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Resumen

Los extractos proteicos provenientes de plantulas de centeno presentan una actividad
glucosiltransferasica (Hx-GT) capaz de reconocer a los 4cidos hidroxamicos ciclicos presentes
en la planta como sustrato. La actividad se encuentra en hojas y raices y se expresd durante fodo
el periodo de crecimiento estudiado en ias plantulas (4 a 20 dias de edad). La actividad total en
las hojas vy las rafces incrementa y disminuye con la edad de las plantulas, pero las variaciones
no presentan un patrén definido. La activida total es homogénea a lo largo de las hojas y es
mayor que en las rafces. Los patrones de variacion de la actividad total de la Hx-GT en hojas y
raices no se correlacionan con los patrones de variacién del contenido de Hx en ambos tejidos.
Los patrones de variacion de la actividad total en hojas y raices son coincidentes. Estas
observaciones sugieren que la expresion de la Hx-GT es constitutiva, no se relaciona con los
procesos que regulan la expresion de la ruta biosintética, es ubicua, y que la enzima se expresa

simultdneamente en hojas y raices.

La mayor parte de la actividad Hx-GT en extractos proteicos de centeno se encuentra en
el sobrenadante de una centrifugacién a 130.000 xg, junto con el pico de actividad de la o~
manosidasa, que es una enzima soluble, La Hx-GT de centeno se enriquecié 35 veces al
cromatografiarla en diversas resinas de intercambio idnico y de exclusion molecular. Durante el
proceso de purificacion se observd sélo un pico de actividad. La enzima parcialmente pura
presenta un maximo de actividad a pH 8,5y a 41°C. La cromatografia de exclusién indicé un peso
molecular de 43.000 daltons y el isocromatoenfoque un punto isoeléctrco a pH 4,4. La
caracterizacién cinética indica una K, para ambos Hx (73uM para DIBOA y 82uM para DIMBOA)
y una actividad catalitica 3,3 veces mayor con DIMBOA. La enzima no reconoce las respectivas
lactamas, HBOA y HMBOA, ni a [a esculetina como sustratos. Estas observaciones indican que
la Hx-GT de centeno es especifica para los Hx. También sugieren que la enzima requiere del
grupo N-OH del DIMBOA para su actividad y que el grupo metoxilo del C7 del anillo aromatico

favorece la orientacién del sustrato en el sitio activo de la enzima.

En extractos proteicos de centeno, malz y trigec no se encuentra una actividad
glucosiltransferasica que reconozca a las lactamas como sustrato, indicando que la glucosilacién
es posterior a la formacién de los Hx en estas gramfneas. Los extractos proteicos de gramineas
gue no confienen Acidos hidroxamicos no presentan una actividad Hx-GT indicdndo que esta

enzima pertenece a [a ruta de los Hx.




Abstract

Protein extracts from rye seedlings present a glucosyltransferase activity that use the
cyclic hydroxamic acids (Hx) present in the plant as substrate (Hx-GT). The enzyme is present
both in roots and leaves during all the developmental period studied (2 to 20 days). The total Hx-
GT activity in roots and leaves increase and decrease during seedling growth in an undefined
pattern. Total activity is hamogenous along the leaves and greater than the root activity. The total-
activity-variation pattern in both tissues does no correlate with the respective Hx-content-variation
pattern. Leaves and roots have a coincident total-activity-variation pattern during seedling growth.

The observations described above suggest that the expession of the enzyme is
synchronical in [eaves and t:oots, constitutive, obiquitous and not related to the processes that

regulate the expression of the route.

The supernatant obtained after a 130.000 xg centrifugation contains most of the Hx-GT
and the a-mannosidase activiies. The latter is a known soluble enzyme, The Hx-GT activity
present in rye extracts was enriched 35 times after a combination of ion exchange and exclussion
chromatography. Throughout the whole procedure only one Hx-GT peak was observed. The
enriched enzyme has optimum activity at pH 8.5 and at 41°C. Exclussion chromategraphy showed
a molecular weight of 43,000 daltons and isochromatofocussing an isoelectric point at pH 4.4. The
kinetic characterization indicated similar K, values for both substrates (73uM for DIBOA and 82pM
for DIMBOA) and a catalytic activity 3.3 times greater for DIMBOA. The enriched enzyme does
not use both lactams (HBOA and HMBOA ) nor the structure related coumarin esculetin as
substrates.

The observations described above indicate that the Hx-GT is specific for the Hx, strictly
requires the N-OH group of the Hx for its catalytic activity, and also suggest that the methoxyle
group in the aromatic ring participates in the orientation process of the substrate in active site,

No [actam glucosylating activity is found in protein extracts from rye, wheat and maize
seedlings indicating that the glucosylating step comes after the Hx have been formed in these
plants. Protein extracts from plants lacking Hx do not contain an Hx-GT activity, indicating that the

Hx-GT activity found in maize, wheat and rye belongs to the Hx biosynthetic route.




Introduccion

Metabolismo secundario en plantas

Las plantas forman una mirfada de metabolitos, que por una aparente inutilidad para la
sobrevida del organismo, se han denominado secundarios, e incluyen, entre otros, los alcaloides,
flavonoides, acidos hidroxamicos, etc. Se ha postulado que cumplen funciones de interaccién con
su entorno biético y abidtico (Bell, 1981; Luckner; 1988, Waterman , 1992)

Regulacién de la sintesis y almacenamienfo de mefabolitos secundarios.

La biosintesis generalmente ocurre durante perfodos particulares del desarrollo de la
planta, y el proceso generalmente involucra la transcripcién de genes y sintesis de novo de las
enzimas de la ruta biosintética activada. La sintesis ademsas puede ser regulada por factores
exdgenos como la luz, temperatura y dafio tisular ( Wiermann, 1981; Luckner, 1989).

Los metabolitos secundarios sonh althacenados en las vacuolas, plastidios, la pared
celular, pared del polen, espacio subcuticular o superficie cuticular, siendo la vacuola el organelo
que mas frecuentemente cumple la funcién de almacenamiento. La localizacidn fisica de las rutas

biosintéticas dentro de la célula se conoce en relativamente pocos casos (Wilermann 1981).
Biosintesis de metabolifos secundarios y organizacién de las rutas biosintéticas

Las reacciones que producen metabolitos secundarios, son catalizadas enzimaticamente
y las monooxigenasas, metiltransferasas y glucosiltransferasas asociadas a las rutas pueden
presentar baja especificidad de sustrato (Luckner, 1981). Se ha postulade que las enzimas que
forman parte de las rutas biosintéticas forman complejos multienzimaticos constituidos por varias
cadenas peptidicas unidas por fuerzas no covalentes o bien estén incluidas en una sola cadena
que tiene varias actividades (Stafford, 1981, Luckner, 1989; Hrazdina, 1992). El estudio de las
rutas biosintéticas se vuelve complejo por la copurificacién de las enzimas pertenecientes a un

mismo complejo multienzimatico, lo que dificulta la caracterizacién apropiada de cada una de ellas

por separado, y la canalizacién de los intermediarios, que puede llegar a esconder algunas
actividades enzimaticas intermedias debido a la dificil aceptacién, por parte de los complejos, de

los intermediarios adicionados exégenamente (Stafford, 1981).

O




Acidos hidroxamicos

Caracteristicas generales

En las hojas, tallos y raices de diferentes cultivares de trigo, mafz y centeno se
encuentran los acidos hidroxamicos clclicos (Hx) derivados de la 1,4-benzoxazin-3-ona (Copaja
y col, 1991; Barria y col., 1992; Niemeyer y col., 1992). El trigo y el maiz acumulan
principalmente dos formas de Hx, una metoxilada en la posicién 7, DIMBOA (Fig.1) y otra no
metoxilada, DIBOA (Fig.1). Ambos se encuentran en la forma de 2-O-p-D-glucopirandsidos
(Hofman y Hofmanova, 1968a), siendo mayoritario el DIMBOA-Gle. Las plantas de centeno
acumulan sé6lo DIBOA-Glc en las hojas y ambos Hx en las raices (Copaja, S. V., comunicacion
personal). La presencia de estos Hx se detecté originalmente en 1955, cuando Virtanen y Hietala
aislaron desde plantulas de centeno, un compuesto capaz de inhibir el crecimiento de hongos y
que originalmente describieron como una 2(3)benzoxazolinona (BOA) (Fig.1) (Virtanen y Hietala,
1955a,b). Posteriormente Virtanen y col. en 1956 aislaron desde maiz y trigo el derivado
metoxilado, la 6-metoxi-2{3)benzoxazolinona (MBOA) (Fig.1). Buscando el precursor de las
benzoxazolinonas, encontraron los glucosidos de las 2,4-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-onas (Virtanen
y Hietala, 1959; Wahlroos y Virtanen, 1958 a,b), que son hidrolizados por accién de -
glucosidasas a agluconas, las que se descomponen por un praceso no enzimético a las
respectivas benzoxazolinonas (Virtanen y Hietala, 1959, Hietala y Virtanen, 1960; Hofman y
Hofmanova 1969 a, b).

Acumulacion de los Hx en plantas.

Los Hx no han sido detectados en las semillas de los cereales (Argandofia y col., 1980},
pero aparecen durante fa germinacién (Klun y Robinson, 1968; Argandofia y col., 1980). En el
trigo y el maiz la concentracién del DIMBOA varia con la edad, aumentando durante los primeros
estadios de desarrollo y luego bajando y manteniéndose en cantidades residuales a lo targo del
crecimiento (Klun y Robinson, 1969; Argandofia y col., 1981; Guthrie y col., 1986 Gutierrez y col.,
1988; Copaja, S.V., comunicacién personal). En trigo, durante las primeras horas de germinacién,
la formacién de DIBOA precede a la del DIMBOA (Copaja,S.V., comunicacién personal). La
concentracion de Hx varia dentro de una misma hoja (Niemeyer y col., 1989) y las hojas mds
nuevas, asf como el tejido meristematico tienen una concentracién mayor (Epstein y col., 1986;
Morse y col., 1991). A nivel de tejidos foliares, se ha detectado la presencia de Hx en protoplastos
del meséfilo y en los haces vasculares, pero no en la epidermis ni en la savia xilematica
(Argandofia y Corcuera, 1985; Argandofia y col,, 1987). Los Hx se encuentran en la savia

floematica y sus niveles no se correlacionan con la concentracion de los
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Hx en los tejidos (Givovich, 1983} Los contenidos de Hx en las hojas son disminufdos por el 4cido
abscicico (Morse y col., 1991). Las raices de maiz y centeno exudan DIMBOA y DIBOA
respectivamente (Pérez y Ormefio, 1991; Pethd, 1982); este dato indica que los Hx son
movilizados en la planta y fuera de ella y se podria especular que la biosintesis de los Hx ocurre
en los tejidos meristematicos, desde donde son transportados para ser almacenados
principalmente en los haces vasculares del tallo y el meséfilo de las hojas, y ser exudados por
las rafces, '

Los Hx se sintefizan en callos de trigo y maiz, y el Hx producido por los callos es
exportado al medio de cultivo (Bailey y Larson, 1988; Zifiga y col., 1980, Zufiiga y Massardo,
1991). La concentracion de los Hx en callos de trigo varia con el tiempo, y la capacidad de
sintesis se relaciona inversamente con la concentracién de Hx en el medio (Zufiiga y col., 1990),

indicando algtin tipo de regulaciéon negativa por parte de los Hx.

Rol de los Hx en la planta.

Los Hx parecieran estar relacionados con la defensa de la planta. Su presencia confiere
a las plantas resistencia hacia hongos, bacterias e insectos (Virtanen y col., 1957, Klun y col,,
1967; Long y col., 1975; Beck y col.,1983; Niemeyer, 1988; Sahi y col, 1990 Givovich y
Niemeyer, 1991). La HDIBOA-GIc (Fig.1) ha sido propuesta como una fitoalexina (Bicker y
Grambow, 1990). Los Hx han sido propuestos como factores alelopéticos en centeno y maiz
(Barnes y Putnam, 1987; Barnes y col., 1987; Pérez, 1990; Pérez y Ormefio, 1991; Pérez y
Ormefio, 1993). Los Hx inactivan enzimas proteoliticas tales como la quimotripsina y la papaina
(Pérez y Niemeyer, 1989; Cuevasy col., 1990), inhiben la sintesis de ATP, el intercambio Pi-ATP
y la actividad ATPésica en mitocondrias vy cloroplastos (Queirolo y col., 1983; Niemeyer y col.,
1986) e interaccionan de forma covalente con el ADN (Ishizaki, 1982). En insectos se ha
observado que interfieren con [a actividad de la glutation S-transferasa (l.eszczynski y col., 1992),
UDP-glucosa transferasa (Leszczynski y Dixon, 1992) y la colinesierasa de éfidos (Cuevas y
Niemeyer, 1993), y también con proteasas y enzimas destoxificantes de Osirinia nubilalis
(Houseman y cal., 1992, Feng y col., 1992). Estos antecedentes indican que el modo de accién
de los Hx sobre los insectos, hongos y bacterias es de caracter pleiotrdpico, que en su conjunto
causa un efecto antibidtico o antialimentario.

El rol fisioldgico de los Hx en la planta es practicamente desconocido, Al respecto, se
encontro que el DIMBOA y el MBOA interaccionan con el receptor de auxina (Venis y Watson,
1978). Pethd y Dinya (1992) encuentran que el MBOA tiene actividad del tipo de la citoquinina
y, de forma similar a lo descrito para algunos microorganismos, los Hx parecieran tener una
actividad tipo fitosideroforica (Neilands,1967; Tiptony Buell,1970; Feketey col., 1989; Peth6,1992).




Regulacion de Ia sintesis de los FHx.

Los niveles de Hx son afectados por estimulos externos como la naturaleza del sustrato
donde crece la planta, la temperatura y el fotoperiode. En maiz, los niveles de Hx son afectados
negativamente por la proporcién de luz en su fotoperiodo (Epstein, 1986). Incrementan con el
contenido de nitrégeno del sustrato, y su inctemento depende de la fuente de nitrégeno (Tang vy
Ge, 1981; Manuwoto y Scriber, 1985 a,b). El nivel de los Hx también es afectado por dafio
causado por herbivoros y por dafio artificial. Sin embargo, los niveles de respuesta son bajos y
difieren intraespecificamente, dificultando la comprensién de los factores que estan afectando el
fenémeno (Gutierrez y col., 1988; Niemeyer y col., 1989; Morse y col., 1991). Genéticamente, la
capacidad de sintetizar los Hx en el malz pareciera depender de un gen cuya expresion tiene
caracter dominante y que estd localizado en el cromosoma 4. Los hiveles alcanzados en la planta
parecieran ser de caracter aditivo, dependiendo entonces del niimero de copias de los genes
estructurales en el genoma (Hamilton, 1964; Klun y col., 1970; Dunn y col., 1981; Simcox y
Weber, 1985).

Biosfntesis de los Hx,

La informacién disponible sobre la biosintesis de los Hx es escasa, y s6lo se relaciona
con su origen y con las stapas finales de la formacién del DIMBOA en maiz, Esta tltima
informacion, como se discute més adelante, lleva a diferentes conclusiones respecto de la
formacién del DIMBOA, dificultando la postulacion de una ruta biogenética para la formacién del
DIMBOA-GIc.

En estudios realizados en maiz se ha determinado que el anillo aromatico de los Hx
deriva del antranilato, el grupo metilo es donado por L-metionina, los carbonos 2 y 3 del anillo
heterociclico derivan de la ribosa y se ha postulade al N-(5-fosforibosil)antranilato como
intermediario (Reimann y Byerrum, 1964a,b; Tipton y col,, 1973; Kumar y col., 1994).

En extractos de maiz se encuentran las lactamas, HBOA (Fig.1) y HMBOA (Fig.1), a
concentraciones menores que los respectivos hidroxamatos (Gahagan, 1967; Tipton y cal., 1967,
Hofman y Hofmanova, 1969a) y, a concentraciones afin mas bajas, el 7-OH-HBOA (Fig.1). Las
razones entre las lactamas y los hidroxamatos varfan en los distintos tejidos de una planta de
maiz, pero las sumatorias de las respectivas concentraciones permanecen constantes, lo que
llevé a postular que constityen pares redox (Hofman y Hofmanova, 1969a). Esta hipbtesis
presenta las lactamas de los Hx como sus precursores inmediatos, indicando que los Hx se
formarfan por la N-hidroxilacién de las lactamas correspondientes y, al respecto ,una HBOA-N-
hidroxilasa ha sido descrita en maiz (Bailey y Larson, 1991). Por ofra parte, en callos y semillas

germinadas de trigo, [a formacién de DIBOA precede la formacién del DIMBOA (Zufiiga y col.,
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1991; Copaja, S.V. comunicacién personal). Una planta mutante de malz, deficiente en la
formacién de DIMBOA, acumula el 7-OH-DIBOA (Fig. 1) (Kumar y col., 1993). Esta informacion
permite postular al DIBOA y el 7-OH-DIBOA como precursores del DIMBOA.

La informacién descrita mas arriba sugiere que en mafz el DIMBOA se formaria a partir
de su lactama (HMBOA) o a partir del DIBOA, como se desctibe en la figura 2.

En plantulas de maiz alimentadas con HBOA marcado se observé la aparicion de DIBOA
marcado, seguido de HMBOA y finalmente DIMBOA (Tipton y col., 1973; Fig.3). La formacién de
DIBOA es expedita y es coherente con la N-hidroxilacion requerida. E| HMBOA y el DIMBOA se
forman mas lentamente. La formacién de HMBOA requiere de la hidroxilacién del carbono 7 y su
posterior metilacion. La formacién de] DIMBOA requiere de las reacciones mencionadas mas una
N-hidroxilacién, esperdndose una mayor lentitud para Ia formacién de estos dos metabolitos,
HMBOA y DIMBOA. El HMBOA se forma al mismo tiempo que el DIBOA, y para la formacién del
DIMBOA es posible observar un pequefio tetraso. Ello puede indicar que el DIVBOA se esta
formando a partir del DIBOA o del HMBOA. Con estas observaciones, se puede postular que en
maiz se encuentran al menos dos rutas que dan origen a los Hx, una que forma DIBOA
rapidamente por medio de la N-hidroxilacion del HBOA, otra que incluye las interconversiones de
HBOA a HMBOA y HMBOA a DIMBOA, y que el HBOA es intermediario comiIn para las dos rutas

(Fia.2).

Glucosilacidn de los Hx.

La glucosilacion de los intermediarios de la ruta es otro punto controversial en la literatura
disponible y, como se desprende de la discusion que sigue, no es posible saber si la glucosilacién
es previa o posterior a la formacion del Hx.

En malz, tanto los Hx como las respectivas lactamas y el 7OH-HBOA han sido
detectados como glucésidos (Virtanen y Wahlroos, 1963; Tipton y col., 1967; Gahagan y Mumma,
1867; Hofman y Hofmanov4, 1969 a,b). La concentracién de agluconas en fa muestra incrementa
con la manipulacién de ella (Hofman y Hofmanové, 1971), y solo aparecerian al ponerse en
contacto con p-glucosidasas al ser dafiados los tefidos (Cuevas y col., 1992). Esta informacién
indicaria que la glucosilacién ocurre antes que los Hx se formen.

Bailey y Larson (1989) describieron en mafz dos glucosiltransferasas capaces de
reconocer ambos Hx (Hx-GT). Zdfiiga y Massardo (1891) encontraron que en callos y tejido
meristematico de trigo, s6lo se producen las agluconas de los respectivos Hx. Las agluconas del
2H-HBOA (Fig.1) y del HBOA son reconocidas como sustratos por monooxigenasas de extractos
de maiz (Bailey y Larson, 1891; Kumar y col., 1883). Estas observaciones permiten postular que

en la ruta de los Hx la glucosilacion ocurre luego que los Hx se han formado y el 7-OH-HBOA,
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HMBOA, HBOA son glucosilados por otras GTs, no relacionadas a la ruta de los Hx.

Tipton y col. (1973) alimentaron plantulas con la aglucona del ¥C-HBOA y recuperaron
DIMBOA-GIc y HMBOA-GIc marcados. Esta observacion no permite discernir si el HBOA primero
se glucosild y luego fué transformado a DIMBOA-GIc y HMBOA-GIc, o si la glucosilacién ocurrié
como etapa final. El trabajo de cinética de metabalizacién de **C-HBOA (Fig.3) también indica que
la aglucona es reconccida como intermediario, pero no indica el momento de glucosilacion de los
productos.

En resumen, las pruebas disponibles permiten visualizar la formacién del DIMBOA-Glc
al menos de dos formas, como se describe en la Fig. 2, pudiendo intervenir, en las rutas

propuestas, tanto los glucésidos como las agluconas.
Actividad glucosiltransferisica en plantas.

En plantas, las GT relacionadas con metabolitos secundarios, generalmente son solubles
y se encontrarian asociadas por interacciones iénicas o hidrofébicas a los deméds integrantes de
los complejos multienzimaticos de los cuales forman parte (lbrahim y Boulay , 1980; Schmid y
Greiseback, 1982; Bajaj ¥ col., 1983; Gross, 1983; Leznicki y Bandurski, 1988; Keil y Schreier,
1989; Mcintosh y Mansell, 1990; Bechthold y col., 1891; Sun y Hrazdina, 1991; Bergenstrahle y
col., 1992), Existen en formas monoméricas (Bajaj y col., 1983; Lezniki y Bandurski, 1988;
Bechthold y col., 1991; Stapleton y col., 1991; Drake y col., 1991; Ardila y Tandecarz, 1992} vy
multiméricas (Su y Preiss, 1978; Morell y Copeland, 1985; Keil y Schreier, 1989; Sun y Hrazdina,
1991). La masa molecular relativa de las monoméricas varia entre 29.000 y 48.000 Dalton
(Schmid y Greisenbach, 1982; Latchinian e Ibrahim, 1991) y las multiméricas llegan a los 400.000
Dalton (Morell y Copeland, 1985). Todas utilizan UDPG como donante del glucosilo y presentan
puntos isoeléctricos mas bien acidos, en el intervalo de 3,9 - 5,5 (Bajaj y col., 1983; Lezniki y
Bandurski, 1988; Mclntosh y Mansell, 1990; Sun y Hrazdina, 1891; Bergenstrahle y col., 1992),
y valores de pH &ptimo entre 5,8 y 9,5 (Morell y Copeland, 1985; Sun y Hrazdina, 1991) y
temperaturas 6ptimas para la actividad, entre 30°C y 50° C (Keil y Schreier, 1989; Lawson y col.,
1989). Estas enzimas incrementan su actividad en presencia de cationes divalentes (Mg*?, Ca*?)
y agentes reductores (B-mercaptoetancl, DTT y DTE) y son inactivadas por metales pesados
(Cu'™ (Baiaj y col., 1983; Morell y Copeland, 1985). Algunas son inhibidas por el producto UDP
( Bajaj y col., 1983).

Las GT en general no regulan la actividad de las rutas en las que participan. Es asi como
las GT relacionadas con la ruta biosintética de las antocianinas forman parte de un conjunto

enzimético, cuyos genes estructurales son regulados por genes reguladores que modulan su




12

transcripcién. Los genes reguladores a su vez, se expresan séloc en estadios especificos del
desarrollo de la plania (Quattrocchio, 1993). Por otra parte, también se ha observado que la
actividad de algunas GT son inducidas por metabolitos endégenos que pueden guardar relacién
directa con Ia ruta de [a cual forman parte (Yalpani y col., 1992) o ser de caracter ubicuo (Ohana
y col., 1992).
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Presentacion del problema.

La estrategia de exacerbar los mecanismos naturales de defensa en plantas de cultivo
es interesante porque representa una alternativa al uso de plaguicidas sintéticos, evitando asi la
acumulacién de residuos téxicos en el medio ambiente. Los metabolitos secundarios de plantas
han sido vinculados a la interaccién de elias con el medio ambiente que las rodea, y aquellos
cuya accion es deletérea sobre pestes y plagas adquieren entonces un especial interés.

El fitomejoramiento clasico a través de programas de cruzamiento y seleccién, a pesar
de que en general ha dado excelentes resultados en Ia obtencién de cultivares con caracteristicas
de rendimiento y resistencias deseadas para las plantas de relevancia agronémica, adolece de
ser lento y laborioso. E! probable cardcter aditivo de los genes que determinan los niveles de Hx
en las plantas hace que los programas de mejora por cruzamiento y seleccidn sean mas
complejos, largos y se incremente la probabilidad de producir homocigocis de caracteres recesivos
no deseados, bajando la capacidad de respuesta de la planta frente a otros factores del medio
ambiente o perdiendo caracteristicas agronémicas deseadas, tales como rendimiento o tamafio
y calidad de la semilla. El desarrollo de la ingenieria genética representa hoy dfa un modo
adicional de mejora génica. Esta estrategia descansa en un conocimiento acabado de la fisiologla
génica del cardcter escogido y requiere de la dilucidacién de su ruta biosintética y de [a
caracterizacién de las actividades enziméticas involucradas.

Los acidos hidroxamicos se perfilan como objetivos interesantes para el desarrollo de
estrategias de mejora en cereales, que son plantas de importancia agrondmica tanto a nivel
nacional como mundial. El papel de los Hx en el sistema de defensa de los cersales los sefiala
como insecticidas naturales, st papel en las interacciones alelopaticas los sefiala como herbicidas
naturales, y su posible interaccién con el hierro, los sefiala como compuestos para la respuesta
de estas plantas a condiciones de estrés nutricional. La dilucidacién de la ruta biosintética de los
Hx hace factible el eventual desarrollo de programas de mejora génica basados en la ingenlerfa
génica teniendo estos metabolitos como compuestos de interés.

Como se discutié previamente, pese a que existe informacion relacionada con las etapas
finales de la biosintesis de los Hx, no es claro el orden de las reacciones. En relacion a la
glucosilacién, si la formacion de las lactamas precede a la formacion de los Hx y la glucosilacién
es previa a la formacion de los Hx, se esperaria que la glucosilacién ocurririera en una etapa muy
temprana en la ruta, puesto que es dificil visualizar glucosilaciones y desglucosilaciones
sucesivas, y se esperaria que el sustrato para la actividad glucoliddsica se asemejara mas al
antranilato que a los Hx. Ello hace esperar que las GT que reconocen a los Hx como sustrato no

sean especificas de la ruta de los Hx y que presenten afinidad similar por las lactamas. Si la
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glucosilacién es posterior a la formacion de los Hx, Ja Hx-GT deberia formar parte de la ruta
biosintética y deberfa presentar una afinidad mayor por los Hx. Por lo tanto, a través de una
caracterizacion cinética de las Hx-GT involucradas en la ruta biosintética de los Hx se podria
obtener informacién gue nos permita sugerir el momento en que acurre la glucosilacién durante
la biosintesis de los Hx.

El trigo y el mafz acumulan DIMBOA y DIBOA, mientras que el centeno acumula
solamente el segundo. El andlisis de los antecedentes de que se dispone respecto de la
biogénesis y biosintesis de estos Hx, hace esperar que [a dilucidacién de su biosintesis sea un
problema de alta complejidad, y la eleccién de un modelo biolégico sencillo aparece como
aconsejable. Al respecto, el centeno parecerfa ser mas conveniente que el maiz o trigo, ya que
sdlo produce DIBOA.

En esta tesis se planted como objetivo general la dilucidacion del momento en que ocurre
la glucosilacién durante la biosintesis de los Hx, usando principalmente al centeno como modelo.

Como objetivos especificos se planted:

a) Caracterizar cinéticamente la(s) glucosil tranferasa(s) dependiente(s) de Hx de centeno,
respecto de su afinidad hacia los Hx y las lactamas. Para ello primariamente se determiné el
ntimero de Hx-GT de centeno por medio de diversos métodos de separacién, y posteriormente
se determind las afinidades respectivas tanfo con la enzima enriquecida como con el extracto

proteico total.

b) Determinar si las GTs que reconocen a los Hx como sustrato pertenecen a la ruta biosintética
de los Hx y su posible rol en la regulacién de la ruta biosintética. Lo primero se estudié
determinando su afinidad respecto de sustratos alternativos a los Hx y su presencia o ausencia
en extractos provenientes de gramineas que contienen o no contienen Hx. Lo segundo se estudio
correlacionando el contenido de Hx y los cambios de actividad total de la Hx-GT de centeno a lo

largo del desarrollo de la planta.
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Materiales y Métodos

1.- Material Vegetal.

Las especies usadas en el desarrollo de esta tesis son las siguientes: Zea mays L. cvs.
T555, T 25 8; Secale cereale L. cvs. Tetra Baer, Rogo y Petkus II; Triticum aestivum L. cvs.
Millaleu y Kadett, Trificum durum L. cv. SNA 3, Hordeum vulgare L. cv. Libra; Hordeum lechleti
Pl H1310 , Avena sativa L.. cv. Nahuén, Avena fatua L. y Elymus canadiensis Pl 372538. Todo

el trabajo referido a centeno es en el cultivar Tetra, salvo cuando se especifica lo confrario.

2.~ Material quimico

Todo el material qufmico usado en el desarrollo de esta tesis es comercial, SIGMA o
Merck, con la excepcion de los Hx, las lactamas, y los respectives glucésidos los cuales se
purificaron o se sintetizaron de acuerdo a los protocolos descritos méas adelante.

Para la purificacion de DIMBOA, DIBOA y sus respectivos glucésidos se sembraron 0,8 -

1 kg de semillas de maiz o centeno, en tierra contenida en bandejas de aluminio. Las plantas
se cultivaron en cuartos de cultivo, a 25° C y luz continua, por 7 dias para aumentar el
rendimiento de obtencidn de los Hx.

ElI DIMBOA vy el DIBOA fueron purificados a partir de extractos etéreos de hojas de maiz
y centeno, respectivamente, sigulendo una metodologia descrita previamente (Queirolo y col,,
1983). Los respectivos glucdsidos fueron extraidos por medio de la metodologia descrita por
Lyons y col. (1988). Posteriormente, hasta 1 g de los respectivos extractos se aplicaron a una
columna de Fractogel HW-40(S} (Merck), de 5 x 25 cm, equilibrada y elufda con agua destilada
a razén de 1 ml/min. Las fracciones provenientes de la columna que reaccionaban con FeCl,
fueron agrupadas, liofilizadas y separadas por HPLC (Varian modelo 5000), premunido de una
columna semipreparativa LiChrospher, 100 RP-18 (Merck), unido a un detector de indice de
refraccion (KNAUER). Las muestras fueron eluidas en condiciones isocraticas, 30% metanol:70%
agua (v/v), con un flujo de 10ml/min.

Los glucésidos puros se obtuvieron al separar hasta 10 g del extracto acuoso por una
columna de 44 ml de lecho de DEAE Sephadex A 25, equilibrada y eluida con agua destilada, a
flujo de 1 mi/min, seguida de filtracién por Fractogel TSK HW-40(S).

Las lactamas de DIMBOA y DIBOA fueron gentiimente donadas por el Profesor Héctor
Bravo, de esta Facultad. Las lactamas glucosiladas se obtuvieron por reduccién de los respectivos

Hx-Gle con Zn en acido acético glacial a 60°C, con agitacién fuerte, controlando el avance de Ja
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reduccion con FeCl,. Una vez que la reduccion se completd, la mezcla se filtr6, se lavé con agua
y finalmente, se concentrd por liofilizacidn. El liofilizado se lavé con acetona y los glucésidos
fueron purificados por filtractén en Fractogel TSK HW-40(S).

La estructura de los compuestos exiraidos y la de los reducidos se verificé por
espectrometria de RMN en un intrumento Bruker AMX-300. La pureza de los compuestos se
determind por HPLC en un cromatdgrafo KNAUER provisto de una columna analitica C18,
LiChroChart 125-4 {(Merck) acaplade a un detector de uliravioleta-visible KNAUER. Las muestras,
en solucion acuosa, se eluyeron con mezclas de metanol y 0,04% H,PO,, v/v (agua 4cida) en
los siguientes gradientes lineales (muestras analiticas); 0-3,5 min: 10-50% metanol; 3,5-7 min: 50-
10% metanol; 7-10 min: 10% metanol a una velocidad de 1 ml/min. Los compuestos se detectaron
por absorbancia a 263 nin y se cuantificaron por medio de curvas estédndar hechas con soluciones
de concentracién conocida.

La mezcla de incubacién con esculetina se analizé por HPLC, eluyéndola isocraticamente con

metanol 10% en agua acida y determinando la absorbancia a 340 nm (Bailey y Larson, 1989).
3.-Material biocquimico

Obfencién de extractos para la actividad Hx-glucosiltransferésica.

30-40g de semillas de las diversas gramineas se sembraron en maceteros con tierra y
se cultivaron a 25-30°C, en pleza de cultivo con un fotoperiodo de 12 h. Las muestras de tejido
aéreo del cultivar Tetra de centeno se cosecharon 12 dias luego de sembradas. Las extracciones
preparativas se reallzaron con cerca de 300 g de tejido aéreo, Las extracciones analiticas se
realizaron con 15 g de tefido aéreo de las diversas gramineas, tomados & a 14 dias luego de
sembradas, dependiendo del desarrollo de la planta. El tejido se maceré en mortero, usando
arena como abrasivo, en presencia de amortiguador de homogeneizado (0,1M Tris HCI, pH 7,5,
5mM B-mercaptoetanal, 1mM MgCl,) (amortiguador A) y 30% de PVPP(p/p) a una razén de 2,5
ml/g de tejido fresco (Bailey y Larson, 1989). El homogeneizado, filtrado por gasa, se centrifugd
a 40.000 x g por 20 min. Las proteinas presentes en el sobrenadante se precipitaron saturando
la solucién con sulfato de amonio. Primero el sobrenadante se saturd hasta un 30% (p/v) con
sulfato de amonio. El precipitado se centrifugd a 26.000 x g por 15min. Al sobrenadante se le
adiciono sulfato de amonio hasta completar 60% y se procedié de la forma descrita. El sedimento
se resuspendié en amortiguador B (50 mM Tris-HCI, pH 7, 10% glicerol) y se filtré por Sephadex
G-25 (PD 10, Pharmacia) equilibrado en el mismo amortiguador (fraccién 60/30% sulfato de
amonio o pp. de sulfato de amonio). Las preparaciones se ensayaron de inmediato o luego de

almacenaje a -20°C.
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Ensayo para determinar la actividad de la Hx-GT

Los ensayos se realizaron en presencia de UDPG 1 mM, sustrato 0,5 mM (DIBOA,
DIMBOA,HBOA y HMBOA) solubilizado en agua acida, MgCl, 1mM, RB-mercaptoetanol 5mM,
Tris-HCI pH 8,5 50 mM (amoertiguader D) y 0.05 a 0,1 mg de proteina en un volumen final de 0,1
ml, incubando a 37°C. A los preparados enzimaticos de centeno analizados a pH menor que 8,5
y a los de las ofras gramineas, se les adiciond castanospermina 0,1 mM final para inhibir las
glucosidasas presentes {Durham y Poulton, 1989). Todos los ensayos se repitieron 2 a 3 veces,
ademas se hicieron controles sin UDPG o con proteina desnaturada a bafio maria a 100°C por
15 min. Los ensayos en los cuales se utilizé Hx como sustrato se incubaron durante 20 min y
los realizados con las lactamas se incubaron durante 60 min. Los ensayos de los extractos de
Avena sativa y de Hordeum vulgare, realizados en el misme volumen final, contenfnan 0,2 mg
de proteina y se incubaron por 105 min. Los ensayos con esculetina se incubaron 40 min, con
0,6mM de sustrato solubilizado en agua, y 0,6 mg de proteina.

Todos los ensayos se detuvieron extrayendo las soluclones con 3 volimenes de una
mezcla de cloroformo: metanol 2: 1 y acido acético 1%, agitando vigorosamente la mezcla y luego
centrifugandola a 13.000 x g por 3 min a temperatura ambients (extraccién Folch). Parte de la
fase acuosa se analizé por HPLC tal como se desctibié en la seccion 2, para muestras analiticas.

La actividad Hx-GT prasente en los eluidos de las diversas columnas cromatogréficas se
determiné ensayando S0pl de una de cada 2 fracciones con DIBOA e incubando durante el tiempo
necesario para observar la actividad (30 a 80 min), segin se describié previamente. Todos los
ensayos se hicieron en presencia de 0,7mM castanospermina.

La estabilidad de DIMBOA, DIBOA y HBOA se determiné incubando por diversos tliempos
en las condiciones descritas mas arriba para la actividad Hx-GT y determinando el porcentaje
remanente de ellos por cromatografia HPLC empleando Ia gradiente de metanol en agua acida

para muestras anallticas descrita en la seccion 2.
Cuantificacién de las protefnas en los extracfos.
La concentraciom de las proteinas en los extractos se determiné usando la metodologia

de Bradford (Bradford, 1976) o con éacido bicinconinico, siguiendo la metodologfa descrita por los

proveedores , Plerce (Pierce BCA), y albimina de suero de bovino como estandar.
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4.~ Variacién en el tiempo de la actividad Hx-GT y del contenido de Hx en plintulas y en
diferentes porciones de hojas y rafces de centeno Tetra.

5-10 semlllas se sembraron en vermiculita, en vasos desechables de 7cm de didmetro
por 5,5 cm de alto. Se cultivaron a una temperatura de 22-24° C y un fotoperiodo de 12h.

Hasta 1,5 g de tejido aéreo o radicular proveniente de plantulas de 4 a 20 dfas de edad,
se maceré en mortero seglin se describe en la seccidn 3. El macerado se filiré con gasa y
posteriormente se centrifugd a 19.000 g por 45 min. El sobrenadante se fiitr6 por Sephadex G25,
equilibrado con Tris-HCI 20 mM, pH 7, 10% glicerol v/iv (Tampén B).

La variacién de la actividad en distintos sectores de la hoja y en las distintas radiculas
se determiné dividiendo la hoja bandera en 3 fracciones: apical, media y basal y haciendo
extractos, segln se describe més arriba, de al menos 1,5 g de tejido proveniente de cada uno de
los sectores de ella. Las radiculas se separaron en largas, intermedias y cortas y se hizo un
extracto proteico de cada tipo, seglin se describe previamente. Ese protocolo se repitid con
plantulas de 4, 12 y 16 dias.

La variacién del contenido de Hx en el tiempo se determiné mmacerando y extrayendo 0,2-
0.4g de tejido radicular o aéreo, siguiendo una metodologfa descrita previamente (Niemeyer y col.,
1989). EI contenido se analizé y cuantificé por cromatografias HPLC en fase reversa y la

gradiente de metanol en agua acida para muestras analiticas descritas en la seccion 2.

5.- Solubilidad de la H¢-GT de cenienoc.

Las semillas se sembraron y crecieron seglin se describe en la seccién 3. Cincuenta y
dos gramos de hojas de plantulas de 6 dias de edad se molieron con 3 golpes de Ultra Turrax
de 10 segundos, 0,5 min entre cada golpe, y con 3,5 ml/gr de tejido fresco de Tris HCL 0,1M pH
7.5; 5 mM p-mercaptoetanol; 1mM MgCl, v 0,33M sacarosa. (amortiguador C). El macerado se
centrifugé a1.200 g por § min {sobrenadante 1.200) y se descarté el sedimento. El sobrenadante
se centrifugé a 13.000 g por 20 min (Sobrenadante 13.000), se guardé el sedimento (pellet
13.000) y se separd una alicuota de sobrenadante. En seguida el sobrenadante se recentrifugé
a 130.000 g por 680 min y se guardaron el sedimento (pellet 130.000) y el sobrenadante
{sobrenadante 130.000). Los sedimentos se resuspendieron en un homogenizador de vidtio con

amortiguador C (Bergenstrile y col., 1992).

La actividad Hx-GT en las diversas fracciones celulares se determiné como se describlé
mds arriba. La actividad o-manosidésica que se usé como una enzima soluble de referencia, se
| determiné ensayando las fracciones con 0,6 mM p-nitrofenil-B-D-manopirandsido, 70 mM
‘ succinato, pH 5, 200pg de enzima en un volimen final de 0,4 ml. Los ensayos se detuvieron con
| 600pl de Na,CO, y la actividad se determiné por absorbancia a 410 nm (Bergenstréle y col., 1992)

o
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6.- Enriquecimiento y caracterizacidn de Ia Hx-GT de centeno.

0.5 kg de semillas se sembraron en bandejas con tierra y fueron cultivadas en pieza de
cultivo a 22-24°C y un fotoperiodo de 12 h. Las fracciones 60/30% sulfato de amonic ufilizadas
para la purificacion de la Hx-GT se obtuvieron segtn se describe en 3.

En todas las cromatografias el perfil proteico de elucion se obtuvo a través de un detector
uv monocromatico acoplado a la salida de cada columna. Las condiciones de carga y elucién de
cada columna son las indicadas por los respectivos proveedores. La GT se detecté seglin se
describe en la seccién 3.

DEAE celulosa: Hasta 0,6g de proteina proveniente de la fraccién 60%30% sulfato de amonio,
se cargaron en una columna de 60 ml de cama, equilibrada en tampén B. Las proteinas se
eluyeron con 320 ml de una gradiente lineal de KClI, 0 a 0,3M en amortiguador B, a una velocidad

de 0,5 ml/min.

Mono Q HR 5/5 (Phamacia): Hasta 50 mg de proteina se cargaron en una columna de 1 ml de
lecho de intercambio anidnico fuerte, con un tamafio de particula de 10 um, equilibrada con 20
ml de amortiguador E (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 10% glicerol) y se eluyeron con 20 ml de una
gradiente lineal de KCI en tampén E, 0 a 280mM KCI, corrida a una velocidad de 0,5 ml/min.

Mono P HR 5/5 (Phammacia): Hasta 50 mg de proteina se cargaron en una columna de 1 ml de
lecho de intercambio aniénico débil, tamafio de particula de 10 pm, equilibrada con 20 ml de
25mM Bis-Tris-iminodiacetato pH 7,1, 10% glicerol; y se eluyeron con 20 ml de una gradiente
lineal de pH (pH7 a pH4) obtenida con Polybuffer 74 (Pharmacia) ajustado a pH 4 con
iminodiacetato. Cada fraccion se recibié en Tris-HCI pH 8, a una concentracion final de 0,TmM.

Hidroxiapafita (Bio-Gel HT, BioRad): Hasta 140 mg de proteina se cargaron en una columna de
21 ml de cama eqﬁilibrada con 120 ml de fosfato de potasio 5mM pH 6,8, y se eluyeron con 200
ml de una gradiente lineal de fosfato de potasio (5 a 60 mM) pH 6,8, a una velocidad de 0,5

mb/min.

Superdex 75 HR 10/30 grado preparativa (Phanmacia): Hasta 2 mg (1 mg/ml} de proteina se
filtraron por una columna de 100 ml de lecho, de 22 - 44pm de particula, equilibrada con 600 ml
de 20mM Tris-HCI pH7, 250mM NaCl, 10% glicerol y eluidas a una velocidad de 0.4 ml/min.

| Resihas coloreadas de SIGMA (Cibacrome Blue, Reactive Yellow 3 y 86, Reactive Blue 4 y 72,

O
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Reactive Red 120, Reactive Green 19 y 5 y Reactive Brown 10): Hasta 2,5 mg se cargaron en
columnas analiticas de 2,5 ml de cama equilibradas con 10 voltimenes de Tris-HCI 20mM pH 8,5,
10% glicerol. Las proteinas se eluyeron en 4 etapas con 10 ml de 0,25, 0,5, 1 y 1,5M KCI en

amortiguador de equilibrio.

Columna de Afinidad de Metales Inmovilizados (IMAC) HiTrap (Phammacia) Sepharosa quelante
activada con acido Iminodiacético: La coluimna de 1 ml de lecho y un tamafio de particula de
34pm, primero se cargé con Cu* lavandola con 5 ml de CuSQ, 0,1 M. Luego se lavé con 5 ml
de agua y se equilibré con 5§ volimenes de una solucién de fosfato de sodio 20mM pH7,2 y NaCl
1M.. Posteriormente Ja columna se cargd con 2,7 mg de proteina que se eluyeron con una
gradiente de 20 volamenes de imidazol (0 a 90mM) en fosfato de sodio 20 mM pH 7,2 o cloruro

de amonio (0 a 90mM) en el mismo amortiguador.

Columna de afinidad agarosa-UDP-acido glucorénico (SIGMA): La columna de 1 ml de lecho se
equilibré y se agregé Tris-HCl 7mM pH 7; 7,5; 8y 8,5.

7.- Determinacion de caracteristicas cinéticas de las Hx-GTs de Tetra y H.lechleri .

Hx-GT de Teira.

Los parametros cinéticos de Km y Vmax fueron determinados utilizando 2,5 pg de
enzima enriguecida por el fraccicnamiento cromatografico descrito en la Tabla 1 (fraccién post
Superdex 75), Hx en un rango de 0,0625 a 1 mM y UDPG 1 mM bajo las condiciones descritas
en [a seccién 3, determinando las distintas curvas de velocidad para cada concentracién de
sustrato. El valor de Km y Vmax fue obtenido a pattir de los graficos de Eadie-Hofstee para los
respectivos Hx . Para estudiar la especificidad de la enzima con sustratos alternativos a los Hx
y sus derivados, esta fraccion se ensaydé con esculetina bajo las condiciones descritas
previamente. Las caracteristicas cinéticas de la Hx-GT presente en la fraccién 60/30% sulfato de
amonio se realizaron con 100 pg de proteina, siguiendo el protocolo descrito més arriba.,

Seiscientos microgramos de la fraccién 60/30% sulfato de amonio y 5 pg de la fraccién
Superdex 75 de centeno se ensayaron con las lactamas bajo las condiciones descritas mas
arriba y con 30mM Bis-Tris pH 6,5 ¥ Tris HCI pH 7,5.

El pH optimo para la actividad Hx-GT 2,5 pg de la fraccién Superdex 75 en 50mM
Tris.HCI pHs 7; 7,5; 8; 8,5 vy 9 segtin se describié previamente en la seccién 3.

La temperatura 6ptima se determind con S0 pg de la fraccién 60/30% sulfato de amonio,

incubada bajo las condiciones de ensayo usuales entrs 20°C y 45°C.
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Hx-GT de H.lechleri.
La caracterizacidn cinética de la Hx-GT se realizé con 100 pg de la fraccion 80/30%

sulfato de amonio, siguiéndo los protocolos descrito mas arriba.

HBOA-GT y HMBOA-GT en exfractos de SNA3 y Tracy T555.

Los estudios de actividad glucosiltransferasica con las respectivas lactamas se realizaron
con 400 pg de cada una de las fracciones 60/30% sulfato de amonio, obtenidas segln se
describe en la seccién 3. Las soluciones se incubaron hasta 3 h en Bis-Tris 75 mM, pH 6,5; Tris-
HCI 75 mM, pH 7,5 ¥ Tris-HCI 75 mM, pH 8,5 manteniendo el resto de las condiciones como en
el ensayo para GT desctito en la seccién 3. La actividad Hx-GT se determiné para cada extracto

segun se describe en la secci6n 3.

8.~ Actividad f-glucosidasica en extractos de centeno.

Actividad con Hx-Glc;

Se determind la actividad glucosidasica presente en el elufdo de las columnas
cromatograficas de intercambio idnico en Bis-Tris-HCI 40mM, pH 8; DIMBOA-GIc 0,3 mM;
proteina 0,1 mg, en un volumen final de 0,1 ml (Cuevas y col., 1992). Las soluciones se incubaron
10 min a 30°C y se detuvieron las reacciones enziméticas con extraccion Folch. La fase acuosa
se analizé por cromatografia de fase reversa en LiChroChart C18 de Merck, eluyendo los Hx

isocraticamente con metanol 38% en agua acida.

Actividad con p-nitrofenil-g-D-glucopiranésido (pNPG).

Este sustrato sintético para B-glucosidasas se ensayé en Bis-Tris 78mM, pH 6, pNPG
0,083mM con 0,1 mg de protelna en un volumen final de 0,4 ml. Los ensayos se detuvieron con
1,5 voliimenes de Na,CO, 1M, y la actividad se determiné por absorbancia a 410 nm (Cuevas y
cal., 1992).
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Resultados

Obtencion de los Hx, los glucésidos y las lactamas glucosiladas.,

Los sustratos para [as actividades enzimaticas propuestas para este estudio no se
producen por laboratorios iﬁdustriales, y fué necesaria su purificacién desde tejido vegetal, A
través de los protocolos descritos por Queirolo y col. (1983) y Lyons y col. {1988) se obtienen
extractos etéreos o acuosos de color marron, enriquecidos en los respectivos Hx o sus glucdsidos
(Fig.4a). Hofman y Hofmanova (1968a) describieron la separacién de los Hx y sus respectivas
lactamas por filtracién de los extractos acetdnicos a través de Sephadex G 10 equilibrada con
agua saturada con CHCI, y por ello se decidié ensayar la resina Fractogel TSK HW 40-S de
Merck de caracteristica cromatograficas similares a la Sephadex G 10. Esta resina condujo a una
purificacién parcial de los compuestos deseados, y la mezcla quedé de color rojo oscuro, de
consistencia chiclosa y no solidificaba a -20°C. El HPLC y gradientes de metanol apropiadas,
resuelven los diversos compenentes de la mezcla. Los Hx son retenidos por columnas de fase
reversa, eliminandose asi los compuestos mas hidrofilicos de la mezcla, y se obtienen los
productos deseados como cristales rosados que dan arigen a un sélo pico en los cromatogramas
de HPLC (Fig.4c). Pese a que esta técnica al comienzo di el resultado esperado, el pigmento
rojo de [a mezcla es fuertemente retenido por la columna de fase reversa y contamina las corridas
posteriores, al ser eluido lentamente. Fue necesario entonces purificar los Hx de un modo
alternativo, encontrandose que una columna de intercambio anidnico no retiene a los Hx, pero
retiene gran parte de los compuestos del extracto crudo original. Al filtrar por Fractogel el eluido
de una columna de DEAE celulosa se obtienen los cristales deseados con un rendimiento
aproximado de 0,07% respecto del peso fresco del material de partida. Esta combinacidn
cromatografica de DEAE seguida de Fractogel se adopté como rutinaria para la obtencién de los
Hx y sus glucosidos.

Las lactamas glucosiladas de DIBOA y DIMBOA se obtuvieron por reduccion de los
respectivos Hx-Glc, purificados segtin se describio previamente. El rendimiento de las reducciones

fué cercano al 30% vy los productos se separaban facilmente por filtracién en gel.

Adecuacion de los ensayos enzimidticos de extracfos de maiz a extractos de otras gramineas.
La actividad Hx-GT en centeno no habia sido descrita con anterioridad, y se juzgé
prudente el repetir los protocolos de preparacién de los extractos y de ensayo descritos

previamente para maiz. Bailey y Larson (1989) preparon extractos en Hepes 50 mM pH 7,5y

luego realizaron el ensayo
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Fig. 4. Andlisis en HPLC de la purificacién del DIBOA-Glc (drea achurada). EI Hx-Glc se purificd por
cromatografia de intercambio idnico y exclusion. El extiacto acuoso de la fraccidn aérea de plantulas
de centeno se obtuvo seglin se describe en Ja seccion métodos 2. Las muestras se eluyeron con una
gradiente de metanol en agua acida segun s describe en la seccidn métodos 2, A) Extracto crudo. B)
Extracto cromatografiado en DEAE celulosa. C) Extracto cromatografiado en DEAE celulosa seguida

de exclusién molecular (Fractogel TSK Hw 40-8).
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en Hepes 50 mM, pH 8,2. El pH final de la mezcla es cercano a 7,9. Bajo estas condiciones los
extractos hidrolizaban los Hx-Glc, indicando la presencia de una glucosidasa activa. La p-
glucosidasa de maiz que reconoce Ilos Hx-Glc tiene actividad éptima a pH 6 (Cuevas y col.,
1992), por lo tanto se cambié el pH al cual se hacian los extractos y los ensayos. Por ofra parte,
la Hx-GT descrita en maiz tiene un 6ptimo de actividad a pH 8,5 (Bailey y Larson, 1989). Al
preparar los extractos y hacer los ensayos a pH 8,5 y separar los productos por HPLC, fué
posible ohservar la aparicion de un pico con un tiempo de retencién idéntico al del Hx-Glc
esperado, y que faltaba al incubar el extracto sin UDPG o al ensayar el extracto calentado a
100°C. Este protocolo permitié determinar que en centeno Tetra también se encuentra una GT
capaz de reconocer los Hx como sustratos (Fig.5). Posteriormente se observé que la enzima de
centeno era mas activa y mas estable al extraerla y almacenarla a pH 7 (luego de 3 meses a -
20°C retiene 70% de la actividad inicial) adoptandose el protocolo descrito en la seccién 3 como
rutina para las extracciones, almacenamiento y ensayos.

La determinacién de la actividad DIMBOA-GT contempla Ia velocidad de descomposicion
del DIMBOA.

Estabilidad de los Hx y lactamas en las condiciones de ensayo.

Los Hx son inestables en solucién acuosa y su velocidad de descomposicién guarda una
relacion directa con el incremento del pH de la solucién entre pH 3 y 9 (Bravo y Niemeyer, 19886).
Fue necesario entonces determinar la estabilidad de estos compuestos en las condiciones de
ensayo desciitas y asi saber los tiempos maximos aceptables de incubacién. En las condiciones
del ensayo, que son aquellas descritas para la Hx-GT, DIMBOA presenta un semiperiodo
cercano a los 18 min en tanto que HBOA se descompone un 25% a los 45 min y DIBOA sigue
siendo estable a los 45 min (Fig.6).

Ensayo de Ia Hx-GT presente en la fraccion 60/30% de sulfato de amonio proveniente de
pliantulas de centeno.

Al ensayar 50 pg de proteina en las condiciones descritas en métodos, seccién 3, se
observa que [a concentracion de productos incrementa en forma lineal en el tiempo, por 40 min
al menos (Fig.7). La Fig. 8 muestfra el extracto suplementado con BSA indicando que la

estabilidad de la enzima no cambia durante el desarrollo del ensayo. Por tanto, al hacer los
| ensayos por tiempos menores o iguales a 20 min, se esta en condiciones de velocidad inicial.
| La actividad DIBOA-GT se estimulé 4 y 1,5 veces al adiclonar a los ensayos p-mercaptoetanol
| 5 mM y MgCl, 1mM respectivamente, los cuales se correlacionan con los resultados obtenidos

| por Bailey y Larson (1989).

|



£09 4

#c

Ly
S

*
"

Q

25

Absorbancia (263 nm)
g

A
s
io
B
A S -
10
- 3 C
s .?
i0

min

Fig. 5. Andlisis en HPLC de los ensayos para la Hx-GT de la fraccién 60/30% sulfato de amonio de
centeno. Los andlisis en HPLC se realizaror: en una gradiente de metancl en agua dcida segin se
describe en la seccion métodos 3. Las condiciones de ensayo y oblencién de los extractos proleicos
se describen en la seccidn métodos 3. A) 100ug de proteina ensayadas 20 min en presencia de 0,5
mM DIBOA, 1mM UDPG. B) 100ug de protelna calentada a 100°C per 15 min,ensayadas con 0,5 mM
DIBOA, 1mM UDPG por 20 min. C) 100pg de proteina ensayada por 20 min. con 0,5 mM DIBOA, en

ausencia de UDPG.
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Fig. 6. Estabilidad de los Hx y HBOA en las condiciones de ensayo para la Hx-GT. 0,5 pg de cada
compuesto se incubd por diversos tiempos en 50 mM Tris -HC1 pH 8,5, 1 mM UDPG, SmM §-
mercaptoetanol, 1mM MgCl,, a 37°C en ausencia de proteina. El analisis de los ensayos se realizé en
HPLC.
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Actividad en el tiempo de 1a Hx—GT de centeno.

50 pg de la fraccién 30/60% sulfato de amonio se ensayaron
con DIBOA segin se describe en la seccion métodos 3.
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Efecto del BSA en la actividad de la Hx—GT de centeno.

50 pg de la fraccion 30/60% sulfato de amonio se
ensayaron segun se describe en la seccion metodos 3
en presencia de 200 pg de BSA.
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Enriqueci}niento de Ia Hx-GT presente en hojas de pléantulas de centeno.

La precipitacién de 0,6g de proteina con sulfato de amonio en un rango de 30 a 60% de
saturacion incrementé la actividad en 1,3 veces respecto al extracto proteico original, con un
rendimiento del 90%. Por lo tanto, el célculo de rendimiento y enriquecimiento de las
cromatografias posteriores se refirié a la actividad total presente en la fraccidén 60/30% (Tabla 1).
El precipitado resuspendido fué aplicado sobre celulosa DEAE que retiene cerca del 40% de las
proiefnas cargadas, rinde un 75% de la actividad aplicada, y la actividad Hx-GT eluyé a lo largo
de toda las gradientes intentadas, enriqueciéndose la muestra sélo 2 veces (iabla 1). Todas las
fracciones provenientes de esta columna, conteniendo un total de 0,4 g de proteina se aplicaron
sobre hidroxiapatita. La actividad especifica posterior a la cromatograffa por hidroxiapatita fué 6
veces mayor que la fraccién eluida en DEAE celulosa y 12 veces respecto de la actividad
especifica de la fraccion 60/30% sulfato de amonio (Tabla 1). Todas las fracciones proveniesntes
de la elucién por hidroxiapatita, conteniendo un fotal de 40 mg de proteina se aplicaron sobre la
columna Mono Q, que incrementé la actividad especifica 1,6 veces respecto de la fraccion eluida
de hidroxiapatita y 17 veces respecto del precipitado con sulfate de amonio, recuperandose cerca
de un 60% de la actividad total (Tabla 1, Fig. 9). Las fracciones obtenidas en el vaolumen de
elucién de 15 a 23 ml conteniendo 2 mg de proteina se aplicaron a una columna de filtracién en
gel Superdex 75, que incrementé la actividad especifica de la muestra 35 veces respecto de la
actvidad criginal y 2 veces respecto de la muestra eluida desde Mono Q y se recupera un 27%
de la actividad cargada (Tabla 1).

El enriquecimiento de la Hx-GT demostré ser un procedimiento dificil. Ademas del
protocolo de purificacién descrito se probaron otras metédicas que no dieron resultados positivos,
entre ellos, la cromatografia IMAC, que pese a que la enzima se uni6 a la resina cargada con
cobre, no permitié resolver las proteinas durante la elucidn con diversas gradientes de imidazol.
La enzima tampoco se unid a las resinas coloreadas a diversos pH de ensayo ni a la UDP-4cido
glucurénico. Las resinas coloreadas, son resinas de afinidad de espectro amplio, y han sido
utilizadas previamente en la purificacién de otras glucosiliransferasas {Schmid y Grisebach, 1982;
Latchinian e Ibrahim, 1991). La agarosa-acido glucurdnico, que puede constituir una matriz
afinidad de espectro limitado, también ha sido usada exitosamente en la purificacién de otras GT
(MclIntosh, 1990).

La unién de las proteinas a las resinas de intercambio idnico dependia de Ia
cromatograffa previa, sugiriende la formacién de complejos multiproteicos, de propiedades
diferentes a la protefna buscada y que serian los que interactian con las resinas.

El perfil de elucién en la columna Mono Q muestra ademdas una separacién significativa

entre las Hx-GT y DIBOA-B-glucosidasa (Fig. 9). A través del procedimiento de purificacion se
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Tabla 1. Enriquecimiento de la Hx-GT presente en plantulas de centeno, cultivar
Tetra

Etapa de Act. total Proteina a.e. Rendimiento | Enriquec.
purificac. pkat mg pkat/mg prot % x-veces
Frac.60/30% | 83000 1245 67 100 1

sulf.de am.

DEAE 62433 464 135 75 2
celulosa

Hidroxiapat. | 29917 40 748 36 12

Mono Q 17617 15 1174 21 17
Superdex 75 | 4750 0,54 2375 186 | 35

Los amortiguadores en que se aplicaron las protelnas y las condiciones en que se eluyeron y
monitorearon cada una de las columnas cromatograficas se describen en la seccién métodos 6.la
proteina proveniente del pp. de sulfato de amonio, resuspendida en el amortiguador para DEAE
celulosa se dividid en tres fracciones que se cromalografiaron separadamente por DEAE celulosa. Los
eluidos de cada cromatografia se unieron y las proteinas se dializaron en el amortiguador apropfado
para la cromatografia en hidroxiapatita. El extracto dializado se dividid en 3, y cada fraccidn se
recromatografid por hidroxiapatita . Estos eluidos a su vez, se unieron y el pool se diafizé en el
-amortiguador apropiado para la cromatografia en }iomo Q y en seguida la muestra completa se aplico
en la Mono Q. Las fracciones positivas para Hx-GT se unieron ¥, se concentraron, dializéndolas en
el amortiguador para la cromatografia de exclusion adicionado con PEG al 20% p/v.

Las fracciones proteicas no retenidas por las columnas de intercanbio iénico no presentaron actividad

Hx-GT.
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Fig. 9 Cromatografia por Mono Q {Phammacia) de la fraccifn proteica 30/60% sulfato de
amonio de ¢enteno. Ay, ; —8— Hx-GT ; —o— B-glucosidasa. Las
condiciones de carga y de elucidn de la columna se realizaron segin se describe en
la seccién métodos 6.
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observo que las cromatograffas en Mono Q y Superdex 75 mostraron sélo un pico de actividad
Hx~GT (Figs. 9 y13). La cromatografia de los pp. de los extractos en Mono P y Mono Q también
mostraren sélo un pico de actividad Hx-GT (Fig. 12).

Caracterizacion general de la Hx-GT de centeno.

En las distintas centrifugaciones se observé que toda la actividad total se recupera en
los respectlivos sobrenadantes (Tabla 2) y coincide con la localizacién de la o-manosidasa, que
es una enzima soluble {Boller y Kende, 1979, Bergenstrahle y col., 1992). La enzima eluida desde
Superdex 75 (parcialmente pura) presenta un maximo de actividad a pH 8,5y 41°C (ng.10 y 11).
El isocromatoenfoque con Mono P muestra un pico de actividad que eluye a pH 4,4 (Fig 12) y
la filtracién por Superdex 75 también muestra un sélo pico de actividad, que eluye a un volumen
correspondiente a 43,000 daltons (Fig 13) segtin la calibracion de la columna. Considerando que

se usdé NaCl para la elucién, la protefha no deberia formar parte de un complejo multiproteico.

Caracterizacion cinética de la Hx-GT de centeno.

La enzima proveniente de [a fraccion Superdex 75 tiene méas actividad con DIMBOA
aunque también reconoce DIBOA con la misma facilidad (Tabla 3, Figs.14 y 15). La misma
fraccién no afecté las lactanias, autn cuando los ensayos se realizaron por tiempos mayores y a
distintos pH. La enzima parcialmente pura tampoco reconoce como sustrato la esculetina, una
cumarina comin de plantas, de estructura anéloga a DIMBOA y que se acumula como glucésido
{Ibrahim y Boulay, 1980).

La fraccion 60/30% sulfato de amonio de centeno tampoco contiene una GT capaz de
reconocer al HBOA y al HMBOA como sustratos, tanto bajo las condicicnes rutinarias de ensayo

como al ensayarla a otros pH y tiempos de incubacién mayores.

Actividad Hx-GT en extiractos profeicos provenientes de diversas gramfneas.

Los extractos provenientes de Z.mays, E.canadiensis, T.durum, T.aestivum cv. Millaleu,
y H.lechleri tienen una actividad GT capaz de reconocer a los Hx como sustratos. Sin embargo,
los extractos provenientes de H.vulgare, A saliva y A.fatua , que son gramineas que no sintetizan
Hx, no contienen actividad Hx-GT, atin después de agregar castanospermina e incubarlos por
fiempos mayores descarténdo la posibilidad de hidrolizacién de los glucésidos por la presencia
de B-glucosidasas en [os extractos. Estos mismos extractos hidrolizaban pNP-Glc, indicando que
ellos contenfan enzimas activas. Todos estos resultados indican que la Hx-GT presente en las
gramineas que sintetizan Hx perfenece a la ruta de los Hy, puesto que ella estd ausente en las

gramineas qus
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Fig. 10. Variacién de la actividad especifica de la Hx-GT de centeno con el pH. 2,5ug de la fraccion ;
Superdex 75 se ensayaron con DIBOA por 15 min a 37°C segun se describe en la seccidn métodos
3 en 50 mM Trs-HCl pHs 7, 7,5; 8,85y 9.
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Fig. 11. Variacién de la actividad de la Hx-GT de centeno con la temperatura. 50ug de la fraccion
60/30% sulfato de amonio se ensayaron con DIBOA por 30 min. segln se describe en la seccion
métodos 3, a diversas temperaturas.
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Tabla 2. Solubilidad de la Hx-GT de extractos proteicos de hojas de 6 dias de
plantulas de cenfeno, cultivar Tetra.

Fraccion Actividad totalfraccion

(nkat)

Hx-GT o-manosidasa
Sobrenadante 1.200 xg 2,06 117
Sobrenadante 13.000 xg 257 11,8
Sobrenadante 130.000 2,53 7,93
xg
Pella 13.000 xg 0,11 0,083
Pella 130.000 xg _ 0,038 0,034

Los protocolos de sraccionamiento se describen en la seccion métodos 5. Hx-GT:
Cerca de 200 g de proteina proveniente de cada sobrenadante y 400 pg de proteina
proveniente de las pellas respectivas se incubaron con DIBOA por 120 min en las
condiciones de ensayo descritas previamente. a-manosidasa: Cerca de 30 pg de
proteina proveniente de cada sobrenadante y 400 |ig de cada pelia se incubaron por
70 min segiin se describe en la seccion métodos 5.
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Fig. 12. Isocromatoenfoque de la Hx-GT de centeno en la columna Mono P de 20mg de protelna
provenientes del fraccionamiento por Mono Q. Las condiciones de aplicacién y elucién de la muestra
se realizaron segiin se describe la seccién métodos 6. Este mismo anélisis se repitié al meno 4 veces,
tanto con alicuotas de proteinas enriquecidas como con proteinas del extracto original.

— Ay} — HX-GT ; ~e—a— pH
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Fig. 13. Filtracién en Superdex 75 de la Hx-GT presente en la fraccién proteica proveniente de la
cromatografia en Mono Q. 2 mg de proteina se aplicaron y eluyeron segtin se describe en la seccion
métodos 6. El grafico del recuadro indica el peso molecular y el volumen de elucion de las proteinas
de referencia: BSA (67.000), ovalbtmina (43.000) y ribonucleasa A (13.700). ~-- A,
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Tabla 3. Caracteristicas cinéticas de la Hx-GT presente de plantulas de centeno,
cultivar Tetra.

Sustrato K app (M) V . (Pkat)
DIBOA {(a) 73 8,2
DIMBOA (a} 65 15,6
HMBOA (b} n.d. n.d.
HBOA (b) nd. n.d.
Esculetina (c) n.d. n.d.

n.d. : actividad no detectada (menor de 0,2 pkat)

a: 5ug de la fraccion Superdex 75 se ensayaron con las respectivas
benzoxazinonas segin se describe en la seccién meétodos 7.

b: 5ug de la fraccién Superdex 75 o 600ug de la fraccién 60/30% sulfato de
amonio, se ensayaron hasta 70 min, a pH 6,5; 7,5 y 8,5, segln se describe en
la seccion meétodos 7.

c: 2,25 pg de la fraccién Superdex 75 o 600pg de la fraccidén 60/30% sulfato de
amonio se ensayaron 40 min bajo las condiciones de ensayo para la Hx-GT, segin
se describe en la seccién métodos 7.
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Fig. 14. Grafico de Eadie-Hofstee para la determinacion de la K, para DIMBOA de la Hx-GT de
centeno. Las determinaciones se realizaron con 2,5ug proteina proveniente de la fraccién Superdex
75, Hx en un rango de 0,0625 a 0,25mM y UDPG 1mM, determinando las distintas curvas de velocidad
para cada concentracién de sustrato bajo las condiciones descritas en la seccién métodos 3.Las
desviaciones estandar corresponden a 3 determinaciones independientes.
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Fig. 15. Gréafico de Eadie-Hofstee para la determinacion de la K, para DIBOA de la Hx-GT de centeno.
Las determinaciones se realizaron, por triplicado, con 2,5pg proteina proveniente de la fraccion
Superdex 75, Hx en un rango de 0,0625 a 0,5mM y UDPG 1mM, determinando las distintas curvas de
velocidad para cada concentracién de sustrato bajo las condiciones descritas en Ja seccion métodos

3.




41

no los sintetizan.

El extracto proteico de H. Lechleri, al cual se determiné K, ., ¥ Vi, para la Hx-GT con
ambos Hx en presencia de castanospermina, presenté mayor Vmax y afinidad por DIMBOA (Figs
16 y 17 y Tabla 4). El extracto de centeno presenté valores mayores con respecto a ambos Hx
(Figs. 18 y 19, Tablas 3 y 4) en comparacién con aquellos obtenidos con la enzima
semipurificada.

Los extractos provenientes de Z.mays y T.durum no presentaron actividad GT con las
lactamas HBOA y HMBOA.

Variacién del contenido de Hx en cenfenio, cambijo en la actividad de la Hx-GT en el tiempo y

localizacion tisular de Ia Hx-GT de centeno.

Los Hx se encontraron tanto en hojas como en rafces. En ambos tejidos incrementa y
disminuye a [o largo del tiempo de forma no bien definida. La enzima Hx-GT se expresé tanto
en hojas como en ralces y la actividad total también incrementa y disminuye lo largo del desarrollo
de [a plantula de forma indefinida. Loa patrones de variacion del contenido de Hx y actividad total
de la Hx-GT no se correlacionan. La actividad en las hojas es mayor que en las raices, y en hojas
pareciera incrementar a los tiempos mas tardios. La variacién de [a expresion de la actividad Hx-
GT en hojas y raices en el tiempo pareciera seguir patrones similares (Fig 20).

La Hx-GT se encuentra a lo largo de foda la hoja y la actividad incrementa ligeramente
en el extremo basal. Esta distribucion de la actividad no varia significativamente con el
crecimiento de la plantula (Tabla 5), aunque la actividad es claramente mayor a los 12 dias. En
raices pareciera expresarse mas homogéneamente que en la hoja y los niveles de expresion

tienden a disminuir con el crecimiento (Tabla 5).
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Hofstee para la determinacion de la K, para DIBOA de la Hx-GT de H.
lizaron con 100pg proteina proveniente de la fraccién 60/30%
sulfato de amonio, Hx en un rango de 0,0625 a 0,imM y UDPG 1mM, determinando las distintas
curvas de velocidad para cada concentracién de sustrato bajo las condiciones descritas en la seccidn
métodos 3. Las desviaciones estandar corresponden a 3 determinaciones independientes.

Fig. 16. Gréfico de Eadie
lechleri. Las deferminaciones se rea
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Fig. 17. Grafico de Eadie-Hofstee para la determinacién de la K, para DIMBOA de la Hx-GT de H.
lechleri. Las determinaciones se realizaron con 100ug proteina proveniente de la fraccion 60/30%
sulfato de amonio, Hx en un rango de 0,0625 a 0,1mM y UDPG 1mM, determinando las distintas
curvas de velocidad para cada concentracion de sustrato bajo las condiciones descritas en la seccion
métodos 3. Las desviaciones estandar corresponden a 3 determinaciones independientes.
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Fig. 18. Grafico de Eadie-Hofstee para la determinacion de la K_ para DIBOA de la Hx-GT de centeno
Tetra Las determinaciones se realizaron con 100pg proteina proveniente de la fraccién 60/30% sulfato
de amonio, Hx en un rango de 0,0625 a 0,1mM y UDPG 1mM, determinando las disfintas curvas de
velocidad para cada concentracion de sustrato bajo las condiciones descritas en la seccion métodos
3. Las desviaciones estandar corresponden a 3 determinaciones independientes.
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Fig. 19. Grafico de Eadie-Hofstee para la determinacion de la K, para DIMBOA de la Hx-GT de centeno
Tetra Las determinaciones se realizaron con 100ug proteina proveniente de la fraccion 60/30% sulfato
de amonio, Hx en un rango de 0,0625 a 0,imM y UDPG 1mM, determinando las distintas curvas de
velocidad para cada concentracién de sustrato bajo las condiciones descritas en la seccién métodos
3. Las desviaciones esténdar corresponden a 3 determinaciones independientes.




Tabla 4. Propiedades cinéticas aparentes de las Hx-GT presentes en los
extractos proteicos provenientes de diversas gramineas.

Graminea Hx V... (pkat) Koap  (HM)

dominante .

DIBOA DIMBOA | DIBOA DIMBOA

S.cereale cv. Tetra | DIBOA 7,2 12 233 221
Baer
H.lechleri H 1310 DIBOA- | 2.2 3,3 264 90
H.vulgare cv. Libra n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
A.sativa cv. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Nahuén

n.d. = no detectable (menor de 0,2 pkat). Las condiciones de obtencién de
cada una de las fracciones proteicas 60/30% sulfato de amonio se
describen en la seccién métodos 7. Los ensayos enzimaticos se realizaron
con 100pg de cada uno de los extractos, determinando las distintas curvas
de velocidad para cada sustrato (DIBOA y DIMBOA) en un rango de 0,0625
a 1mM en presencia de 1mM UDPG y las condiciones de ensayo para Hx-
GT descritas previamente.

46
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Tabla 5. Actividad total (pkat.) de la DIBOA-GT de extractos de centeno,
cultivar Tetra, provenientes de de radiculas de diversos tamariios y
diversas porciones de la hoja bandera.

Edad Hoja (region) Radicula

bias 1 2 3 1 2 3

6 273 (68) | 167 (43) 614 85(11) 78(1) 97 (8)
(166)

12 802(160) 720(18) | 846 (43) 40 (1) | 20005 | 24(1)

16 509(12) | 301 (12) | 442(12) | 45(9) 45(9) | 341

Los valores en paréntesis indican las desviaciones estandar de 3 determinaciones
independientes.
Hoja, regién: 1 = apical, 2 = media, 3= basal.
Radicula: 1 = corta, 2 = media, 3 = larga.

£1 prctocolo de obtencién de los extractos proteicos se describe en la seccion
métodos 4. 100pug de proteina proveniente de cada extracto se ensayo con DIBOA

segun se describe en la seccién métodos 3.
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Discusién

El conacimiento de la biosintesis de un metabolito comprende la identificacion y |
caracterizacién de las enzimas que participan en la ruta. Para los metabolitos secundatios de
plantas este problema es complejo debido a que cada uno de ellos no representa un porcentaje
significativo de los productos de una planta, los niveles de enzimas relacionadas son bajos y la
obtencion de plantas mutantes que carezcan del metabolitc en estudio es diffcil (Zenk, 1991). Las
rutas biogenéticas generalmente se proponen a traves del [aborioso estudio de alimentacién de
plantulas con precursores marcados y [a posterior identificacion o determinacion de la estructura
y la marcacion especifica de los intermediarios. Estos estudios pueden arrojar resultados
negativos debido a que generalmente es dificil llegar con el precursor al sitio de biosintesis, el
intermediario putativo puede no estar relacionado con la biosintesis del metabolito de Interés, el
intermediario putativo puede ser transformado més eficientemente por otra ruta, o las plantas en
estudio pueden no estar formando el metabolito cuando se realizan los experimentos (Herbert,
1989). La identificacion de actividades enzimaticas putativas, en general, se ha realizado en
extractos proteicos cuya obtencidn se dificulta por la gran cantidad de productos fenélicos que las
plantas sintetizan y que se asocian a las proteinas. La introduccién de cultivos celulares ha
permitido establecer de una manera mas concluyente las rutas biosintéticas de algunos de los
metabolitos secundarios y clonar algunos de los genes que participan en ellas (Zenk, 1981), pero
estos casos son la excepcidon mas que la norma, y su utilidad potencial depende de que los
cultivos efectivamente sinteticen el metabolito deseado. En el caso de las GT de plantas, pese
a tener una gran participacién en las rutas biosintéticas de metabolitos secundarios y existir gran
cantidad de antecedentes bibliograficos, ellos provienen de estudios realizados en extractos
proteicos y, no se ha determinado la estructura primaria de ninguna de ellas. Sélo es posible
contar con la secuencia aminoacidica de una GT relacionada a la ruta de los flavonoides,
deducida desde un cABN, gque a su vez se aisld por inactivacién del gen por un transposén (
Ralston y col., 1888, Walbot, 1592).

En este trabajo se planted estudiar, en extractos proteicos provenientes principalmente
de plantulas de centeno la participacion de la Hx-GT en la formacidon de Hx-Glc, en especial

determinar si la glucosilacion es previa o posterior a [a formacion de los Hx en la ruta biosintética.
Determinacién del nimero de Hx-GT en centeno.

La metodolgfa usualmente empleada para determinar el niimero de isoenzimas en un

organismo es la cromatograffa, ya que se ha observado que ciertas resinas son capaces de

N
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separarlas (Bailey y Larson, 1988). Una combinacién de métodos cromatograficos que utilicen
diversos principios de interaccién (intercambio i6nico, afinidad, filtracién en gel) puede conducir
a la purificacion de la{s) protefna(s) deseada(s), permitiendo la caracterizacion cinética de ella(s).
La Hx-GT de centeno pareciera ser (inica puesto que las cromatografias de intercambio idnico
(Mono P y Mono Q) y de filtracion en gel (Superdex 75) mostraron sélo un pico de actividad Hx-
GT. Esto ademas, podria indicar la presencia de sélo una ruta que biosintetiza al DIBOA-Glc en

centeno.
Determinacién de la efapa de glucosilacion.

Como se discutié previamente, no es posible decir si en la planta la glucosilacion es
previa o posterior a la formacién de los Hx, y tampoco se puede descartar la presencia en Ia
planta de otras GT que reconozcan como sustrato tanto los Hx como sus precursores, y que
expliquen la presencia del HBOA-GIc, HUBOA-Glc y el 7-OH-HBOA-Glc en maiz. Los resultados
de este trabajo indican que en centeno existe solo una glucosiltransferasa que reconoce ambos
Hx. Por lo tanto, se podrian postular las alternativas: a) que sea de afinidad mayor por el Hx
respecto de la lactama, si es cierto que la la glucosilacién ocurre luego que el Hx se ha formado;
b) que presente afinidad comparable por los Hx y las lactamas, si la glucosilacién es previa a la
formacion de los Hx; c) en la planta se encuentren otras GT, no relacionadas directamente con
los Hx, que reconozcan las lactamas como sustrato. Por lo tanto, se estudié la etapa de
glucosilacién en la ruta de centeno ensayando la Hx-GT parcialmente purificada y el extracto
60/30% sulfato de amonio, con las lactamas y los Hx. La etapa de glucosilacién en la ruta de
maiz y trigo se estudié ensayando los extractos 60/30% sulfato de amonio con las respectivas
lactamas y Hx.

En centeno, la enzima parcialmente pura sélo reconoce los Hx como sustratos, y en el
extracto 60/30% sulfato de amonio tampoco se observa actividad GT con las lactamas, pese a
haber ensayado los sustratos a diversos pH y tiempos de incubacion. Las fracciones 60/30%
sulfato de amonio provenientes de mafz y trigo tampoco contenfan una actividad GT capaz de
reconocer a las lactamas como sustrato pese a haber hecho los ensayos a diversos pH y tiempos
de incubacion. Estos resultados indican a ia glucosilacién como paso posterior a la formacién de
los Hx en todas las gramineas estudiadas.

La glucosilacién como paso final de Ja ruta biosintética es un fenémeno generalizado en
la biosintesis de los metabolitos secundarios (Stapleton y col., 1991; Quatrocchio y col., 1993,
Mclntosh y Mansell, 1990; Bechthold y col., 1991; Hédsel y Schiel, 1984) relacionado

probablemente con los hechos de que el almacenamiento en la vacuola requiere de
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caracteristicas hidrofilicas, y que frecuenfemente la glucosilacién baja [a reactividad de los
metabolitos, permitiéndole a ia planta almacenarlos sin dafiarse a si misma (Mgller y Conn, 1979;
Niemeyer, 1988; Koch y col., 1992). Poar ofra parte, se ha descrito que en callos de maiz se
encuentra MBOA en mayor cantidad que DIMBOA pese a que la Hx-GT se expresa (Bailey y
Larson, 1988), y que no se detectan los glucdsidos de Hx y actividad B-glucosidésica en callos
y tefido meristematico de trigo (2dfiiga y Massardo, 1991), indicande que en estos tejidos la
formacion del Hx ocurre de forma independiente de la participacién de la Hx-GT, apoyando laidea

de una glucosilacion terminal.

Especificidad de las Hx-GT de gramineas y su participacion en la ruta.

La Hx-GT de centeno no reconoce la esctletina como sustrato, que sumado a que no
reconocen a las lactamas como sustrato, las sefiala como especificas para los Hx. Las gramineas
que no contienen Hx tampoco expresan una actividad glucosiltransferasica que reconozca los
Hx como sustratos. Esto indica que la Hx-GT descrita efectivamente pertenece a la ruta de los
Hx.

Pese a que generalmente las glucosiltransferasas tienen un rango de especificidad
variable, pero generalmente relacionada con una familia de moléculas, se han descrito algunas
que, al igual que la Hx-GT, son especificas para el sustrato que reconocen, como la o-
dihidroxicumarin-GT, ¥ la GT del anillo B de flavonoides (Ibrahim y Boulay, 1980; Bajaj y cal.,
1983). Por otra parte, también se observd que pese a que la Hx-GT semi purificada es capaz de
reconocer a ambos Hx con la misma facilidad, tiene mayor actividad con DIMBOA, sugiriendo
al grupo metoxilo como relevante para la actividad de la enzima. Probablemente el grupo metoxilo
del carbono 7 orienta al susfrato de forma éptima en el sitio activo de la enzima, que requiere
estrictamente del grupo N-OH para su actividad.

Un estudio de las caracterfsticas generales de la enzima de centeno que nos indigue su
grado de homologia con otras GTs descritas en la literatura, junto con un estudio de la correlacién
entre los patrones de expresiéon enzimatica y de acumulacion de su producto en el tiempo, puede
arrojar alguna evidencia que indique(n) si esta enzima se relaciona o0 no con los procesos que
regulan la actividad de la ruta. La Hx-GT de centeno presentd caracteristicas similares al resto
de las GT descritas en plantas. No se observaron correlaciones entre los patrones de acumulacion
de Hx, en el tiempo y en las diversas regiones de las plantulas, y el patrén equivalente de
actividad Hx-GT. El patrén de la variacién de la actividad de la Hx-GT en el tiempo, tanto en

hojas como en ralces, no presenta tendencias claras, encontrandose expresién de la enzima

durante todo el periodo estudiadoe y en toda la planta. Su actividad es homogénea tanto en las
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hojas como en las radiculas y la variacion de la actividad en el tiempo no se cofrelaciona con
el de acumulacion de Hx. Estos resultados inducen a pensar que la Hx-GT se diferencia de otras
GT en que su expresién no esta restringida a ciertos periodos del desarrollo, o a ciertos tejidos
de la planta, sino que tendria una expresion constitutiva y ubicua en la planta. Los patrones de
variacién de la actividad de la enzima en el tiempo, son similares en hojas y raices sugiriendo que
la enzima se expresa en ambos tejidos y que la glucosilacién, si es que no la biosintesis
completa, se [leva a cabo en ambos tejidos. Estos resultados, apuntan a que la Hx-GT de centeno

no esta involucrada en la regulacién de !a formacién de DIBOA-GIlc en centeno.

Caracterfsticas cinéficas de las Hx-GT de diversas gramineas

En maiz, y coma se'dijo previamente, se encontraron dos GT capaces de reconocer el
DIMBOA como sustrato, una de ellas con una afinidad menor por DIBOA, Si cada especie de
graminea hubiera desarrollade una ruta para la biosintesis de los Hx en forma independiente, se
podria esperar que en cada especie una Hx-GT especifica para el Hx preponderante en la planta:
la HXx-GT de centeno deberla tener mayor afinidad por DIBOA, las Hx-GT presentes en trigos
mayor afinidad por DIMBOA, v las de H.lechleri, una graminea silvestre que acumula DIBOA,
mayor afinidad por DIBOA. Sin embargo, todas las Hx-GT estudiadas presentaron afinidades

similares por ambos Hx.

Crden putativo para los pasos finales de la ruta biosintéfica,

En relacién al orden en que ocurren las reacciones durante las etapas finales de la ruta
biosintética, se abservé que los extractos de trigo y mafz tampoco mostraron actividad GT con
las lactamas, a diversos pH y luego de incubaciones prolongadas, indicando que en todas las
gramineas estudiadas la glucosilacién es el paso terminal de la ruta biosintética. Kumar y col.
(1993) describen la acumulacién de 7-OH-DIBOA en un mutante de malz que no produce
DIMBOA, vy la cinética de acumulacién del DIBOA y el DIMBOA en semillas germinadas y callos
de trigo apuntan hacia la interconversion DIBOA—DIMBOA (Copaja, 8.V., comunicacion personal,
Zufiiga y col., 1990). Ello sugiere que el orden de las reacciones para la formacién del DIMBOA-
Glc en maiz serla el siguiente: hidroxilacién de! carbono 2 del 2ZH-HBOA seguidad de la N-
hidroxilacién del HBOA, metoxilacién (hidroxilacién mas metilacién) del carbono 7 del DIBOA y
glucosilacién del DIMBOA (Fig.23).

Metabolizacion de los Hx.
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La ruta biosintética originalmente propuesta para maiz (Fig. 2, Introduccién), predecia la
existencia de 7-OH-HBOA-Glc, HBOA-Glc y HMBOA-Glc como intermediarios de la biosintesis.
Sin embargo, las pruebas aportadas por este trabajo indican que ninguno de los intermediarios
de la biosintesis en centeno y maiz es glucosilado.

En general se ha obsefvado que los metabolitos secundarios son estructuras dinamicas
gue sufren cambios constantes en su estructura. Pueden ser sintetizados y luego degradados a
metabolitos primarios; ser estables durante ciertos periodos del desarrollo o, ser estables en el
tiempo y metabdlicamente inertes (Barz y Kdster, 1981; Luckner, 1890). L.a degradacién de los
Hx no ha sido estudiada. Hasta el momento sélo se ha descrito una f-glucosidasa que reconoce
sus glucésidos como sustrato, y Cuevas y col. (1981) han propuesto que es la primera reaccion
en la degradacién de los Hx. Sin embargo, este orden de eventos, glucosilacién seguida por
desglucosilacion, no pareciera ser universal, Es asl como en la formacién de acido vanillico en
cultivos celulares de Vanilla plfanifolia la desmetoxilacion de 4-metoxicinamato ocurre luego de la
glucosilacion del grupo carboxilo (Funk y Brodelius, 1920). De [a misma manera, es faclible que
el proceso degradativo de los Hx incluya a los productos glucosilados. Por otra parte, se ha
postulado que los Hx son vacuolizados para su almacenaje (Niemeyer, 1988), indicando que los
procesos degradativos deberfan ocurrir en un medio hidrofilico, requiriendo entonces de
metabolitos glucosilados para su procesamiento. Desde este contexto, se podrla especular que
las lactamas glucosiladas como el 7-OH-HBOA-GIc son intermediarios de la ruta degradativa de
los Hx (Fig. 21), explicando asl su presencia an la planta a bajas concentraciones. Al respecto,
cabe hacer notar que Tipton y col. (1973) encontraron que, en malz in vivo, el DIMBOA-GIc da
origen al HVIBOA-Glc, con relativa facilidad. La hidrélisis del glucésido por parte de las j-
glucosidasas serfa entonces el resultado de un proceso ajeno al de la degradacién de los Hx, mas
bien relacionado con los eventos desencadenados por el rompimienio del tejido, proceso que se
ha conservado en el tiempo puesto que la desglucosilacién hace mas reactivos a los Hx,
realzando su actividad protectora (Niemeyer, 1988).

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo indican que en el centeno, maiz y
trigo la glucosilacion es el paso final de la ruta de los Hx, la enzima es especifica para los acidos
hidroxamicos y pertenece a su ruta biosintética. Ellos también sugieren que la Hx-GT no juega
roles regulatorios en la expresion de la ruta, es de expresion ubicua, constitutiva y simultanea en

hojas y raices,

O
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