que
contiene el complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa, suspendidos en ["*OJH0 o
alternativamente mantenidos bajo una atmésfera de ['°0]Oz : N2 = 20 : 80, en
presencia de AMO 1618 como inhibidor de la sintesis endégena de GAs (Tabla
5). Paralelamente se hicieron incubaciones con [°O]HzO o bien bajo una
atmosfera de ['€0]0, : Nz = 20 : 80, como controles del experimento anterior. La
hldrohsrs de intermediarios unidos covalentemente a P450-2 deberia dar
incorporacién de ['°0] a GAs y GAg desde "['®0]H.0, a diferencia de la
oxidacion secuencial sobre intermediarios unidos no covalentemente a la
enzima, en que el oxigeno incorporado en C20 de GAs Y GAy4 provendria de
[010:.

En presencia de ['*OJH.0, el complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa
metabolizé completamente el GAyz, para dar los productos GAss (Fig. 12), GAz4
(Fig. 13) y bajos niveles de las GAs 3p- hidroxiladas GAss, GAs7 ¥ GAra (Tabla
5). En presencia de [*®0]H;O se formaron los mismos productos.
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Tabla 5: Productos de metabolizacion de GAs2 por el complejo P450-2/cit bS: cit
b5 reductasa, formados en presencia de [°OJHz0 o de [°0]02.

Sustrato Condiciones de Productos Contenido de 80*
reaccién

GA,, traza);
GA;s;

GA,, H,”0 GA,, No se detectd 80 en estos
GA,, (traza); productos
IsoGA,,
GA, {traza)

) “| GAy(traza); -
GAssi ]
GA, H,%0 GA,, )
GA,, (traza)
GA,; (traza)

*CAyg Un atomo de ™0 (100%)
GA,, 180,:N,= 20:80 *GA,, Un atomo de 0
*GA,, (traza) Un atomo de 0
16 GA'iS
GA,s
GA,, (traza)

La comparacion de los espectros de masa obtenidos bajo ambas
condiciones, demostrd que no hubo incorporacién de ['®0] desde ['°OJHO al
GAss (Fig. 12) o al GAz (Fig. 13). Por el contrario, GAss (Fig. 14) o GAz4 (Fig.
15) formados bajo una atmésfera de ['°0]Oz : N, contenian ia marca de ["°O].
La comparacién de sus espectrc de masa con los de GAss (no mostrado) o
GAas (no mostrado) formados en presencia de ['°0J02 : N» = 20 : 80 y con los
formados en presencia de ['?0]Oz : Np, demostré que GAss contiene un atomo
de ['®0j el que fue incorporado con un 100 % de eficiencia (Fig.14). El producto
C20 aldehido también incorporé un atomo de [**0J en C20 aunque con una

menor eficiencia (Fig. 15), probablemente debido al intercambio con el
['*OJH-0 de la solucién.
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El producto C20 carboxilato obtenido en presencia de ['®*0j0O2 podria
contener también .['30], aunque no fue posible establecerlo en forma exacta,
debido a los niveles traza de este producto (Tabla 5). El intercambio con el
solvente también podria disminuir la eficiencia de incorporacion de ['80] en este
producto.

Ademas de los experimentos con GAqz se incubd como control el -
complejo P450-2/cit b5: cit bS5 reductasa con &c. ent-kaurenoico bajo una
atmésfera de [®0]0, : N2 = 20 : 80, para demostrar la incorporacion de [®0] en
el ac. ent-?a—hidroxi—kaurengico, reaccion en la que el [O] en C7 proviene de O
(Rojas et. al. 2001; Ro\jas et. al.,2004). Como se esperaba, se encontré ac. ent
7o-hidroxi-kaurenoico marcado con 0] junto a varios otros productos que
también contienen ['®0] (Tabla 6). Estos corresponden a las GAs no
hidroxiladas GAz, GAss (Fig. 16) y GAz (Fig. 17) y bajos niveles de GAs 3f3-
hidroxiladas (GAss y GAs) (Tabla 6). Los productos obtenidos para la
incubacién en atmésfera de ['®0]0; : N2 = 20 : 80 fueron también las GAs no
hidroxiladas GA2, GAss (Fig. 18) v GAz (Fig. 19) y las GAs 3p-hidroxiladas
(GAss y GA13) (Tabla 6). Estos productos confirman que el producto final de la
oxidacion de! carbono 20 por el complejo P450-2/cit b5: cit bS reductasa es el

ac. tricarboxilico y no las GAs 19y, 10 lactonicas.
{
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Tabla 6: Productos de metabolizacidn de! &cido ent-kaurenoico por el complejo
P450-2 /cit b5: cit b5 reductasa en presencia de ['0]02: N2 =20: 80.

ustrata Condiciones Contenido de

S de reaccién Productos 180y
Ac. ent-Kaurenolco (traza) [
*GA,,, *GA,, 15-eno )

K::;;g.'co 1BO,;N,=20:80 | "GA; "GA;, *GA,, 15-eno Los Pm“-;‘-gos
*4¢. ent-7p-OH-kaurendico contl" mecanen 20
*GAy;: *GA;3

| Ac. ent-Kaurenoico (traza);
Ac. ent- GA,; GA5
Kaur 180,;N,=20:80 | GA,; GA,, 15-eno-GA;
rendlico :

Ac. ent-7p -OH-kaurendico; ©
GA,, (traza); GAy; GA

El analisis de los espectros de masa y la asignacion de la evidencia de
incorporacion de  ['®0] en los productos GAss y GAgs, se analiza en mayor
detalle en la seccién siguiente.
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35 COMPARACION DEL PATRON DE FRAGMENTACION POR
ESPECTROMETRIA DE MASA DEL METIL ESTER DE LA GIBERELINA GA4s
OBTENIDA DESDE GA; EN PRESENCIA DE ["®O]JH;0 Y [0]02: N2=20:
80.

Para ilustrar el analisis por GC/MS de los productos obtenidos en Ja
metabolizacion de GAj2 bajo éstas condiciones se describe en detaile la
interpretacion del patrén de fragmentacion de GAss (forma 198, 20 lactona; Fig.
20) proveniente de las incubaciones en presencia de [**OJHz0 o ['®0]0z : Nz =
20: 80.

Figura 20: 195, 20 lactona de la giberelina GAis.

Los resultados indican claramente que tanto el ién molecular como los
fragmentos obtenidos en presencia de ['*0JH,0 no contienen marca de ['%0].
En tanto que en presencia de [°0]JO; se detectan varios fragmentos con 2
unidades de m/z mas que el anterior. La tabla 7 resume la fragmentacion en
GC/MS de metil éster GAs (195, 20 lactona) proveniente de GAqz.
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Tabla 7: Fragmentacién en GC/MS para el metil éster de GAss proveniente

desde GAq2.
M/z Identificacion ' Pérdida i Férmula
fragmento
344 | M* (16n molecular) i e Cp1H2004
346 |M*+2 (16n Molecular) | - - C21H2s05'%0
312 |M™-32 CHsO +H CaoH2503
314 || (M™+2)-32 CHz0+H CaoHz502'°0
284 |M*-60 CHsO+H + CO C1oH2502
086 |(M*+2)-60 CHsO0+ H + CO CigHs0 ™0
226 ||M"—118 CHsO+H+CO+COOCH; Cy7Has
226 | (M"+2)-120 CH30+ H + CO +CO'®0OCH, Ci7Hza
211 |M*—133 CHa0+H+CO+COOCH+CHa CisHzo
211 [(M" +2)-135 CH,0+H+CO+CO™OCH+ CH3||  C1eHzo
Interpretacién:

El i6n molecular de derivado metil éster de la forma 195, 20 lactona de
GAys presenta un valor de m/z igual a 344 (Fig. 21). Este corresponde a un idn
de baja intensidad (aprox. 10 %) que corresponde al ién molecular (M) de
formula Ca;H2904, obtenido en presencia de ['°0JHz0. El espectro del derivado
de GAqs obtenido con ['®0]0; (Fig. 22), presenta un ion molecular de m/z 346
que difiere en 2 unidades de m/z con respecto al i6n molecular anterior
correspondiente al ién molecular que contiene un atomo de ['%0]. La pérdida de
32 m/z. (CH30 + H) desde el ién molecular genera fragmentos que difieren en 2
m/z obtenidas en los 2 modos de incubacién: miz 312 desde ['°OJH,O (Fig. 21)
y 314 desde ["°0]0; (Fig. 22) de formula CzHzs03 ¥ CaoH2502'%0 (15 % de
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respectivamente, Este fragmento de 32 mfz se asocia a la ruptura del grupo
metil éster en el carbono 7 de GAss, lo que indica que la marca de ["’O] se
mantiene en el resto de la molécula que contiene el C20 en forma de lactona.
La pérdida adicional de 28 m/z (CO) desde el C7 genera otros fragmentos de
mfz 284 y 286 para ambas condicion de incubacién, de formula CigHzs02 ¥
C1gH25011%0 (65 % y 45 % de intensidad relativa, respectivamente). La pérdida
de 58 y 60 miz en los fragmeﬁtos miz 284 y 286 de ambas incubaciones,
generan un mismo ién de m/z 226 con formula Cq7Hz3; 5 % abundancia relativa.
Los fragmentos mfz 58 y 60, corresponderfan a la funcién 195, 20 lactona
(COOCH;,) de GAss. La cc;mparacién de los respectivos valores indica que el
fragmento eliminado contiene la marca de [*®0], o cual es consistente con la
incorporacion de un atomo de O desde '°0z al C20, como resultado de la accion
de la MO P450-2. Finalmente, el fragmento m/z 226 pierde 15 m/z (CH;) desde
el C18 y genera un fragmento de m/z 211 de formula CqgHz0 en ambos casos.
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36. COMPARACION DEL PATRON DE FRAGMENTACION POR
ESPECTROMETRIA DE MASA DEL METIL ESTER DE LA GIBERELINA
GAss OBTENIDA DESDE ACIDO ENT-KAURENOICO EN PRESENCIA DE
[°0]02 = N; =20 : 80 Y ['°0]02 : Nz = 20 : 80. |

El andlisis por GC/MS de GAqs, obtenida de la incubacion de KA con
 [1®0]0, : Np = 20 : 80 Y ["®0]Oz : N2 = 20 : 80, indica que tanto el i5n molecular
como los fragmentos obtenidos en presencia de ['®0]0; : N2 = 20 : 80 contienen
la marca de ['®0] con 2 unidades de m/z mayor que los encontrados en
oresencia de [°0]0; : N, = 20 : 80. La tabla 8 resume el andlisis de
fragmentacion para GAus preveniente de KA

Tabla 8: Fragmentacion en GC/MS para el metil éster de GAgs proveniente
desde &c. ent-kaurenoico.

M/z ldentificacion Pérdida Férmula

, fragmento
344 M* (16n molecular) | 0 —————m- C21H2004
346 M* + 2 (I6n SR CaiH2605'%0

molecular)

284 M*™ - 60 CH3;0+H + CO C1gH2502
286 (M* + 2) - 60 CH:0+H + CO C1sH250'%0
226 M* =118 CH30+H+CO+COOCH; Ci7Hz3
226 (M™ +2) - 120 CH;O+H+CO+CO"®OCH; " Cy7H2s
211 M* - 133 CH30+H+CO+COOCH+CH; C1sHz0
211 (M™ +2) - 135 CH;0+H+CO+CO"¥OCHz+ CH;3 CieHzo
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Interpretacion.

El i6n molecular del derivado metil éster de GA¢s obtenido de [*0]0z : N2
= 20 : 80 presenta un valor de m/z 344 (Fig. 23). Este corresponde a un ion de
baja intensidad (10 % de abundancia relativa) de formula C21H2904. El espectro
de GA5 obtenido en presencia [180103 - Nz = 20 : 80 (Fig. 24}, presenta un ion
molecular m/z 346 de formula C21H29031BO, que difiere en 2 unidades con
respecto al i6n molecular anterior correspondiente a la incorporacién de un
atomo de ['20). La perdida de 80 mfz (CH;0+H+CO) desde el ion molecular
genera fragmentos que difieren en 2 unidades obtenidos en ambas condiciones
de incubacion: mfz 284 desde ['®0]0; : N2 = 20 : 80 (Fig. 23) y m/z 286 desde
['80]0, : Nz = 20 : 80 (Fig. 24) de formula C1gH2502 ¥ C1eH250%0 (70 % y 60 %
de abundancia relativa), respectivamente. La perdida de 58 y 60 m/z desde los
fragmentos m/z 284 y 286, respectivamente generan ambos un mismo
fragmento de baja intensidad con m/z 226 (5% de abundancia relativa), de
formula Cq7H23. Se asocia la perdida de los fragmentos con m/z 58 y 60 con la
perdida de Ia funcién lactona, generada entre los carbonos 19 y 20. La
diferencia en las 2 unidades se asocia a la presencia de ['*0] y ['°0] unidos al
carbono 20 en GAss. Finalmente, la perdida de 15 m/z genera un fragmento de
mediana intensidad con m/z 211 (13 % de abundancia relativa). No se detectd
[180] en el C7, posicion que se oxida con [180102 desde KA, probablemente

debido a intercambio con el solvente.
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3.7. EFECTO DEL AGUA DEUTERADA SOBRE LA METABOLIZACION DE
['*C]GA12 POR EL COMPLEJO P450-2/CIT b5: CIT b5 REDUCTASA.

| a reaccién de oxidacion de [“C]GA+2 a [“C]GAs més [C]GA24 nO se
vi6 afectada por la accién de [*H]H2O (30 — 80 %) en el medio de reaccion. En
la tabla 9 se muestran las proporciones de los productos obtenidos en
presencia de [2HIH20, los que no se vieron alterados con respecto al control,
[*HJH:0.
Este resultado es consistente con un mecanismo de oxidacion a través

A3

de intermediarios alcohol y aldehido unidos no covalentemente a la enzima, en
que el H;O no participaria directamente en la formacion de los productos de la
reaccion. Este experimento fue programado de acuerdo a la hipdtesis de que
los productos C20 alcohol y C20 aldehido se formarian por hidrélisis de
intermediarios unidos covalentemente a la enzima, hipotesis que quedo
descartada con el experimento descrito en la seccion anterior.
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Tabla 9: Efecto de [PHJH.O sobre la sintesis de [“CIGAis y ["“CIGAz

formados a partir de ['*C1GA12

%[ZH]H-0 productos %
: ['*C]GA5 76

0 ["CIGAz 24
[“CIGA:s 68

30 . [MClGAz 32
[**CIGA 72

50 [“C1GAz 28
[“CIGA:s 73

80 [“C1GAz 27

Tiempo de incubacién = 72 hrs.
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4. DISCUSION

La generacion de la funcion 19y,10 lactona de las GAs es catalizada por
una monooxiQenasa asociada al citocromo P450 en G. fujikuroi (P450-2 o C20
oxidasa). La reaccidén consiste en ia oxidacién secuencial del metilo 20 de los
sustratos GAq2 0 GAy4 hasta CO,, o alternativamente hasta ac. carboxilico, en
un proceso dependiente de oxigeho molecular y de NADPH o NADH. La funcién
197,10 lactona es un rasgo estructural esencial para la actividad biologica que
presentan algunas GAs flingicas, como reguladores del crecimiento y el
desarrollo de las plantas, bor lo que la comprensién del mecanismo de esta
reaccién presenta un especial interés, partichlarmente en cuanto a la
participacion de intermediarios que permitan definir la secuencia de oxidacion.

En este trabajo se investigd el mecanismo de ia reaccién catalizadas por
la oxidasa del C20 de las GAs utilizando dos complgjos de la monooxigenasa
P450-2 con proteinas transportadoras de elecirones: el complejo P450-2/CPR y
el complejo P450-2fcit b5: cit b5 reductasa. La NADPH:citocromo P450
reductasa (CPR) es la principal proteina transportadora de electrones asociada
a las monooxigenasas en G. fujikuroi (Malonek et al.,, 2004) en tanto que el
sistema cit b5: cit b5 reductasa se encuentra asociadc a P450-2 en ausencia de
ta CPR (Rojas et al., no publicado). Ambos complejos metabolizaron al sustrato
[*C]GA+2 (C20 metilo) aunque con velocidades muy diferentes. La velocidad de
utilizacion de este sustrato por el complejo P450-2/CPR es. 10 veces mayor que
la del complejo P450-2/cit bS: cit b5 reductasa presente en las cepas carentes
de CPR, ACPR y SG138, lo que puede atribuirse a ia eficiencia del transporte
de electrones que presentan ambas proteinas asociadas a P450-2. La eficiencia
catalitica de las monooxigenasas P450 esta determinada principalmente por la
transferencia de electrones (Miller, 2005) y se ha descrito para otras
monooxigenasas P450 que el sistema cit b5: cit b5 reductasa es menos
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eficiente en aportar electrones que la CPR ( Venkateswarlu et al., 1998;
Mokashi et al., 2003). Para la C20 oxidasa de GAs se encontré que ademas de
las diferencias en la velocidad de utilizacion, ambos complejos forman distintos
productos de oxidacion a partir de [“CIGAs; o [*CIGAs. El complejo P450-
2/CPR oxida al metilo 20 principalmente hasta CO2 para formar la giberelina
[“C]GAs junto con cantidades menores del producto C20 carboxilato, [*C]GAzs,
en tanto que el complejo P450-2/cit b5: cit b5 reductasa forma el alcoho! C20
[“C]GAs como producto principal y niveles més bajos de! C20 aldehido
[C]GAz. El producto final de la secuencia de oxidacion catalizada por este
altimo complejo es el'ac. t::icarboxﬂico, que se forma en menor proporcion que
los productos anteriores, como lo demostré la metabolizacién del sustrato 3p-
hidroxilado ['“C]GAs4+ asi como la metabolizacién del precursor G20 alcohol
[PH]GAs7 que dan como producto final el ac. tricarboxilico [?HJGAs. No se
obtuvo producto 19y,10 lacténico en ninguna de las incubaciones con P450-2/cit
b5: ¢it b5 reductasa. Por ofra parte, los productos parcialmente oxidados en
C20 [“C]GAss v [“C]GAz¢ no fueron detectados en la reaccion catalizada por el
complejo  P450-2/CPR, lo que evidencié importantes diferencias en las
funciones cataliticas de P450-2 asociada a ambas proteinas transportadoras.
Las reacciones secuenciales de oxidacién del C20 catalizadas por el complejo
P450-2/CPR o por el complejo P450-2/cit bS: cit b5 reductasa se resumen en
las figuras 25 y 26.
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Figura 25: Reacciones catalizadas por el complejo P450-2/CPR.

H,
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Figura 26: Reacciones catalizadas por el complejo P450-2/cit b5: cit b5
reductasa

La formacién de intermediarios parcialmente oxidados en C20 a partir de
los sustratos marcados en presencia del complejo P450-2/cit b5: cit b5
reductasa concuerda con el patron de GAs endégenas descrito para las cepas
ACPR y SG138, que contienen este complejo enzimatico. Este incluye a GAs y
GA.4 como productos principales y finales de la via biosintética de GAs en estas
condiciones (Malonek et al., 2004). Las GAs C20 alcohol y C20 aldehido
podrian corresponder a intermediarios de la secuencia de oxidacién del metilo
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hasta CO, como para las C20, oxidasas de plantas, o aiternativamente estos
productos podrian generarse por hidrélisis de intermediarios unidos
covalentemente a la C20 oxidasa a iravés de un residuo de aminoacido del sitio
activo (Fig. 4). Esta (ltima alternativa podrfa verse favorecida en las
condiciones de baja velocidad de oxidacion que presenta el complejo P450-2/cit
b5: cit bS reductasa.

En este trabajo demostramos, mediante la incubacién de GAq2 con este
complejo en presencia de [°0j0z o de [80H.0, que GAis y GhAzs son
realmente especies intermediarias de la oxidacidn secuencial del metilc 20 de
las GAs ya que se generan a partir de O, durante 1a catélisis y no a través de la
hidrélisis de intermediarios covalentes como habia sido sugerido anteriormente
(Malonek et al., 2004; Tudzynski et. al.,, 2002). El analisis por GC/MS de los
productos de metabolizacion demostrd claramente que el C20 de GAss, GAz Y
GA,s contenia un atomo de ['®0] cuando se incubd el sustrato en una atmosfera
de [®0]O;, a diferencia de lo que se encontr6 para el mismo producto generado
en presencia de ['®0JHzO en que el C20 de estos productos no contenia este
isétopo del oxigeno. Estos resultados permiten concluir que la oxidacion
secuencial del carbono 20 en G. fujikuroi transcurre a través de intermediarios
C20 alcohol y C20 aldehido unidos no covalentemente a la monooxigenasa
P450-2 (Fig. 27).
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E+R-CH,——— E.R-CH,
0, e
E . R-CH,OH
20 e
0, é
E . R-CHO
0,,é V 0, é
E . R-COOH
E.R.CO, }’
E+R +CO, E + R-COOH

Figura 27: Etapas en la oxidacion secuencial del C20 de las giberelinas por la
monooxigenasa P450-2 (C20 oxidasa).

En el complejo P450-2/CPR el alcohol y el aldehido formados en
sucesivos ciclos cataliticos no se disociarian de la enzima debido a la alta
eficiencia del proceso de transferencia de electrones desde la P450 reductasa,
lo que favoreceria la oxidacion sucesiva de los intermediarios. En el complejo
P450-2/cit b5: cit b5 reductasa en cambio, los intermediarios se disociarian
durante la catélisis debido a su baja afinidad por la enzima y a la baja eficiencia
de la transferencia de electrones desde el citocromo b5 (Fig. 28). El alcohol 33-

hidroxilado [*°H]GAs7 fue parcialmente metabolizado por el complejo P450-2/cit
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b5: cit b5 reductasa, ademas no se acumulé en el medio de reaccién durante la
oxidaciéon de ["*C]GA14 lo que sugiere que su afinidad por la enzima seria mas
alta que la que presentan los demas intermediarios. Los intermediarios
disociados no continuarian oxidandose debido a su baja afinidad por la enzima
acumulandose en el medio de reaccion, lo que explicaria la deteccion de GA1s y
GAz4 como productos principales asi como la incapacidad de P450-2 de
metabolizar estos sustratos.

E+GA, — ~ E.GA,

| O,é

(

E.GA;, —> E+GA,

/ O, e
ﬂ_u‘

E% — E + GAN

0,6
"//

E.GA, —> E+GA,

Figura 28: Etapas en la oxidacién secuencial del C20 por la monooxigenasa
P450-2 (C20 oxidasa), asociada al cit b5: cit b5 reductasa.

La oxidacion del metilo 20 hasta ac. carboxilico por el complejo P450-
2/cit b5: cit b5 reductasa junto con la ausencia de producto 19y,10 lacténico
proveniente de la oxidacion hasta CO,, indica que la biosintesis de cada uno de
estos productos finales presenta distintos requerimientos cataliticos. Tanto el
producto tricarboxilato como el producto 19y,10 lacténico se formarian a partir
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del intermediario aldehido, pero la sintesis del tricarboxilato requeriria sélo una
etapa adicional de hidroxilacién, en tanto que la sintesis de la lactona requeriria
dos ciclos de oxidaciéon con la participacién de un intermediario formado por
reaccion del aldehido con un residuo del sito activo (Fig. 29, Hedden, 1997).
Para las C20 oxidasas de plantas se ha postulado que una cisteina del sitio
activo formaria un intermediario tioéster con el sustrato el que generaria un
radical centrado en C10 que seria estabilizado por reaccion con el carboxilato
C19 para dar el producto lacténico (Ward et al., 2002; Hedden, 1997). Algo
similar podria ocurrir durante la oxidacion catalizada por P450-2, con la
participacion de un residuo del sitio activo en la sintesis del producto lacténico.

SH

Figura 29: Mecanismo de oxidacién secuencial postulado para la biosintesis de

las giberelinas 19y, 10 lactonicas por P450-2 asociada a la CPR.
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La orientacion de este residuo podria verse afectada por la interaccion de
P450-2 con la CPR o con el sistema del citocromo b5: citocromo b5 reductasa
por lo cual una orientacion inadecuada de este residuo catalitico explicaria la
ausencia de producto 19y,10 lacténico en las reacciones del complejo P450-
2fcit b5: cit b5 reductasa. De la misma manera podrian explicarse las
propiedades cataliticas alteradas que presenta la C20 oxidasa de Cucurbita
méxima, que forma exclusivamente producto tricarboxilico, a diferencia de las
otras C20 oxidasas de plantas que dan principalmente productos lactonicos
(MacMillan, 1997). Estas diferencias podrian afribuirse a variaciones
estructurales que afect"en la participacién de un residuo catalitico requerido para
la oxidacién del metilo hasta CO2. De hecho, se han encontrado diferencias en
el extremo carboxilo terminal de la enzima de C. méxima que explicarian su
incapacidad para sintetizar C19 giberelinas (Lange et al., 1997).

Esta es la primera vez que se describe la alteracién de las funciones
cataliticas en una monooxigenasa muitifuncional por asociacién con diferentes
proteinas transportadoras de electrones. Para CYP17, una monooxigenasa
P450- del metabolismo de esteroides que presenta dos actividades cataliticas
asociadas a un mismo sito activo (17-hidroxilasa y 17,20 liasa) se ha descrito un
efecto modulador del citocromo b5 sobre estas actividades. Sin embargo esta
enzima no es activa a menos que esté presente la CPR. Ambas reacciones
requieren NADPH a través de la CPR pero la actividad de 17,20 liasa aumenta
selectivamente por adicién de citocromo bS mientras que la actividad de 17-
hidroxilasa no se ve afectada (Pandey y Miller, 2005). El cit b5 aumentaria el
flujo electronico desde la CPR actuando como un efector alostérico. Para la
monooxigenasa P450-2 en cambio, el cit b5 no actia como efector sino que es
capaz de aportar los dos electrones requeridos para la catalisis y reemplazar a
la CPR en la oxidacién del C20 de las GAs aunque con una menor eficiencia.

El mecanismo de las monooxigenasas P450 no requiere de la disociacion del

producto después de cada ciclo catalitico a diferencia del mecanismo de las
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dioxigenasas en que la giberelina oxidada producto de la reaccién debe
disociarse después de cada ciclo para permitir la unién del 2-oxoglutarato que
proporciona los electrones para la oxidacién y que inicia la catalisis (Sono et al.,
1996). Esta caracteristica funcional de P450-2 no permitid identificar los
intermediarios de la oxidacion del C20 en el complejo P450-2/CPR. Sin
embargo, utilizando el complejo. P450-2/cit bS:cit b5 reductasa fue posible en
este trabajo demostrar que las GAs €20 alcohol y C20 aldehido son de hecho
los intermediarios de la secuencia de oxidacién de metilo hasta CO; o hasta ac.
carboxilico descartanqo asi la hipotesis de que participarian en esta reaccion
intermediarios unidos covalentemente a la enzima.



CAPITULO &
CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

Las propiedades cataliticas de la C20 oxidasa de GAs (monooxigenasa
P450-2) de G. fujikuroi se ven alteradas por su interacciéon con distintas
proteinas transportadoras de electrones.

El complejo P450-2/CPR cataliza la oxidacion del metilo 20 hasta CO; sin
formacidon de intermediarios, y alternativamente la oxidacién del metilo 20

hasta ac. carboxilico, como reaccién lateral.
RCH; ————» CO; +R" (principal; 61 %)
R-CH; —» R-COOH (24 %)

El complejo P450-2/cit b5: b5 reductasa cataliza la oxidacién secuencial del
metilo 20 hasta 4c. carboxilico a través de los intermediarios alcohol y
aldehido.

R-CH, —— R-CH,0H —> R-CHO —> R-COOH

No se forma producto lacténico.
La velocidad de oxidacién del C20 por el complejo P450-2/cit b5: bb
reductasa esta reducida en un orden de magnitud con respecto al complejo

P450-2/CPR.

Los intermediarios se disocian de la enzima después de cada ciclo catalitico,
y se acumulan en el medio de reaccién probablemente como resultado de la

baja eficiencia en el flujo de electrones desde la citocromo b5 reductasa.




En general los intermediarios C20 alcohol y C20 aldehido no son utilizados
por la monooxigenasa P450-2, lo que sugiere que su afinidad por la enzima
es baja.

El atomo de oxigeno presente en [a funcion C20 alcohol, C20 aldehido y C20
carboxilato, no proviene del agua por lo tanto GAs y GAz4 no se generan por
hidrolisis de los intermediarios unidos covalentemente a la enzima.

La oxidacion secugncial, del metilo 20 hasta carboxilato ocurriria a través de
intermediarios unidos no covalentemente a la enzima, que se disocian en
condiciones en que el flujo de electrones es bajo. En el complejo P450-
2/CPR, en que el flujo de electrones es mas alto, los intermediarios no se
disocian de la enzima después de cada ciclo catalitico, encontrandose solo

los productos finales, 19y, 10 lactona y C20 ac. carboxilico.

El producto lacténico se formaria desde el intermediario C20 aldehido y
requeriria de 2 ciclos cataliticos oxidativos. En este proceso participaria un
residuc de la enzima cuya orientacién estaria alterado en el complejo cit b5:
b5 reductasa.
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