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RESUMEN

Las giberelinas (GAs) son fitohormonas diterpénicas que participan en diversas
etapas del crecimiento y desarrollo de las plantas. Ademas de ser producidas por los
sistemas vegetales, son sintetizadas como metabolitos secundarios por algunos hongos y
rizobacterias. Particularmente el simbionte de la soya Bradyrhizobium japonicum
;ontiene un operén de 8 genes que codifican para enzimas de la biosintesis d:e GAs, los
que se expresan en las condiciones de microaerobiosis presentes en los nédulos radiculares
de las plantas de soya. Los genes incluyen tres genes de monooxigenasas P450, un gen
homélogo a deshidrogenasas/reductasas de cadena corta, un gen de ferredoxina, dos genes
de diterpeno ciclasas y un gen de prenil transferasa. Aunque recientemente se demostr6
en nuestro grupo de investigacién que los bacteroides de B. japonicum presentan una alta
actividad de oxidasas de GAs, no se conocen las funciones cataliticas asociadas a cada
uno de los genes del operén. En esta Tesis se investigaron las funciones cataliticas
asociadas a dos de los genes de monooxigenasas del operén de B. japonicum asi como al
gen de deshidrogenasa/reductasa. Mediante la utilizacién de mutantes bloqueadas en
genes individuales se identificaron en bacteroides de las mutantes las reacciones de la
biosintesis de GAs ausentes, que corresponderfan a las catalizadas por Ja enzima
bloqueada. Se administrd, a una suspension de bacteroides, precursores de GAs marcados
con C y los productos generados se aislaron e identificaron mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas.

Una de las mutantes en genes de monooxigenasas metaboliz6 efectivamente al

4cido ent-"*C-kaurenoico y no metabolizé al precursor mas oxidado GA 2. Los productos




obtenidos a partir del 4cido ent-'*C-kaurenoico fueron diferentes de los de la cepa
silvestre. La segunda mutante no metabolizé al 4cido ent-'*C-kaurenoico pero convirtié
efectivamente a precursores que poseen el esqueleto del enf-giberelano para dar los
productos mds oxidados *C-GAis y/o C-GAss Finalmente se encontré que la mutante
en el gen de la deshidrogenasa metabolizé precursores kaurenoides aunque con baja
eficiencia. Los resultados sugieren que tanto la C20 oxidasa de GAs como la ent-
kaurenoico oxidasa de B. japonicum son monooxigenasas P450. La deshidrogenasa del
operdn catalizarfa algunas de las reacciones de oxidacion de la secuencia biosintética.
Las actividades de ent-kaurenoico oxidasa y C20 oxidasa de (GAs se encontraron
también en bacteroides de Rhizobium phaseoli, Rhizobium etli, Rhizobium tropici y
Sinorhizobium meliloti. Tanto los productos finales como la naturaleza de las enzimas de
la biosintesis de GAs de B. japonicum difieren de las que presentan plantas y hongos.
Todas las especies de Rhizobium estudiadas sintetizan GAo como producto final a

diferencia de los sistemas vegetales que sintetizan GA1 y/o GA4.
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SUMMARY

Gibberellins (GAs) are diterpene phytohormones that participate in different stages
of pIant‘( growth and development. Besides plants, they are produced as secondary
metabolites by some fungi and rhizobacteria. Particularly the soybean symbiont
Bradyrhizobz‘z;m Jjaponicum contains an operon of 8 genes that encodes for the enzymes
of GA biosynthesis which are expressed under the microaerobic conditions present in root
nodules of soybean plants. These genes include three P450 monooxygenase genes, a gene
with homology to short chain dehydrogenase/reductase genes, a ferredoxin gene, two
diterpene cyclase genes and a prenyl transferase gene. Recently our research group
showed that B. japonicum bacteroids present a high GA oxidase activity. However, the
catalytic functions associated to each gene of the operon are unknown. In this work the
catalytic functions of the enzymes encoded by two of the monooxygenase genes were
investigated as well as those of the dehydrogenase/reductase gene. Utilizing knock-out
mutants in specific single genes the reactions of GA biosynthesis that are absent were
identified in bacteroids of each of the mutants. These would cotrespond to the reactions
catalyzed by the blocked enzyme. 14C-labelled GA precursors were added to a bacteroids
suspension and the generated products were isolated and identified by gas
chromatography-mass spectrometry.

One of the mutants efficiently metabolized ens-"“C-kaurenoic acid but it did not
metabolize added *C-GA 12, a more oxidized precursor. The products obtained from en:-

14 -kaurenoic acid were different to those formed by the wild type B. japonicum strain.
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The second mutant did not metabolize ernz-**C-kaurenoic acid but converted efficiently
several GA precursors into the oxidized products *C-GAis and/or "*C-GAas. Finally, the
mutant blocked in the dehydrogenase gene metabolized ent-kaurenoid precursors although
with a low efficiency. The results suggest that GA C20 oxidase as well as ent-kaurenoic
acid oxidase are P450 monooxygenases. The dehydrogenase encoded in the GA gene
operon would catalyze some of the oxidative reactions of GA biosynthesis.
ent-Kaurenoic acid oxidase as well as C20 oxidase activities were also found in
Rhizobium phaseoli, Rhizobium etli, Rhizobium tropici and Sinorhizobium meliloti
bacteroids. Final products as well as enzymes of GA biosynthesis in B. japonicum differ
from those in plants or fungi. All Rhizobium species analyzed in this work synthesize GAg

as final product in contrast to plant systems that synthesize GA1 and/or GAs.
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1. INTRODUCCION

Las giberelinas (GAs) son fitohormonas diterpénicas tetraciclicas
involucradas en diversos procesos relacionados con el crecimiento y desarrollo de las
plantas superiores (MacMiilan, 1997) como la germinacién de semillas, la elongacién de
tallos, la induccién de la floracién y el crecimiento de flores y frutos (Hedden, 1999;
Sponsel, 2003). Algunos hongos y bacterias tambié; producen giberelinas como
metabolitos secundarios y aunque su funcién es menos conocida estos metabolitos tienen
interds biotecnolégico (MacMillan, 2002). Hasta la fecha se han identificado mds de 130
GAs de las cuales solo GAi, GAs, GAs y GA7 son activas como fitohormonas
(MacMillan, 2002; Bomke y Tudzynski, 2009). Las GAs se denominan mediante la sigla
GA seguida de un subindice que indica su orden de identificacién. De acuerdo a su
estructura se pueden agrupar en GAs de 20 carbonos (C20, precursores de las GAs de 19
carbonos) v GAs de 19 carbonos (C19, GAs bioactivas) (Fig. 1). Las caracteristicas

estructurales esenciales para la actividad biolégica son una funcién 19, 10-ylactona, un

grupo carboxilato en C7 y una hidroxilacion en C3.




R=H  GA, R=H  GA,
R=0H GA, R=OH GA,

Fig. 1. Estructura de GAs C20 y C19. A. Esqueleto tetraciclico del ent-giberelano (20
carbonos) y orden de numeracion de los carbonos. B. Estructura de las GAs bioactivas de
19 carbonos.

Desde que el 4cido giberélico (GA3) fue aislado y caracterizado a partir del medio
de cultivo de Fusarium fujikuroi (Curtis y Cross, 1954), se demostré su efecto regulador
del crecimiento en aplicaciones externas sobre distintas especies vegetales como ftrigo,
tomate y cereales (Groot ef al., 1987; Phinney, 1983; Graebe, 1987). Actualmente se
utiliza en procesos agricolas no sélo GAj3 sino que también otras GAs como GA4, GA7y
GA las que actiian regulando el crecimiento y desarrollo vegetal. El modo de accién de
las GAs involucra diferentes procesos como la promocion de la elongacion celular al
incrementar la plasticidad de la pared y el aumento del contenido de glucosa y fructosa,
provocando el ingreso de agua a la célula lo que produce su expansion (Adams et al,
1975; Ozga et al, 2002). Ademas, las GAs inducen la disposicion transversal de los
microtibulos en los frutos de vid y manzano lo que explica su efecto sobre la forma de los
frutos (Wenzel ef al., 2000). El 4cido giberélico y otras GAs extraidas desde el medio de

cultivo del hongo se encuentran disponibles comercialmente y se aplican a diversos




cultivos para promover el crecimiento de tallos, el desarrollo de frutos, la floracion y/o la
germinaci6n (Tabla 1). En paises productores de uva de mesa sin semilla, como nuestro
pais, el dcido giberélico (GA3) se aplica a los parronales para inducir el crecimiento de las
bayas (Ben-Tal, 1990; Pérez et al., 2000). E1 GA3 ex6geno suple el efecto de las GAs

endégenas sintetizadas por las semillas y hace posible la comercializacién de las

variedades de uva sin semilla.

"

Tabla 1. Giberelinas y suas aplicaciones en Ia agricultura y la horticulfura.

Giberelina aplicada Cultivo Efecto
Alcachofa Agrandamienfo y ‘alar.gam‘i_ento_ del escapo
floral
Perejil Aumento del crecimiento en épocas de frio
principalmente
GAs Citricos Retarda la senescencia de-los frutos
Vid Alargar los péndulos florales para evitar
enfermedades flingicas, obtener bayas de
mayor tamafio sin semillas
Cafia de aziicar Aumentar rendimiento en sacarosa’
Papas Romper latencia en tubérculos ly la dormancia
en las semillas
Semillas de cebada | Aumento de la hidrélisis del almidén en. el
proceso de malteado '
GAJ/GA; Manzano Aumento del tamaiio y la calidad de la fruta 7
Camelias y azaleas | Induccidn de la floracién
GA7/GA4 " Coniferas Tncremento cieh la iaroduccirénr dé “semillas
induciendo la floracién precoz




La biosintesis de GAs se ha descrito en detalle tanto en plantas superiores como
en hongos (Bomke y Tudzynski, 2009; Tudzynski, 2005; Hedden ez al., 2002). Se inicia
con el precursor de cadena abierta geranil geranil difosfato (GGPP) que se forma en la via
isoprenoide (MacMillan, 1997). La ciclacion de GGPP genera el primer intermediario

especifico de la via, el hidrocarburo ent-kaureno (Fig.2).

ent-kaureno

acido ent-kaurenoico

acido ent-7a-hidroxi-kaurenoico

Fig. 2. Reacciones y enzimas de Ia biosintesis de GAs en plantas (en verde) y hongos (en
rosado). Hasta el GAy; aldehido las reacciones son comunes y luego difieren para dar los
mismos productos finales, GA; y GAs (Hedden ef al., 2002).




En plantas superiores, la biosintesis comprende 15 reacciones y 7 enzimas (Hedden
y Kamiya, 1997; Hedden y Proebstig, 1999) (Fig.2): dos ciclasas, ent-copalil difosfato
sintasa (CPS) y ent-kaureno sintasa (KS), dos monooxigenasas asociadas al citocromo
P450, ent-kaureno oxidasa (KO) y ent-kaurenoico oxidasa (KAO) y tres dioxigenasas
dependientes de 2-oxoglutarato (2-OG), C20 oxidasa (200x), 3p-hidroxilasa (30x) y 13-
hidroxilasa (130x). Las ciclasas CPS y KS generan ent-kaureno a partir de GGPP y
posteriormente, éste se oxida hasta acido ent-kaurenoico, reaccién catalizada por KO. El
4cido ent-kaurenoico es convertido en GA 2 por una secuencia de reacciones de oxidacion
sobre C7, C6 y C3 via 4cido ent-7a-hidroxi kaurenoico y GA12 aldehido. Las siguientes
reacciones son catalizadas por dioxigenasas dependientes de 2-OG: hidroxilacion en C13
del GA 2 que genera el intermediario GAs3 y posterior oxidacion del grupo metilo en C20
hasta CO; formandose GAzp que contiene la funcién 19, y10 lactona (Fig. 3). La C20
oxidasa también oxida al precursor no hidroxilado GA 2 para dar la 19, y10 lactona GAo,
aunque esta via es minoritaria con respecto a la 13-hidroxilada. Finalmente la 3ox
introduce un hidroxilo en C3 y una insaturacion en 1,2 para dar los productos finales GA;

y/o GA3 activos como fitohormonas (Fig. 2).

GAqg

Fig. 3. Reacciones de oxidacion de C20 en plantas, catalizada por la 20 oxidasa.




En el hongo F. fujikuroi, patogeno del arroz, se ha demostrade que las reacciones
de la biosintesis de GAs son similares a las de plantas superiores, aunque las enzimas
difieren ya que la mayoria son monooxigenasas unidas a la membrana del reticulo
endopldsmico. La tinica excepcion es la desaturasa que es una dioxigenasa soluble
dependiente de 2-oxoglutarato (Battacharya et al., 2012). Ademds, la ent-kaureno sintasa
(CPS/KS) en este organismo es una enzima bifuncional y la ens-kaurenoico oxidasa
(KAO) presenta actividad de 3B-hidroxilasa ademésd de C7 oxidasa (Rojas et al., 2001).
En cuanto a las reacciones quimicas, la principal diferencia es el nivel al que ocurren las
dos reacciones de hidroxilacién: la hidroxilacién en C3 ocurre en una etapa temprana, a
nivel de GAi2 aldehido, en tanto que la hidroxilacién en CI13 ocurre sobre las GAs
lacténicas C19 al final de la secuencia (Hedden ef al., 2002; Bosmke y Tudzynski, 2009).

A diferencia de los sistemas vegetales y flingicos, la informacién acerca de la
biosintesis de GAs en bacterias es escasa (Bottini ef al., 2004). Se ha reportado en cultivos
liquidos de algunas bacterias como Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum
(Janzen et al., 1992; Bottini et al., 1989), Acetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
seropedicae (Bastian et al., 1998) y Bacillus sp. (Gutiérrez-Mafiero ef al, 2001) sin
embargo las cantidades encontradas son muy reducidas, del orden de 100 pg/L y ademés
no se ha demostrado en estos sistemas actividad de oxidasas de GAs. Estas bacterias
promueven el crecimiento vegetal facilitando la adquisicién de nutrientes como el ion
amonio generado a partir de la fijacion del N2 atmosférico (Lodwig y Poole, 2003) y
ademds podrian sintetizar fitohormonas entre las que podrian estar las giberelinas (GAs)
(Bottini et al., 1989). Por otra parte las bacterias del género Rhizobium, simbiontes de

leguminosas, también son promotoras del crecimiento vegetal. Estos microorganismos




ingresan a las raices de las plantas de leguminosas formando nédulos en los que la bacteria
se diferencia a un estado denominado bacteroide. Los bacteroides sintetizan nitrogenasa,
que permite fijar el nitrdgeno atmosférico y ademds podrian sintetizar fitohormonas como
las GAs durante la simbiosis. Con respecto a las reacciones de la secuencia biosintética
de GAs en bacterias la tnica informacion disponible se refiere a cultivos liquidos de A.
lipoferum que metabolizan parcialmente las GAs ?H-GA20 y *H-GAq (Bottini ef al., 2004).
Se encontrd que 2H-GAg generd el producto H-GAs, mientras que *H-GAx se convirtio
en 2H-GA, sin embargo no se conocen los intermediarios y precursores respectivos ni las
enzimas involucradas.

El primer sistema bacteriano para el que se ha caracterizado la biosintesis de
GAs a nivel de los genes y las reacciones quimicas es la rizobacteria Bradyrhizobium
japonicum, simbionte de la soya (Glycine max.) (Morrone ef al., 2009; Méndez et al.,
2014; Hershey et al, 2014). El genoma de este microorganismo presenta 8 genes
agrupados en un operdn que incluye: 3 genes de monooxigenasas P450 (CYP112, CYP114
y CYP117), un gen homélogo a genes de ferredoxina (Fd), un gen homélogo a una prenil
transferasa (geranil geranil difosfato sintasa; GGS), dos genes de diterpeno ciclasas
(copalil difosfato sintasa y ent-kaureno sintasa; CPS y KS) y un gen homoélogo a

deshidrogenasas alcoholicas/reductasas de cadena corta (SDR) (Fig. 4).

cvp112 | | cvpi14 areu7 || ees || es |

Fig. 4. Operén de genes de la biosintesis de GAs de B. japonicum (Tully et al., 1998).




Los dos genes de diterpeno ciclasas participan en la biosintesis del a:nt-kaureno a
partir de GGPP lo que fue demostrado por expresion heteréloga en Escherichia coli
(Morrone et al., 2009). Esto demuestra que el operén de B. japonicum codifica para las
enzimas de la biosintesis de GAs. Un punto interesante, que marca una diferencia con los
sistemas vegetales y fiingicos, es la ausencia de genes de dioxigenasa y la posible

participacién de una deshidrogenasa en la biosintesis de GAs por B. japonicum.

-

De acuerdo a la composicién del operdn las reacciones de oxidacién serian
catalizadas principalmente por monooxigenasas P450 y recibirfan electrones desde el
sistema ferredoxina-ferredoxina reductasa, sin embargo las funciones cataliticas de cada
una de las monooxigenasas requieren ser demostradas (Fulco, 1991; Omura, 2010). En
general las monooxigenasas P450 catalizan un amplio rango de reacciones, tales como
hidroxilaciones, oxidaciones de alcoholes y aldehidos, desaturaciones y epoxidaciones
(Hedden, 1997). Este tipo de enzimas poseen en el sitio activo un grupo hemo con un Fe™
el que se oxida para formar la especie reactiva oxoferrilo (Fe™=0) que participa en la
oxidacién del sustrato (Fig. 5). En la biosintesis de las GAs de plantas y hongos las
reacciones catalizadas por las monooxigenasas P450 corresponden a hidroxilaciones y
oxidaciones de alcoholes y aldehidos. Una de las reacciones més relevantes de la
biosintesis de GAs es la oxidacién del C20 aldehido para la formacién de la funcién 19,
10-ylactona esencial para la actividad biolégica. Esta reaccién requiere dos ciclos de
oxidacién con la participacién de un intérmediario formado por reaccion del aldehido con

un residuo de cistefna del sitio activo (Hedden, 1997) (Fig. 6).
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Fig. 5. Ciclo catalitico de las monooxigenasas P450 (Akhtar y Wright, 19915 Groves y Han,
1995). RH corresponde al sustrato organico.
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Fig. 6. Mecanismo de oxidacién de C20 aldehido para formar la funcién 19, 10-ylactona.




Recientemente se ha descrito la presencia del operdn de genes de la biosintesis de
GAs en varias otras especies de Rhizobium como R. etli, Sinorhizobium fredi,
Mesorhizobium loti, y se ha demostrado que en todos los casos las ciclasas que participan
en la sintesis del enf-kaureno se encuentran activas (Hershey et al,, 2014), Existen sin
embargo algunas diferencias en la organizacién estructural del operon para algunas de las
especies: en R. etfi el gen CYP114yel gen de Ferredoxina (Fd) estan fusionados, en tanto
qu;: en S. fredii ¢l gen GGS presenta una delecién. Hay un segundo gen GGS fllera del
oper6n, cerca del extremo terminal de éste, pero no se ha demostrado si puede reemplazar
al primero.

Con respecto a las reacciones y etapas de la biosintesis de GAs en B. japonicum,
nuestro grupo de investigacién demostré que las oxidasas de la biosintesis de GAs
presentan una alta actividad en bacteroides de B. japonicum (Méndez et al., 2014). En
esta bacteria estd presente solo la via no hidroxilada de la biosintesis de GAs, que forma
GAg como producto final, un precursor de las GAs bioactivas (Méndez et al., 2014). La
eficiente actividad de las oxidasas de GAs en B. japonicum, junto con la disponibilidad de
los genes respectivos en este microorganismo, hace de B. japonicum un sistema muy
adecuado para caracterizar las funciones cataliticas de estas enzimas, las estrategias
oxidativas y sus similitudes y diferencias con las oxidasas de plantas y hongos.

En esta Tesis se investigaron las funciones cataliticas de las oxidasas de B.
japowicum codificadas por los genes CYP112, CYP114y SDR del operén. Se determino,
en mutantes bloqueadas en cada uno de estos genes, qué sustratos utilizan las oxidasas
por comparacién de los productos de metabolizacién de las mutantes con los de la cepa

silvestre. Particularmente interesan las reacciones de oxidacién en las que podria
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participar una deshidrogenasa como la etapa de oxidacién del intermediario C2¢ alcohol
("*C-GAjs) hasta C20 aldehido o la oxidacion posterior del aldehido. Ademis se
identifico la secuencia de reacciones de la biosintesis de GAs en otras cuatro especies de
Rhizobium. Aunque se han descrito genes de GAs en R, etli, R. tropici y S. fredii, no se
conocen los intermediarios, productos finales ni las reacciones quimicas involucradas. De
hecho se ha descrito que R. phaseoli produciria las GAs hidroxiladas GA4 y GA1 en
cultivos aerdbicos (Atzhorn, 1988), a diferencia’de B. japonicum que sintetiza GAg sélo
en condiciones de microaerobiosis (Méndez et al., 2014). Las distintas especies de
Rhizobium podrian utilizar una secuencia biosintética comiin relacionada més bien con el

posible rol de las GAs bacterianas en la simbiosis con las plantas de leguminosas.
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HIPOTESIS

Las monooxigenasas codificadas por los genes CYP112y CYP114 del operdn de genes de
la biosintesis de GAs de B. japonicum catalizan la oxidacién del metilo 20 del precursor
GA12 y la oxidacién en C7 del dcido enr-kaurenoico respectivamente. La deshidrogenasa
codificada por el gen SDR cataliza la oxidacién del intermediario C20 alcohol GAjs.

Los bacteroides de distintas especies de Rhizobium sintetizan el producto final GAg a

través de intermediarios no hidroxilados.

OBJETIVO GENERAL

Identificar las funciones cataliticas de las oxidasas de giberelinas (GAs) de B. japonicum
codificadas por los genes CYP112, CYPI14y SDR que participan en la biosintesis de GAs.
Determinar las reacciones, intermediarios y productos finales de la biosintesis de GAs en

bacteroides de distintas especies de Rhizobium.
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_ OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Investigar, en mutantes de B. japonicum bloqueadas en los genes CYPII2 o
CYP114, los productos de metabolizacién de sustratos de la ent-kaurenoico
oxidasa (4cido 1*C-kaurenoico, 4cido 7OH-1C-kaurenoico y *C-GAu, aldehido)
y de la C-20 oxidasa (**C-GAiz). Comparar con los productos generados por la

cepa silvestre USDAL110 de B. japonicum.

. Determinar qué intermediarios de la ruta biosintética se acumulan en las mutantes

ACYP112, ACYP114 y ASDR.

. Demostrar cudles de las reacciones de oxidacion del metilo 20 hasta CO3 estdn
presentes en las mutantes ACYP112, ACYP114 y ASDR. Investigar la

metabolizacién de “C-GA1s (C-20 alcohol) y de *C-GA12 (C20 metilo).

. Investigar la actividad de oxidasas de GAs en la mutante bloqueada en el gen SDR

de B. japonicum.

. Determinar la actividad de oxidasas de GAs, intermediarios y productos finales en
bacteroides de R. etli, R. phaseoli y R. tropici (simbionte de Phaseolus vulgaris) y
S, fredii (simbionte de Vigna unguiculata). Comparar las reacciones con las

descritas para B. japonicum.
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2.1.

2.2

2. METODOS

Cultivos bacterianos. La cepa silvesire de B. japownicum y S. fredii fueron
proporcionadas por el Dr. Reuben Peters, Iowa State University, Iowa, USA. Las
cepas de R. etli, R. phaseoli y R. tropici fueron donadas gentilmente por la Dra.
Cecilia Baginsky, Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de Chile. Se
utilizaron cultivos liquidos de cada una de las cepas en medio YEM, que contiene
extracto de levadura, manitol y sales, para inocular semillas de soya o de poroto
en germinacién y obtener nédulos radicales con bacteroides de las cepas

respectivas de Rhizobium.

Mutantes de B. japonicum con genes bloqueados. Las mutantes ACYP112,
ACYP114 y ASDR de B. japonicum bloqueadas en los genes respectivos, se
obtuvieron por un procedimiento de doble recombinacién, por el grupo det Dr.
Reuben Peters, lowa State University, Iowa, USA, quien mantiene un vinculo de
colaboracion con la Dra. Marfa Cecilia Rojas. La mutacién se chequed en los
bacteroides de cada una de las mutantes (ACYP112, ACYP114 y ASDR) mediante
PCR. Se utilizaron partidores correspondientes a una regién 400 pb antes del gen
y 400 pb después del gen, por lo que las mutantes presentan una banda
amplificada de 800pb a diferencia de la cepa silvestre de B. japonicum que

presenta una banda de alrededor de 2 kb para CYP112y CYP114y de 1,6 kb para
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SDR. En la Fig. 7 se muestra el resultado de la amplificacion por PCR de los genes

CYP112y CYP114 en la cepa silvestre y mutante de B. japonicum.

1 2 3 1 2 3

2000pb
2000pb
1000pb

1000pb

A B

Fig. 7. Amplificacién por PCR del gen CYPI12 (A) o del gen CYP114 (B). En el carril 1
marcadores de peso molecular, GeneRuler 1kb plus Ladder DNA ThermoFisher Scientific
rango 3000 pb a 100 pb; carril 2 cepa ACYP112 (A) 6 ACYP114 (B); carril 3 cepa silvestre

USDA110 de B. japonicum.

2.3. Obtencién de nodulos de raices de leguminosas. Se utilizaron macetas tipo
Jarras Leonard, con vermiculita como soporte inerte, para el crecimiento de las
plantas. Se depositaron tres semillas de soya por maceta y sobre cada semilla se
agregd 2 mL de la solucién stock de bacterias. Las condiciones de crecimiento de
las plantas fueron a una temperatura controlada y régimen de luz dependiendo el
tipo de leguminosa. La realizacion de riegos deben ser una a la semana, segun el
requerimiento de la planta, éste debe hacerse con medio nutritivo Leonard
definido por Vincent, que no contiene compuestos nitrogenados (Vincent, 1970).

Las plantas fueron cosechadas en floracion.




A. Soya (Glicine max.) B. Poroto Caupi (Vigna unguiculata)

Fig. 8. Plantas de 6 semanas A. Soya (Glicine max.) inoculdas con B. japonicum y B. Poroto
Caupi (Vigna unguiculata) inoculadas con Sinorhizobium fredii.

2.4. Obtencién de bacteroides y de extractos enzimaticos. 1-4g de nédulos se
molieron en un mortero con una solucién de fosfato de potasio 50 mM pH 7,0,
ascorbato de sodio 200 mM y polivinil pirrolidona 60 mg/mL. El homogenizado
se filtré por gasa y se centrifugd por 5 min a 500xg y luego por 20 min a 8500xg
para sedimentar los bacteroides. El pellet se suspendié en TES 50 mM pH 7.5,
KH2PO4 1mM, MgClz 2,5 mM se lavo tres veces con la misma solucién y se

utilizd para realizar los experimentos de metabolizacion.
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2.5.

2.6.

2.7.

Sustratos marcados con ¥C. El 4cido ent-1*Cy-kaurenoico, dcido enr-7BOH-
140, kaurenoico y 1*C4-GA1z aldehido, marcados con “C en C1, C7, C12y C18,
fueron sintetizados a partir de dcido 2-'*C-mevalénico con un preparado
enzimético del endosperma de calabaza (Urrutia et al., 2001). Los sustratos *Ci-
GAj2 y 1Ci-GAis, marcados en el C17, fueron sintetizados por el Dr. L. Mander

en la Universidad Nacional de Australia, Camberra.

Metabolizacién de precursores marcados. Se utilizé6 una suspensién de
bacteroides preparada a partir de 1g de nédulos para los ensayos enzimaticos. Se
agregaron precursores marcados (50000-300000 dpm, 0,1-0,6 nmoles) en forma
de soluciones metanélicas y se incubaron por 2 dias a 28°C con agitacion orbital.
Para los ensayos analiticos se utilizaron 50000 dpm de cada precursor y para las

incubaciones preparativas 300000-500000 dpm.

Extraccién y purificacion de los productos. Después de la incubacion el medio
de reaccién se centrifugd a 12000xg por 5 min y el sobrenadante se acidifico hasta
pH3,0 con HCI para protonar los grupos carboxilato de las GAs y permitir su
extraccion desde la fase acuosa a una fase organica de acetato de etilo (AcOEt).
Las fases AcOEt combinadas se llevaron a sequedad bajo presion reducida y se
purificaron mediante exfraccién en fase sélida en columnas CI8 (SepPack,

Waters). Los eluidos metanélicos de las columnas se concentraron bajo N2 y se
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2.8.

2.9.

analizaron por HPLC. En todas las ctapas se cuantifico la radiactividad mediante

centelleo liquido.

Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Se utilizé un cromatégrafo
Waters 600 equipado con una columna C18 Sum de fase reversa de 250 x 3,2mm.
Las corridas consistieron en una gradiente lineal de 30 min de 60 a 100% de
Metanol en H20 pH 3,0, seguida por 6 minutos dehujo isocrético de metanol. Se
utilizé un flujo de 1mL /min y se colectaron alicuotas de 1 mL para determinar en

ellas 1a radiactividad.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Se realizé en
Rothamsted Research, UK, a través de la colaboracién que mantiene la Dra. M.
Cecilia Rojas con el Dr. Peter Hedden. Los productos se derivatizaron como
&steres metilicos v trimetil silil éteres y se identificaron mediante los indices de
Kovats asf como por comparacidon de sus espectros de masa con los de una libreria

de espectros de GAs (Gaskin y MacMillan, 1991).

2.10. Cuantificacién de la radiactividad. Se utilizé un contador de centelleo Perkin

Elmer modelo Tricarb y liquido de centelleo compuesto por 0,125 g de (1,4-bis
[2-(feniloxazoli)]-benceno (POPOP), 4 g de 2,5-difeniloxazol (PPO) y 500 mL
de detergente (Arcopal) en 1L de tolueno. La eficiencia de contco para C fue

de 98%.
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3. RESULTADOS

3.1. Reacciones de la biosintesis de giberelinas en la cepa silvestre USDA110 de
B.japonicum

La cepa silvestre USDA110 de B. japonicum sintetiza la giberelina no hidroxilada
19, y10-lacténica GAs como producto final de la secuencia biosintética de estas
fitohormonas. Este producto se generd a partir de los precursores tempranos acido ent-
4C kaurenoico o 4cido ent-Y*C-7p-OHkaurenoico, cuando estos kaurenoides se
incubaron con una suspensién de bacteroides de esta cepa (Tabla 2). Ademas, en las
incubaciones se acumuld la giberelina de 20 carbonos con un grupo aldehido en C20, HC.
GAgs Por otra parte, la incubacion de los bacteroides con *C-GArzaldehido o “C-GAr,
dos precursores posteriores al 4cido ent-7p-OHkaurenoico en la secuencia biosintética, se
formaron, al igual que en los ensayos anteriores, los productos YC-GAzuy MC-GAuy
ademds se detectd el producto “C-GA,5, giberelina de 20 carbonos con un grupo alcohol

en C20 (Tabla 2).

El conjunto de estos resultados permitié postular una secuencia de reacciones para
la biosintesis de GAs a partir de 4cido ent-kaurenoico en B. japonicum (Fig. 9, Méndez et
al., 2014). La secuencia consiste en 6 reacciones sucesivas de oxidacién sobre el esqueleto
carbonado del 4cido ens-kaurenoico: hidroxilacién en C7, oxidacién en C6 y contraccion
del anillo B con generacion de un grupo aldehido en C7, oxidacién del C7 aldehido a C7
carboxilato y finalmente, oxidacién del metilo en la posicién 20 hasta COz a través de los

intermediarios C20 alcohol y C20 aldehido (Fig. 9). Los intermediarios en la formacién
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de *C-GAo a partir del 4cido ent-'*C-kaurenoico son el 4cido ent-'*C-7B-OHkaurenoico,

4C-GA 12, ¥C-GA 15y "“C-GAs (Fig. 10).

Tabla 2. Productos de metabolizacién de precursores de GAs (**C) por la cepa silvestre
USDA110 de B. japonicum

Sustrato Producto(s)
Estructura(s)
f
Acido ent-'*C-kaurenoico 14C-GAy (C19) o ' %
(“C-KA) " oo
i
14C-GA24 (C20 aldehido)
Acido ent-1*C- 14C-GAo (C19)
7pOHkaurenoico
(“C-OHKA)

14C-GA24 (€20 aldehido)

4C-GArz2aldehido 1C-GAy(C19)

14C-GA24 (C20 aldehido)

4C-GA15 (C20 alcohol)

HC.GAn 4C-GA9(C19)

14C-GA24 (C20 aldehido)

4C-GA15(C20 alcohol)
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B. japonicum
(rizobacterias)

Fig. 9. Reacciones de la biosintesis de giberelinas en B. japonicum, a partir del acido ent-
kaurenoico en comparacién con los sistemas fiingicos y vegetales.
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Fig. 10. Perfiles de HPLC de productos metabolizacién de MC.KA a diferentes tiempos de
incubacién de bacteroides de la cepa silvestre USDA 110 de B. japonicum con el sustrato.

Las reacciones de oxidacién anteriores podrian ser catalizadas por monooxigenasas
P450 y/o por una alcohol deshidrogenasa/reductasa puesto que existen en el operén de genes
de la biosintesis de GAs de B. japonicum 3 genes de monooxigenasas P450 (CYP112,
CYP114, CYP117) y un gen con homologia a genes de alcohol deshidrogenasas de cadena
corta (SDR) (Tully et al., 1998). Este ultimo tipo de oxidasas no participa en la biosintesis de
GAs en sistemas vegetales o fungicos por lo que resulta de gran interés investigar su
contribucién a la biosintesis de GAg en B. japonicum. En este trabajo se abord6 este objetivo
mediante la caracterizacion de la actividad de oxidasas de GAs en mutantes de B. japonicum,
bloqueadas en genes tnicos: ACYP114, ACYP112 o ASDR. Las reacciones de la secuencia
biosintética de GAs ausentes en las mutantes indicardn las etapas catalizadas por la enzima

codificada por el respectivo gen bloqueado.
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3.2. Actividad de oxidasas de giberelinas en las mutantes bloqueadas ACYP114 y
ACYP112 de B. japonicum
Con el objeto de demostrar cudles de las reacciones catalizadas por oxidasas de GAs
estdn ausentes en las mutantes de B. japonicum, se inocularon semillas de soya con cultivos
liquidos de cada mutante y se crecieron las plantas hasta Ia fase de floracion. Los nédulos
radiculares simbiéticos generados fueron cosechados y se aislaron de ellos bacteroides para
los experimentos de metabolizacién. Los bacteroides de Ig cepa ACYP112 metabolizaron
eficientemente al 4dcido ent-'*C-kaurenoico. Un 93% de la radiactividad se recuper6 en
productos més oxidados, los que se aislaron desde el medio de incubacion, se analizaron por
HPLC y se identificaron mediante GC-MS (Tabla 3, Fig. 11), demostrandose que
corresponden al 4cido ent-78-OH"C-kaurenoico y WC-GAra, El perfil de productos es muy
diferente al de la cepa silvestre incubada con 4cido ent-kaurenoico que genera GAzs y GAg
como productos (Fig. 11). No se detectaron con la cepa mutante productos posteriores a He-
GA12 en la secuencia biosintética, lo que indica que la monooxigenasa CYP112 cataliza la
oxidaci6n del metilo 20 del *C-GAr2 y corresponderfa a Ia C20 oxidasa de GAs, Esto fue
confirmado incubando los bacteroides con el precursor #C-GAzy, el cual no fue metabolizado

por la cepa ACYP112 recuperindose intacto después de una incubacién de 3 dias (Tabla 3).
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Tabla 3. Utilizacién de dcido ent-"*C-kaurenoico o "C-GAi: por la cepa ACYP112 de B.

Jjaponicum

Sustrato

Producto(s)

Estructura(s)

Acido ent-"*C-kaurenoico

Acido ent-7pOH-"*C-kaurenoico
(52%)

14C-GA12 (31%)

Producto inespecifico no
identificado (10%)

Acido ent-"*C-kaurenoico (7%)

HC.GAnz MC-GA2 (100%)
14
A C'GA24 B MC-GAL:
14
l C-Gha 1500 HC.OHKA l
2500 | l l
2000
1000
1500 c
§ g
1000 &6
“C-KA
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Fig. 11. Perfil de productos del “C-KA formados por A. cepa silvestre USDA 110 de B.
Jjaponicum 'y B. la cepa ACYP114 de B. japonicum.
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CYP112 podria catalizar algunas o todas las etapas de la oxidacion del metilo 20
hasta CO3 (-CH3 — CH,OH — CHO— CO2) o bien s¢lo la primera, la oxidacién del C20
metilo hasta C20 alcohol. Con el objeto de investigar este punto se incubaron los
bacteroides de la cepa ACYP112 con el intermediario C20 alcohol, 'C-GAis
encontrandose una conversion parcial a '*C-GAasy *C-GA9 (19% y 5% respectivamente
(Tabla 4). La oxidacion del C20 alcohol en ausencia de CYP112 sugiere que ademads de
CYP112, la deshidrogenasa SDR catalizaria esta reaccion, aunqué con una eficiencia

menor que en la cepa silvestre que contiene CYP112 y SDR.

Tabla 4. Actividades enzimaticas de la oxidacion del metilo 20 hasta CO; en bacteroides de

las cepas USDA110 y ACYP112 de B. japonicum

Cepa Sustrato Productos (%) Reacciones Reacciones
P
presentes ausentes
B. japonicum MC-GA\2 14C-GAs (18%)
USDA110 GAp— GA;; — GAy— GAy
14C.GA2 (68%) -CH;— -CH,0H — -CHO — CO, I
HC-GA5 (14%)
. . 14 140, 0
B.I‘J]_g_lly)c::;%m C- GAis C-GAg(18%) Gy — GA— BA, L
14C-GAzs (81%) -CH,0H — -CHO — CO,
; 2 140 140 I
B.A]gp;:;?;m C-GApz C GA]z GAU—- GAys
-CH; —-CH,0H
B. ji i “C-GA HUC-GA9 (5%
A’C]ap?;;il;n " 2 (5%) GA;s — GA,,— GA,
4C-GA4(19%) | “CHOH— -CHO— CO,
14C-GA5 (75%) (baja eficiencia)
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Con respecto a la cepa ACYP114 de B. japonicum, los bacteroides de esta cepa
convirtieron al precursor *C-GArz en los 3 productos oxidados en C20 C-GAis (C20
alcohol), *C-GAz4 (C20 aldehido) y C-GAs, producto 19, y10-lacténico generado por
la eliminacién de C20 como CO». Esto evidencia la presencia de la(s) oxidasa(s) que
catalizan la oxidacion de C20, ultimas etapas de la secuencia biosintética en ACYP114,
En cambio los bacteroides de ACYP114 no transformaron al 4cido ent-*C-kaurenoico en
productos finales o intermediarios de Ia ruta biosintética de GAs (Tabla 5). Este precursor
temprano se recuperd intacto en un 50% después de 3 dias de incubacién mas un 10%
4cido 13-OH-MC-kaurenoico, un producto de oxidacién inespecifico, probablemente por
oxidasas de otras vias metabélicas, mas otros productos inespecificos que no pudieron ser
identificados. El 4cido ent-7p-OH'C-kaurenoico tampoco fue metabolizado a
intermediarios de la biosintesis de GAs por esta mutante, a diferencia del “C-GAp
aldehido que fue convertido completamente en *C-GAuz, 1*C-GA1s, C-GAz y MC-GAs
(Tabla 5). Esto indica que CYP114 catalizarfa la hidroxilacion en C7 del 4cido ent-
kaurenoico y la oxidacién del 4cido emr-7B-OHkaurenoico en C6 seguida por la
contraccién del anillo B, mientras que la posterior oxidacion de C7 en el GAiz aldehido
(C7 aldehido) a GA12 (C7 carboxilato), seria catalizada por otra oxidasa, probablemente

la codificada por el gen SDR del operdn de la biosintesis de GAs.
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Tabla 5. Productos de metabolizaciéon de precursores de GAs por la cepa ACYP114 de B.

Jjaponicum
Sustrato Productos (%) Reacciones Reacciones ausentes
presentes
Acido ent-130H"C-
kaurenoico (10%)
Acido ent-C- Hidroxilacién en C13
kaurenoico MC-KA(50%) (inespecifica) KA — 7B-OHKA
‘CHa — 'CHon
(MC-KA) Productos
inespecificos no
identificados (40%)
Acido 7-oxo-"C-
kaurenoico (55%)
Acido ent-1*C- Oxidacién en C7 T
7pOHkaurencico | '‘C-7p-OHKA (17%) (inespecifica) — GAyald
-CH,0H — -CHO
(H¥C-7B-OHKA) Productos
inespecificos no
identificados (28%)
HC-GA (29%) GAyald — GA,,
4C.GAnaldehido |  “C-GAu (46%) L T .
HC-GA;s (3%) GA;;— GA;s — GAy— GAy
-CHy— -CH,0H — -CHO — €O,
“4C-GA2 (22%)
C-GAs (4 %)
YC.GAn MC-GAas (42 %) GA;— GAjs — GA,—GA, |
-CH;— -CH,0H — -CHO — €O,
YC-GAs (28 %)
C-GA2(26%)
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3.3. Utilizacién de precursores de GAs por la cepa ASDR de B. japonicum.
Participacién de una deshidrogenasa en la secuencia de oxidacién del acido

ent-kaurenoico hasta GAo

Los resultados anteriores cvidenciaron que las monooxigenasas CYPI14 y
CYP112 de B. japonicum catalizarian al menos las reacciones de oxidacion del dcido ent-
kaurenoico hasta GAj2 aldehido o de GA1z a GAjs respectivamente, puesto que estas
reacciones estan ausentes en las mutantes que carecen de estos genes. La oxidacion del
GAu> aldehido hasta GA12 (C7 aldehido a C7 carboxilato) o de GA1s hasta GAg, presentes
en las mutantes, podrian ser catalizadas por la deshidrogenasa codificada por el gen SDR
del operén de genes de la biosintesis de GAs, pero podrian también ser mediadas por
CYP114 o CYP112 en la cepa silvestre. Con el objeto de investigar la contribucion de
SDR y/o de las monooxigenasas en las distintas etapas de oxidacién del 4cido en-
kaurenoico hasta GAo, se utilizé una mutante de la cepa USDA110 de B. japonicum,
bloqueada en el gen SDR (ASDR). Se generaron bacteroides en plantas de soya y se
incubaron por 3 dias con distintos precursores de GAs (Tabla 6). La cepa ASDR
metabolizd con una baja eficiencia al 4cido ent-1*C-kaurenoico y al *C-GA 2. El primero
fue convertido en 4cido 6p,7B-diOH-"C-kaurenoico, producto  lateral de Ia
monooxligenasa CYP114, que se forma a partir del 4cido 7B-OH-1*C-kaurenoico. No se
observaron productos posteriores de la via, lo que indica que CYP114 presenta una baja
actividad en la mutante y cataliza sélo la primera reaccién de la sintesis de GAi2, la
hidroxilacién sobre C7. Por ofra parte el precursor ¥C-GA12 (C20 metilo) fue convertido
en el producto C20 aldehido *C-GAz4 mis dos productos de oxidacién inespecifica del

sustrato: un isémero del 1*C-GA12 y la norcetona de GAi2, que ha perdido el C17 (que
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contiene la marca) por oxidacion hasta CO; (Tabla 6). Esto indica que CYP112 catalizaria
al menos la oxidaci6n del metilo 20 de '*C-GA 12 hasta aldehido (-CH3—>-CH>O0H—
-CHO). La reaccién de oxidacién del aldehido hasta CO2, que genera GAg, no se detectd
en ausencia de SDR lo que puede deberse a una baja actividad de CYP112 en estas
condiciones o bien a que SDR es la responsable de catalizar esta reaccién. Se requeririan
ambas enzimas, CYP112 y SDR para catalizar efectivamente la sintesis de 'GA9:

Un resulta:do interesante se obtuvo con el precursor *C-GA2aldehido, el que fue
utilizado eficientemente por la cepa ASDR y convertido en varios productos mas
oxidados: el isdmero de 1*C-GA1, MC-GAzsy *C-GAgs (Tabla 6), Este resultado sugiere
que CYPI14 podria catalizar la oxidacién del grupo aldehido en C7 del GA12 aldehido
hasta carboxilato, reaccion que también es catalizada por SDR, como se demostrd con la
cepa ACYP114 (Tabla 5) aunque no puede descartarse la participacién en esta reaccitn
de una deshidrogenasa inespecifica presente en la bacteria. A partir de *C-GAiz aldehido
el producto final es “C-GAz4 en la cepa ASDR en vez de Ia 19, y10-lactona *C-GAs que
se forma en la cepa silvestre, lo que apoya la participacién de SDR en tltima etapa de la

biosintesis del producto 19, y10 lacténico.
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Tabla 6. Productos de metabolizacién de precursores de GAs por la cepa ASDR de B.

Japonicum
Precursor Productos (%) Reacciones Reacciones
presentes ausentes
Acido ent-6p,7p-
Acido ent-1*C- diOH"C-kaurenoico
kaurenoico (KA) (49%) KA — 7B-OHKA
1MC.KA(30%) -CH; — -CH,0OH
Productos
inespecificos no
identificados (20%)
A(:ido ent-“C- 14C.GA 2 (17%) 7B-OHKA— GA,, ald — GA;
7BOHkaurenoico CHOH— CHO —~COOW | =~
(MC-7p-OHKA) HC-GAz (63%) B i ol
17 15 24
-CH; — -CH,0H — -CHO
4C-GA2 (23%)
HC-GA1z aldehido GA, ald — GAy,
MC-GAZE (20%) -CHO — COOH
coon GA,; — GA,
.% -CHO — -CO,
T GAy;— GA;; — GAy — GAy
Tom ~CHj = -CH,OH — -CHO — -COOH
Isémero de
4C-GAr2 (5%)
4C-GAz (35 %)
BC-GA1z Isémero de
#C-GA12(21%) GA,;— GA;; — GA,, GA,; — GAy
norcetona de -CH, — ~CH,OH — ~CHO -CHO — -CO,
GA12(5%)
Productos

inespecificos no
identificados (38%)
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CYP112 corresponderia a la oxidasa del metilo 20. Catalizaria:

7 H
COOH

GA 12 (C20 metilo) GA1s (C20 alcohol) GAa4 (C20 aldehido)

CYP114 corresponderia a la oxidasa del dcido ent-kaurenoico. Catalizaria:

A = Y = R

S CHO
COOH

e COOH

Acido ent-'*C-kaurenoico Acido ent-7BOH-"*C-kaurencico ~ '“C-GA1zaldehido

SDR catalizaria:

GA 5 (C20 alcohol) GA24 (C20 aldehido) GAy +CO2
(con baja eficiencia)

Fig. 12. Reacciones de la biosintesis de GAs catalizadas por las monooxigenasas CYP114 y

CYP112 y/o por la deshidrogenasa SDR.
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3.4. Reacciones de la biosintesis de GAs en otras especies del género Rhizobium:
Rhizobium etli, Rhizobium phaseoli, Rhizobium tropici y Sinorhizobium fredii
Ademiés de identificar las oxidasas que participan en Ja biosintesis de GAs en B.
japonicum, se investigd la actividad de dos de estas enzimas en ofras 4 especies de
Rhizobium, para averiguar si esta capacidad biosintética se encuentra distribuida en otras
especies o bien es una particularidad de B. japonicum. Administrando a bacteroides de
cada especie acido ent-"*C-kaurenoico y/o el precursor HC-GAzse obtuvicror; productos
de metabolizacién que fueron aislados e identificados mediante GC-MS (Tablas 7, 8). El
sustrato "C-GAz fue transformado a varios productos de la ruta biosintética de GAs por
los bacteroides de las 4 especies ensayadas: R. phaseoli, R. etli, R. tropici y 8. fredii. En
todos los casos se detectd el C20 alcohol (MC-GAis), C20 aldehido (*C-GAz¢) 1y el
pro‘ducto 19, y10-lacténico 1*C-GAg aunque en distinta proporcién. Los bacteroides de R.
phaseoli y R. etli presentaron una alta actividad de C20 oxidasa (se obtuvo précticamente
conversién completa del sustrato) en cambio quedé un 24% de sustrato remanente en la
incubacidn con los bacteroides de R. fropici y un 83% de sustrato residual con bacteroides
de S. fiedii (Tabla 7) después de 3 dias de incubacién. En todos los ensayos anteriores con
HC.GA1 sélo se obtuvieron productos no hidroxilados en C3 o C13, como se habia
demostrado previamente para B. japonicum, sin embargo podrian ocurrir reacciones de
hidroxilacion en C3 o C13 en etapas anteriores a GAi2en la secuencia biosintética, que no
se detectaran con este precursor. Esto se investigé para R. phaseoli y S. fredii
administrando 4cido ent-"*C-kaurenoico e identificando los productos formados (Tabla 8).

Los bacteroides de R. phaseoli convirtieron un 84% del sustrato en varios intermediarios
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de la ruta biosintética: dcido ent-7BOH-*C-kaurenocico, “C-GAi, MC-GA1sy “C-GAx
(Tabla 8). Los bacteroides de S. fiedii convirtieron sélo un 25% del 4cido ent-'*C-
kaurenoico generando dos productos tempranos: dcido em‘-?BOH-’”C-kaurenoico y ¥C-
GA 2 (Tabla 8). Las cepas de ambas especies generaron sdlo productos no hidroxilados en
C3 o C13, evidenciando diferencias con respecto a hongos o plantas, cuyos productos
finales e intermediarios son GAs hidroxiladas en C3 y/o en C13 (Hedden et al,, 2002;

Sponsel y Hedden, 2004; Bomke y Tudzynski, 2009).
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Tabla 7. Productos de oxidacion del precursor *C-GA; por bacteroides de distintas especies

de Rhizobium

Especie/cepa bacteriana Planta hospedera Productos Yo
HC-GAs 4
Rhizobium phaseoli Phaseolus vulgaris
1b (poroto comiin) HC-GA2 32
HC-GAs 61
HC-GAn 3
Rhizobium etli MC-GAy 10
1026 Phaseolus vulgaris
(poroto comiin) UC-GA 50
H“C-GAs 38
BC-GAn2 2
Rhizobium tropici C-GA, 14
Niquen 19.3 Phaseolus vulgaris
(poroto comiin) MC-GAy 24
HC-GAis 38
“C-GAn 24
Sinorhizobium fredii Vigna unguiculata MC-GAx 2
NGR234 (caupf)
HC-GAs 15
HC-GAn 83
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Tabla 8. Intermediarios y productos finales de la biosintesis de GAs formados a partir de

dcido ent-"*C-kaurenoico por bacteroides de R. phaseoli y S. fredii

Especie/cepa bacteriana Planta hospedera Productos Yo
Acido ent-"*C- 16
Rhizobium phaseoli 1b Phaseolus vulgaris kaurenoico
(poroto comtin)
Acido ent-"*C-7BOH- 30
kaurenoico
“C-GAy; 17
HC-GAz 6
HC-GAs 31
Sinorhizobium fredii Vigna unguiculata Acido ent-"*C- 74
NGR234 (caupi) kaurenoico
Acido ent-**C-7pOH- 10
kaurenoico
HC-GAi 15
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4. DISCUSION

El conjunto de resultados obtenidos conmutantes de la rizobacteria B. japonicum
evidencio la participacién de tres oxidasas en la conversion del dcido ent-“C-kaurenoico
en el producto final C-GAy: las monooxigenasas CYP114 y CYP112 mis una
deshidrogenasa codificada por el gen SDR. El patron de metabolizacién de precursores de
GAs por las cepas ACYP1v14 (reacciones ausentes) y ASDR (reacciones presentes que
podrian atribuirse a CYP114), indica que CYP114 corresponderia a la ens-kaurenoico
oxidasa que cataliza 3 reacciones sucesivas de oxidacién en el carbono 7, para dar la
giberelina no hidroxilada GA12 como producto final (hidroxilacién en C7, oxidacitn en
C6 con contraccion del anillo B y generacion de un grupo aldehfdo en C7, y finalmente
oxidacidn del aldehido a carboxilato). Se forman como intermediarios el dcido ent-7j-
OH-kaurenoico y el GA1 aldehido, precursores que son utilizados por la monooxigenasa
CYP114 en la cepa ASDR, cuando se agregan en forma exdgena. Por otra parte, la
monooxigenasa CYP112 corresponderfa a la oxidasa del C20, como lo evidencia la no
utilizacion de GAiz en la cepa ACYP112 y la utilizacién de este sustrato en la cepa ASDR.
CYP112 catalizaria la oxidacion secuencial del metilo 20 del sustrato GA12 por lo menos
hasta aldehido (GAz4), 2 través del intermediario C20 alcohol GAjs. La cepa ASDR, que
contiene CYP112 y carece de SDR, forma sélo GAz4 como producto final a diferencia de
la cepa silvestre o la cepa ACYP114 que contienen tanto SDR como CYP112 y forman
GAg lo que sugiere que la deshidrogenasa codificada por el gen SDR catalizaria la (ltima

etapa de oxidacion del metilo 20, de aldehido a CO2 aunque no puede descartarse que la
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ausencia de esta reaccion en ASDR se deba a una baja actividad de las monooxigenasas
en la mutante. SDR participarfa también en varias otras etapas de oxidacion, anteriores en
la secuencia biosintética: la oxidacién de GAi2 aldehido hasta GA12 (reaccién catalizada
eficientemente por SDR) y una contribucién menor en la conversion de GA1s (C20
alcohol) a GAz4 (C20 aldehido). De manera que en B. japonicum la organizacion
molecular de la biosintesis de GAs a partir del 4cido ent-kaurenoico incluirfa dos
menooxigenasas que catalizan las 6 reacciones de oxidacion més una desl;idrogenasa que
participaria adicionalmente en algunas etapas, principalmente en la reaccidn de oxidacion
del GA12 aldehido hasta GA12.

Una observaci6n interesante se refiere a que algunas de las mutantes que carecen
de genes individuales presentan una menor actividad de las oxidasas de GAs restantes
que la cepa silvestre. Por ejemplo, en la cepa ACYP114 que carcce de ent-kaurenoico
oxidasa, el sustrato de la C20 oxidasa 14C.GA12 es transformado s6lo en un 74% después
de 3 dias de incubacién mientras que en la cepa silvestre se obtiene conversién completa.
En la cepa ASDR el 4cido ent-1*C-kaurenoico es transformado sélo a dcido ent-7B-OH-
140 kaurenoico, evidenciado como el producto lateral dcido emt-6B,78-diOH-"C-
kaurenoico, mieniras que los precursores “C-GArz aldehido y *C-GA12 generan el C20
aldehido *C-GAa4 como producto final y no C-GAy junto con varias reacciones no
especificas como la formacién de un isémero de “C-GA2 o la norcetona de "“C-GAr
que compiten con las reacciones de oxidacién del metilo 20. Estos resultados sugieren
que las monooxigenasas CYP114 y CYP112 podrian requerir de la interaccion con SDR

para su maxima actividad, lo que ocurriria en la cepa silvestre, ademds de interactuar con
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el sistema ferredoxina-ferredoxina reductasa que aporta electrones para la reaccion de
oxidacion con Oy.

Las reacciones catalizadas por monooxigenasas P450 en sistemas bacterianos
requieren Q2 y NADH (Fulco et al, 1991), en tanto que las reacciones principales
catalizadas por la aldehido deshidrogenasa SDR requieren NAD" y H>O (Ki Ho y Weiner,
2005). SDR seria mas bien una aldehido deshidrogenasa que utiliza GA 2 aldehido 0 GA24

en la biosintesis de GAo.

Para la oxidacion de C7 las reacciones serian las siguientes:

E +NAD*+ H,0

Acido ent-*C-kaurenoico Acido ent-7B-OH-"C-kaurenoico

+NADH + O+ H" == .
".‘H
€00

H

+NAD"+2 H,0

+NADH + H*

“C-GA,; aldehido HC-GA,
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Para la oxidacion del metilo 20 de '*C-GA12 las reacciones podrian ser:

CH,OH
+NADH + 0, + H' .. ~ +NAD'+H:;0
-"'E:gOH e
I"C-GAli
+NAD* +2 H,0
+NADH + 3 H + CO:

La participacién de una deshidrogenasa en la biosintesis de GAg a partir de cido
ent-kaurenoico_ademas de dos moxooxigenasas P450, en los bacteroides de B. japonicum
evidencia una organizacién molecular para la biosintesis de GAs diferente a la que
presentan los sistemas vegetales o fingicos. En plantas, como Arabidopsis (4rabidopsis
thaliana), calabaza (Cucurbita mdxima), maiz o cebada una monooxigenasa P450
asociada a membranas cataliza las tres etapas de oxidacién del acido ent-'*C-kaurenoico
hasta GA12  (Helliwell et al., 2001; Sponsel y Hedden, 2004). En arveja, dos genes
codifican para ent-kaurenoico oxidasas y se expresan en todos los tejidos aéreos

(Davidson et al, 2003). El écido ent-7B-OH-kaurenoico y GAi aldehido son
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intermediarios en esta reaccién. Todas las reacciones ocurren sobre el mismo centro
carbonado (C7) lo que explica la multifuncionalidad de esta oxidasa. Adicionalmente se
ha encontrado en C. mdxima una C7 oxidasa que es una dioxigenasa dependiente de 2-
oxoglutarato que oxida al GA12 aldehido hasta GA12 (Lange, 1997). Esta puede ser una
enzima especificd o no especifica presente en la planta que puede catalizar la 1iltima etapa
de la sintesis de GA12 ¥ no las anteriores. Mds bien podria ser una actividad inespecifica
puesto que se han enconirado varias aldehido oxidasas en maiz y Arabidopsis thaliana
que oxidan un amplio rango de aldehidos (Seo ef al., 1998). De manera que dos enzimas
participarian en la oxidacién de GAiz aldehido hasta GAjzen C. mdxin;a. Las etapas
posteriores, incluyendo la oxidacién de C20, son catalizadas por dioxigenasas solubles
dependientes de 2-oxoglutarato en plantas, que catalizan las 3 etapas de oxidacién del
metilo 20 hasta CO,. Por otra parte, tanto en el hongo F. fujikuroi como en el hongo
Sphaceloma manihoticola la ent-kaurenoico oxidasa y la C20 oxidasa son
monooxigenasas P450 dependientes de NADPH y asociadas al reticulo endopldsmico
(Rojas et al., 2001; Tudzynski et al., 2002; Bomke et al., 2008). Ambas son enzimas
multifuncionales. A diferencia de la ent-kaurenoico oxidasa de plantas, la ent-kaurenoico
oxidasa flingica presenta actividad de 3B-hidroxilasa ademds de C7 oxidasa (Rojas et al.,
2001) generando GA14 (C7 carboxilato, C3 hidroxilado) como producto final.

Otra diferencia entre el sistema bacteriano y los sistemas vegetales o fiingicos es
la naturaleza de los productos finales de la ruta biosintética. Las plantas producen GAs
C19 hidroxiladas en C3 y/o en C13: GA4, GA1, GAs que son activas como fitohormonas
(Sponsel y Hedden, 2004). Los sistemas fiingicos también producen este tipo de

productos, GAz para F. fujikuroi, GA4 para S. manihoticola (Bémke y Tudzynski, 2009;
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Tudzynski, 2005). Se encontr6 que tanto B. japonicum como R. phaseoli, R. etli, R. tropici
y 8. fredii sintetizan GAs como producto final, y no presentan actividad de C3 ni C13
hidroxilasas de GAs. La naturaleza de los genes, las enzimas y las reacciones quimicas de
la biosintesis de GAs en las distintas especies de Rhizobium estudiadas descartan la
posibilidad de una transferencia horizontal de genes desde las plantas hospederas a cada
uno de estos simbiontes. Mas bien las bacterias habrian adquirido en forma independiente
esta capacidad biosintética, la que diferiria de la de plantas y hongos. Para B. japonicum
encontramos que la oxidacién de GA2 aldehido hasta GAj2 puede ser catalizada por SDR
y ademds por CYP114. La primera utiliza NAD* como cofactor y la segunda NADH a
través de la ferredoxina/ferredoxina reductasa. La deshidrogenasa codificada por el gen
SDR podria utilizar el NAD" generado por CYP114 en la oxidacion del 4cido ent-
kaurenoico para oxidar el GA1z aldehido hasta GAr» y utilizarfa el NAD" generado por
CYP112 en la oxidacion del GAi2 para catalizar la oxidacién del intermediario final C20
aldehido ( GA24) hasta COsy GAsy,

Las actividades enzimdticas de la biosintesis de GAs, particularmente las
actividades de oxidasas, se encontraron en varias otras especies de Rhizobium ademds de
B. japonicum aunque en distinta magnitud. Particularmente R. phaseoli y R. etli
presentaron una alta actividad de C20 oxidasa y de ent-kaurenoico oxidasa en tanto que
S. fredii estas enzimas presentaron una menor actividad. Estas bajas actividades podrian
deberse a un menor nivel de las enzimas por expresién reducida de los genes, a diferentes
condiciones de induccidn de los genes con respecto a B. japonicum o bien a diferencias
en la eficiencia catalitica de las enzimas especificas. El hecho de que estén reducidas todas

las actividades ensayadas sugiere mds bien diferencias en algtin factor regulatorio comun.
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En todos los casos sélo se formaron productos no hidroxilados en C3, C13 como
en B. japonicum lo que sugiere que en general estos simbiontes de leguminosas
sintetizarian GAg, un precursor de las GAs bioactivas, el que podria ser entregado a la
planta para ser convertido en GAi, GAs y/o GAs, mediante reacciones de hidroxilacion
y/o desaturacion.

Las oxidasas de GAs de plantas y hongos son en general enzimas multifuncionales
que oxidan sucesivamente un determinado centro carbonado del sust;ato. Por ejemplo, la
oxidacién del metilo en C19 del ent-kaureno en tres etapas hasta carboxilato, la oxidacién
del metileno en C7 del 4cido ent-kaurenoico hasta carboxilato o la oxidacion del metilo
en C20 hasta COz. Aunque pueden ser monooxigenasas o dioxigenasas, tienen en comun
la utilizacién de Q2 como agente oxidante y la participacion de un dtomo de Fe en sus
centros activos, Fe heminico (monooxigenasas) o Fe no heminico (dioxigenasas)
(Hedden, 1997). El Fe, en el estado de oxidacién +2, tiene la funcién de activar al Oz para
la reaccién de oxidacién por lo que estas enzimas requieren electrones para reducir al Fe**
los que proviemen ya sea del NAD(P)H (para las monooxigenasas) o bien del 2-
oxoglutarato (para las dioxigenasas),

Tas dos monooxigenasas de GAs de B. japonicum caracterizadas funcionalmente
en esta tesis, son también enzimas multifuncionales. CYP114 catalizaria 3 etapas de
oxidacién sobre €] C7 del 4cido ent-kaurenoico hasta GA1z mientras que CYP112 cataliza
por lo menos dos reacciones de oxidacién sobre el metilo 20 de GA12. En ambos casos el
mecanismo de oxidacién incluiria un ceniro de Fe heminico, que recibirfa electrones desde

el NADH a través del sistema ferredoxina-ferredoxina reductasa bacteriano. El operén de

genes de la biosintesis de GAg de B. japonicum contienc un gen homologo a genes de

42




ferredoxina (Tully et al., 1998), en tanto que la ferredoxina reductasa estaria codificada
por un gen ubicado fuera del operdn. De hecho existen en el genoma de B. japonicum
por lo menos 3 genes de ferredoxina (Hauser ef al., 2007), que podrian codificar para las
proteinas transportadoras de electrones asociadas 2 CYP114 y/o CYP112.

Ademis de las monooxigenasas, participa en la biosintesis de GAs en B.japonicum
otro tipo de oxidasa que no esté presente en los sistemas vegetales o fiingicos, codificada
por el gen SDR del operdn. Este gen f;Je descrito por Tully (1998) como un gen homélogo
a genes de alcohol deshidrogenasas/reductasas de cadena corta. Las
deshidrogenasas/reductasas de cadena corta se caracterizan por tener 250 residuos de
aminoédcido y dos dominios principales, uno que une el NAD(P)H y otro que une el
sustrato oxidable (Kavanagh et al., 2008). En el sitio catalitico hay 3 residuos conservados
que participan en la catalisis: una tirosina, (en forma de tirosinato, que actiia como la base
que abstrae un protén del sustrato), una lisina, ubicada vecina a la tirosina, que junto al
NAD" reduce el pKa de la tirosina y una serina que estabiliza y polariza el carbonilo del
sustrato (Kavanagh e al., 2008). Este tipo de alcohol deshidrogenasas son diferentes de
las alcohol deshidrogenasas de cadena media, dependientes de Zn** o de las aldo-ceto
reductasas. De acuerdo a lc;s resultados obtenidos para el metabolismo de precursores de
(GAs en las mutantes bquuéadas de B. japonicum, SDR catalizaria la oxidacién de GA1z
aldehido y GAaz4, aunque también oxidaria al intermediario C20 alcohol GAas, por lo que
SDR funcionaria més bien como una aldehido deshidrogenasa que como una alcohol
deshidrogenasa. Las aldehido deshidrogenasas presentan un mecanismo de oxidacion muy
diferente al de monooxigenasas o dioxigenasas: la oxidacion ocurre por transferencia de

electrones, en forma de hidruro, hasta el NAD" junto con la adicién de agua al carbono
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oxidado. Por lo tanto, en las reacciones catalizadas por aldehido deshidrogenasas, el
oxfgeno incorporado al sustrato proviene del H2O y no del Oz. Generalmente un residuo
de cisteina del sitio activo actiia como nucledfilo formando un intermediario tio€ster con
una parte del sustrato (Marchitti S.A. et al.,2008). S1 SDR es una aldehido deshidrogenasa,
la conversion del C20 alcohol GA1s en GAz4 (C20 aldehido) podrfa corresponder a una
reaccion inespecifica catalizada por una alcohol deshidrogenasa de ofras vias metabolicas
prese‘nte en B. japonicum.

La identificacién de las reacciones de la biosintesis de GAs que estan ausentes en
las mutantes de B. japonicum indican indirectamente cuéles son las reacciones catalizadas
en cada caso, sin embargo la demostracion inequivoca de la funcionalidad de las
monooxigenasas CYP112, CYPI14 o de la deshidrogenasa SDR requeriria de
experimentos adicionales como la expresion heterdloga y la caracterizacion funcional en
una bacteria que no contenga genes de la biosintesis de GAs, como E. coli. Particularmente
interesante resultaria la expresion heterdloga de SDR, que permitiria confirmar las
reacciones catalizadas por esta oxidasa y definir si corresponde a una aldehido
deshidrogenasa o a una alcohol deshidrogenasa.

Hasta la fecha todas las especies bacterianas en las que se han reportado genes de
la biosintesis de GAs (Tully et al., 1998; Morrone et al., 2009; Hershey et al., 2014) y que
presentan una actividad significativa de las enzimas de esta via metabolica, pertenecen a
las rizobiaceas. Se han descrito GAs en cultivos de otras bacterias como 4. brasilense y
A. lipoferum (Janzen et al., 1992; Bottini ef al., 1989), 4. diazotrophicus, H. seropedicae
(Bastidn et al., 1998) y Bacillus sp. (Gutiérrez-Mafiero et al., 2001) pero no se ha

demostrado en estos sistemas actividad de oxidasas de GAs. La caracterizacion funcional
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de mutantes de B. japonicum que carecen de genes individuales de la biosintesis de GAg
representa una contribucién importante a la comprension detallada de este proceso
biosintético en sistemas bacterianos tanto a nivel de las reacciones quimicas, los genes y

las enzimas que participan.

45




5. CONCLUSIONES

En las 6 reacciones de la biosintesis de GAg a partir de acido ent-kaurenoico por
la rizobacteria B. japonicum, participan dos monooxigenasas asociadas al
citocromo P450 y una deshidrogenasa.

La monooxigenasa CYP114 cataliza 3 reacciones sucesivas de oxidacion, en los
carbonos 6y 7 del dcido ent-kaurenoico, para dar la giberelina no hidroxilada
GA12 a través del dcido emt-7p-OH-kaurenoico y el GAjz aldehido como
intermediarios.

La monooxigenasa CYP112 catalizaria la oxidacién secuencial del metilo 20 del
sustrato GAjz hasta C20 aldehido (GA24), a través del intermediario C20 aicohol,
GAus.

La deshidrogenasa codificada por el gen SDR cataliza eficientemente la oxidacién
en C7 del GA1; aldehido hasta GA12.

Ademas, SDR catalizaria la Gltima etapa de oxidacién del metilo 20, de C20
aldehido (GAa24) hasta COz, Podria también contribuir a la conversién de GAjs en
GA.

Las monooxigenasas de la biosintesis de GAyg podrian requerir de la interaccion
con SDR para su funcionalidad completa.

Al igual que B. japonicum, los bacteroides de simbiontes de Phaseolus vulgaris
R. phaseoli, R, etli y R. tropici y del simbionte de Vigna unguicula, S. fredii
presentan actividad de oxidasas de GAs. Estas enzimas oxidan en C7, C6 y C20 el

esqueleto carbonado de los precursores.
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e Tanto a partir de dcido ent-kaurenoico como del precursor GAiz se formaron
productos no hidroxilados en C3 ni C13, con GAg como producto final. Ninguna
de las especies estudiadas present6 actividad de C3 o C13 hidroxilasa.

e La capacidad de sintetizar GAo de que presentan distintas especies de Rhizobium,

formarfa parte de la simbiosis entre estas bacterias y las plantas de leguminosas.
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