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RESUMEN

El hongo filamentoso Fusarium konzum pertenece al complejo taxonémico
Gibberella fujikuroi formado por 9 especies bioldgicas que se han aislado desde
distintas plantas y que sintetizan diversos metabolitos secundarios. Dos especies
del complejo, F. fujikuroi 'y F. konzum, producen giberelinas (GAs), diterpenos
activos como fitohormonas. Las demas especies no producen GAs aunque
contienen los genes respectivos o parte de ellos.

En este trabajo se caracterizd la biosintesis de GAs en la cepa I3 de F.
konzum tanto a nivel de las reacciones quimicas como de las enzimas que las
catalizan y se comparé con la especie bien estudiada, F. fujikuroi. El analisis de
GAs enddgenas en distintas cepas de F. konzum indicd que el producto principal
de la via metabdlica es la lactona 3,13-dihidroxilada GA. También se encontrd
acido giberélico (GA3z) aunque en menor cantidad. Mediante la administracién de
precursores marcados con 'C a los cultivos liquidos, se determiné la secuencia
biosintética para GA; en la que participan como intermediarios el acido ent-
kaurenoico, el GA1, aldehido, y las giberelinas 3B-hidroxiladas GA14 (C20) y GA4
(C19). La via 3B-hidroxilada es la principal y la via no hidroxilada es menor. La
reaccion de hidroxilacién en C13 ocurre al final de la secuencia, sobre el GA4 en
cambio la hidroxilacion en C3B ocurre en una etapa temprana, a nivel del GA+z
aldehido.

En las incubaciones con 4cido ent-'*C-kaurenoico se acumularon los
intermediarios *C-GA14 y '*C-GA4 en tanto que a partir del precursor *C-GAj; se
formé el C20 alcohol (**C-GAs) y el C20 aldehido ('*C-GAzs) ademas del
producto lacténico '*C-GAe. Esto sugiere que las oxidasas de GAs presentan
eficiencias reducidas en F. konzum lo que se confirmd determinando en los
cultivos las velocidades de las reacciones respectivas. Se encontrd que en la cepa
ls de F. konzum la GAi4 sintasa oxida al acido ent-'*C-kaurenoico con una
velocidad 397 veces menor que en la cepa ACC917 de F. fujikuroi mientras que la
C20 oxidasa metaboliza el *C-GAs con una velocidad reducida en un factor de

216. La reaccidn final de la secuencia, la 13-hidroxilacion, es la etapa limitante de



la biosintesis de GA1 y presentd en F. konzum, una velocidad 48 veces menor
que en F. fujikuroi.

Utilizando fracciones microsomales obtenidas del micelio de la cepa I3 de F.
konzum se demostré6 que la fuente de electrones para las reacciones de
hidroxilacién en 3B y oxidacién en C7 del GA+, aldehido es exclusivamente el
NADPH, lo que sugiere que la citocromo P450 reductasa seria la proteina
transportadora de electrones asociada a la GAi4 sintasa en este organismo y
probablemente también estaria asociada a las demas monooxigenasas de GAs.
Tanto la C20 oxidasa como la 13-hidroxilasa de F. konzum presentaron eficiencias
similares en presencia y en ausencia de NHsNO3; lo que sugiere que en esta
especie de Fusarium el mecanismo de regulacién por nitrégeno descrito en F.
fujikuroi no es funcional o presenta una baja eficiencia. Esto generaria una baja
expresion de los genes de la biosintesis de GAs explicando la velocidad reducida
de las reacciones estudiadas.

La secuencia de biosintesis de giberelinas desde el acido ent-kaurenoico
hasta GA; y GA3; en F. konzum es similar a la de F. fujikuroi pero ambos sistemas
difieren en la eficiencia de las oxidasas y en el mecanismo de induccién lo que
explicaria la generacion de distintos productos finales y la acumulacion de

intermediarios en F. konzum.
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ABSTRACT

Catalytic functions of gibberellin oxidases
in Fusarium konzum

The filamentous fungus Fusarium konzum belongs to the taxonomic
complex Gibberella fujikuroi formed by nine biological species isolated from
different plants which synthesize various secondary metabolites. Two species of
the complex, F. fujikuroi and F. kozum produce gibberellins (GAs), diterpene
metabolites active as phytohormones. The other species do not produce GAs even
when they contain all or some of the GA-biosynthetic genes.

In this work gibberellin biosynthesis was characterized in F. konzum at the
level of the chemical reactions as well as of the respective enzymes and was
compared to the well known GA-producing species F. fujikuroi. Endogenous GAs
analysis indicated that the main product was the 3,13-dihydroxylated lactone GA;.
Gibberellic acid (3,13-dihydroxylated, A1,2; GAz) was also found in the cultures
although at a lower level. The metabolic sequence for GA; biosynthesis was
determined by adding '“C-labelled precursors into liquid cultures of I3 F. konzum
strain which showed that ent-kaurenoic acid, GA;2 aldehyde, GA14 (C20) and GA4
(C19) are intermediates of the sequence. The 3B-hydroxylated pathway is the
major pathway while the non-hydroxylated is a minor pathway. Hydroxylation at
C13 occurs in a late step of the sequence over GA4 or GA7 in contrast to 3p3-
hydroxylation that occurs over GA1, aldehyde at an early step.

In incubations with ent-'*C-kaurenoic acid, the 3B-hydroxylated products
“C-GA14 and "C-GA, accumulated while the C20 alcohol (**C-GA+s) and the C20
aldehyde ("*C-GAz4) were formed from '*C-GA2 besides the lactonic product '*C-
GAg. This result suggests that GA oxidases would have reduced catalytic
efficiencies in F. konzum which was confirmed by determining the rates of the
respective reactions in cultures of the strain Is. In this strain GA4 synthase oxidized
ent-"*C-kaurenoic acid with a rate 397 times lower than in F. fujikuroi (ACC917

strain) while C20 oxidase metabolized *C-GA;» with a rate reduced by a factor of

XII



216. The last reaction of the sequence, 13-hydroxylation is the limiting step of GA
biosynthesis and showed in F. konzum a rate 48 times lower than in F. fujikuroi.
Microsomal fractions obtained from the mycelia of F. konzum catalyzed 3-
hydroxylation and C7-oxidation of GAi> aldehyde exclusively in the presence of
NADPH. This suggests that cytochorome P450 reductase would be the electron
transport protein associated to GAis synthase and probably to the other GA
monooxygenases in this Fusarium species. Gibberellin C20 oxidase as well as 13-
hydroxylase have similar catalytic efficiencies in cultures containing ammonium
nitrate or without this compound which suggests that nitrogen regulation of GA
biosynthesis is not functional in F. konzum or has a low efficiency. This would
explain the reduced rates found for the reactions catalyzed by GA
monooxygenases in 3.

The biosynthetic sequence from ent-kaurenoic acid to GA; or to GA; is
similar in F. konzum and in F. fujikuroi although both systems differ in the efficiency
of the GA oxidases and in the effect ammonium nitrate which would result in
different final products in both systems as well as in accumulation of intermediates

in F. konzum.
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1. INTRODUCCION

Gibberella fujikuroi es un hongo filamentoso que infecta plantas de arroz
induciendo la enfermedad de superelongacion, en la que el tallo crece
exageradamente y la planta no da frutos (Hori, 1898). Este efecto se debe a la
produccién de &cido giberélico (GAs) (llamado inicialmente giberelina o toxina),
diterpeno tetraciclico que estimula el crecimiento de tallos y brotes cuando es
agregado externamente a las plantas (Hedden, 1978; Graebe, 1987).
Recientemente se demostrd que en realidad G. fujikuroi no corresponde a una
Unica especie fungica sino que mas bien es un complejo taxondmico,
perteneciente al género Fusarium, formado por 9 especies biolégicas a las cuales
se llamé poblaciones de apareamiento (MP-A hasta MP-I) (Kerenyi et al., 1999,
Zeller et al., 2003). Las distintas especies del complejo han sido aisladas desde
plantas hospederas especificas (arroz, maiz, trigo, cafna de azlcar, mango, etc.)
en las que pueden producir enfermedades. Estas especies de Fusarium sintetizan
numerosos metabolitos secundarios como las giberelinas (GAs), fumonisinas,
moniliformina, acido fusarico, entre otros (Malonek et al., 2005a; Leslie et al., 1992
y 2004), algunos de ellos toxicos en humanos o animales. Las GAs, estimuladoras
del crecimiento vegetal, son sintetizadas sélo por dos especies del complejo:
Fusarium fujikuroi'y Fusarium konzum, que corresponden a las poblaciones de
apareamiento C e | respectivamene (Malonek et al., 2005c). La especie que
infecta al arroz, F. fujikuroi, es el mas eficiente productor de giberelinas en la
naturaleza, especificamente &cido giberélico, GAs. La concentracién de GA; en el
medio de cultivo de F. fujikuroi puede llegar a 1 g/L en las cepas sobreproductoras
(Mihlan et al., 2003). Los otros dos géneros de hongos que sintetizan GAs,
Sphaceloma sp. y Phaeosphaeriae sp. producen GA; y GA; respectivamente, en
menor cantidad (Rademacher, 1992). En los sistemas fungicos las GAs son
metabolitos secundarios de funcion desconocida, a diferencia de los sistemas
vegetales en que las GAs, que se sintetizan en bajisimas cantidades, actian como
hormonas regulando diversos aspectos del desarrollo y crecimiento como la



elongacion celular, la division celular, la diferenciacion de los tejidos y la
dominancia apical (Graebe 1987; Hedden y Phillips, 2000).
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Figura 1. Secuencia de biosintesis de GAs; en F. fujikuroi. Las flechas gruesas indican la via
principal, en la que participan intermediarios 3B-hidroxilados. Las enzimas que catalizan cada
etapa se indican en azul. GGS2 (geranilgeranil difosfato sintasa); CPS/KS (copalil difosfato/ent-
kaureno sintasa); P450-4 (ent-kaureno oxidasa); P450-1 (GA;4 sintasa); P450-2 (C20 oxidasa);
P450-3 (13-hidroxilasa); DES (desaturasa 1,2).



Hasta la fecha se han descrito alrededor de 130 GAs las que se denominan
por las siglas GA seguidas de un subindice que indica el orden de identificacién
(GA3, GA1, GAy4, etc.). Se dividen en dos grupos, las de 19 carbonos que incluyen
a las GAs bioactivas como fitohormonas y las de 20 carbonos, precursoras de las

anteriores y que no presentan actividad biolégica (Figs.1y 2).

Figura 2. Estructura de GAs de 20 y 19 carbonos.

En los ultimos afos se ha caracterizado en detalle, en F. fujikuroi, la
biosintesis de GA3; a partir de geranilgeranil difosfato (GGDP) tanto a nivel de los
genes como de las enzimas (Hedden et al.,, 2002; Tudzynski, 2005). Las
reacciones quimicas respectivas se muestran en la fig. 1 y fueron determinadas en
la década de los 70 mediante la administracion de precursores marcados a
cultivos liquidos del hongo y por la utilizacion de mutantes que no producen GAs
enddbgenas (Bearder et al., 1975, MacMillan, 1997a). La secuencia metabdlica
consiste en dos reacciones iniciales de ciclaciéon, en las que a partir de
geranilgeranil difosfato (GGDP), se genera el copalil difosfato (CDP), vy
posteriormente el ent-kaureno, siguiendo por multiples reacciones de oxidacién
sobre este hidrocarburo tetraciclico (Hedden, 1978, Cross et al., 1968, Bearder et
al., 1975). Las oxidasas tienen, por lo tanto, un papel central en el metabolismo de
las giberelinas fungicas. Algunas de estas oxidasas fueron caracterizadas in vitro,
especificamente la entkaureno oxidasa y la entkaurenoico oxidasa,
encontrandose que presentan las propiedades esperadas para monooxigenasas
P450 (Fall y West, 1971; Jennings et al., 1993; Urrutia et al., 2001). Sin embargo
el ultimo producto detectado in vitro es el GAq4 y las reacciones posteriores de la

via, de oxidacion del C-20, desaturacion 1,2 e hidroxilacién en C13 no se han



podido demostrar en extractos enzimaticos (Urrutia et al., 2001; Rojas et al.,
2004). En 1998 se clonaron y caracterizaron los genes de la biosintesis de GAs en
F. fujikuroi lo que permitié completar la caracterizacion molecular de este proceso
mediante el uso de mutantes de disrupcion o de transformantes con genes Unicos
(Tudzynski et al., 2001; Rojas et al., 2001; Tudzynski et al, 2003). Siete genes
agrupados en un cluster en el genoma de F. fujikuroi codifican para todas las
enzimas de la via, que catalizan las 15 etapas de la biosintesis de GAs, incluyendo
la biosintesis de GGDP a partir de farnesil difosfato (FDP) (Fig. 1)(Tudzynski y
Holter, 1998; Linnemansténs et al., 1999). Cuatro de los siete genes de GAs
codifican para monooxigenasas (MO) heminicas relacionadas con el citocromo
P450 (se denominaron P450-1, P450-2, P450-3 y P450-4 de acuerdo a su orden
de identificacién) (Tudzynski y Holter, 1998; Hedden et al., 2002). Esto indica que
la mayor parte de las reacciones de oxidacion de la biosintesis de GAs son
catalizadas por monooxigenasas P450. La reaccidén general catalizada por estas

monooxigenasas es la siguiente:

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

El sustrato organico y el O, se unen al sitio activo de la monooxigenasa, el
O, directamente al Fe heminico, en tanto que el reductor se une a una proteina
transportadora de electrones asociada a la monoxigenasa (Donaldson y Luster,
1991).

La mayoria de las MO de GAs de F. fujikuroi son enzimas multifuncionales
que catalizan varias reacciones de oxidacion en la secuencia biosintética, ya sea
oxidando sucesivamente un mismo centro carbonado como en la ent-kaureno
sintasa (P450-4, Tudzynski et al., 2001) y la C20 oxidasa (P450-2, Tudzynski et
al., 2002) o bien oxidando distintos carbonos adjacentes o distantes en la
estructura como en la GAy4 sintasa (P450-1, Rojas et al., 2001) (Fig. 1). La ent-
kaureno oxidasa convierte el metilo C-19 en acido carboxilico en tanto que la C-20
oxidasa oxida el metilo en C-20 hasta CO,. La GAis sintasa cataliza la

hidroxilacion en 3 y la oxidacion en C-7 del acido ent-kaurenoico (Fig. 1). En F.



fujikuroi las monooxigenasas de GAs se encuentran asociadas a las membranas
del reticulo endoplasmico y reciben electrones desde el NADPH a través de la
citocromo P450 reductasa (CPR) (Malonek et al., 2004). Existe ademas en F.
fujikuroi un sistema transportador alternativo, el sistema citocromo b5/b5
reductasa, que entrega electrones desde el NADH a las MO de GAs en ausencia
de la CPR aunque con una menor eficiencia (Troncoso et al., 2008).

Ensayos de Southern blot usando sondas para los distintos genes de GAs,
han demostrado que la mayor parte de las especies del complejo G. fujikuroi
contiene todos los genes del cluster con excepcién de las poblaciones de
apareamiento A y H que contienen sélo dos o uno de los siete genes (Malonek et
al., 2005c). Sin embargo las Unicas especies que producen giberelinas son F.
fujikuroi (poblacién de apareamiento C) y algunas cepas de F. konzum (poblacion
de apareamiento |) esta ultima recientemente descrita (Malonek et al., 2005c;
Zeller et al., 2003). Las especies de F. konzum no han sido caracterizadas a nivel
molecular con respecto a esta capacidad biosintética. En las especies no
productoras del complejo G. fujikuroi los genes y enzimas de la biosintesis de GAs
presentan niveles variables de expresion (Malonek et al., 2005c). En F.
proliferatum, un patégeno del maiz que no produce GAs, se ha caracterizado en
detalle la expresion de los genes y la actividad de las enzimas de la biosintesis de
GAs (Malonek et al., 2005a, y 2005b). Dos etapas iniciales de la via, la sintesis de
GGDP vy la sintesis del ent-kaureno, se encuentran bloqueadas debido a multiples
mutaciones en las regiones promotoras y/o codificantes de los genes de la GGDP
sintasa y de la ent-kaureno sintasa (cps/ks) (Fig.1). Los demas genes, de la GA14
sintasa, C-20 oxidasa y 13-hidroxilasa codifican para proteinas activas en F.
proliferatum aunque algunos presentan un bajo nivel de expresién (Malonek et al,
2005 ay b).

Con respecto a la regulacién de la biosintesis de GAs en F. fujikuroi, ésta se
induce cuando se agota la fuente nitrogenada en el medio de cultivo (amonio,
glutamina, asparragina o nitrato). Este es el principal mecanismo regulador en esta
via biosintética y ha sido estudiado en detalle en este hongo (Tudzynski et al.,
1999a y 1999b; Mihlan et al., 2003). El factor transcripcional AREA, que regula en



F. fujikuroi el metabolismo de distintos compuestos carbonados de acuerdo a la
presencia de compuestos nitrogenados en el medio, es el principal regulador de la
expresiéon de los genes de GAs, los que contienen en su regién promotora
secuencias GATA de union a AREA (Mihlan et al.,, 2003). Una excepcion la
constituye el gen P450-3 (que codifica para la 13-hidroxilasa) que se expresa tanto
en presencia como en ausencia de compuestos nitrogenados (Tudzynski et al.,
2003). Existen sin embargo otros factores ademas de AREA, que regulan la
biosintesis de GAs en F. fujikuroi, como la TOR quinasa, que también influye en la
expresion de los genes de la biosintesis de GAs (Teichert et al., 2006) lo que
evidencia una eficiencia y complejidad en el mecanismo de regulacién que sugiere
que las GAs sintetizadas por el hongo deberian tener una funcién importante para
este organismo. En la mayoria de las otras especies del complejo G. fujikuroi no
se ha determinado si el mecanismo de regulacién es funcional o si ha sufrido
alguna mutacién que lo haga ineficiente. En F. proliferatum se encontrd que los
genes de GAs de F. fujikuroi complementados en la cepa D02945 de F.
proliferatum se expresan eficientemente restaurando en la especie no productora
la capacidad de biosintetizar GA; (Malonek et al., 2005b). Esto indica que el
mecanismo de regulacién de la expresion de los genes de GAs es funcional en F.
proliferatum.

En esta memoria de titulo se abordé la caracterizacion de la biosintesis de
GAs en Fusarium konzum, la Unica especie del complejo, ademas de F. fujikuroi,
que produce GAs (Malonek et al., 2005c). Esta especie, aislada de pastos de las
praderas de Kansas, fue descrita el afio 2003 (Zeller et al., 2003) y se demostrd
que contiene todos los genes de la biosintesis de GAs (Malonek et al., 2005c). No
se ha descrito que el hongo sea un patégeno en esta especie sino que mas bien
tendrian una asociacién mutualistica. Los genes de la desaturasa y de la 13-
hidroxilasa de F. konzum se expresan a un menor nivel que en F. fujikuroi
(Malonek et al., 2005c). No hay informacion acerca de la expresion de los otros
genes de GAs. El patron de giberelinas producidas por la cepa I3 de F. konzum,
es distinto del que presenta F. fujikuroi lo que sugiere que podrian haber

diferencias a nivel molecular entre ambas especies. La GA lactonica, 3,13-



hidroxilada, GA es el producto principal seguido por GA3 (que contiene ademas
una insaturacion 1,2) y pequenisimas cantidades de GAg (lactona no hidroxilada)
y de GAy (lactona 13-hidroxilada). La principal GA sintetizada por F. fujikuroi en
cambio es GA3z (Malonek et al., 2005c¢) y no se detecta GAy. La presencia de este
ultimo producto evidencia la participacion de la via no hidroxilada puesto que GAx
se genera a partir de GAg por accion de la 13-hidroxilasa cuando este sustrato
esta disponible (MacMillan, 1997a). Mediante la administracion de precursores de
giberelinas marcados con '“C y la identificacion de los productos de
metabolizacién, se pudo establecer una secuencia biosintética para los productos
finales GAy, GAz y GAx en la cepa I3 de F. konzum. Ademas se determiné la
velocidad de las reacciones catalizadas por las monoxigenasas P450-1, P450-2 y
P450-3 en esta especie fungica y se compararon con las respectivas reacciones
en la cepa ACC917 de F. fujikuroi. Finalmente se investigd la funcionalidad del

mecanismo de regulacién por compuestos nitrogenados en F. konzum.

HIPOTESIS

Las actividades de las oxidasas de giberelinas en F. konzum se encuentran
alteradas o reducidas respecto a las oxidasas de F. fujikuroi. Esto explica la
produccién de giberelinas no hidroxiladas y del producto final GA{ en F. konzum.

En cepas de F. konzum que no sintetizan GAs, algunas de las oxidasas de

giberelinas son activas.



OBJETIVO GENERAL

Investigar las funciones cataliticas de las oxidasas de giberelinas en F.
konzum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Investigar en la cepa I3 de F. konzum la especificidad de sustrato de la
13-hidroxilasa de giberelinas, por medio de la adicién de las giberelinas *C-GA4 y
C-GAy al cultivo, y posterior identificacién los productos.

2.- Identificar los productos de metabolizacién de la giberelina *C-GA+, por
la cepa I3. Determinar las giberelinas de 20 carbonos y/o 19 carbonos sintetizadas
a partir del precursor afnadido.

3.- Caracterizar las funciones cataliticas de la GA14 sintasa en cultivos de F.
konzum mediante la identificacion de los productos de metabolizaciéon del acido
ent-"*C-kaurenoico, '*C-GA;; aldehido y 'C-GAz. Ademas en microsomas
obtenidos del micelio se investigara la cantidad de '*C-GA+2 y *C-GA1, sintetizado
a partir de '*C-GA1, aldehido en presencia de distintos cofactores.

4.- Investigar si las oxidasas de GAs estan activas en cepas de F. konzum
que no producen giberelinas.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Todos los reactivos empleados fueron de grado pro analisis, excepto el
metanol que fue grado HPLC. Los sustratos, acido ['“C]-ent-kaurenoico
(radiactividad especifica de 7,51 TBg/mol), [“C]-GA2 aldehido (radiactividad
especifica de 6,81 TBg/mol) y [“C]-GA» (radiactividad especifica de 4,4
TBqg*/mol) fueron sintetizados a partir de acido R-['*C]-mevalénico (Amersham)
utilizando un preparado enzimatico de endosperma de calabaza en presencia de
ATP MgCl, y NADPH como cofactores (Urrutia et al., 2001; MacMillan et al.,
1997b). Se utiliza este preparado porque contiene una alta concentracién de las
enzimas de la biosintesis de giberelinas (Graebe et al., 1974) y permite sintetizar
los intermediarios requeridos para este trabajo hasta ['*C]-GA+,. Las oxidasas que
participan hasta ['*C]-GAi> son monooxigenasas P450 a diferencia de las
reacciones posteriores que son catalizadas por dioxigenasas dependientes de 2-
oxoglutarato que requieren Fe?* y 2-oxoglutarato (Graebe et al., 1974). Los
precursores ["“C]-GA4, [*C]-GAs vy ['*C]-GAz fueron sintetizados quimicamente

en la Universidad de Canberra, Australia por el profesor L. Mander.

2.2 Cepas de F. konzumy de F. fujikuroi y condiciones de cultivo

Se utilizaron las siguientes cepas:

ACC917 e IMI58285: cepas silvestres de F. fujikuroi productoras de GAs
obtenidas de la coleccién de cultivos fungicos (Weimar, Alemania).

I3, s, lo, l10, 111, l12 € l1s: cepas silvestres de F. konzum provenientes de las
praderas de Kansas, aisladas por el Dr. John F. Leslie de la Universidad del
Estado de Kansas y proveidas por la Dr. Bettina Tudzynski, del Instituto de
Botanica de la Universidad de Minster, Alemania.

Las cepas fueron conservadas en placas de agar papa dextrosa a 4°C.
Para los experimentos de metabolizacién se inocularon trozos de agar a 50 mL de
medio liquido ICI 40% (Geissman et al., 1966). Este contiene 1,92 g/L de NH4NO3,
80 g/L de glucosa, 5 g/L de KH2POy4, 1 g/L de MgSO4x 7H20, 0,1 % de solucioén de



elementos traza (100 mL de solucion contiene: 0,01 g de MgSOq4 x 7H20, 0,1 g de
FeSO4 x 7H20, 0,015 g de CuSO4 x 5H.0, 0,161 g de ZnSO4 x 7H.O y 0,01 g de
(NH4)sM07024 x 4H50). Los cultivos se incubaron por 3 dias con agitacion orbital
(150 rpm) a 28°C para permitir el crecimiento de los hongos. Alicuotas de estos
medios fueron filtradas para separar el micelio, el que luego fue lavado dos veces
con medio ICl 40% o ICI 0% (igual al anterior, pero que no contiene NH4NO3),
separando el micelio por filtracidn. Para los analisis de GAs endogenas, el micelio
fue resuspendido en medio ICI 0%, se tomo una alicuota de 2-5 mL la que se llevo
a 10 mL con medio ICl 0%, para inducir la sintesis de GAs. Se mantuvieron los
cultivos con agitacién orbital por 7 dias a 28° C, al cabo de los cuales se filtraron
para detener la reaccion y extraer los productos como se describe en la seccién
2.8. Los extractos de acetato de etilo obtenidos, purificados por cromatografia en
fase solida (seccibn 2.9) fueron analizados por cromatografia de
gases/espectrometria de masas (GC/MS, seccion 2.12). A diferencia de los
ensayos con '“C-GAs, se analizaron los extractos directamente para identificar el
conjunto total de GAs y ent-kaurenoides sintetizados. Para los andlisis de
metabolizacion de precursores de la sintesis de GAs, se procedié de la misma
manera, pero los medios de cultivo con que se lavaron y resuspendieron las
muestras correspondieron a medios ICl 40% o ICI 0%, a los que se anadi6 AMO
1618, un inhibidor de la sintesis de GAs, para evitar la presencia de GAs
endogenas, y se ajustaron los medios a pH 4,0 o 2,7 mediante la adicién de
H.SO4 2N. Desde el micelio resuspendido, se tomaron alicuotas de 1-2 mL, las
que se completaron a 10 mL, con los medios antes senalados. Las condiciones de
cultivo y la adicion de los distintos precursores marcados se detallan mas adelante
(secciones 2.5, 2.6 y 2.7). Para la preparacién de microsomas, se transfirieron
alicuotas de 4-6 mL del precultivo en medio ICl 40% a 4-6 matraces con 100 mL

de medio 0% ICl y se incubaron por 7 dias con agitacién a 28°C.
2.3 Preparacion de microsomas

El micelio crecido bajo condiciones inductoras de la sintesis de GAs, se
cosecho por filtracion al vacio (4-6 matraces con 100 mL de cultivo que dan
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alrededor de 1 g de micelio). Después de lavar el micelio alternativamente con
H-O nanopura y una solucién tampén de lavado (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 5
mM) fue filtrado al vacio, pesado y resuspendido en la solucidén de extraccion (Tris-
HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 5 mM; DTT 4 mM; sacarosa 0,25 M y BSA 10mg/mL).
Se utilizaron 10 mL de soluciéon de extraccién por 1-5 g de micelio (peso fresco).
La suspensién fue congelada a -20° C hasta el momento de romper las células
para preparar el extracto enzimatico.

Para preparar el extracto se utilizé una prensa "X-press" (AB BIOX, Suecia)
enfriada a -30° C. La suspension de micelio congelada a -30° C fue sometida a
una presion de 28.000 psi, lo que permite el flujo de la muestra a través de un
orificio de pequefo didmetro debido al cambio de estado sélido a liquido del H>O
por efecto de la presion. La ruptura de las células se produce por la
descompresion (Edebo, 1983). EI homogenizado resultante fue descongelado y
centrifugado a 10.000xg por 30 min a 4° C. Los microsomas se obtuvieron por
centrifugacion del sobrenadante de 10.000xg a 100.000xg por 1 hora. El pellet de
100.000xg (P100) fue suspendido en 0,5 ml de una solucién que contenia Tris-HCI
50 mM a pH 7,5; DTT 4 mM; sacarosa 0,2M y de BSA 10 mg/mL. La suspensién
microsomal fue distribuida en alicuotas de 50 uL, congelada en nitrégeno liquido y

almacenada a -70° C.

2.4 Ensayos enzimaticos

La actividad de la monooxigenasa P450-1 fue determinada en 100 uL de un
medio de reaccion que contenia: Tris-HCI 50 mM pH 7,5; 5-10 pyL de suspensioén
microsomal; 20.000 dpm de ['*C]-GA+> aldehido; FAD 5 o 50 uM, NADPH 10 mM
o NADH 10 mM y NaCL 0,1 M.

El medio de reacciéon se incubd con agitacion a 28°C por 1 hora. Para
detener la reaccion se agregaron 10 uL de &acido acético, 1,6 mL de H.O
acidificada a pH 3,0 con acido acético y 0,4 mL de metanol. La mezcla de reaccién
se purific6 por cromatografia en fase sélida en columnas C18 de 100 mg
(cartuchos Bakerbond C18 J.T. Baker) y se analiz6 por HPLC.
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2.5 Experimentos de metabolizacion de precursores de giberelinas

Se agregd a una suspension del micelio en medio 0% ICI con AMO 1618
(entre 80-100 mg de micelio/10 mL de medio de cultivo) uno de los precursores
marcados con '*C: acido ent-['*C]- kaurenoico, [*C]-GA+» aldehido, ['*C]-GA2,
['*C]-GA4, ['*C]-GAg o ["C]-GA2 en forma de una solucién metandélica (10-150
uL; 30000- 400000 dpm). Previamente a la adicion de los precursores se ajusto el
pH del medio de cultivo en 4,0 o se llevd hasta 2,7 con H,SO4 2N. El cultivo se
incubé por 2,5 dias a 28°C con agitacion orbital a 150 rpm. Los productos de
metabolizacion se aislaron desde el filtrado después de separar el micelio por

filtracion como se indica en la seccién 2.8.

2.6 Cinética de metabolizacién de ['*C]-GA;» o [*C]-GA4;, en presencia o
ausencia de NH;NO; en el medio de cultivo.

La metabolizacién de ['*C]-GA+z o [*C]-GA4 se midi6 a distintos tiempos en
cultivos ICl 40% o ICl 0% a pH 2,7 que contenian AMO 1618 (10 mL medio). A la
suspensién se le agreg6é inmediatamente el precursor marcado y en otros casos
se le agreg6 el precursor después de 1 o 7 dias de preincubacion en medio 0%
ICI. Los cultivos se incubaron a 28°C con agitacién por 16 y 24 horas. A estos
tiempos se tomaron alicuotas de los cultivos (10 mg de micelio), las que fueron
filtradas para detener la reaccién y extraer los productos. El filtrado se extrajo con
acetato de etilo. Luego se evaporé el solvente, se realizd extraccion en fase sélida
en columnas C18 de 100 mg (Bakerbond C18 J.T. Baker). La muestra fue
analizada por HPLC.

2.7 Cinética de metabolizacion del acido ent-['*C]-kaurenoico, [*C]-GA:.,
['*C]-GA4 0 ['*C]-GA,.

La metabolizacién de los precursores se midi6 a distintos tiempos en
cultivos de la cepa I3 o de la cepa ACC917, en medios ICl 0% a pH 2,7 que
contenian AMO 1618 (10 mL medio). A las suspensiones se les agreg6é el
precursor marcado en forma metandlica, y se incubaron los cultivos a 28°C con

agitacion. A diversos tiempos luego de afadir el precursor (entre 10 min y 7 dias)
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se tomaron alicuotas desde los medios en incubacién (10 mg. micelio), las que se
filtraron para detener la reaccion y extraer los productos. El filtrado se extrajo con
acetato de etilo. Luego se evapord el solvente, se realizd extraccidén en fase sélida
en columnas C18 de 100 mg (Bakerbond C18 J.T. Baker). La muestra fue
analizada por HPLC.

2.8 Extraccion de ['*C]-GAs desde el filtrado del cultivo

El filtrado obtenido (3-10 mL) después de separar el micelio y lavarlo con
H.O a pH 7,0 fue acidificado hasta pH 3,0 con HCI 2N en caso de presentar un
valor de pH > 3. Las giberelinas se extrajeron por particion con acetato de etilo
(una extraccién 1:1; dos extracciones 1:0,5). Las fases organicas combinadas
fueron evaporadas a presién reducida en un Rotavapor R10 (M.R. Bichi) a 38° C
y las GAs fueron disueltas en 2 mL de metanol al 20%. La muestra se aplicé en
una columna de extraccién en fase sélida C18 (Bakerbond, J.T. Baker, 100 mg) y

se separaron los productos por HPLC.

2.9 Purificacion de giberelinas marcadas con ['*C]

Se utilizaron columnas de extraccion en fase solida C18 de 100 mg
(Bakerbond, J.T. Baker) previamente activadas con 2 mL de metanol. Las
columnas se equilibraron con 2 mL de agua acidificada a pH 3,0 antes de aplicar
la muestra. Después de aplicar la muestra se lavé la columna con 2 mL de agua
acidificada a pH 3,0 y finalmente las GAs se eluyeron con 2 mL de metanol. El
eluido fue evaporado a presion reducida en un equipo SpeedVac plus SC110A
(Termo Savant) o mediante flujo superficial de nitrégeno.

2.10 Cromatografia en HPLC

Se us6 un cromatdgrafo Waters 600 equipado con una columna de fase
reversa C18 de 250x4 mm (Simmetry, Waters). Las corridas consistieron en una
gradiente lineal de 30 min de metanol en H,O pH 3,0 desde 60% hasta 100%
metanol seguida por 6 min de flujo isocratico de MeOH. El flujo fue de 1 mL/min y
se colectaron fracciones de 1 mL en las que se determind la radiactividad por
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centelleo liquido. Los productos se identificaron por co-cromatografia con
estandares de GAs marcadas con '“C o bien fueron derivatizados para la
identificacion por GC/MS.

Los tiempos de retencién de los estandares obtenidos por HPLC fueron:

Compuesto* Tiempo de Retencion
(min)

acido ['*C]-ent-kaurenoico 35
['“C1-GA+2 aldehido 25
['“C1-GA+2 24
['*C]-GA14 14
[*CI-GAg 20
['“C1-GA2 11
['“C1-GA24 17
['“C]-GAq 13
['*C]-GAzs 15

* Ordenados en orden a la secuencia metabdlica.

2.11 Cuantificacion de la radiactividad por centelleo liquido

La radiactividad de las muestras se cuantificd en el contador Packard Tri-
Carb modelo 1600 TR. El liquido de centelleo contenia 0,125 g de POPOP (1,4-
bis-[2-(5-feniloxazoil)]-benceno) y 4 g de PPO (2,5-difeniloxazol) en 1 L de tolueno
grado técnico. Esta mezcla se diluyé con 500 mL del detergente Arcopal después
de su disolucion para completar la solucion de centelleo.

2.12 Identificacion de los productos por espectrometria de masas
La identificacion de los productos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) se realiz6 en el Laboratorio de Hormonas

Vegetales de Rothamsted Research, UK, en base a los espectros de masa y los
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indices de retencion de Kovats de giberelinas estandar (Gaskin y MacMillan,
1991). Estos se compararon con los de las giberelinas obtenidas como producto
de metabolizaciéon. Las muestras fueron metiladas con diazometano etéreo vy
transformadas en los trimetilsilil ésteres por calentamiento con N-trimetilsilil-N-

fluoroacetamida (MSTFA) a 90°C por 30 min antes del analisis (Urrutia et al.,

2001).
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3. RESULTADOS

3.1Giberelinas sintetizadas por distintas cepas de F. konzum

Las GAs sintetizadas por F. konzum son secretadas al medio de cultivo,
desde donde pueden aislarse por particibn en acetato de etilo después de
acidificar la fase acuosa. Con el objeto de comparar el patrén de GAs que produce
F. konzum con las sintetizadas por la especie bien estudiada, F. fujikuroi, se
aislaron las GAs y ent-kaurenoides producidas por diferentes cepas y se
identificaron por GC-MS después de purificarlas por extraccion en fase sélida
(Tablas 1y 2). Las cepas analizadas fueron las cepas lg, |12 € l1g. Se incluy6 en la
comparacioén la cepa Iz de F. konzum y la cepa silvestre IMI58285 de F. fujikuroi
cuya composicion de GAs ya ha sido descrita (Malonek et al., 2005c).

La principal GA producida por las cepas I3, Is e |12 corresponde a GA1,
producto lacténico 3,13-hidroxilado, seguido por GAz que se produce en menor
cantidad (Tablas 1 y 2). Este ultimo producto difiere del anterior en la presencia
de un doble enlace en la posicion 1,2 (Fig. 1)(Tabla 2). En F. fujikuroi en cambio,
la principal GA producida es el acido giberélico, GAs, y practicamente no se
produce GA;:. Esto sugiere que en F. konzum, a diferencia de F. fujikuroi, la 13-
hidroxilasa presentaria una mayor actividad que la desaturasa de GAs generando
distintos productos finales desde el precursor GA4 (Fig 1). Otra diferencia entre
ambas especies se refiere a la presencia en F. konzum de varios productos no
hidroxilados en el medio de cultivo, algunos de 20 carbonos (GA2s , GA4) con el
C20 al estado de oxidacion de aldehido o acido carboxilico. Ademas se detecto el
producto de 19 carbonos 13-hidroxilado (GAz). La deteccidon de este ultimo
producto, ausente en F. fujikuroi, sugiere que en F. konzum patrticipa la via no
hidroxilada puesto que GA, se genera a partir de la GA lactdnica GAg, el producto
final de esta secuencia (MacMillan, 1997a; Fig. 1).

Los kaurenoides detectados (acidos fujenoicos y kaurenolidos)
corresponden a productos laterales de la GAq4 sintasa que se generan como
alternativas de estabilizacién de los radicales que participan en el mecanismo
catalitico de esta monooxigenasa (Rojas et al., 2004). La formacion de
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kaurenoides en F. konzum podria deberse a una baja actividad de la GA14 sintasa,
que favoreceria las reacciones laterales, ya sea por diferencias estructurales de la
enzima debido a mutaciones o bien por una baja eficiencia en el flujo de
electrones desde las proteinas transportadoras asociadas (Troncoso et al., 2008).
Entre las cepas de F. konzum analizadas se encontr6 una cepa (lis) que
practicamente no genera giberelinas lo cual indica que las distintas cepas de esta
especie presentan una variabilidad con respecto a esta capacidad biosintética.

Tabla 1. Giberelinas y ent-kaurenoides producidos por cepas de F. konzumy de F. fujikuroi.

Especie (cepa) Giberelinas * ent-Kaurenoides*

GA; ) GA; (3,13-hidroxilada)
Iso GA; (3,13-hidroxilada)
F. konzum, 15 GA\; (3B-hidroxilada) Diacido Fujenoico

GAy (13-hidroxilada) 7B,18-diOH-kaurenolido
GA.s5, GA24 (no hidroxilada)

GA; ) GA; (3,13-hidroxilada)
Iso GA3 (3,13-hidroxilada)

GA13) GA;4 (3B-hidroxilada) Triacido fujenoico

F. konzum, Ig GAy, (13-hidroxilada) 7B,18-diOH-kaurenolido
GA, GA.; (no hidroxilada,
trazas)

GA; ) GA; (3,13-hidroxiladas)
GA3) GA, (3B-hidroxilada)

F. konzum, 1,2 GAyo (13-hidroxilada) Diacido fujenoico
GAxs . GAz (no hidroxilada, | 7B,18-diOH-kaurenolido
trazas)

F. konzum, l1g GA,, GA; (trazas) | s

F. fujikuroi GA; (3,13-hidroxilada) ) ) } GA, | Diacido fujenoico

(IMI 58285) GA,, GA; (trazas) 7pB,18-diOH-kaurenolido

* Detectados en el medio de cultivo e identificados por GC-MS. En orden decreciente de
abundancia en el extracto de acetato de etilo.
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Tabla 2. Estructuras de las principales GAs y ent-kaurenoides sintetizados por F. konzum y F.

fujikuroi.

GAs producidas por F. konzum

GAs producidas por F. fujikuroi

GAzs

ent-kaurenoides producidos
por F. konzum

ent-kaurenoides producidos
por F. fujikuroi

- H -
HOH,C /—0
o]

7,18-dihidroxi-kaurelido

. CHO
Hco,H
CO,H

OH

diacido fujenoico

., CO,H
7 WeoH*
CO,H

triacido fujenoico

. CHO
Hco,m
CO,H

diacido fujenoico

B H P
HOHC /——0
o

7,18-dihidroxi-kaurelido

OH
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3.2 Metabolizacion de precursores de giberelinas por cepas de F. konzum.

Con el objeto de comparar la capacidad de biosintetizar giberelinas de las
distintas cepas de F. konzum, se incubaron cultivos liquidos con 'C-GA:z
aldehido, un precursor temprano que puede generar productos tanto de la via no
hidroxilada como de la 3B3-hidroxilada (Fig. 1). Después de 2,5 dias de incubacién
a 28°C se aislaron los productos marcados y se identificaron por HPLC (Fig. 3).
Las cepas I3 e l1; metabolizaron completamente al '*C-GA+. aldehido dando uno o
mas productos que presentan los tiempos de retencién de las GAs 33-hidroxiladas
“C-GA4 0 *C-GA, (13 min y 14 min). Ademas se detectaron niveles muy bajos
de GAs 3,13-hidroxiladas (*C-GA; o "C-GA3) (Tr 7-8 min) lo que evidencia que
aunque las reacciones de 13-hidroxilacién y/o de desaturacién estan presentes en
estas cepas, son lentas o limitantes. Las cepas lg e lip presentaron distintos
comportamientos: la cepa ly metabolizé parcialmente al "*C-GA; aldehido (Fig. 3)
en tanto que la cepa lip generd productos radiactivos que corresponderian a
oxidaciones inespecificas por oxidasas de otras vias metabdlicas. Esta dltima
corresponderia a una cepa que no produce GAs (Malonek et al., 2005). Estos
resultados apoyan las observaciones descritas en la seccién anterior en cuanto a
la variabilidad que presenta F. konzum con respecto a la biosintesis de GAs.

A diferencia del 'C-GA;» aldehido, la giberelina lacténica '“C-GA.,
precursora de los productos finales GAz y GA; (Fig. 1) no fue transformada por
ninguna de las cepas de F. konzum ensayadas (Fig. 4). Esto podria deberse a que
la reaccion de 13-hidroxilacion es lenta o bien a que las condiciones de incubacién
utilizadas, particularmente el pH del medio, no son las adecuadas. Se ha descrito,
en la mutante B1-41a de F. fujikuroi, que algunos precursores 3B-hidroxilados,
como el GAy4, agregados exégenamente al cultivo se metabolizan sélo a valores
de pH inferiores a 4,0 (Bearder et al, 1975). El efecto del pH sobre la
metabolizacién de '*C-GA4 se investigoé con la cepa ls que produce GA; y GAs

como productos finales, y se describe mas adelante (seccion 3.3).
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3.3 Efecto del pH y del nitrato de amonio sobre la actividad de
monooxigenasas de giberelinas

Se investigd en la cepa I3 de F. konzum si el pH del medio de cultivo influye
en la metabolizacién de los precursores de GAs. Con este fin se incubaron los
precursores no hidroxilados *C-GA:» 6 'C-GAg asi como el precursor 3p-
hidroxilado '*C-GA4 en un medio sin nitrégeno ajustado a pH 4,0 6 a pH 2,7. Los
resultados se muestran en la Figura 5. El sustrato 'C-GA;, fue metabolizado
completamente en el medio ajustado a pH 2,7 mientras que en el medio a pH 4,0
quedd un 10% de sustrato remanente después de la incubacion (Fig. 5A). Los
productos formados corresponden a '“C-GAs y "C-GA,s que resultan de la
oxidacién del metilo 20 hasta alcohol o aldehido por accién de la monooxigenasa
P450-2, junto con '*C-GAg que resulta de la oxidacion hasta CO, (Tudzynski et al,
2002; Troncoso et al., 2008). Se observé ademas que a pH 2,7 se forma un
producto que presenta un tiempo de retencién de 10 minutos, correspondiente a la
GA 13-hidroxilada '*C-GAy. Esta se formaria partir del producto no hidroxilado
C-GAo. A pH 2,7 el metilo 20 se oxida hasta CO; a diferencia de la incubacion a
pH 4,0 en que éste se oxidaria principalmente hasta estados de oxidacién
intermedios (alcohol o aldehido). A diferencia de '*C-GAi2, el sustrato *C-GAg no
fue transformado en el medio a pH 4,0 mientras que a pH 2,7 se metabolizd
parcialmente (8%) a un producto con el tiempo de retencién de '*C-GA. La baja
transformacion de GAg indica que no es un buen sustrato de la 13-hidroxilasa (Fig.
5B). Por Ultimo, se encontré que el sustrato lacténico 3p-hidroxilado '*C-GA,
practicamente no se transformoé (3%) a pH 4,0 mientras que a pH 2,7 se obtuvo un
40% de conversién a los productos '“C-GA; y “C-GA; por accién de la 13-
hidroxilasa y la desaturasa (Fig. 5C). En resumen, para todos los sustratos
anteriores el pH influye significativamente en su metabolizacion, especialmente
para los sustratos de las etapas finales de la via de sintesis de GAs que son mas
polares. Probablemente a pH 2,7 se facilitaria el ingreso al micelio de las *C-GAs
agregadas externamente (Bearder et al., 1975) aunque también el pH podria
alterar la actividad catalitica de las distintas enzimas.
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Figura 5. Perfiles de HPLC de los productos obtenidos de la incubacion de cultivos de F. konzum
con A) “C-GAs; B) C-GAs; C) '*C-GA, en medios a pH 4,0 6 2,7. Los Tr de GA:,, GAgy GA,
son 24 min, 20 min y 14 min respectivamente.

Ademas del efecto de pH se investigb si la presencia de fuentes
nitrogenadas en el medio de cultivo afecta la velocidad de utilizacion de los
distintos sustratos de las monooxigenasas de GAs. Para ésto se cultivé la cepa I3
de F. konzum en medios con NH4NO;3; (1,92 g/L; 40% ICI, pH 2,7) o bien sin
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NHsNO; (0% ICI, pH 2,7), a los que se administré6 '*C-GAi» o 'C-GA, para
investigar su metabolizacion. Los cultivos se mantuvieron por tiempos variables
(entre 0-7 dias) en el medio sin nitrdgeno antes de agregar el precursor radiactivo
(Tablas 3 y 4) para investigar si existe induccién de las oxidasas de GAs en
ausencia de compuestos nitrogenados como se ha descrito para F. fujikuroi
(Tudzynski et al., 1999). Se aislaron los productos y el sustrato remanente
después de 16 y 24 h de incubaciéon con los precursores y se determind la

velocidad de oxidacién de los dos sustratos.

Tabla 3. Efecto del NH,NO5sobre la utilizacién de 14C-GA12 por F. konzum (cepa l3).

[NH;NO; ] Tiempo de Pre- Velocidad
(g/L) incubacioén (dias)* (dpm/h/mg micelio)
1,92 0 13,7

0 0 17,5
0 1 21,2
0 7 23,7

* Tiempo que se mantuvo el micelio en el medio sefalado, previo a la adicion del sustrato '*C-
GA;,(20.000 dpm). Una vez agregado el sustrato, el cultivo se incubé por 16 y 24 horas a 28°C, y
se aislaron los productos para determinar la velocidad.

Tabla 4. Velocidad de utilizacion de 14C-GA4 por la cepa I3 de F. konzum en un medio de cultivo sin
compuestos nitrogenados.

Velocidad

Tiempo de Pre-incubacion (dias)* o
(dpm/h/mg micelio)

0 0
3,2
7 2.4

* Tiempo que se mantuvo el micelio en 0% ICl a pH 2,7 (ver Métodos), previo a la adicién del
sustrato "*C-GA, (30.000 dpm). Una vez agregado el sustrato, el cultivo se incubd por 16 y 24
horas a 28°C, y se aislaron los productos para determinar la velocidad.

La velocidad de oxidacién de *C-GA+. fue de 13,7 dpm/h/mg de micelio en

el medio con NH4sNO3; y aumenté 1,7 veces (hasta 23,7 dpm/h/mg de micelio)

23



después de 7 dias de preincubacion en un medio sin nitrégeno (Tabla 3). Se
obtuvo un menor aumento con tiempos de preincubacion de 0 6 1 dia. El aumento
en la velocidad reflejaria la induccién de la C20 oxidasa en ausencia de NH4sNO;
sugiriendo que en F. konzum la biosintesis de GAs estaria reprimida por
compuestos nitrogenados aunque en menor grado que en F. fujikuroi (Mihlan et
al., 2003).

La Tabla 4 muestra la utilizacién de '“C-GA, por la cepa ls, luego de
distintos tiempos de pre-incubaciéon en un medio sin fuentes de nitrégeno. Sin pre-
incubacion, no se obtuvo transformacién del sustrato en tanto que con 1 6 7 dias
de pre-incubacién se obtuvo una pequena metabolizacién, un orden de magnitud
menor a la obtenida con '“C-GAi.. El tiempo de preincubacién no alterd
significativamente la velocidad de oxidacién de '*C-GA4 lo que indica que la
reaccion de 13-hidroxilacibn es lenta en F. konzum y no se induce
significativamente en un medio carente de nitrégeno. Esto es similar a lo descrito
para F. fujikuroi en que la 13-hidroxilasa es la Unica enzima de la biosintesis de

GAs que no presenta regulacién por nitrogeno (Mihlan et al., 2003).

3.4 Caracterizacion bioquimica de la cepa productora de GAs I; de F. konzum

Se llevaron a cabo una serie de experimentos destinados a caracterizar la
biosintesis de GAs en la cepa I3 de F. konzum. Por una parte se identificaron los
productos de oxidaciéon de distintos precursores de GAs agregados al cultivo y
ademas se determind la eficiencia de las monooxigenasas de GAs comparandolas
con las de la cepa silvestre ACC917 de F. fujikuroi. Esta cepa presenta un patron
de GAs endbgenas similar al de IMI 58285. Finalmente se determiné en
microsomas del micelio el requerimiento de cofactores para algunas de las

reacciones de oxidacion.

3.4a Productos de metabolizacion de precursores derivados del eni-kaureno
y del ent- giberelano
Se administrd, a cultivos de la cepa I3 de F. konzum, ajustados a pH 2,7 y

en presencia de AMO 1618 (inhibidor de la ent-kaureno oxidasa), acido '*C-ent-
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kaurenoico, '*C-GA; aldehido, "“C-GA1s, *C-GA4, "C-GAg 0 *C-GAz. Después
de 2,5 dias de incubacion se aislaron las GAs marcadas desde el medio de
cultivo, y se identificaron mediante GC-MS y/o HPLC (Tabla 5).

El 4cido '“C-entkaurenoico generé principalmente productos 3B
hidroxilados (70%), y sOlo una baja proporcién de productos no-hidroxilados
(=26%) (Tabla 5). Los productos principales corresponden a los intermediarios de la
via 3p-hidroxilada: "C-GA14, giberelina de 20C, y "C-GA,, lactona que se genera
desde GA14 por oxidacién del C20 hasta CO, (Fig. 1) También se formé acido
700H ent-'*C-kaurenoico, un producto de la monooxigenasa P450-1,
intermediario en la sintesis de GAi4 (Fig. 1), y un 14% de los productos 3,13-
hidroxilados '*C-GA; y/o '*C-GAs que son los productos finales de la secuencia.
Esto indica que la via 3B-hidroxilada de sintesis de GAs es la principal en F.
konzum, aunque la cantidad de GAs no-hidroxiladas formadas en F. konzum es
mayor que en F. fujikuroi, en que practicamente no se acumula GAi20 GAg en el
cultivo (Tabla 1).

Con respecto al C-GA; aldehido, éste fue transformado por la cepa ls en
productos  3B-hidroxilados (91%) y no-hidroxilados (7,7%). Los intermediarios
“C-GA4 y "*C-GA, se acumularon en el cultivo lo que indica que las etapas
finales de la biosintesis de GA1 y de GA3 son lentas en F. konzum. El precursor
“C-GA+2, fue transformado principalmente a productos de oxidacién intermedia
del metilo 20, "*C-GA+s (C20 alcohol) y "*C-GA24 (C20 aldehido) (48% en total). Se
obtuvo una importante cantidad de 'C-GAg (38%) quedando sin transformar un
14% del sustrato inicial.

No se observd transformacion hacia productos 3B hidroxilados, lo que
permite concluir que la reaccion de hidroxilacion en 3 ocurre a un nivel anterior a
GA12 en F. konzum, sobre el GA+zaldehido.

En la Figura 6 se muestra la via de sintesis de GAs propuesta para la cepa
Is de F. konzum, a partir de los datos obtenidos en los experimentos realizados.
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Tabla 5. Productos de metabolizacion de precursores de GAs, ent-kaurenoides o derivados del
ent-giberelano, por cultivos de F. konzum (cepa l3).

SUSTRATO PRODUCTOS (%) Método de
) ESTRUCTURAS
(% remanente) identificacion

"C-GA/"C-GA; (14%) .

14C-GA 4/ "*C-GA, (56%)
ac."“C-ent- ac.700H-ent-"*Ckaurenoico HO "cng CcoH

. HPLC GA

kaurenoico (23%) 14

“C-GA+» (6%)

2 9 13
"C-GAs/M*C-GA, (22 %) @@

“C-GA,, aldehido | "C-GA4/"*C-GA, (69%) K [ oo
" HPLC GA,
(10/0) C'GAQ (7 °/o)
14C'CiA24/140'(3A25/ OH(%
“C-GA:2 14C-GA 5 (48%) GC/MS L
K CO,H
(14%) “C-GA, (38%) HPLC cor
GA,,

14 2 0
C-GA, “C-GAg (20 %) HPLC @ v

(80%) COH

o) OH
“C-GA,/*C-GA; (38%) GC/MS ’Q

"C-GA, 14 H
C-GA, (1 0 °/o) HPLC HO COH
(52 %) GA,

. S

o GC/MS oo
(100%)
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Figura 6. Secuencia de biosintesis de GAs propuesta para F. konzum. Se encuentra enmarcado el
producto final GA; (azul). Se indica la via principal mediante flechas gruesas. Las flechas
punteadas indican reacciones lentas. Se indican ademas las enzimas que catalizan cada paso de
la via.

La deteccion de altos niveles de intermediarios de oxidacion del C20 indica
que la C20 oxidasa de F. konzum presenta una baja eficiencia catalitica. Ademas
de los sustratos de 20 carbonos, se investigo la utilizacion por la cepa I3, de las
GAs lacténicas (C19): “C-GAy (no hidroxilada), '*C-GA4 (3B-hidroxilada) y '*C-
GAx (13- hidroxilada). *C-GAg se convirtid en un 20% en '*C-GA,, por acciéon de
la 13-hidroxilasa lo que concuerda con el analisis de GAs enddgenas de distintas

cepas de F. konzum que incluye GA2, como producto (seccion 3.1). Este es un
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producto final y no sufre posteriores transformaciones ya que '*C-GAy agregado a
los cultivos fue recuperado intacto después de 2,5 dias de incubacién (Tabla 5). La
GA 3B-hidroxilada *C-GA, fue convertida en *C-GA; y C-GAs (38% en total)
junto con un pequefio porcentaje de *C-GA; por accién de la desaturasa. Los
experimentos de metabolizacion de GAs lacténicas indican que los productos

3,13-hidroxilados GA y GA3 se originarian desde el precursor 33-hidroxilado.

3.4b Reacciones de oxidacion en C7 e hidroxilacion en C3 en F. konzumy en
F. fujikuroi.

Con el objeto de averiguar la eficiencia de las reacciones de oxidacién en
C7 y de hidroxilacion en C3 catalizadas por la GA14 sintasa de F. konzum, se
investigd la cinética de utilizacién de &cido '*C-ent-kaurenoico por cultivos de la
cepa I3 y por la cepa ACC917 de F. fujikuroi en un medio sin nitrégeno para
inducir la sintesis de GAs. A distintos tiempos de incubacion se cuantificaron los
productos y el sustrato remanente por HPLC (Fig. 7). Después de 30 min. de
incubacién la cepa ACC917 transform6 en productos la mitad del sustrato mientras
que con la cepa I3 se obtuvo un 50% de conversién después de 3 dias de
incubacion (Fig. 7). Esto indica que la GA14 sintasa de F. fujikuroiy de F. konzum

presentan grandes diferencias en su eficiencia, presentando esta ultima una baja

eficiencia.
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=4 =)
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Figura 7. Cinética de utilizacion de acido ent-'*C-kaurenoico por cultivos de F. konzum (cepa l3) y
de F. fujikuroi (cepa ACC917). El sustrato inicial [S]y corresponde a 14.000 dpm.
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3.4c Oxidacion del metilo 20 en F. konzumy en F. fujikuroi

Los cultivos de la cepa I3 y de la cepa ACC917, en un medio sin nitrégeno y
a pH 2,7, fueron incubados con 'C-GA:, (14.000 dpm/10mg de micelio) para
investigar la velocidad de oxidacion del C20. La curva de progreso de la reaccion
muestra que con la cepa ACC917 se oxidé un 50% del sustrato a los 10 min. a
diferencia de la cepa I3 que generd un 50% de producto en 1,5 dias (Fig. 8). Estos
resultados indican que la oxidacién del C20 es mas lenta en F. konzum lo que
explica la obtencién de productos parcialmente oxidados, C20 alcohol y C20
aldehido (Tabla 2, Tabla 5).

1, ACC917
1,0 1,0 4
0,8 0,8
— o
gO,G E 0,6
o 0,4 E 0,4 ¢ .
0,2 0,2
0,0 : : : : : 0,0 , , , ,
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40
Tiempo (h) Tiempo (min)

Figura 8. Cinética de utilizacion de '*C-GA,., por cultivos de F. konzum (cepa l3) y de F. fujikuroi
(cepa ACC917). El sustrato inicial [S]q corresponde a 14.000 dpm.

3.4d Reacciones de desaturacion y de hidroxilacion en C13 en F. konzum y
en F. fujikuroi.

Siguiendo el procedimiento anterior se investigd la cinética de utilizacion de
“C-GA, para determinar la velocidad de las reacciones de desaturacién y/o de
hidroxilacion en C13 en F. konzum y en F. fujikuroi. Los productos y el sustrato
remanente se cuantificaron a distintos tiempos en alicuotas del cultivo en un rango
entre 10% y 40% de sustrato transformado para obtener las velocidades
respectivas (Fig. 9). Los cultivos de ACC917 transformaron en 5 h un 20% del
sustrato en el producto 'C-GAs en tanto que los cultivos de la cepa I
metabolizaron un 12% del sustrato a los 7 dias de incubacion. Estos resultados
indican que la 13-hidroxilasa de F. konzum presenta una eficiencia catalitica
reducida con respecto a la 13-hidroxilasa de F. fujikuroi. En este ensayo, debido al
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método de andlisis utilizado (HPLC) sblo se detecta la reaccién de hidroxilaciéon en
C13 para dar GA1 0 GAs. En F. konzum los productos son una mezcla de las dos
lactonas (GA1 y GAs; Tabla 5) en cambio en F. fujikuroi se forma exclusivamente

GAs (Malonek et al., 2005).

, ACC917
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Figura 9. Cinética de utilizacion de C-GA, por cultivos de F. fujikuroi (cepa ACC917) y de F.

konzum (cepa l3). El sustrato inicial [S]q corresponde a 14.000 dpm.

Finalmente se investigd la cinética de metabolizacién de '“C-GAy (lactona
no hidroxilada) que corresponde a la reaccion de hidroxilaciéon en C13 por las

cepas de ambas especies (Fig. 10).
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Figura 10. Cinética de utilizacion de "*C-GA por cultivos de F. konzum (cepa l3) y de F. fujikuroi
(cepa ACC917). El sustrato inicial [S]q corresponde a 14.000 dpm.

“C-GAq fue convertido eficientemente en '*C-GAy por los cultivos de F.
fujikuroi (20% de conversion en 1 h) mientras que la misma transformacion se

obtuvo con los cultivos de F. konzum en 4,5 dias (Fig.10). Esto confirma que la 13-
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hidroxilasa de F. fujikuroi utiliza la lactona no hidroxilada con una mayor eficiencia
que la 13-hidroxilasa de F. konzum. Esta enzima, que también hidroxila al '*C-
GA4, catalizaria en F. konzum la etapa limitante de la biosintesis de GA; 6 de GAs.

3.4e. Velocidad de las reacciones catalizadas por monooxigenasas de
giberelinas (GA14 sintasa, C20 oxidasa y 13-hidroxilasa) en F. konzumy en F.
fujikuroi

Se calcularon las velocidades de utilizacion de sustrato para la GAq4
sintasa, la C20 oxidasa y la 13-hidroxilasa de GAs a partir de las curvas de
progreso en las Figuras 7-10. Las pendientes iniciales se expresaron en dpm de
sustrato transformado por hora y se normalizaron por mg de micelio, obteniéndose
los datos de velocidad que se resumen en la Tabla 6.

Todas las reacciones investigadas son mas lentas en F. konzum. La mayor
diferencia relativa se encuentra en las reacciones de oxidacion en C7 e
hidroxilacién en C3. La velocidad de utilizacién del 4cido ent-'*C-kaurenoico en
cultivos de la cepa ACC917 fue 397 veces mayor que en la cepa Iz de F. konzum.
Para ACC917 el principal producto es GA14 por lo que la velocidad incluye ambas
reacciones. Para |3 el principal producto es el acido 7a-OH-ent-kaurenoico por lo
que la velocidad corresponde mas bien la reaccion de oxidacion en C7. La
reaccion de oxidacion del metilo 20 fue 216 veces mayor en la cepa ACC917 de F.
fujikuroi en la que GA+2 genera principalmente el producto lacténico por oxidacion
hasta CO,. La reaccién mas lenta de la secuencia metabdlica en ambas especies
fue la 13-hidroxilacién tanto de '*C-GAs; como de '“C-GA,. La velocidad de
utilizacién de ambos sustratos es mayor en ACC917 que en I3 (48 y 62 veces
respectivamente) pero es siempre la velocidad menor de la secuencia. Todas las
reacciones de monooxigenasas presentan velocidades reducidas en la cepa |3 por
lo que se podria postular que hay algun factor comun que las estaria afectando.
Una deficiencia en el suministro de electrones por parte de las proteinas
transportadoras asociadas a las monoxigenasas podria dar cuenta de esta

observacion (Troncoso et al, 2008).
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Tabla 6. Velocidad de las reacciones catalizadas por las monooxigenasas P450-1, P450-2 y P450-
3 en F. konzumy en F. fujikuroi.

. Velocidad
CEPA/Sustrato F;(:lasz;::aess Oxidasa (dpm/h/mg | Velocidad
de micelio) relativa
I3 . ..
(F. konzg'm) / Omdag;on en GAys
ac. ent-"C- . s sintetasa 3,73 1
. Hidroxilacion ’
kaurenoico en C3 (MO P450-1)
ACC917 Oxidacion en GAq
(F. fujikuroi’)/ C7 .
ac. ent-"C- | Hidroxilacion (I\:g";;gg‘j‘” 1482 397
kaurenoico en C3
I3 . .. C20 oxidasa
(F, konzum) | OXidacion del | 5 py56.0) 14,5 1
14 metilo 20
C-GA
ACC917 . .. C20 oxidasa
(F. fujikuroi) | ©OX19aciondel | w5 pgso.0) | 3129 216
14 metilo 20
C-GAq
I3 Desaturacion Desaturasa
(F. konzum)/ en1,2 13- 0.78 1
“c-GA, Hidroxilacion | hidroxilasa ’
en C13 (MO P450-3)
ACC917 Desaturacion Desaturasa
(F. fujikuroi )/ en 1,2 13- 37,3
.14C-GA Hidroxilacion hidroxilasa ’ 48
4 en C13 (MO P450-3)
ls Desaturasa
Hidroxilacion 13-
(F.J(g_néxm)/ en C13 hidroxilasa 1,81 1
9 (MO P450-3)
Desaturasa
(F Af&ﬁ?rli | Hidroxilacion 13- 113 62
"4C-GA en C13 hidroxilasa
9 (MO P450-3)
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3.5. Origen biosintético de las giberelinas GA; y GAs. Metabolismo de las
GAs lacténicas "*C-GA,, "*C-GAy y "*C-GA.

Segun datos de la literatura y segun los resultados obtenidos en este
trabajo, F. konzum produce principalmente GA; junto con una menor cantidad de
GA; (Malonek et al. 2005c). Esto difiere de F. fujikuroi, cuyo producto mayoritario
es GAgs, sin que se sinteticen otras GAs en cantidades importantes. Por otra parte,
en F. konzum la via no-hidroxilada tiene una mayor participacién que en F.
fujikuroi, por lo cual el producto lactdénico no hidroxilado (GAg) podria contribuir a
generar el producto final GAs (3,13-hidroxilado) a través de la hidroxilacion de
GA2 (lactona 13-hidroxilada) como intermediario (Fig. 6). Esta hipédtesis
concuerda con la deteccién en los cultivos de F. konzum de la lactona GAx que se
genera también en las incubaciones con '“C-GAg (Fig. 5). Con el objeto de
investigar el origen del GA1 en F. konzum, se comparé la metabolizacion de los
precursores *C-GA4, 'C-GAs o C-GAz con los obtenidos con cultivos de
ACC917 (Fig.11).

El sustrato "C-GA, fue transformado por la cepa ACC917 completamente
en “C-GA; en tanto que *C-GAg no generé este producto de oxidacién sino que
se transformé en "C-GAx. Este altimo producto (13-hidroxilado) no se convirtié en
“C-GAs (Tr 7-8 min.). El producto final C-GAs por lo tanto se origina en F.
fujikuroi desde el precursor *C-GA4 (Fig. 1). Para la cepa I3 la lactona 3p-
hidroxilada '*C-GA, originé "C-GA; y "*C-GAs (37%), en tanto que la lactona no
hidroxilada "*C-GAg dio "C-GAyo, este Ultimo no se transforma posteriormente y no
generé '“C-GA; (Fig. 11). Por lo tanto, el producto final GA; se genera en F.
konzum desde GA4 por accion de la 13-hidroxilasa y no a través de la hidroxilacién
en C3 de GAy (Fig. 6). Las dos hidroxilasas de GAs (3B-hidroxilasa y 13
hidroxilasa) presentan una distinta especificidad de sustrato: la 3B-hidroxilasa
oxida GAs de 20 carbonos, principalmente al GA, aldehido y no oxida GAs
lacténicas en tanto que la 13-hidroxilasa es especifica para GAs lactonicas y oxida
GA4 0 GAy. Esto es valido tanto para F. konzum como para F. fujikuroi.
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A)

1, ACC917
4000 - “C-GA; “C-GA, 20000 - a
“C-GA; C-GA;
/ «
£ 2000 £ 10000 “C-GA4
S S
° T /
(] 0 -
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min) Tiempo (min)
B)
, ACC917
4000+ *C-GA, 20000+ 1%C-GAo
A/
“C-GAx
£ 2000 £ 10000 “C-GAg
Q. [«X
] \ ] /
0- 0.
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min) Tiempo (min)
C)
I3
“C-GAx
20000 -
g
210000+
0 5 10 15 20
Tiempo (min)
D)
R1 =H; R2=H GAg
R1 =0H; R2=H GA4
R1=H; R2=OH GAz
R1=0OH; R2=OH GA,
R1=0OH; R2=H; doble enlace C1-C2 GA,
R1=0H; R2=0H; doble enlace C1-C2 GA;

Figura 11. Metabolizacién de giberelinas lactonicas por F. konzum y F. fujikuroi. En A),
metabolizacion de '“C-GA., en B) "C-GAy y en C) '“C-GAy. D) Estructuras de giberelinas
lacténicas.
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3. 6 Participacion de las vias 3p-hidroxilada y no hidroxilada de la sintesis de
GAs.

Por medio de centrifugacion sucesiva de un homogenizado del micelio a
10.000xg y a 100.000xg se obtuvieron fracciones microsomales de la cepa I3 de
F. konzum. Estas fracciones fueron analizadas funcionalmente con respecto a las
reacciones de oxidaciéon del 'C-GA;, aldehido, intermediario sobre el que se
produce la ramificacién de la secuencia metabdlica hacia la via 3B-hidroxilada o la
via no hidroxilada (Fig. 1). Particularmente, se buscé averiguar si las fracciones
microsomales eran activas y esclarecer la participacién que tienen las vias 3
hidroxilada y no-3@ hidroxilada en F. konzum a través de la identificacién por
HPLC de los productos (*C-GA1z no hidroxilado o 'C-GA14 3B-hidroxilado). Los
resultados se compararon con los obtenidos con fracciones microsomales de F.
fujikuroi, ensayadas bajo las mismas condiciones (Tabla 7).

Los microsomas de F. konzum transformaron al '*C-GA;. aldehido en dos
productos: "“C-GA4 y *C-GA+» cuando se agregd al medio de reaccién NADPH
como reductor. Esta transformacion es activada por FAD (Tabla 7). Estos mismos
productos se detectaron con microsomas de F. fujikuroi pero la reaccién es mas
lenta con los microsomas de F. konzum (30-40% de producto en 1 h de incubacién
comparado con 100% de conversion en F. fujikuroi). Ademas ambos sistemas
difieren en la naturaleza del producto principal. Los microsomas de F. fujikuroi
generaron un 85% de 'C-GAq4 por hidroxilacion en C3 del *C-GA;» aldehido vy
s6lo un 15% de '*C-GA12, que se forma por oxidacién en C7. Por el contrario, los
microsomas de F. konzum generaron un 29% de '“C-GA12 y sélo un 10% de "C-
GA14. Esto coincide con la deteccion de productos no hidroxilados en los cultivos
de F. konzum (Tabla 1).

El mayor porcentaje de GAs» obtenido con los microsomas podria deberse
a la inactivacién de la 3B-hidroxilasa durante el aislamiento en mayor proporcién
que la 7-oxidasa. Otra diferencia entre ambos sistemas es la fuente de electrones
para la oxidacion. A diferencia de F. fujikuroi que puede utilizar NADPH o NADH,
los microsomas de F. konzum sélo oxidan al GAi, aldehido en presencia de
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NADPH. Este sustrato no fue transformado en presencia de NADH como reductor
aun a concentraciones altas de FAD (Tabla 7).

Tabla 7. Oxidacion de “C-GA» aldehido por microsomas de F. konzum'y de F. fujikuroi*.

CEPA COFACTORES PRODUCTOS** (%)**
NADPH 10mM C-GAu, 76
FAD 5 uM “C-GA:, 12
NADPH 10mM “C-GA,, 85
ACC917 FAD 50 uM “C-GA:, 15
(F. fujikuroi’) NADH 10 mM
FAD 5 uM “C-GA:, 34
NADH 10 mM “C-GA,; 69
FAD 50 uM
NADPH 10mM “C-GA,, 8
FAD 5 pM “C-GA:2 25
NADPH 10mM "C-GAu4 10
Is FAD 50 puM “C-GA,; 29
(F. konzum) NADH 10 mM
-V 23V I A—— 0
NADH 10 mM
(Yo 1T 71 I (R ——— 0

* La composicién del medio de incubacion se indica en Métodos con 20.000 dpm de “C-GA»
aldehido y 20-50 pL de fraccién microsomal.

** Analizados por HPLC de acuerdo al tiempo de retencion de los estandares respectivos. El
porcentaje se calculé tomando como 100% el sustrato remanente mas los productos.

*** Se recupero el sustrato no transformado y no se detectaron productos.
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4. Discusion

F. konzum pertenece a un gran complejo taxonémico fungico denominado
Gibberella fujikuroi (Malonek et al, 2004). De todas las especies de este complejo,
solo F. konzum y F. fujikuroi son capaces de producir GAs, a pesar que las
especies restantes poseen los genes de la via de sintesis de GAs, o al menos
parte de ellos. Los resultados de este trabajo demuestran que la biosintesis de
GAs en F. konzum presenta importantes diferencias con respecto a F. fujikuroi,
especie que ha sido caracterizada en detalle. Se encontraron diferencias en
cuanto a la naturaleza de las GAs sintetizadas, en la eficiencia de las enzimas y
en el efecto inhibidor del nitrato de amonio sobre las oxidasas de GAs. Ademas se
observaron diferencias entre distintas cepas de F. konzum, existiendo cepas
productoras asi como cepas no productoras de GAs.

Las cepas productoras de F. konzum forman como producto principal la
lactona 3,13-hidroxilada GA+, junto a una cantidad menor de GAs, mientras que F.
fujikuroi produce principalmente GAg, lactona 3,13-hidroxilada que ademas posee
una insaturacion en 1,2 (Tablas 1y 2). Esto indica que en F. konzum |la desaturasa
presenta una actividad mas baja que la 13-hidroxilasa, enzimas que compiten
sobre el precursor lactonico GA4 en las etapas finales de la secuencia (Fig. 1). La
13-hidroxilasa en F. konzum actua directamente sobre el GA4 para dar GA en
cambio en F. fujikuroi, la desturasa es mas activa que la 13-hidroxilasa
transformando el GA4 en GA-, el que por accion de la 13-hidroxilasa da el producto
final GAs (Fig. 1 y 6). El mismo efecto se ha descrito en la mutante Ades de F.
fujikuroi que tiene bloqueado el gen de la desaturasa, y que produce
exclusivamente GA; como producto final (Tudzynski et al., 2003).

Otra diferencia entre ambas especies es que en F. fujikuroi practicamente
no se detecta la via no hidroxilada, mientras que en F. konzum se encuentran
productos derivados de esta via en los cultivos, como GAg y GAx.

Los productos de metabolizacion de precursores radiactivos agregados en
forma exdgena a la cepa I3 de F. konzum permitieron deducir las etapas de la

biosintesis de GA;. Los precursores ingresan a la célula y alcanzan el reticulo
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endoplasmico que contiene las enzimas de la sintesis de GAs pero también
pueden sufrir transformaciones inespecificas catalizadas por oxidasas de otras
vias metabdlicas. De hecho aunque la mayor parte de los productos radiactivos
detectados corresponden a la biosintesis de GAs, se detectaron algunos
productos inespecificos sobre todo con las cepas no productoras. El pH del medio
de cultivo es una variable importante para la metabolizacién de precursores. La
velocidad de conversion de GA12, GAs 0 GAg es mayor a pH 2,7 que a pH 4,0
probablemente debido a que los sustratos son capaces de ingresar a las células al
pH mas acido en que estan protonados, favoreciendo su transformacion (Bearder
et al., 1975).

En F. fujikuroi la presencia de compuestos nitrogenados en el cultivo
reprime fuertemente la sintesis de GAs a nivel de la expresion de los genes
(Tudzynsky et al., 1999a y 1999b). Sélo el gen P450-3, que codifica para la 13-
hidroxilasa, no es afectado en su expresion por la presencia de nitrégeno
(Malonek et al. 2005c). En la cepa I3 de F. konzum, a diferencia de F. fujikuroi,
observamos sélo un ligero efecto del NHsNO;3 sobre la utilizacion de *C-GA+,. La
velocidad de metabolizacion de este sustrato aumenté en 1,7 veces en un cultivo
mantenido por 7 dias en un medio sin nitrogeno, con respecto a un cultivo que
contiene NH4NO3. Esto sugiere que en F. konzum el mecanismo de regulacién por
nitrégeno tendria una baja eficiencia lo que reduciria la velocidad de biosintesis de
GAs debido a la baja expresion de los genes.

La secuencia biosintética de GA; deducida en F. konzum, a través de la
metabolizacion de sustratos exdgenos, es similar a la de F. fujikuroi existiendo
una via principal 3p hidroxilada predominante que difiere en el producto final
principal (GA1 en vez de GA3) (Fig. 6). La hidroxilacién en 3B ocurriria a nivel del
GA:2 aldehido, ya que al incubar con '*C-GA;» no se observan productos 3p-
hidroxilados. Aun cuando la via 3B-hidroxilada es la mas importante, se forman
productos no hidroxilados, lo que sugiere una alteraciéon de la relacién entre las
actividades 3B-hidroxilasa/7-oxidasa de la GA14 sintasa en F. konzum, actividades

que determinan la ramificaciéon de la via a nivel del GA+. aldehido. La actividad de
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3B-hidroxilasa no seria tan eficiente como en F. fujikuroi con respecto a la
oxidacién en C7, lo que explicaria la mayor participacién de la via no hidroxilada.

Al comparar la velocidad de la reaccion de oxidacion en C7 del acido ent-
kaurenoico en la cepa I3 con la cepa ACC917 de F. fujikuroi, se encontré que es
397 veces mas rapida en la ultima. Con respecto a la oxidacién del metilo 20 no se
detect6 con la cepa I3 productos alcohol o aldehido hidroxilados en 3B a diferencia
de la metabolizacién de *C-GA+, que generd *C-GAss (C20 alcohol) y '*C-GAz4
(C20 aldehido), ademas de '*C-GAq, resultante de la oxidacién hasta CO, del C20.
Esto indica que la C20 oxidasa utiliza de manera eficiente al intermediario 3p3-
hidroxilado ('“C-GA14), mientras que '*C-GA:» es utilizado con una menor
eficiencia formandose productos parcialmente oxidados que se acumulan en el
medio de cultivo. La velocidad de utilizacién de *C-GA1», que es 216 veces menor
con la cepa I3 que con la cepa ACC917, confirma esta hipétesis. En mutantes de
F. fujikuroi que carecen de P450 reductasa, en las que la C20 oxidasa presenta
baja actividad se generan también GAs C20 alcohol y C20 aldehido (Troncoso et
al, 2008).

La reaccién de hidroxilacion en C13 fue investigada con los sustratos
lacténicos *C-GAg (no hidroxilado) y "*C-GA4 (3-hidroxilado). El precursor *C-GAg
fue transformado en '*C-GAg con una velocidad 62 veces menor en la cepa | que
en la cepa ACC917. Aunque '*C-GA, fue utilizado con mayor eficiencia que '*C-
GAy por la cepa I3, su velocidad de conversion fue 48 veces mas rapida en la
cepa ACC917. En F. konzum la reaccibn mas lenta de la secuencia es la
desaturacién como lo indica la formacién de GAs como producto principal, formado
por hidroxilacién en C13 del GA4. Se descarté que GA; se genere también desde
GAx a través de la via no hidroxilada, ya que '“C-GAs exdgeno no fue
metabolizado por los cultivos.

Al ensayar la GA4 sintasa con '*C-GA1 aldehido en microsomas obtenidos
del micelio de |3, se observé que éstos son menos activos que los microsomas de
F. fujikuroi. El producto principal corresponde a 'C-GA+2 (no hidroxilado) junto a
una menor cantidad del producto 3B-hidroxilado, *C-GA+4. Esto podria deberse a
una pérdida selectiva de la actividad de 3B-hidroxilasa durante la preparacion de
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los microsomas. Las reacciones observadas con '*C-GA:» aldehido requieren
NADPH y son activadas por FAD, lo que indica la existencia de la citocromo P450
reductasa en F. konzum, que estaria asociada a la GA4 sintasa. Los ensayos en
presencia de NADH no mostraron transformacion de este sustrato, por lo que el
sistema del citocromo bs no participaria en la biosintesis de GAs en esta especie
de Fusarium (Troncoso et al., 2008).

Las diferencias observadas en la biosintesis de GAs entre ambas especies
podrian deberse a alteraciones en los genes y/o en su expresion, atribuibles al
mecanismo de regulacion. El hecho de encontrar reducidas todas las reacciones
de monooxigenasas sugiere que habria algun factor comun que las afecta, ya que
es poco probable que todos los genes presenten mutaciones. Este factor podria
ser el mecanismo de induccién en ausencia de nitrdgeno, que se encontrd
disminuido en la cepa l;. La 13-hidroxilasa, que no presenta represién por
nitrégeno, no se veria afectada en F. konzum y a diferencia de las otras oxidasas,
tendria una actividad mayor.

Ademas de la comparacién con F. fujikuroi, la caracterizacion de las
enzimas y de las reacciones de la biosintesis de GAs en F. konzum permitié
comparar la funcionalidad de las oxidasas de GAs con las de la especie no
productora F. proliferatum (Malonek et al., 2005a y b). En esta especie, aislada del
maiz, la GA14 sintasa es activa aunque presenta una baja eficiencia al igual que en
F. konzum. La desaturasa también tiene una eficiencia reducida en F. proliferatum,
obteniéndose '*C-GA; a partir del &cido ent-'*C-kaurenoico (Malonek et al.,
2005a). Es posible que en F. proliferatum esté también alterado el mecanismo de
regulacion por nitrégeno, ya que se ha demostrado que todos los genes de GAs
presentan una expresion muy baja (Malonek et al., 2005a). A diferencia de F.
konzum, esta especie presenta mutaciones en los genes de la GGDP sintasa y la
ent-kaureno sintasa, que generan proteinas inactivas bloqueando la via de sintesis
de GAs en las etapas tempranas (Malonek et al., 2005b).

El GA: es una de las 4 giberelinas, junto con GAz, GA; y GA7, que tienen
efecto fisiologico sobre las plantas (Tudzynski, 1999a). Esta GA presenta
diferentes actividades como fitohormona que el GA3; que sintetiza F. fujikuroi, y se
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produce en muy baja concentracion en los cultivos de esta ultima especie. Las
cepas productoras de GAs de F. konzum sintetizan GA; como producto principal,
lo que podria tener importancia econémica, por la posibilidad de producir esta GA
en forma comercial, y con un buen grado de pureza. Aunque los resultados
obtenidos muestran que F. konzum produce bajos niveles de GA;¢, es factible
mejorar las condiciones de cultivo, u obtener cepas de F. konzum que sean mas
eficientes en la produccion de GAs, tanto por mejoramiento genético como por
métodos de seleccion.

El hecho de que F. konzum sea la Unica especie del complejo capaz de
producir GAs ademas de F. fujikuroi, aun cuando todas poseen los genes
respectivos, sugiere que la capacidad de producir GAs se ha perdido en algunas
especies del complejo a través de la evolucion. Aunque el rol funcional de las GAs
en F. fujikuroi o en F. konzum no ha sido estudiado sistematicamente, estos
diterpenos podrian contribuir a la patogenicidad como en el caso de F. fujikuroi o
bien podrian participar en otros aspectos de la relacion del hongo con la planta
hospedera. Probablemente la capacidad de producir GAs se ha perdido en
aquellas especies del complejo en las que las GAs no representan una ventaja
evolutiva, especies en que mutaciones que inactivan las enzimas no alterarian la
interaccion del hongo con la planta. En el caso de F. konzum no se ha observado
una alteracién del crecimiento en los pastos en los que crece (Zeller et al. 2003)
sin embargo, no se puede descartar que las GAs que sintetiza este hongo
participen en otros aspectos del metabolismo de la planta que se relacionen con

su interaccion con el hongo.
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5. Conclusiones

La capacidad de sintetizar GAs varia en distintas cepas de F. konzum,
existiendo cepas productoras y no productoras.

En las cepas productoras de GAs de F .konzum el producto principal es la
GA lacténica 33,13 hidroxilada GA1, en vez de GAz que es el producto
principal en F. fujikuroi. Los cultivos de F. konzum sintetizan la giberelina
lacténica 13-hidroxilada GAzy, aunque en baja cantidad lo que indica la
participacion de la via no hidroxilada en esta especie.

La via 3B-hidroxilada que forma GA; a través de los intermediarios GA14 y
GA; es la principal, como se demostr6 con el precursor temprano acido ent-
4C-kaurenoico.

En la via menor no hidroxilada se acumulan productos de oxidacion del C20
(alcohol, aldehido) ademas del producto de oxidacién hasta CO. GA,,
debido a una baja eficiencia de la C20 oxidasa.

La metabolizacion de precursores exdégenos es mas eficiente a pH 2,7 que
a pH 4,0 probablemente debido a la protonacion de los sustratos que
afectaria el ingreso al micelio.

El NH4sNO;3; presente en el medio de cultivo no afecta la velocidad de
sintesis de GAs de manera significativa, a diferencia de lo que sucede en F.
fujikuroi. Las reacciones son lentas en ausencia o presencia de NH4sNOs.
Las reacciones catalizadas por la GAi4 sintasa, la C20 oxidasa y la 13-
hidroxilasa son mas lentas en la cepa |3 (F. konzum) que en la cepa
ACC917 (F. fujikuroi) en 397, 216 y 48 veces, respectivamente. La reaccién
mas lenta de la secuencia biosintética es la reaccién de desaturacion del
GA4.

La citocromo P450 reductasa, que requiere NADPH y FAD, es la proteina
transportadora de electrones asociada a la GA14 sintasa y probablemente a
las otras monooxigenasas de GAs en F. konzum.
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La baja actividad de las oxidasas de GAs en F. konzum, se deberia a que
el mecanismo de regulaciéon de la biosintesis de GAs, la induccién de las

enzimas en ausencia de nitrégeno, es muy ineficiente.
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