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RESUMEN

La dacilglicerd aciltransferaa localizada enleeticulo
endoplasmio cataliza el uUltim pa® de la formaci
de lipidos @ reserva. & esk trabajo, £ desarribo un
método de medicid de la actividad confiablesensible
sendllo y no radioactiv basado ® la cuantificacia de
la GoA producb de la reaccianTradicionalmente, f&a
proteingd de membrana se aislan con detergemmiaa
su estudia Se obserd que la enzima senhibe en un
80% con diez detergentes diferentes y re recuped
actvidad despug d realizar dos protocolos ed
purificacian en cromatogradi de fitracion en gd y de
intecambo  anidoni®  reportados  anteriormente
Tambien <= obsrvd0 quwe las prepaciones
solubilizadas acarrean atiilglicerol € sustrab de h
enzima Debdo a b anterior s uilizaron diferents
disolvents pam extraer lipidos @ la enzima y &
encontid que una mezcla & cloroformo:metadagua
forma una shucion estald de proteina. Estsolucid
protéica se purifico B cromatograi de fitracion en
una columna de vido poroso y e recuped actividad
de las facciones eluidas yeconstituidas ao la
combiracion de  tweer20, diacilglicerd vy
fosfatidilcolna. Se logid recuperar 4 actividad de
fracciones microsomales yedcuepos lipidice
embriones inmaduros € maiz.
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1 INTRODUCCION

La formacid de la semilla es uadaptacid Unca en &ciclo de
vida de las plantas superiore® ha esidiado condealle a escal
anatdmica peo no ® conocengudmente los eventos biguimiccs que
la sustentan (Booto y Dure 1987) El desarollo de las smillas
involucra la acumulacid de reservas nutritigy b desecaci® en una
etapa tardia que aseguorda supevivenca pa largos periodos d
tiempo hast que las condiciones ambientales sean favarable
(Quatrang 1990) El embritn vegeth tiene que cumipy con dos
programa ce desarrtto para que se transforme en una planta: e
morfogéni® y la geminacion (Dure 1975) Es important que
durante la morfogénesi se acumulen reses/aque cubran B
requeimientos nutimentales ce la semilla para que geine y @
estudb detdlado de esh etapa tiene, desakl punbd de vista cientifico
un interé esgcial.

Las senillas acumulan diferenteclase ce nutimentas que so
una fuente importam de alimera paa el humanoEl trigo, d maiz y
el arroz aprtan ala deta humanaerca de m 50% c las proteinag
un 70% e los lipides (Babayan1974;Shewry, 1995. Ademas las
semillas s pare de Ie nutimentcs ce los anmales que so criads
paa el consumo humano. Pdlo, es fundamentagque ® comprendan
los mecanisms que reguia la cantidad yd calidal de las reservase
las semillas paa que I@ programa e mepramiento de los cultives
modifiquen las variedadesreforma adecuada.

El cultivo de maiz es importaetpara grandes conglomerado
humanos significa alimento rdigién y hash moneda. & esima que &
humanida consure mas €& 800 articule basadosremdz (Reyes
Castafieda1990) En Méxica d maiz se aprovecha condimento
paa el humaa o como matea pima en & industra alimenticia pa
la fabricacidn de aceite, harina,lrmidén, mieles ce almidd y otres
productos Los aceites que se empleangdrconsumo humano son
de las smiillas ce la soya, lecartamq d maiz d girasol y b colza. Le
principales componentesedios aceites solos triacilglicéridas (TAG).
En la emilla de maiz,d acumulacia de los TAG en d escutelo s
encuenta regulada aivel temporal y esgcial (Murply et al., 1993)
La mayoria de las saillas presenta una composicid particula de
sus acdos grasos (FAen los TAG que deteninan las propiedade
fisicas y quimicas &l los aceites Exisie wn gran descondmiento de



los faciores que regutala acumulacit y composicia de los aceites
en las semillas, a pesar @ s importancia debidb a la escas

informacion aceca de las propiedades ths enimas que participan en
la bosintess e TAG.

En pantas la sintes ¢ TAG selleva a cab por h via e
Kennedy En esh via participan tie enimas aciltransferasay ura
fosfohidrolaa especifica localizadas @ reticulo endoplasico (ER)
La dacilglicerd aciltransferaa (DAG-AT) es la dlima enzima que
paticipa en forna exlusiva en & formacidh de TAG y e actia
durant el desaollo de las smiillas (Cao y Huang 1986) Esb
sugiere que debe de estar sajed ajun tipp de contrd (Akao y
Kusaka 1976; Grifiths et al., 1988; Ichihaa et al., 1988; Mayoré& et
al., 1989; Giffiths y Harwood 1991; Pay y Harwood, 1993 ay b
Stals et al., 1994 y Lénne y Kuksis 1996) La actividad de DAGAT
es la mas bap en & fraccidh microsomh (Ichihara et al., 1988;
PaclecoMoises et al., 19973 y preserd cierta especificidado que
influye en & composicia de los TAG (Katavt et al., 1995).

El estudio de la DAGAT s ha visb limitado debido a queus
purificacin & ha lograd en forma parcial pogue el ue de
detergents pam s solulilizacion a memdo nhhibe & actividad
Recentemeng el gee de DAGAT < identific6 basande@sen s
smilitud @n la acil CoA:colesterol aciltransfeegACAT, Cass et.
al., 1998 a y b) Esb abri6 ¢ camiro paa clonar y ecuenciar le
genes ck mamifeo Mus musculus, de Arabidopsis thaliana, de colza
Brassica napus, de divo Olea europaea, dd nematod
Caenorhabditis elegans y dd hongo Mortierella ramanniana (Hobbs
et al., 1999; Nykiforuk et al., 1999; Weselake et al., 2000;
Giannodia, et al., 2000; BouvierNavé 2000a; Lardizabal et al.
2001). Aun con est® avages se desconoce estructua molecular
mecamsmo de reguhcion su especificidad po € sustrab y
propiedade cinétcas El presen¢ trabap detdla algunas e las
propiedads que peaniten entende mejor esh enzima y que sola
cawsa e 2 resistend a la puritacion.



2 ANTECEDENTES
2.1 La semilla de maiz

2.1.1 La anatomia de la semilla de maiz

La emilla, d 6vulo maluro fertlizado de las plantas, contiedas estructuras celulardas
reserva nutritivas y & maquinaa metabdica necesarias parformar ua plana completa;
constituye el medio natutade dispersion propagcion y perpetacion de la mayoria de las
especies vegetales (Rey€astafiedal990).

La £milla de maiz (Figl) es ura cariopside cubierta p@ pericampio. En d interior s
encuenta el embrié inmer® en d endospermoEl endospermo e&tconstituid por de tipos @
céllas las células que contienefmidon (endosperm dmidonosq y las células das @ proteina
(células & aleurona o capde aletong que rodea al embmdy d endospermoEl embritn esé
formado por keeje embrionan y d escutelo El eje embrionan est constituid por & hipocétilo,
la radicula y & plumula (epicdlb). El escutelo & un coiledén modificaco que constituyeal
region de unih ente el endospermo Y eje embrionaad (Féhn, 1982).
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Figura 1 Corte longiudind de semilla mada de maiz (Tomaxde Reyes
Castafiedal990).

Las estructurasella semilla cumplen difererstdunciones. Epericarpo sirve de protecén
contra organisme patdgenos. IEendospermo £un tgido de reserva y suinistra nutimento d
embrién duraneé la geminacion contiere almidon proteina de reserva, lipid®y azucares (T adl
). Pa su parte d escutelo Bnacem proteinas y lipiddduante la maduacion de la semilla y &
la fuente inicial @ las enimas que hidrbzan les reservas dendospermo duraatia geminacion
En d eje embrionak £ pueda distingui d coledptilo, que es letejido que protege a $o
primordios fdiares d mesocdilo (nudo escuteld que esd zona de inic de las rates
adventicias y a la capa terind que es ua estructua esponjosa que peite la unid dd embrién
al olote. El eje embrionan est constituid por Ics tgidos que dararuba a una plantaompleta
(ReyesCastafiedal990).



Tabla| Pocentaje de composigidde reserva de grano de maiz Composicid a patir de nueve hibride
diferentes (Tomaab de ReyesCastafieda1990)

Tejido de la semilla almidén  proteinas lipidos azlcares

(%) (%) (%) (%)
Endospermo 86.6 8.6 0.86 0.61
Embrién 8.3 18.5 34.4 11.0

2.1.2 Fases del desarrollo de la semilla

En d desarollo de las smillas se distiguen tres fases confluentesa histodiferenciacigna
expansidn y d secas (Fig 2). La fase e histodiferenciacid comprend los pracess
relacionads can la divisicn mit6tica del 6vulo Tambid incluye la formacié de la capa d
dleurona la diferenciacia par formar étejido dd eje embrionaa (diploidd y la prdiferacion de
los nlcleogolares pdinizados paa formar endosperan(triploide) Durant este perioal € inicia
el proce® de sintes y acumulacid de almidd en ¢endospermoSivak y Press, 1995.

Hizto- Expanzian Secado
diferenciacisn

=

1
1
1
I
1
I

gramos

Dlas de desaralle

Figura 2 Fase dé desarollo de la semilla Fag |, histodiferencacion o
embriogénesis Fa® I, expansi@ o b acumulacid de reservas y Faslll, la
madurcion o £cado pf=pe® fresco, ps=p@&sxco y chcontenia hidrico. (Tomad
de Bewley y Bhck 1994).

La ®gunda faselda acunulaciin de reservasse camcterza po un cee de la divisid
cellar y wn alto metabolismo @ sintes e macromoléculas que rsalepositada en tgidos e
amacenamientoHay un aumend muwy importane en étamaf de las células (expansipdebic
a la acumulacia de proteinaslipidos carbohidrate y otra reservas menores que depositan
tanib en d embrin (e embrionan y cofledén), cono en d endospermo re d ca® de las
gramineas En esh etapa se consumem grands cantidadesalnutrientes aportadosipla planta
madre (Bewley y Bhck 1994) En esh fase, epe® =co @ la semilla se incrementa tas
exclusivameng debie a la ganancia de materia seca, Ipoque el contenal relativo & agua e
reduce significativamente yadluga a una reduccid en d potencial hilrico de la semilla
(Finkelsten y Somerile, 1990.

La dtima fase esal maduacion de los tgidos. Consisé en una pronunciada pérdida de agua
0 ecad de la semilla Esa fase se encuentra acoplada a la acumulad® proteinas
especializadas y carbmmates que confieren estabilida a las estructuras celulares
paticularmene a las membranas (Jipy Kermode 1994) Cono congcuencia, & esh etag
mueran las células d la testa y deendospermo con excepaide la capa de aleurona (Mo
Schopfer 1995)



2.2 Acumulacion de reservas en las semillas

El aporte de sacarosa pda planta madre es forma de intrducr & carboro necesan
paa que las suillas ensamble conpuest® ce reserva. Eatsacarosaescavierte en ajuma e
las tres principas dases @ conpuests e reserva: lipidpproteira o dmidén. También, sire
paa la sintes e lipides e membrana y el proteinas queonson @ reserva. k& los cereales
como d trigo, d arroz y la cebada;al sacarosa se transforma principalreezn ahidon, siencb
los lipidos d 5% dd carboro total En d ca® dd chichap vy la alfalfa, I& proteinas el reserva so
los praductes predoninantes derivados @ la sacarosa importadgn contrasteen las senillas
oleaginosas comla colza y Ecartamg los lipidos ce reserva so dd 40 d 50% de total de
caibong las proteinas @ reserva sodd 20-30% mientra que el almidd es @ producto que hay
en mena cantidad (Murph et al., 1993) Los patrones @ expresid y la reguhcion de
metabditos en d contrd del reparb de carboo ente lipidos y proteina e resera ain no ha
sido estdiadcs can suficiene detalle.

Los cabohidrate y les proteinas svolas principales reservas acumuladasdesndospermo
de cereales comd maiz la cebada, lérigo, d sorgo o ¢ mijo. Pero, Is lipidos y les proteina
son las reservas mas importasten d embrion El mecanism que detanina el que 8 acumug
una u otra reserva podria estar influenaagor fictores externos. Pejemplq cuand s crecen
planta e cola a temperaturas altasa Isemilla acumula mas proteinas, mientgue a
temperatua baja Ie lipides de reserva solos que predminan (Stymnre y Stobart1987.

2.2.1 Acumulacién de lipidos de reserva

La acumulaciin de lipides ce reserva en $aplanta esta regulada espacialment&e
acunulan en Is cotledones dé lino, la colza, kgirasol, ¢ cartano y la soya; B d endospermo
dd ricino y dé com y en d escutelo demaiz la cebada yletrigo. Los lipidos tambié
encuentra en ¢ eje embrioneo y en la capa de aleurona ers laenillas de cerealesRerry y
Harwood 1993aCao y Huang 1986§.

Los lipides ce reserva que se acumulan ex damillas s los TAG. A diferenca de Is
glicerdlipidos de membrana, ® TAG o tienen funcién estructuralino que constituyen una
forma eficiente @ almacenamieatde energia y € carbonoSa moEculas hidroféluas y consta
de tres A esteriftadcs d glicerd (Fig. 3). Los TAG = depositan en gran cantidadestructura
subcelulares demminada cuerposipidicos (LB), (Miqud y Browse 1995).
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Figura 3 Estructua de triacilglicerd (TAG) R=&cido graso



La dntess ce TAG cono resera de carbom y energa ro es exclusia de Is organisms
vegetalesSe ha demostradsu existen@ en la nembrana del B de Saccharomyces cerevisiae
(Christiansen 1979) los hongs Mucor circinelloides y M. ramanniana (Jackson et al., 1998;
Pillai et al., 1998) y @ animales superiors (Weisst al., 1960; Bdl y Coleman 1983).

La acumulacitn de lipidos e reserva en plansaesé regulada temporalmententre el find
de la histodiferenciacidy d inicio de la fase de expanside la semilla se dispara la deposiaid
de lipidss en forma exponencial Durane este periodl € sintetizan fosfidpidos (PL) y
glicolipidos (GL) a una velocidad menagjue la acumulacid de FA y TAG. La acumulacia
gradudde TAG es paraled a la ganancia de pefesco. Afinal de la fase de expansidios TAG
son los predeninantes y los lipidcs estructurales represemtsolanente el 10% decontenia totd
de lipidess (Miqud y Browse 1995) La acumulacia cest durang la fase de secady ® a
observado que m hay modificacin de la composicid de estas reservas durantel
amacenamierd de la semilla (Bakhchira et al., 1998) excepb cuando la senillas tiere ura
deterioro por condiciong inaccuadas e almacenamieat(Bewleyy Black 1994).

Los TAG vy las proteinas @ reserva es acumulan paralelament parti dd doceaw di
después ce ka pdinizacién La cuva de acumulaén de TAG en las samillas de maiz y cartam
presena una forma sigmoidal (Figf) (Cao y Huang 1989. En la cdza este procesinicia a s
21 dbs despug ke la pdinizacion (Ichihaa y Noda 1980;Stymre y Stobart1987 yTzen et al.,
1993.
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Figura 4 Perfil de acumulacid de protUlina totél ), tricilglicérides () y
oleosina (* ) @ embrions ce maiz duramt si desarollo. El contenia a Ios 33
dias despug ke la pdinizaciéon fue de 50, 5.04 y 19.mg de pes fresco, é
proteira total y delipidos neutros, regetivameng (Tomad de Tzenet al.,
1993)

Por otra parte, & conoce que el tip de TAG sintetzacb £ modifca en & misma
proporcicn en & que cambiaal sintes e los FA que I constituya durané la maduacion de
semillas. En la milla de girasbpredomina los TAG can una alta proporcidde acia linoléico
(Boukhchira et al., 1998) Fenomens similares se observan enslaenillas e cacao (Gffiths y
Harwood 1991) semilla no convencioniaque acumula cantidades ynaltas ce &cdo eskarico.



2.2.2 Estructura y formacié de los cuerpos lipidicos

En las senmillas, los TAG £ acumulan en organsicsultelulares denminades cuerps
lipidicos 6 LB Estd formads de una matriz de T@& roceads pa una monocapa delPen la
cud se encuentra embebida ura clase especiakdproteinas esgificas llamada oleosina (Fig
5).
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Figura 5 Representacivde wn cuerp lipidico con un coe donde se observa la matrie d
TAG (A), dos oleosina can un tdlo de 11 nm y dos fosfdipidos representados candvalos
unidos a ds linea (B) y vista superficid de ura unidad estructutaonstituich po una
oleosim y 13 fosftipidos (C) (Tomado @ Huang 1994)

El 95% dé contenia totd de los LB son TAG mientra que el d protina es €1.4 %
(Tablk Il). La mayoria de las proteinas s LB de maiz so tres oleosinas ao un pee
molecular @& 16, 18 y 19 kilodaltonekDa, (Huang, 1994)Se identificarm otras proteina
mencs abundantes llamasl@aleosinas comaya pe® mokcdar (Chen et al., 1999; Naestedet
al., 2000 y Frandseet al., 2001) La acumulacia de TAG y ce oleosinas esedmanera parakel
en d desarollo de semilla e maiz (Fig 4) de cartamo de A. thaliana y de soya (Tzeret al.,
1993 PacheceMoisés 1997b;Herman 1987 y Zw et al., 1996)

Tabla Il Contendo de lipidos y proteisaen los cuerpos lipidic ce mak expresalo cono
parcentag de & masa totalTomalo de Christianseri979 y Bewley y Black, 1994)
TAG DAG fosfolipidos' &cidos grasos' lipidos polares proteina
%) () (%) (%) (%) (%)
Maiz 95 2 0.9 0.09 0.7 1.4

1 .-fosfdidilcolina 64%), fosfaidilserina (20%), fosfdidiletanolamira (8%) y fosfaidilinositol (7%)
2.-&c. linoléico (61%), &c. oleio (24%), ac. pknitico (12%), ac. esteamc(2%6) y &c. linolénim (<1%)

Las micrografia ekctronicas deER de las smillas y consideaciones termodiméicas
condujera a proponer que $LB s sintetizan d vesiculacion El modelo propuest paa la
formacion de los LB (Fig. 6) sugiere que I TAG que@n sclestrads ente las dos capasedi
de la membrana del ERSegyuidameng esta lipidos forman una yera a la cuale le unen maPL,
que s sintetzades en ese mismo organelo.iultaneamente, Boleosinas, que se sintetizan e
los pdiribosoma undos d ER y que m paecen rguerr de un pracesamierd posteriof
difunden haca la yema posiblemente dirigidasrpsas daminio central hidréfobp o bien las
oleosina recién sintetiadas se insertan dotamergd en & yema. Finlmente la yema en
gemacidn llena 21 matrz de TAG quedando roghdh pa oleosing y ura capa de PLUna ez
que alcanza o tamafio critio (145 um de dametrg se libela al citosol como m LB maduro
(Huang, 1996) ya que eltamafd paece estar controladpor lss componentes proteingo
especifice (Murpty y Varce, 1999).



Figura & Hipotess dé desarollo de cuerps lipidicas (LB) dd reticulo endoplasnico
(ER) Existen diversa dternativas los LB se forman y desphzan un peakzo & ER (A);
un pechizo @ membraa permaece uni@ a I LB (B); el ER matiene contaah con ¢
naciene LB (O y = forman vesicula pag la sintesis cdinua e TAG ente la
membrara (D). Rb= ribosoma (Tomad de Bewley y Black1994).

Tambiéh £ ha prpuesb que la formacid de los LB en planta& compa® caracteristicas
similares a la formacid de TAG en animals y micioorganismosse forman en microdomingodé
ER oon la maquinara enzimética @ biosintes ce lipidos de reserva@kila y Rogers 1996).En
este sentido Lacey y Hlls (1996) mostraro que en eER aislad de semilla de colza existen
dominios espcificos paa la formaci@ de LB. Esb es encontrara dos fraccones membranales:
las ce alta densidagque contenian actividade® das enimas ce la sinteside TAGy de PL-y
las e baja densidadjue presentaroactividades casiulas ce estas efimas Esb augiere que las
membrana ce baja densidadesderivande wn daminio dé ER involucra® solamerg en &
formacion y crecid de los LB.

2.3 Biosintesis de triacilglicéridos (TAG)

La bosintess e TAG puede dividirse en doetapas. & la pimera se sintetizaral acy}
CoAYy d glicerol3-fosfatg en la seginda se ensamblanddr AG.

Primera etapa. Sintesis de los componentes basicos
Shtess de glicerol-3-fosfato, GB

Existen dos posillidades ce que e sintetice el G3PLa pimera es po la reduccid de la
dihidroxiacetoneas3-fosfab por k dicerol-3-fosfato deshidrogenas(dependiente de nicotinamida
adeninadinucleétidg NAD"), la gunda es pda fosfoilacion dd glicerd por la dicerol cinasa
(Fig. 7). B mwy probabé que la segunda via juegue papémena en la sintes dé G3P poque
la acividad de la gicerol cinasa es my bap en I tdidos active en sintess ¢k lipidos Pa €
momentq no < tiene evidencia suficiente que ke cual e la via que tieneuba in vivo
(Miguel y Browse 1995)
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Figura 7- Vias e siriess dé glicerol-3-fosfab (G3P) El G3P puede mvenr de la dihidroxiacetons-P
derivada ¢ la glucdisis o e la adividad de b dicerd cinasa.

Sihtess e los adl coenzina A (acyl-CoA)

En pantss la sintes e los acitACP, los precursores ellos acy#CoA, = lleva a cab en
los plastidios. B ést@ organelos se encuentrandnzima malica dependiente de NAQRH
complep piruvato deshidrogenasy lss enamas glucditicas que proveenedacet coenzima A
(aceyl-CoA) y de cofactores comd ATP, d NADH y la NADPH pama la sintes e los acit
ACP (Fig 8). H pa% inicid en la sintes lo cataliza la ac#tCoA carboxlasg su sustrad es la
acetl-CoA. La forma plastidica tiene cuatsubunidadeda proteina acarreadora de caiilosx
gue cortiene a la biotina,d biotina carboiasa y b carbostransferaa ca las subunidades y (3.
Estas cuato subunidade forman un comple) heteromérico & mas & 650 kI posiblemer
asociado a membrananHa reaccid s carboia un acetylCoA a parti de bicarbonatoPrimero
se forma wn intermediaw de carboxibiotina a expensas ATP y uego ® transfiere el CO
actvado a la acetylCoA para formar €& malonitCoA. Posteriormente, |ecomplejo
multienzmatico acicb graso sintetasaediza carboXaciones subsecuentes y repetsivpaa
incorpora dos carbone a & vez hasta que se obtiemepnoducto de 16 o 18 aton®de carbono
El alargamient de la cadena de aciloa patir de maloiil-CoA y acetytCoA, es cataliza@ pa la
acdo graso sintetas(FAS) La FAS < refiere a todas las actividadesiedtticas @ la biosintes
de &cide grass excepb la aceit-CoA carbodasa Las reacciones catalizadas rppAS sm
esencidment las misma en todas los organismos, rsiembarg £ han descut dos tipos e la
naturakza. L& plantas y guna lacterias presentala FAS tipo II, en la que cadachvidad
catalitica reside en una proteina indivd incluyend la proteira acarreadora de upos acilcs
(ACP). La ACP es ura proteina pequefn@0 aninoacido$ que contiene m grupo prostétio
llamadb fosfopanteteinaLa ACP esé involucrag en & sintes de acdos grasos cuandd
maloril-CoA (producb de la acat-CoA carboxlasg es transesterifiacd d sulfidrilo de la ACP
por la maloril-CoA transacilas para formar maldrACP. Tambiér d acetl-CoA es
transesteriadocon ACP pa la acet CoA: ACP transacilas praluciendo acdtACP. La aceit-
CoA y & malonilCoA se condensan parformar m conpuesb de 4 carbons (acetoacei-ACP)
reaccdn catlizach pa la 3cebacitACP sintasa cominmerg llamad enzima condensant
(KAS). Los tres ulimos pass e la dntess e acide grasos mucen eacetoacet-ACP hasa
forma uma cadena de acgosaturadaEl grupo cetoa del 3cebacil ACP e cawertido a wn
grupo alcohol pola 3cebacil ACP reductas dependiest de NADPH Ensguida la remocid
de unamolécub ce agua (deshidratacippara formar A trans-enoil-ACP e catalizad pa la 3
hidroxiacil ACP deshidratasdl pas find es ura reducci@ dd 2,3 trans-enocil ACP pa la endl-
ACP raluctasa formand d aci-ACP saturado Los praluctes ce la sitess ce FAS Il en d
plastidb son ls 16:0-ACP, 18:0-ACP y 18:\’-ACP. Ests acitACP s utlizados pa las
adltransferasa paa la sintesi e AL y GL de las membranas dglastidio, 0 son hidrézados en
el estroma del plastidio por tioesterasaeyortadcss cono acids grasos libre @cido pdmitico,
estearico y oléicy a otres compailitmentcs celulares poun mecanismo que aéd no € conae
(Somerville, et al., 2000).
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Figura 8 Biosintess ce acide grasos Yy tacilglicérides. La dntess ce FA involucra a um
serie de enzims localizadas e d plastidio y b subsecuente formaoide TAG ocure en I&
membrana dé reticulo endoplasico. 1, acetly CoA carboxlasg 2, KAS I; 3, KAS II; 4,
esteral-ACP-desaturasp b, pdmitoil-ACP-tioesterasa6, oleal-ACP-tioesterasa7, oleab
elongasag, glicerol-3-fosfab aciltransferasa, lisofosfatidad aciltransferasal0, fosfatidad
fosfatasall, dacilglicerd aciltransferaa y 12, enima mélica. KAS=%cebacitACP-sintasa
ACP=poteina acarreadora de cs acilos LPA=lisofosfatidato PA=acicb fosfatidico,
DAG=diacilglicerol TAG=triacilglicero| G-6-P=glicerol3-fosfatqg F6-P=fructosa6-fosfab
y PEP=fosfoenolpiruvato.

También los acitACP s exportads d citoplasma com éstres e CAA e incorporads a Is
lipidos en d RE (Fig. 8). Los necanisms pa los cuales los acif sa transportade ente
organels sa desconocide (Buchanayet al., 2000).

Modificaciin de los &cids grasos

Los FA expeimentan reacciones posterioree elongaciondesatuacion hidroxlacion y
ramificacién Las reacciones masdtuentes € modificacid de los FA son las desatwaciones que
ocurren en ¢ plastidia Un ejempb es d del acidb estdrico que se ewierte hasta acil oleim
por la deoil-ACP desaturaa antes € que sea liberadde a1 unién con & ACP (Schnur, et al.
2000) Sin embargpabuna evidencias sugiemeque las eacciones & desaturacido ocuren fuea
dd plastidio, incluo hasé cuand los FA se han incorporaml a lss A. de la menbrara
(principdmente fosfatidcolina, PQ en d ER (Williams, et al., 2000) En las semillas okaginosas
la variedad de K encontrade -mas ce 300 diferentesse debe principalmemt a reaccionesed
desatuacion.
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Segunda etapa. Ensamblado de los TAG

El ensamblad dd TAG = lleva a cab de diferentes maneras: rtda participacia de
adltransferasa (tres vias) y umvia ca la actividad de transacilasha via de Kenneg es la
primera que se describipaa la sintesi e TAG y la que octre can maya frecuencia. B esa
via participan tre aciltransferasay ura fosfohidrolasa, es encuentra enl €ER de hongs
filamentososen las levaluras en las senillas en desarollo de las plantas yremaniferos (tgido
adipos y hepético) Otra via descrita es He la monoacilgliceroaciltransferasaque ocure en &
intestio de mamiferos La via de & fosfdipido: diacilglicerd aciltransferaa esta presente en
levadura y abuna plantas. Podultimo, la via de la transacilasse encuentra enrsilas en
desarollo de plantas superiosepen tambié s ha encontram en d intestiro y d higad de
mamiferos.

Via de Kennedy

En esta via participan teaciltransferasay ura fosfohidrolasa especifica (Fi@). Consist
en la incorporaci@ siwcesiva de de moécula de FA (conp acil coenzimaA, acytCoA) en las
posiciones sn-1y sn-2 de glicerol-3-fosfab pail formar acid fosfatidico (PA) Ensguida d PA
se cawierte a DAG pa la fosfatidab fosfataa (PAB y finAlmente s incorpora al D& ura
tercera unidad deFA, tambié provenieng del acyCoA citoplasnico, parl formar TAG La
enzZma que realiza la pnera acilaci; es la dicerol3-fosfab aciltransferas (G3RAT, E.C
2.3.1.15) posteriormerg la lisofosfatidad aciltransferas (LPAAT, E.C. 2.3.1.51) reala h
segunda acilacid y la diacilglicerd aciltransferaa (DAG-AT, E.C. 2.3.1.20) realiza la acilanié
en la posicion sn-3 paa formar TAG (Ohlrogge y Browsg1995).

La via de Kennegl se encuentra en &R de hongas flamentososen las levaluras en las
semillas ce las plantas yremanifercs (tgido adipos y hepatico) Sh embargose ha demostraal
-por primera vez que la biosintesi e TAG en la levadua oleaginosd&hodotorula glutinisse
lleva a cab en d citosol. En esh levadua de yemas &l cobr rosa d 50% dé pe £co son
lipidos La biosintes ce TAG la realiza n complep multienzmatico de 200 kDa Ese complep
contiere las actividadeseadla LPAAT, PAP, DAGAT, proteima acitadl acarreadaa sintasa yd
ACP, ademéastiere la particusridad de que incorpora rapidamenta& kbres y en forma de acyl
CoA (Gangar et al., 2001) A pesa de las multipls evidencias que apoyam éxistencia de @n
mutua regucion crzada, & naturaleza de la comunicatiénte la sintesi ce FA en d plastiio,
la canposicid de los FA y la via de Kenngdno son bien comprendidas se ha identificad a la
(s) mokcuh (9 involucradh (9 en dicha intercomunicaaid(Ohlragge 1997).

La via de h fosfolipido:diadglicerol aciltransferaa (PDAT)

La reaccioncatalizac pa la fosfdipido:diacilglicerd aciltransferaa o PDAT es otia via @&
sintess e TAG independier de acylCoA. Ese mecanism utliza a los A como acildonadore
y d DAG cono aceptor El gere que codifica paralPDAT est estrechamentelagionad con
la lecitin:colesterbaciltransferasaa cual cataliza la sintesik éstereselcolesterbindependiera
de acylCoA (Dahlgvist et al. 2000) La actividad de la PDRA pemite que se incorporen
preferentemem giupos vernoldlo en semillas deagnosas cor d girasol yCrepis palaeting; en
ricino incorpoa ademas gpos ricinoled. En S cerevisiaeexisten cuato gens que 8
transcrib@ pama proteinasnvolucrada en la esterificacid dd DAG pam formar TAG Uno de
estas genese gere LRO1- codifica para la proteina deRecan actividad PDA (Oelkers et al,
2002)
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sn-1 I}
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;H—C—0—H Fosfatidilcolina

1,2-diacilglicerol, DAG NS Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilserina

Acil-CoA
4 Diacilglicerol aciltransferasa
CoA (DAG-AT)

ﬁzH—éib—g—Rl
Zsn-2
R2—C—O<(EZ>H O
,H—CD—C—R3
triacilglicerol, TAG
Figura 9 Via de KennedyBiosintess ¢k triacilgliceroles.

R= &cilo graso
Via de b monoaiglicerol aciltransferaa (MAG-AT)

En d intestiro de rata e sntetiza TAG sh la formacid de fosfatidato El producio de la
digestion d 2-monaacilglicerd (MAG), s absorbe emlmucosa intestinakdmamiferosen ese
tgido, la actividad enmatica de la MAGAT incorpoa una unidad de A (dd aci-ACP
citoplasmico) en la posicid uno déMAG pam generar D& (Fig 10). Es posibé que la DAG
AT acile in FA en la posicid tres dé DAG pam formar TAG sin embargp = tene evidena
que los praductcs e la MAG-AT son utlizados paa la biosintesi de dicerofogolipidos (Lenher
y Kukgs, 1996) En la bosintess e TAG dd epitelio intestinade mamiferosd grad de
interaccitn ente las vias d Kenneg y la MAG-AT ain no £ han estdiado &haustivamente
Ambas rutas compite pa la misma poza deAy amba producen DAG Lo que resulta evidente
es que las dos rugadepende de un apore continw de sn-1,2-DAG y la DAG-AT pose in
papd importane en ambavias.
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w0 st I
0 H— —C™0H 0 ,H—C—0—C—R1 Q H=C—0—C—R1

=sn-2
Ton2 “sn-2 R2—C—0O—=C=H O
—C—0O=(C» MAG-AT —C—0O=C= DAG-AT -
R2—C—O0=C=H  jgi.con———tw RZTCTO=C=H LCOA —— " CoA + CZsg N
Zsng 53 + Acil-Ca H—C=0—C—R3
H—CTOH ,H—CTOH :
2-monoacilglicerol sn-1,2-diacilglicerol Triacilglicerol

Figura 10. Biosintesis de triacilgliceroles por la via de la monoacilglicerol
aciltransferasa. R=acido graso (Tomado de Lehner y Kuksis, 1996)

Via de la diacilglicerol transacilasa (DGT)

La formacid de TAG puede darsersia participacié de las enimas e la via de Kennedy
Durant los Ulimos afiG se ha obtenidevidenca de laexistenca de la DGT que genera T& en
tgidos anmales y en semillas okaginosas.

El ca® de mamiferos

El aislamienb de una proteina co actividad trarecilasa (G2 kDg de la fraccid
microsomé de mucosa intestinaledrata, B sigerido um ruta de iosintess ce TAG que ©
depende de acyCoA. La DGT, cataliza la transesterificacibde un gmupo acilo ene dos
moléculas @ DAG -con esterequimicasn-1,2 y sn-1,3- paa formar ua molécula de TG y otra
de 2MAG (Fig 11) Debicb a que esta reaccites reversible los TAG no conserva las
diferencia de composici@ en ls posicionessn-1 y sn-3, puesdt que so recambiade
constantementd_a funcién precisa de la DGT aili no & conocidapeio £ cree que participa en
la resintes ce TAG contribuyend a h redistribucid de los FA que forman Is TAG. Lo que &
conoce es que la DGTseincapaz de remover B FA de la fosfatidcolina o ¢ transferirls dé
DAG a la lisofosfatidilcolia (Lehne y Kuksis 1993).

Q il 9 .H- csnlo C—R1
I
O H— C O C—R1 O 2H— CSHZO C—R1
R2— C O0=C~H O R2— C O‘C’H (0]
R2— c o<c>H T3 )
:H—C~0—C—R1 :H=C70—CR3 -
2H— C OH O H— C OH
sn-1,2-diacilglicerol O
DGT R2— C O Csn;-l
+ + ,H—C—OH
O .
ot ﬁ 01 ﬁ sn-1 sn-2-monoacilglicerol
H=C—0-C—R1 OHCOCR3 0HCOCR3
HO<C>H 0 R2— c 0<C>H 0 R2— C O‘C’;* O
= sn: Zsn- =sn-
H—CTH—C—R3 H—CTO—C—R3 :H=C=0—C—R1
sn-1,3-diacilglicerol
Triacilglicerol

Figura 11. Biosintesi ce tiadlgliceroles po la diadlglicerol transacilaa independiem de acyCoA.
(Tomado @ Lehner, R. y Kiksis A. 1993

Las reacciones @ transesterificacit de acilglicéride o son nuevasDiversa lipasa -
cono la lipag hepatica del higadde rata pueden catalizar ua reacci@ de transacilacibnEst
lipasa transfiere Ise FA desa los dicéridos a un hidroxilo libre de wm acepto lipidico o a &
molécub de agua (Waite y &on 1973) Tambié s ha demostraxlla transferencia deArdesc
la RC d colesterd (por la ACAT, Field y Mathur 1995) Pa dlo se han utizado diversa lipasa
y esterasa en reacciones @ trars y & esterificacid@ paa generar enantibmeyoce manea
selectiva (Wong y Whitesides1994).
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El ca® ce las smillas en desarollo

Se ha reportad la actividad de DGT rela fraccidh microsomade los cotledones ce
semillas ce girasben desarollo (Lehne y Kuksis 1993) En ese casg s demosth que o exise
una adacion directa del MAG E andlisis estguiométrio de la redisttiucion de aciles en d
esqueled dd glicerd indic6 que la transacilaaib € da entre el D& y la RC de manea
reversible Stobat y otros autores1997) tambié encontraron evideraien emillas de cartame
de la participacia de la PC pen no exfican la agricion de MAG y a1 canversidh a DAG Es
probabk que la composicitde los FA en la posicid sn-1 dd TAG es€ limitaca debiad a que el
reservoro citoplasméatico € acy#CoA sea poco diverso o que la G2H sea epecifica. Debid
a que la transaci@n pemite la incorporacid de acils en d TAG, ese mecanism adquiee
gran relevana para exicar lacalidad de Is aceites vegetales.

2.4 Modulaciin de la biosintesis de TAG

Revisama previamerg que para formar T@ £ requiee de la sintesiy dd ensamble d
sus componentes. A contiacion ¥ presentan $a expicaciones que guncs autores ha
propuest pam la malulacién de la biosinteside TAG.

En embriones de maiz en desallo, la inhibicién de la biosintesi e FA afecta la formacié de
TAG, peo au estmulacién no comluce a una mayaantidad de aceite (Altuzdfiartinez, 2000)
Sin embargoen los cultivos @& células e suspensiénalB. napus L. cv Jet Neu con sacaros €
incremerd un RNA mensajep que probablemente codifica para Wwa@P mitocondrid de A.
thaliana, s incrementa la actividad de la DAGT, la biosintes y dmacenamierdt de TAG.
Esto sugiere que la biosintesice FA en la mitocondria yd biosintes ce TAG en d ER esta de
alguna manera relacionadas (Davgrenal. 2002)

Bao y Ohlragge (999) observam que & velocidad de sintesie TAG in vivo fue de ds a
cuatro veces superioen embrions en desarollo de Cuphea lanceolata, Ulmus carpinifolia y
Ulmus parvifolia s se adciona acig decanoico.

Es posibe que ua tioesteraa especifica para adlCP e cadena corta sea la responsakle d
controla € flujo de FA desct los plastidie hash otres compalimentcs y @ citoplasma(Roesle
et al.,, 1997; Rangasayny Ratlelge 2000). En B. napus £ ©breexpre® ura tioestrasa
afectan@ la composiciaé de aceite(Ecclestm et al., 1996) o esmuland la biosintes ce FA
(Ecclestan y Ohlragge 1998).

Las cadenas el FA son modificadas (desaturadas, hiditadas y peroxidadgscuand <=
encuentra en & molécula de € pep recordeme que debid a la actividad de las transacilssa
puede existi recambd de FA entre la fosfatidcolina y los reservorios citoplasmaticogs @cy!
CoA (Williams et al., 2000) o ente los FA esteriftades d DAG y la RC pa la PDAT y la DGT.
Luegq los FA puede regresas a I acy#CoA para ser sustratoce las aciltransferasan la via
de Kenneg pam la formacié de TAG. También, EDAG $ cawierte a FZ pa la reaccid
reversibé catalizad pa la citidina difosfatoclina:diacilglicerd colinfosfotransferaa (DAG-CPT,
Stobat y Stymne 1985) pero tambid la acitCoA:L-a-lyso-fosfatidilcolira O-adltransferaa
(LPC-AT) cataliza la acilacid reversid de la lisofosfatidilcolia (LPQ a fosfatidcolina.
Adiciondmente s ha demostradque las facciones microsomalece semilld en desarollo de
soya, cartano y girasd son capaces @ intercambiar acyCoA y PA, reaccid catalizad pa una
adl-CoA:fosfatidilcolina aciltransferas (PGAT; Stymre y Stobart 1984) Hash la fecha, o =
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ha cemostrad g9 estes fendmenos poseergah grad de contrd sobre el flujo a través dia uta
de biosintesis.

Las mutantes aftadas e la ruta de biosinteside TAG (via de Kennedyproducen meno
cartidad de aceites y mayproporcid de FA insaturads (Katavc et al., 1995).

Durane el period de sintes e lipides en semillas en desarollo de colza,los DAG s
incrementa aun durard la fase de méma sintesi e TAG. Esb puede sgeri que laDAG-AT
gierce contrdsobre el flujo décarboro in vivo ein vitro (Pary y Harwood 1993a y h)

En millas en desarollo de cartaro la activdad de la DAGAT fue mas lerd que las otras @do
adltransferasa en la via de Kennedylo que sigiere fuertemente que la acilanidld DAG es d
paso importane en & via de sintesideé TAG (Ichiharaet al., 1988)

La reduccith en & actividad de la D&-AT correlaciora can la reduccid de la sintesi e TAG
(PacheceMoisés et al. 19971).

2.5 Caracteristicas de la diacilglicerol aciltransferasa (DAG-AT)

2.5.1 Descripcit de la actividad DAG -AT y su medicin

La DAG-AT (adl-CoA: 1,2diadlglicerol O-adltransferas E.C 2.3.1.20) & k uUlima
enzma de la via de Kenngdque cataliza la esterificaciéen la posicith sn-3 dd 1,2-sn-
diadlglicerol (DAG). La DAG-AT emplea wn &cicb graso e forma de acylCoA cono donador
dd acilo (Fig 9 y 12) La activdad de la DAGAT esti asociada al ERin embarg no esa clao
la accetbilidad d sitio activa Los estidios ce Bell y Colema (1983) propone que el sitio actiy
de la DAGAT s eruentra Unicamente em Icara citoplasmatica delREmientra que Is
resultadcs ce Owen y colaborador®e (1997) b localizan en amisacarasEl pH 6ptimo reportad
paa diverss tgidos se encuentra alrededde siete (Ichiharat al., 1988; Ca y Huang 1986;
Sukuma y Sastry, 1987; Mantiy Wilson, 1984 y Kanisalka y Nakaharal994)

@)

sn-1 [ sn-1 [

 sH-g 0-C—m g g o-Cm
Re—C—0O=C—H + Ac-kCoA ———® CoA + R2—C-0=C=H O
,H—C™OH H-CTD s
1,2-diacilglicerol TAG
Figura 12. Reaccid enamatica catalizada pda diacilglicerd aciltransferaa (DAG-AT). R=
acdo graso.

En dertos organismosal DAG-AT presena ura funciin adicional En A. thaliana y en las
bacterias Acinetobacter calcoaceticus y Mycobacterium smegmatis se describd ura actvidad
DAG-AT/WS (WS, cea sintasa) En éste organismos,al DAG-AT cataliza la formacid de
ceras y lipids e reserva (TAG)Est bifuncionalidd no s relaciona co otras actividades \8 o
con los gens dacilglicerd o fosfolipido aciltransferas descritas par plantas levadura y
animales Se sefiala s potenci biotecnolégico puesd que al expresaeste gene en
Pseudomonas citronellolis se dbtienen ceras nyupatecidas a las &l la jojoba Kalscheuey
Steinbuchel 2003).

La nedicién de la actividad de la DAG\T presena caracteristicas esgiales Debid a que
sus sustratos soinsolubles en medic acuosasd DAG < afiade en solucién etding, acetdnica,
en doxanopropilenglicd o emulsiftacb con Tweer20 o taurocolato @ N&. Ademas, &
requiee de diverss [1'C]-acyiCoA para cuantificar Eproduct macada
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El ensayp descrito por Gay Huamg (1986) 8 d mas comin pama la medicid de la
actvidad de la DAGAT. En ese ensag £ emplea ell-[*"Clolecil-CoA y la 1,2dipamitina
emulsificads can tween20 @mo e donada y d acepte dd acilo, resgctivamentelLozaman
(1995) utlizé microsoma liofilizados y suspendidoen bencenbDAG para medi la actividad de
la DAG-AT en amortiguade acuos en presenck de f*Clolecil-CoA degués ce sonicar y
eliminar € disolvene pa evaporacion Tambié Vogd y Browse (1996) ha utlizado bercero
paa disolver acilaceptores (DAG@nN los ensayos@& DAG-AT en plantas.

2.5.2 Localizacidn espacio -temporal de la DAG-AT

La aclvidad de la DAGAT s ertuentra en todalas células que realizan biosirded?
TAG. S ha descri en M. smegmatis (Akao y Kusaka 1976) en fracciones microsomadece
higado @& pdlo (Weisset al., 1960) de higad y comazt de rata Qzas et al., 1989; Polokdf y
Bell, 1980 y Sloonderwoed et al., 1990) de S cerevisiae (Christiansen 1979) y déhongp
oleaginos M. ramanniana var. angulispora (Kamisala y Nakaharal994).

También la DAG-AT s ertuentra en plantagn fracciones miasomals de escutal de
maiz, de semilla en desarollo de ricing canela, caa y cacahuat(Cao y Huangl1986) de sowa
(Kwanyuen y Wilson, 1986) de cartaro (Ichihara y Noda1982) en cloroplasts ce espiaca
(Martin y Wilson, 1984) y tambié est pregnte en LB de aceite de palmale ricino y dd hongo
M. ramanniana (Oo y Chav 1992; Sélage et al., 1995 y Hlai et al., 1998).

En A. thaliana hay un incremend de la actividad DAGAT durane el desaollo de la
semilla. La actividad DAGAT <e localizaen d embrién cino diss despug ce la pdinizacion En
la fase de acumulaaidde lipidos la actividad espectfa se incrementa rdpidamente y exigt
decrement muy marcacd cuando los niveles edlipidos se encuentran en una meseta d
acumulacién Postermente declina gradubmente hasta la etapa de desecac@uand las
semillas alquieren una tonalidd ca® (Lu, et al. 2003) El comportamierd es semejar en
semilla de colza, @ céartaro (ve Fig. 133 b y d Weselak et al., 1993; Litleet al., 1994 yTzen
et al., 1993 y de cacahuate (Fid 3¢ Sukuma y Sastry, 1987).

En A. thaliana € gere que codifica para la DABT s eypresa durat la geminacion y €
estabecimienb de la plantula. Egere DGAT]Y, que codifica para la DA@GT e fusiord d gere
reporteo de la glucuronidas (GUS), £ expresa abundantemente emikes en desarollo, pewo
también en infloresencias y B d tallo de plantulasEn esta plantas transgérs la expresia dd
gene se corelaciord con & rapida divisié y crecimienb cellar, debid a que se localizen las
regiones apcales @ las rades y ¢tallo. Ademas la expresia también e detead en polen @
desarollo en dona ocure normalmerd la sintesi e TAG (Lu, et al. 2003)
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Figura 13. Adividad eciltrasferasa conteni@ de lipides y pes £co & fracciones microsomasece semilla en
desarollo de cokza @A y D); cartamo (B) y cacahuat(C) G3RAT=glicerd 3 fosfab adltransferasa LPA-
AT=lisofosfatidato aittransferas y DAG-AT=diadlglicerol aciltransferaa (Tomad de Sikumar V. y Sastry, B
1987 Weselak et al., 1993, Littleet al., 1994y Tzen et al., 1993).

También £ ha encontrarla la DAGAT asociad a las membrana® @loroplaste ce hojas
en enesencia. La hojas a desaollo y las senescentesedh. thaliana expresa la secuenei
E6B2T7 que codifica para la DAGT. Esta hojas acumulan T& caracteristico e
gdactdipidos dée tilacoide (riccs en acidb hexa@catrienoico y acil linolénico) Se propone que
esta enzima secuestialos FA que sm liberads dé catabdismo e galacttipidos dé tilacoide en
los TAG de hojas Ests hdlazgos paecen seun pa® intermediario eng la cawersid de los
FA del tilacoide en & sacarosa del floema duratd senescencia de las hojasy(at al., 2002).

2.5.3 El uso de detergentes en la purificacicn de la DAG -AT de diferentes
tejidos

El conocimiend de la DAGAT deriva del estdio de preparaciones microsongleudas o
de fracciones soldizadas co diferents detergentes a pesae die 21 u® inhibe a vecesal
actvidad. Pa ejemplq la soluliizacion de DAG-AT con colab de sodd redujo la actividad
especifca en microsonwintestinales ya higad de rata(Manganao y Kuksis 1985 yPolokoff y
Bell, 1980). Tambié % inhibe la activlad con tritbn X-100 on una concentraaiba méas d 100
veces 0 por debaj de la concentracid micelar critta (cmc) (Hosak et al., 1977; Bdl y
Coleman 1983) S se uiliza octil-glucopiranésido o teen20  recupea entre el 2 y 5 %ealla
actvidad.
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En d ca® de las smiillas de cartamop la DAG-AT se inhibe fuertemente ¢00.12% de
deoxicolato de sodd (Ichihara y Nodal982) En microsoma ce soya se obsedvpérdich de &
acividad co otrcs detergentes idnicos @ idnicos cono tritdn X-100, tween80, nonide P-40,
colato y deoxicolab de sodio Tambid la DAGAT s ha purificadd a homogeneidad no
CHAPS; sih embargp s disninuye la actividad espedifa de la enzimaEn esh preparacio s
reauper solamerd el 10% detotal de la proteina dicada alemas e que se encontramo
glicerolipidos asociados (Kwanyney Wilson, 1986) Weselak y colaboradose (1991) usand
el detergent MEGA-8 dispersara a la DAGAT a parti de una extract de células d coka en
suspension Con ese mismo detergeatse pdo solulilizar a la DAGAT en una fraccit no
paticulada de microsonsack colza(Little et al., 1994).

En la mayoria de Is casosd se remueve el @e® de detergente mediante didlisis se
aument la estalidad de la enzimapeio $ incrementa la turtiéz de la solucid y la actividad s
sedimena pa ultracentrifigacién Varios ce los intentos d solulilizacion de la DAGAT
mostrara que ésta permanece asociada a pidomembrana y a otras aciltransfesaf2AG-
colina fosfotransferasa, MABT, G3RAT y LPA-AT), ademé se obsely la agregacio a
proteina y b presencia de otras proteinas commantes En d ca dd triton X-100 € doservan
grandes micelas d proteinadetergentelipido y $ esta preparacii es deslipidad can acetoa £
produce la prdida total & la actividad Banerge, et al., 1995).

2.5.4 Caracteristicas de DAG-AT y laex presicn d el gene e n d iferentes
sistemas

El peo mokcular @ DAG-AT s e$im6 antes ¢k la identificacié de 31 gene El peo de la
enzima purificada dela bacteria Mycobacterium smegmatis en Sephadex GLOO & de 50 kDa
(Akao y Kusala 1976) En higad de rata el tamadifunciondde la enzima esed72000 ((zas
et al 1989 pero & ha sigerido que esrucomplep mulimérico con subunidadede 60 y 77 ki
(Andersonet al., 1994) En d ca® de tejides vegetalesal enzima nativa dB. napus puiificaca
en gd filtr acion pes 2X10° (Little, et al., 1994) Tambié en fitracion en gel la DAGAT en
semillas e soya es i digdbmem de cinco subunidadero idéntcas @& 41, 29 y 25 ka que
aparecen en una relaciémola de 1:2:2 resgctivament (Tabla Il1). Debid a que la estructar
nativa consta de diez mirtercs idénticos acompafasiak fosfdipidos est organizacia nativa
fue esmada alrededpde los 1500 kDaes decir, 20 \eces mas graedjue el tamafiesimadd en
higado @& rata (Kwanyuen y W¢on, 1990) En fraccitn microsombadel hong oleaginos M.
ramanniana la erzima forma compleje mulimérices can subunidade e 24, 29 y 59 kB
(Kamisala y Nakaharal994) yen LB s ertontrara dos proteinas ao actividad de DAGAT
con un pes de 36 y 36 kDa (Kamisaka et al. 1997)

También d pe mokcular @ DAGAT s esimé depués ke la identificacid dd gere
(Tabk 11). El cDNA dd gere BrDGAT2 que codifica pareos pimercs 116 aninoacidcs fue
clonado y soleexpresan en Escherichia coli. Es posible que se formen mirtercs puesh que la
masa molecular depolipéptico fue de 1378 Da en iitracion en gé(Weselakeet al., 2004) De
una hblioteca de cDNA d tejdo adiposo humanoesclord ura variante designada com
DAGATsv. Est secuenai expresa una forma truncada de DAT inactiva peo estal# paa
forma dimercs y tetramers can un pes de 108 kIa y e 214 kDarespectivamentgCheng,et
al., 2001) Basads e la £cuencia de dopdipéptidos aislados € LB dd hongo oleaginosoM.
ramanniana 2 dbtuvierm dos segmentosedcDNA llamads DGATIA y DGAT2A. La mas
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molecuar calcula@ de Is pdipéptidos expresadosnecélulas @ inseab fue de 36000 y 40,605
Da (Lardizébalet al. 2001).
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Tabh Ill. Camacteristicas @ DAG-AT obtenidh de la puritacion o e la expresid dd gere de diferentes organismos.

Organismo | Peso Mole(Km Actividad Esp|Inhibidores Activadores |Comentario
(mM) pmol min! m
Zea mays 100,000 0.11 gd filtr aciort
Brassica napus | 2,000,000 bronpoctanoato, BSA gd filtr aciorf
56,900 CHAPS, tritbn | sacarosa DGAT1, calculagdh & la secue
39,506 deoxicolab de Na, t)sales flouradal|aminoacidos
13,280 glucopiranésido NacCH’ DGAT2, calculadd d la secue
CoA"’ aminoacido$
ASF fragmenb N-temminal, calculad de la 9
de DNA
inhibiciérm
Glycinemax |1,843,000 [0.006 |0.00292 deoxicolab de Nd purificach a homogeneidad oogd fil
1,539,000 [0.11" sus monémeo de 5 subunidade (x40
1,2-dioleir 2x*28,700 + 2%24,500) La enzima n
compuest de 10 mondmesoidéntico3
gd filtracibn enizma de$ipidada i
fosfolipidos’
Mortierella ramg 53,000 3.3 CaCh, KCI, MgCh, acid fosfatidic| SDSPAGFE’
40,60° 2.63 esfingosinatrifluopery fosfatidilderind] se inhibe solamente la enzima puriild
39,600 DGAT1A, calculad de la secue
36,000 aminoacidos
DGAT2A, calcula® de la secug
aminoacidos
SDSPAGFE
Mus musculus  |47,006° 0.16" MgCl,™ glucosd’ SDSPAGE®Y*
44,500" insuling®
Rattus norvegicy 60,0067 0.83° dipdmitina, LPC, [BSA, LPC,y P|SDSPAGE"”
72,000° hexano]  butanol, andisis de la inactivacid pa radacion |

dioxanqg DTT, etano|
acido dinitrobenzoio, &

pam deteminar su tamaid funcionain sitt
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Tabhk Ill. Continwacion.......

Organismo | Peso Mole(Km Actividad Esp|Inhibidores Activadores |Comentario
(mM) pmol min! m
Homo sapiens |150,000° 0.0035° DTT, MgCh ASP& gd filtr acién Enzma tetramérica4*50,0(
1-O-hexadecil2-oleal - inhibicion competitiva?
glicerol*

Mycobacterium [50,006°> |0.01®
smegmatis 0.006°

deoxicolato N-etilme
SDS éacid 2- nitroben

gd filtr acion®
sustrab 1,2dioleind”
pamitoil-CoA™

gd filtr acion’

1 En ese trabajo

2 Little, et al., 1994

3 Nykiforuk, et al., 2002

4 Weselakeet al., 2000

5 Weselakeet al., 1991

6 Kwanyuen y Wilson, 1990
7 Kwanyuen y Wilson, 1986
8 Kamisaka Y, et al., 1997
9 Lardizaba) et al., 2001
10Caseset al., 1998b

11 Caseset al., 2001

12 Andersson et al., 1994
13 Chengegt al., 2001

14 Kawasaki y Snyder1988
15 Akao y Kusaka 1976

16 Osza,et al. 1989

17 Byeset al., 2000

18 Cianflone 1997

19 Baldg & al.,, 1993

20 Lozamarn 1995
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La identificacidh dd gere de la DAGAT fue imprevista Se crearo varics mutantes e A.
thaliana con un patron alterad de la biosintesi ¢ FA Enrre ellos d mutane ASL1 tiere
asimismo disninuida la actividad DAGAT y la acumulacid de TAG durane el desaollo de la
semilla (Katavic, et al., 1995) Varios afie despug se demosfrque este mutante tiene una lasio
en d alelo AS11 de gere TAG1 que codifica para la DAEGAT localizacd en d cromosoma de
(Fig. 14; Routaboulet al.,1999) Tambié se identificd d alelo ABX45 (Fig. 14) utizando €
cDNA que codifica para la DA@T de ratdn (Fig. 14h BouvierNavé et al., 2000a) Ambaos
mutantes no muestran un fenotip esgecial A su vez se cbnarm los genes homélogos etros
tgidos vegetales. Reejemplg s aislarm dos MNA que codifican par proteinas aoactividad
de DAG-AT en la danta de tvo (Giennodia, et al., 2000) y @ células B suspasion de B.
napus (Nykiforuk et al. 1999) En animales s expreé urma secuencia tag de cDN/Ae datd en
céllas Hb de inseci designad cono A-3. La sintes ce TAG s incremert considerablemente
por lo que se concluy que esta secuencia codifica paraibunidad catalitica de la DAGT
(Caseset al.,1998b) Posteriormemt se enconfrun seyundo gere de la DAGAT (e DGAT2)
en hgad y tgido adiposo. b sintes de TAG y la expresia de DAG-AT no & akctan sse
interrumpe este gene demostrandosedsiblidad de la existenai de u mecanisro alternatio
de formacid de TAG (Caseset al., 2001).
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Figura 14. Orgamacitn dé gere que codifica para la DAGT de Arabidopsis thaliana. Se
muestra los intrones I(nea) las secuencias codifintes (sofrag y la posicilh de las
mutaciones A8 y ABX 45. La parte del gende & regid codificane (3020 bp) contiem 16
exones y 15 intronesLos exones se muestran aoima linea gruesa y bintrones com ura
linea aklgada continua. Pagedé gere pa debgo y ariba de la regid codifcane %
muestra cono lineas purgadasLos nimers bap los exones y sobérlos intrones so pares
de bases (bp)El motivo ATTTCAAA a -719 Ip es un posibé sito EREE. Las flechas indian
el puno de traducci@d seyun Hobbset al., 1999. S, E, ASacl, EcoRl, Asel. Las letras b y e
marcan ¢ extremo 5y 3 dd cDNA (3D71) (Tomad de Routabolet al., 1999y Bouvier
Navé et al. 20003
La obreexpresio dd gere TAGL deA. thaliana estimula la sntess de TAG y aument el
tamafio de las smillas en desarollo (Jako, et al. 2001) Adem& seexpres en salllas e
germinacion rates hojas, flore y ensilicuas (Zau et al., 1999) En la planta de tabaca |
sobreexpresio dd gere se localiza también en hsj@BouvierNawe et al., 2000 mientra que
en d olivo es en millas en desarollo, flores, hoja y grang e polen mdurcs (Giannouia, et
al., 2000) Ests anecedentes soinconsistente can la idea de que DAGAT solamene £
encuenta en Is tgidos ce la planta capaceg écunular TAG La sintes de TAG y d aumend
de la actividad de DAGT s incremend en Saccharomyces cerevisiae transformado conle
cDNA del neméatod Caenorhabditis elegans (Bouvier-Navé 2000Db).
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Las secuenciasedlas proteinas derivadas & expresin de los gene que codifican parla
DAG-AT predicen Is segmentogransmembranaleg los posiblessegmentoshidrofébicos e
hidrofilicos. Pa ejemplq d alelo AS11 deA. thaliana predice una proteina corv a 9 segment®
transmembranade(Routabolet al.,1999 peo expresad en ratoncodifica para una proteinarco
10 egments hidrofébicos (Za et al., 1999) y umw hidroflico de 14 kDa en é€extremo anino
(Hobbs et al., 1999) La poteina del gem TAGL deA. thaliana expresada en hagace tabaco
presend diez £gments hidrofébicos B los 520 aincacides (B9 kDg que la conforman
(BouvierNavé et al., 2000a) El pdipéptido dd gere BrDGAT1 tiere nueve segmergo
transmembranadey € sugiere que la regid N-temind forma parte de m as hidroflica
citosdica (Weselake, 20045 se canpara & secuencia de amiacidcs ce las proteinasedDAG-
AT dd neméatod C. elegans con la deA. thaliana coinciden en los 10 segmenthidrofébice
entre los aninoacides 382 4401 y ura regid hidroflica entre Is resilucs 65 y 100 e d
segmend N-temind (Bouvier-Navé 2000a y h)La sectenca A-3 que codifica paa la proteia
de DAG-AT de ratdn tiene entre 6 y 12 segmestioidréfobos (Cases al., 19981).

Hydrophobicity
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Figura 15. Gréfica ce hidrobbicidad de DAG-AT por andisis Kyte-Dodittle. De la secitenca A-3 de ratd
expresada e en célula Ho de insedi (A), de la epresidh dd gere DGAT2 de ratd (B), dd gere que codifica
paa la DAGAT de A. thaliana (C) y déd polipéptico derivado degere TAG1 deA. thaliana (D). Los segment®
hidrofébicos tiena valores positivos Las baras indican probable daminios hidrobbicos (Tomada de Casest al.,
1998 y 2001; Hbbset al., 1999 y Zw et al. 1999 espectivamente).
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Las proteinas & una amiia y divera superbmilia de aciltransferasasociadas a membrana
compart@ regions mu sSmilares Las secuencias tienetipicameneé de 8 a 10 segmersto
transmembranalesEsta proteinas comparie una regi@ de resilucs polares altameat
conservade (Fgura 16) En la regdén hidrofobica se encuentra una histidina conservadauie
sugiere que ahse encuentra localizadd sitio activo de estas ermas (Hofman 2000).
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Figura 16. Aineamleno multlple de una reg'm’) conservad en & familia MBOAT (Membrane

Bourd O-Acyltransferases)Las esgcies y I nombres @ las enimas s, abreviadosAT,

Arabidopsis thaliana; BS, Bacillus subtilis; CE, Caenorhabditis elegans, DM, Drosophila

melanogaster; HS, Homo sapiens;, MM, Mus musculus; PA, Pseudomonas aeruginosa; SA,

Saphylococcus aureus, SC, Saccharomyces cerevisae;, SI, Smmondsia chinensis, TP,

Treponema pallidum; ACAT, Colesterol aciltransferasa; DGAT, Diacilglicerol O-

aciltransferasa; WaxSyn Cera sintasa. Resducs invariables y substituciore conservativasne
>50% k& las sclencias se muestran en negr gris resgctivamente. ll  rafiics polars

dtament conservados resiluo ck histidina en lecentio activa Los nimeros € la izquierda
dd alineamiend indican & posicid en & secuenciaalbarra negra ari@bindica na gran regio

hidréfoba (Tomad de Hofmann, 2000).

2.5.5 Especificidad y selectividad por su sustrato

En semillas en desarollo de cartamoBrassica rapa y cacao losacy-CoA con FA (6-18
cabonog saturade e insaturado s substrate ¢ DAG-AT (Hosakaet al., 1977; Bel y
Coleman 1983;Ichiham et al., 1988; Murply et al., 1993 y Litle et al., 1994. La DAG-AT
incorpor eruciab preferentementen & posicid sn-3 en smillas e coka (Taylo et al., 1991 y
1992) mientras que en suillas e ridno y Crepis palestina hay una especificidad pod acido
ricinoléico y verndico (Dahlgvist et al., 1998) La DAGAT de ®millas ¢ maiz acta
preferentemerm sobre linoleoiCoA, pdmitoil-CoA y oleal-CoA y es piacticamerg inactiva co
erucal-CoA conmo wstrato (Cao y Huangl987) En smillas de colza la DAGAT tiene ura
amplia especificidad par otras DAG exepb paa los DAG solubls en agua cono d 1,2
diacetiglicera y 1,2-dibutirilglicerol (Ichiharay Noda, 1982) En d ca® de la DAGAT de
higado de pdlo se ha observaw que elsn-1,2-diadlglicerol se acila preferentemente sobresel
2, 3-diadlglicerol (Weisset al., 1960).
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Desde 1960, cuandWebs y colaboradosedescribiern pa primera vez a la DAGAT,
notara en Ia particulas enmnéticasla presencia de D& enddgenasAsi mismqg se repord que
hay ura actividad apciabé de esta enzima en ausaraé DAG adicionadosTambién, Ichiha y
Noda (982) confirmara que la enzima liza los 1,2DAG enddgens presente en las
prepagciones d paticulas sulzelulares d cartaro cuando kdioleoilglicerd es amitido de la
mezch ce reaccion La DAG-AT prefiere uilizar d DAG enddégea como sustrato sodbria
dierucira agregada exdgenamenteBenassica oleracea (Taylor et al., 1995) Esudios anteiores
tambié indican una alta incorporacidde acytCoA en aceptores endégenosnagn & presena
de sn-1,2-dioleira exdgena (Weselake, 199Eh fracciones ardas y particulada ce colza, varios
1,2-DAG enddgens fuera utilizados cono acil aceptores pa formar TAG (Weselakeop cit;
Taylor et al., 1992) y &igud que en microsontace escutal de maiz, & actividad de la DAGAT
fue parcialmer dependiente de la adinide dioleina externa (Cao y Huarkp86) En d hongp
oleagino® M. ramanniana la DAG-AT tambié puede ulizar DAG enddégea (Fllai et al.,
1998) En este mismo sentido,esha observarlque af cuan@® £ adiciona el sustraten forma
de micelas (emulsifiacb con tween 20)a actividad o s esimula significativamente en particala
lipidicas e S. cerevisiae (Christiansen1979) en fracciones solulizadas @ embriones & coka
(Little, 1994; Byes et al.,, 1998) y @ d hong olaginos M. ramanniana (Kamisala y
Nakahara 1996) Los acylCoA puede se limitantes par la actividad dealDAG-AT, dad ka
abundana de DAG enddgea (Pery y Harwood 1993b)

2.5.6 Factores que afectan la actividad de la DAG-AT

Se han estidiado varia condicionesred ensayp de la actividad de DAGT. La actividad
de DAG-AT se esimula con Mg”™ en higac de pdlo, de rata, & espinaca, paa y coka (Wess
et al., 1960;Polokoff y Bell, 1980;Martin y Wilson, 1984;00 y Chew 1992;Byers et al., 1998)
peo £ inhibe en levdura y en girasd (Christiansen 1979; Ichihaa y Noda 1982) El DTT
incremerd laacividad en higad de rata (Tabla Ill, Hosaket al., 1977) pero no tiemefeco en
makz y giras¢ (Ichihara y Noda 1982; Ca y Huang 1986) La presencia del aad
eicopentenoico a d medio e reaccid reduce la actividad de la DAGT en higac de rabn
(Rustan &t al., 1988).

La aclvidad de la DAGAT de anmales tiere mecanism® e fosfoilacion vy
desfosfoilaciéon. La DAG-AT de microsoma ¢ higad de rata es activ en estan
desfosfoilado. Se demosth que la DAGAT incuba@ can MgCh, adenosingb’-trifosfato (ATP)
y fluoruro (inhibidor de la fosfoproteina fosfatasad menos activa; posteriormerge react® s
se incuba ca la fraccid citosdica con DTT (Haagsmaret al.,1982y Bell y Coleman 1983) En
tgido adiposo d rata se demostrla inactvacion de la DAGAT con ATP en un extacio
citosdico y la activaciom con una proteifosfataa de higad de rata (Rodguezet al., 1992) En
fibroblast® se agiere que la forma activa de DABT es la fosfoilada La actividad especifa
de esta enzimae incrementa treseces a células tratadaen presena deN-6,2-O-dibutyryk
cAMP (DBcAMP)y de fluorumo (Lau y Rodrguez, 1996)Una esimulacion smilar por cCAMP s
obsend en células deendotelio @ boving sh embargoun tratamiento smilar en hem@tocitos de
rata pradujo ura disminucién de la actividad de la enzima (LelneKuksis 1996).
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2.5.7 Inhibidores de la actividad de DAG-AT

Existen divers® inhibidores ¢k la actividad de DAGAT (Tabhk Ill). El 2-bromooctanoab
actia cono un inhibidar competitivo de la actividad de DAGT de Hgad de rata ca unaKi de
15 uM. La Km fue de 25uM para el substrat pdmitoil-CoA (Mayorek y BarTang 1985)
Tambié en microsom&ce colza la actividad de DABT s inhibe ca 2-bromooctanoata 15
MM (Wesel&ke et al., 1991)

Las amidepsing A, B, C, D y E (Fig 179 s aislarm dd hongo Humicola sp. inhiben la
actvidad de DAGAT de hgad de rata ca un valg de IG, de 10.2, 19.2, 51.6, 15y 124uM
respectivamente, (Tomadt al., 19953 1995b y 1996)Tambiér =2 demostd ura inhibicidn in
vivo de ésta actividadrecélulas irictas Rp

Los metabtitos fungales d Gliocladium roseum muestra un clap efci inhibitorio en la
actvidad de DAGAT con un I1G entre 15 y 22uM. Estos metabtitos, llamads rosdipinas
tienen una estructura cqruesa pa tres partes; o acicdb graso (Q0) altamerg metlado, ura
hexos (manopiranosida) ynualditd (arabinitol) Las rosdipinas 2A 2B, 1A y 1B (Fig. 179
muestra un eécb citotéxico @ celulas Rjp(Tabat et al., 1999 y Tomod et al., 1999)

Los praductcs llamade xantohumb(Fig 178 en la plantaHumulus lupulus inhiben la
actvidad de DAGAT de Hgad de rata. Este conpuestosd Ay el B, inhiben con un valo de
ICso de 503 y 194uM, respectivameng (Tabataet al., 1997) Los andisis cinéticos ca resgcio
a sustrab pdmitoil-CoA (gréficas Lineveaver y Dixoh muestra una Kn de 41 uM y uma
inhibicién no competitia can una de K31 pM.

Recentemerg se describierodcs pdiacetilenos extraidos @ uin extraco eflico de Panax
ginseng, una importang planta medicinal orientall ®R,10S)epoxiheptadecand ,6-dino-3-ona
y e 1-metox (9R,10S)epoxiheptadecand 6-diino-3-ona (Fig 17e) Este conpuest@ s,
inhibidores e DAG-AT de microsoma e higad de rata ca un IG, de 9 y 32pug/mL,
respectivamest (Seuq et al., 2004).

Los preiiflavonoides calcona, kuraridinakurarino] kesenby kusend K extraides de
Sophora flavescens (Fig 17d) nhiben la actividad de DAGAT con valores ce 1G, de 10.9, 9.8
8.6, 1420 y 250uM, resgedivamente La calcona fue el uricconpuesb que nhibid la sintes
de TAG en células Ra(Mi et al.,2004)

Se caocen otrg inhibidores ce la actividad DAGAT. Dd fruto de ka planta china llamad
Evodia rutaecarpa -que se utiza conp droga que data los vasos par incrementar leflujo
sanguine dd cerebp y paa efecte uterotonicosse hizo un extiacito metandlio en d cual €
camcterizarm cuatp conpuestos Los ataloides quinolénice® extraidos so conocids cono
evocarpina (Fig 171) inhiben la acividad de DAGAT de microsoma ce higad de rata ca los
ICso fueran de 69.5, 23.8, 2.y 135 uM (Ko, et al., 2002).
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Figura 17. hhibidores e la adividad DAG-AT. Amidepsina A, B, C, D y E (acid 2,4di-O-metilgiroférico)
producides pa Humicola sp. (A), xantohumoA y B producids pa Humulus lupulus (B), rosdipinas 1A, 1B, 2
y 2B producids po Gliocladium roseum KF-1040 (C) prenilflavonoides pralucides pa Sophora flavescens (D),
pdiacdilencs pralucides po Panax ginseng (E) y alcaloids quinolone pralucidess pa Evodia rutaecarpa (F)
(Tomades de Tomod et al., 19953 b, 1996 y 1999; Tabatt al., 1997 y 1999; Sewget al., 2004; Miet al., 2004

y Ko et al., 2002, respctivamente)
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2.6 Recapitulacion de los antecedentes y justificacion

La emilla de maiz es aprevhad en & industra alimentaria para la pdacciin de aceites
pero £ desconocendapropiedade ce las enimas que participan en @sbiosintesisLas sanillas
acumulan lipides ce reservamela fase de expansioen d desarollo de la semillalos TAG s los
més abundantes. €S conocen te vias @ la sintes ¢ TAG. La via monoacilglicero
adltransferaga se llea a cab en d intestiro de mamifeo y o ha sicd localizac en plantasLa
via de Kenneg <e localiza en lereticulo endoplasico de plantasarimales levaduras hongs y
bactrias Se ha prpuesb que las ermas y sis sustratos que participan enaésta (tres
adltransferasa y ura fosfatasa especifica@ sncuentran en microohinios en dona se forman y
secretan I cuerpos lipidice llenas e TAG paa 21 dmacenamientolLa tercera via de formacié
de TAG descria en mucaoa intestinal @ rata y a sanillas ce girasbes la via de la diacilgliceito
transcilas que pouna aciltransferena entre de moEculas @ DAG forman TAG y MAG.

La DAG-AT tiene un papécentral @ d metabolismo d diceralipidos Es la Unica enzima
que cataliza la acilacitdd 1,2-diadl-sn-gliceral (en la posicit sn-3) para la formacio de TAG
en la via de Kennedy Sus sustratos sod DAG vy los acids grass (@aci-CoA). El DAG también
es Uilizado por b CDPcdina: diacilglicerd fosfotransferas para la formacit de fosfatidicolina.
El DAG puede derivar @ la hidrdisis dd acido fosfatidico producio a parti dd glicerol3-
fosfatq alternativamemt puede ser derivadde la esterificacid dd MAG y de la hidrdisis de
TAG o fosfolipidos En la actualidd € concepb de enzima clave o etagimitane en écontrd
dd flujo de una via metaltioa es ontroversial sh embarg muchos d los reportes acea de &
DAG-AT indican que esta enzima ejercgual tipo de contrd en la via de KennedyLas razones
paa sugerirb son que la actividad espedifi de la DAGAT es la nas baq en & via en vars
semillas en desarollo y que el DAG es d sustrab limitante de la formacid de TAG. No obstante
la eszasez de umde sis sustratosaci-CoA) pudiera expicar la acumulacia dd otro (DAG).

Durane el desaollo de la semilla de maiz hay arrelacid lineal entre el period de
acumulacicn de TAG y la actividad de la DAGT. Est actividad e tgidos vegetales se localiza
en d reticulo endoplasico de semill® en desaollo, sh embarg £ encontdh en hojs e
espiraca y asociaa a la membrana del cloroplasin A. thalianna. El peso mokcular @ DAG-
AT aslada can egluema e purificaciin basads en d uso de detergentes varidesde Is 53
hast los 2000 kDa Alguncs reportes describea la proteina monomeéricarcsubunidade de
diferene pe® mokcular otre popona que la DAGAT de humaro es homotetraméca.
Algunos otros plargan que la DAGAT es un complep de proteina asociada a lipidasa
explicacion de la diferencia de opesos mekulares reportadose $ian descrit tambid aguncs
inhibidores ¢k la acividad. Entre éste se encuentran vasialetergentes camd deoxicolab de
sodio, tween SDS, CHAS vy ¢ octilglucopiranésido Inhibidores paa la DAGAT cono d
CaCl, d KClI, d MgCl,, d HgCl; disolventes cono d hexaro o & butang otros cono d etanol,
el acido 2- nitrobenzoicg o la N-etiimaleimida.

La dentificacicn dd gere que codifica parla DAGAT fue imprevista El primer repore

fue la descripcid de in mutané deA. thalianna con un patrén alterad de la biosintesi de
acdos grasogjue afie mas tard se describi como €gen que codifica para DA@T llamad
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TAGL1. Oto grupo ke investigadore se basaroen & secuencia de la AGApam encontrar lede
DAG-AT d que llamaro DGAT2 A partr de éste se clonam otros genes homélogose
diversa tgidos vegetales. lsasecuenciasedlas proteinas derivadas B expresia de los gens
gue codifican paa la DAGAT predcen ente 9 y 11 segmensotransmembranalesl pe
molecular @ las proteinas expresadasiedtededode los 40 kDa.

La DAG-AT esta firmemente embebida ea membrana yuwsnaturaéza hidrofol o ha
permitido usa un precedmiento de purificaciin acecuado Se pierde la actividad cuande bacen
polvos e acetona de microsomdsas fracciones ecuperada en d volumen de lavado depués
de una cromatografia deitifacion en gé sugieren la presencia de micelas formadas @
detergente con proteina y co lipidos Adem& can ese detergente se puede disperaaDAG
AT pero depués e una ultracentrifgacidn la enzima o e$4 ®luble. Eh varics reportes se
presenta geles ce electroforesi SDSPAGE con variss bandas @l las facciones puriGadas ¢
gue impice identificar & banda a la que pertenece la DAG.

Como ya se sefaldéésts esudios han sidb limitados debidd a la poca hablidad paa
purificar B DAG-AT. Los detergentes a maaho hhiben la actividad ademasa pobre solulidad
en gua e los substratos yalasociacit con otra aciltransferasasuerpa lipidicos lipass e
hidrolas& en prepaaciones parclment purficadas acarrea problemas y cdicap la
interpreacion de la cinética. $i embargono £ ha explotad d mecanisro por & cual € extraen
los lipidos asociados alenzima y a € ha lograd que se restablezca la activid&tl preseng
trabap tiere la finalidad de desard@ar un métoa confiabé para la medicid de la actividad de
DAG-AT, detdlar alguna ¢k las propiedades querscausalesal sl resistend a la purittaciony
la reconstituci@ de la actividad.
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3 HIPOTESIS

La diacilglicerol aciltransferasa es una enzima membranal
cuyo sustrato es totalmente liposoluble, por lo tanto, la
asociacion de la proteina con su sustrato estard limitado
por la manera en que éste se encuentre distribuido en su
entorno y a su vez tendrd influencia determinante en el
ensayo de la actividad y en su purificacion.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Purificar la enzima diacilglicerol aciltransferasa (DAG-
AT) de embriones inmaduros de maiz.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Desarrollar un método de medicién en el que no se utilicen precursores
radiactivos, confiable y con un limite de deteccién bajo para la actividad
de la diacilglicerol aciltransferasa

* Determinar la actividad de la diacilglicerol aciltransferasa en fracciones
microsomales c rudas y solubilizadas de e mbriones en desarrollo y en
cuerpos lipidicos de maiz

» Extraer los lipidos asociados a la enzima DAG-AT

» Restablecer la actividad DAG-AT de preparaciones deslipidadas
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Sustancias quimicas

Las sustancias raatitivas d [**C]-oleoy-CoA y € [“C]-acehto de sodd = obtuvierm de
NEN Dupont La oleoy#CoA, d dipalmitoilglicerol la dipalmitina d acido pdmitico, d -
mercaptoetanglla sacarosa, 8gCl,, d KCI, d NaCl d PEG d tris, d tween20, d tween80,
el CHAPS, ¢ Brij 35, d octilglucopiranésidp d MEGA-8, d PPEG25, d SDS d CTAB, d
nonidet d tritdbn X-114, d deoxicolab de sodig d PPQ d POPOR la lipasa la lecitina de soya,
el acido bicincaninico, la MDH, d TEA, d acetytP, d maato de sodig d NAD" y las sustanci&
quimicas paa electroforesi se obtuvieno de Sigma ChemicaHE triton X-100, la BSA la PAT,
la CS, y d cocktail ¢ inhibidores e proteasas Compléie s dotuvieran de Boehringer
Mannhem. El manitol € obtuw de Mallinckrodt La membrana de immobilose obtuw de
Millip ore. Las phcas € gel @& dlice, las mdlas mokculares 8 y 4A de Aldrich La PG d yodo,
el glicerol, d EDTA, d CaCl, d bercerp, la acebna, ¢cloroformo, d metanol, €acido acético
la disobutilcetona, kdietileter, d tetracloruo de carbong d hexang d acido tricloroacético
(TCA), d hidroxido de amonig la urea ya arena de mar calcirmde Merck.

5.1.2 Material biolégco

Los expeimentcs se realizano con embriong inmalurcs ce dcs variedade e maiz Zea
mays L.); d amarillo cristéino C5 y d chalquefio Las senillas ce la variedad amélo cristdino s«
sembrarm en ¢ invernadeo dd departamemt de Bioquimica de la Facultad de Qonica de &
UNAM. A esta plantas d cicb corto & les péinizé manuémente depués ck la aparicié de la
infloreccenca masclna. Posteriormente, es obtuvierm los embriones re desarollo de las
mazacas que se cosecharente los21y los 25 dia despug ce la pdinizacion Debid a bk
nece&ad de obtener continuamerguficiente material fresce congjuio la variedad chalquef
de un mecadd local Los embriones inn@uros ce esta variedadesobtuvierm de mazorcas
frexcas @ awedo a s tamafig a 1 morfologa y @ estaa de los eslos que indicaban quedo
embriones tenian ente los 20 y I 25 dia despug ce la pdinizacion.

5.2 Métodos

5.2.1 Extracciin de los embriones inmaduros de maiz

Las mazorcas d maiz se estiéizaron uperficidmente 15 min con una soluaidde PE>
16%, p/v con hipoclorib de sodd 1% v/v. Se enjuagaro con una solucid estéit de PES a b
misma concentraciGnLos embriones innturos se extrajeno de la semilla co ayjuda de ua
espatud y fueroncolocades en una solucit amortguadoa de trs 01 M, pH 7.4, manitd 0.6 M
y sacapsa 30 mM Findmente s pesaro y £ mdieron paa obtener microsomas.
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5.2.2 Preparacit de la fraccicn microsomal

De los embriones innthurcs ce maiz se obtwv la fracion microsomal. Oah gramos d
embriones inmalurcs e maiz entre 21 y 25 dialespug ce la pdinizacion s mdieron en un
mortero con 10 rh de amortyuadao de trisHCI 0.1 M, pH 7.4 previamerg enfriad a 4°C ura
pastila de nhibidores de proteasaéComplete’) y arera de mar calcinad01 g. Esh mdienda
filtré a través € tres capasedgasa yes centritigd a 10000 x g 15 min (J21-Beckman a 4°C
Al sobrenadart se le desigh extiacto crudo y b pasila se descart6El extracb cudo ®
certrifugd a 100000 x g (Beckman XL-:90) durane 60 min a 4°ClLa pasitla obtenida &
suspendd en d mismo amorgjuada de mdienda y ® le nombd® microsoma o fracciin
microsomal. Le microsoma se dividiera en dicuotes ce 100pL y se conservano hasé pa un
mes a—70%C (PacheceMoisés 1997b).

5.2.3 Obtencién de polvos de acetona

Los embriones innturcs ce maiz se ni@ron en un morter con nitrdgeno liquido hast
obtene un polvo fino. @ agregarm 50 ni. de acetona previamente enfriad@d0fC) y nitrogeno
liquido en una relacia de 101 v/v, resgectivamente. & suspensit obtenic se iftr6 con papke
Whatman No. 1 en Buchne y £ enjuag con 50 rh de acetona. &def scar a temperatar
ambienk y los resilucs de acetona se evaporarbap un flujo de nitrdgero hasa que la muesar
tomd la apariencia de polvd.os polvos se resuspendiaren amorgjuada de trisHCl 0.1 M,
pH 74 y £ obtuw la fraccih microsomal. B los polvos @& acetona resuspendsly e los
microsoma derivados € éste se detemind la cantidad de proteina ye sensag la actividad
DAG-AT.

5.2.4 Purificacidn de cuerpos lipidicos a partir de embriones maduros de maiz

Diez grams e embriones n@uros ce maiz (de 35 déadespug e la pdinizacion o maj
se nolieron en mortes con amortigador de trisHClI 50 mM, pH 6.8 y sacaroa 03 M. Hl
homogenadoesfitr6 con gaa y € centrifigdb a 10000 x g durarg 20 mina £C (Beckman Xl=
90). La cam flotante de coloblan® que contiea los LB fue recuperada y suspenaign
amortiguade de trisHClI 50 mM, pH 6.8 y urea 6 M De nuew s centritigd y ecupeb la
fracciin de LB. Repetidamest (hasta tresece$ la fraccid fue resuspendida y centrifada en
amortiguadwe de trisHCI 50 mM, pH 6.8 y NaQ 0.5 M. Al final los LB s resuspendieroen un
volumen minimo @& agua y & mezclara con metanoal 100% @ una proporcio de 110, vk
LB:metand (Tzenet al. 1992y 1993).

5.2.5 Analisis de lipidos

Se analizara los lipidos extraidos ao diferents disolventes @ fracciones microsomaley
de los LB. Las muestra ce los microsomay los LB con disolvents se agitano vigorosamerd y
se ceftrifugaron El sobrenadaet £ extrap y £ evapod con nitrogenoLos lipidos extraidos se
disolvieran en una pequefcantidad de cloroforoy s agicaron en paca @ cel de dlice para &
andisis pa cromatografi en cap fina (TLC) las phcas se desallaron hasa la mital can
cloroformo:metanobécido acético agua (170:30:20:7, v/v). Dgniés se dé) scar & placay s
desarollaron hasa el final con hexano:ete etilico:acido acético 70:30:1, w ). Los lipidcs
polares se separan ea pimera mitad de la placa B neutros i la segunda mith(Sobat et al.,
1997) En d ca® dd andlisis exclusiw de lipidos neutros,d phca de gelel dlice se desaalla en
el sistema de disolventes hexanorétdilico:acido acético 80:20:1, v/v. L fosfdipidos se
revelara con MoQ en H,SO, y los lipidcs neutros co vapors e yod (Touchstongl992).
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5.2.6 Cuantificacién de la actividad DAG -AT. Método con radiois&opos

La acitvidad enaméatica de la DAGAT s e$im6 por h incorporacia de radiactividad e
los TAG (Cap y Huang 1986) En d ensap de actividad erimatica se Lliz6 d precurso
radiactivo 1-[*"Clolecil-CoA (8 UM que caresponda a 02 Ci/mL) y la 1,2dipamitina
emulsificach can tween20 (0.4 nM y 0.02% v/v, resgctivamente) Ademas, d mezcla d
reaccdn contersa MgCh 2 mM, sacaroa 84 nM y amortguada de trisHCI 0.1 M, pH 74 (en
150 pL totales) La reacan (a 30°Q e inicib d agrega la proteina microsorhy se pap
después ce diez minutes can 600 uL de cbroformo:metanb1:1, v/v. La muestra se agit
vigorosamerg y € centriigé a 10000 rpm durarm cinco minutosSe formara tres fases:d
cloroférmica la intermedia de proteina g lacuosa. & fase clorofémica (con los lipidcs
disuelto$ = sepad y ® redup d evaporarla co nitrogeno Los lipidos se aficaron en pacas é
gd de dlice para fraccionarto can hexano:diéteter:acido acético 80:2@ v/v. Los lipidess se
tineron ligeramerg can vapors ce yod y los carespondientg a Is TAG < rasparo de ka
placa Findmente los TAG = colocara en un viacon tres mililitros ce liquido e centelle y
registrarm las desintegaciones po minuto (dpnm) en un contadode centelle liquido (Beckman
LS 6000 1C).

5.2.7 Solubilizacién y purificacién de la DAG -AT

Varios detergentes seilitaron paa solulilizar a la DAGAT de ka fraccid microsomal.
Primero, la fraccidh microsomhse sepab d amoriguadas en d que estaban suspendidom
certrifugacidh a 100000 x g durarg una hora (T100, Beckman a #C. La pasilla se
resuspendi en un amortjuada de soluliizacién en & proporcid 2:1, amortguador:proteinakl
amortiguade de soluliizacion consistd de trisHCI 0.1 M, pH 7.4, diicerol 20%, p/v, diferente
detergents 1% p/v, con o sh NaQ 150 nmM e inhibidores ce proteasasLos detergente
utilizade fuera los sguientes no i6nicos d MEGA-8, d octilglucopiranésidp d tween20, d
tween80, d brij 35, d nonidet d triton X-100, d triton X-114y d PPES 25; anidnice cono d
deoxicolat de sodd y d SDS un zwiteridni@ como ¢ CHAPS y otp cationicq  CTAB (ver
anex 1). La muestra de micrososam d amortiguado de soluliizacién s nicé a intervale
de 30 s duramt 5 min a una frecuencia de 40 KHn bafio €@ hiela Los microsoma
resuspendid® se incubano a 4T en agiacion constarg durané 30 min Findmente los
microsoma se centrifgaron a 100000 x g durarg una hora gra obtenerd fraccid solubilizad
(sobrenadanjey la pastla fue resuspendida erd mismo amorgjuada de soluliizacion. Se
midié la actividad de la DAGAT en anbas fracciones.

Por otra parte se reabzun protocob de purificaciin de la DAGAT como lo falan
Kwanyue y Wilson (1986) El extracio crudo extraido € embriones innturos ce maiz se dig6
a wna columna de DER Seplacel (PharmaaiBiotech) Inicialmente la columna se eldycon 30
mL de un amortiguada de trisHCI 25 mM, pH 7.4, B-mercagoetand 15 mM y EDTA 1 mM.
Posteriormentgla columna se eldycon ¢ mismo amorjuads y un gradient de K@ hast 01
M. Las fracciones eluidas noactividad de DAGAT s cenrifugaran a 100000 x g durarg ura
horaa #Cy la pastla obtenida se respendd en d mismo amortjuadae con CHAPS 9 mM Se
certrifugé nuevamest a 100000 x g po ura hora para obtenea ffraccid solubilizada. Est
fracciin £ pa$ por uma columna de Sepharosa-@B con un gradierd de KG hast 1 M A las
fracciones eluidasle ésta Ulma columm también & les midi6 & cantidad de proteina & |
acividad de la DAGAT.
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Adiciondmente s realidd un protocod de purificaciin de la DAG-AT conmo lo indican
Little y colaboradoe (1994) A la fracci;h microsomhse le agre§g un amortiguade que
contena el detergest MEGA8 1% pAh y Nad 0.5 M (5:1 amortiguador:proteina).uego, &
obtuwo la fraccid solubilizad al centrifiga a 100000 x g durarg una hora. Esolubilizacb %
aplicd a una columna ddtfacion Quperdex 200 HR20 26x120 mm) e d sistema de FRC a
un flujo de 05 mL/min. Se eluyd con un amorguada de trisHCI 0.1 M, pH 7.4, MEGA-8 01%
p/v, inhibidores de proteasadNad 0.5 M, dlicerol 20% v y DTT 1 mM. Las fracciones eluida
de la columna delfr acion seles midi6 b cantidad de proteinag &ctividad de la DAGAT.

5.2.8 Tratamiento de fracciones microsomales y cuerpos lipidicosc on
disolventes

Las fracciones microsomaley los LB s tratarm con disolventg paa el andlisis € la
composicid lipidica y para obtener proteén defipidada En d ca de las facciones
microsomales d volumen equivalent de proteina microsomantre 100 y 300ug < liofiliz 6
durante de horas a50%C. Ensguida = le agreg 150uL de kencem frio y € sonicé duraet
15 mina 4C (soncada de bai® FS 60 Fishe Scientific).

En d ca® e los LB, a las facciones co una cantidad de proteina entre 25 y 3psmles
agrego un mL de bencenolas fracciones fueno agitada vigorosamem pa uncs sgundes e
incubada durané dnco minutas a temperatura ambiente. Posteriormenseffdaciones derivadas
de los LB y de las microsomatefueran centriigada a 10 000 rpm durasmtinco minuts en una
microcentriiga El sobrenadamt se extra cuidadosameat can una jeringa y e andizo la
composicid lipidica en TLC mientras la pasila fue evaporada coflujo de N.. En total ese
procedmiento £ repitd hasé cuato veces Cuand < indica en letexto, d bercero fue
sustituido por acetonajisbobutilcetona, dieteter, CCl,, hexaro o ura mezcla de benceno:acetona
(1:1, viv). A Il fracciones d microsoma y e los LB que resultan desiés ce los tratanientcs
con disolventesse le llamo proteia de$ipidada.

5.2.9 Obtencidn de fosfatidilcolina deslipidada a partir de lecitina de soya

La lecitina de sogy comercial usualmesmtcontiene D& pa lo que fue necesarpurificark
paa eliminarlo Cinco miligramas ce lecitina de soya (SiggnChemical Cq.fueran disuelte en
0.5 nL cloroformo. Luego, & lecitina fue ajrada en una liree e un mm & profundidad adl
ancho de una placa de T@ preparatia 200 mm x 200 mm x 2 mmposteriormentealplaca fue
desarollada can cloroformo:metanol:hidroxa de amond d 28% en una relacia de 65:355 viv,
respectivamesmt (Colowick y Kaplan 1969). El carril carespondierg al estandade FC fue
expuesb a vapores @ yodo La RC -en la lecitina comercial fue identificada y raspadde &
placa Al gel de dlice obtenida se le agrégcloroformo sco (con méa molecular 3A) para
extraer A PC La RC purificach fue conservada-@0°C en slucion ce cloroformo.

5.2.10 Obtencitn del DAG radiactivo

Los DAG radactivos se obtuvieno de la digestid@ de TAG marcada in vivo. Los TAG
marcads can **C s dotuviersn de embriones @ maiz incubad® can 2-[“C]-acetito de sodd
(10 uCi). Pimero, los embriones & maiz {5 a 20) fuern preincubads en un amorguada de
MES 5 mM pH 5.5 sacaroa 30 mM &cic abscisio (ABA) 1 uM y manitd 0.5 M durane 24
h. A continltacion s incubaro 12 h m& can d medo mencionado y acetatradactivo. Los
embriones fueron exhaustivamest lavade can una solucid de acetat de sodd 03 M.
Posteriormentglos embriones fuerohomogerdades en un morteo con 7 nh de una solucid de
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cloroformo:metanbl:1, viv con 200 mgde NaCl A ese macerad £ le agreg 5 ni de ura
solucién sdina (NaC 1% y ZnSQ 0.15%) y £ agit vigorosamenteEst mezcla fue separad
por centriugacid a 1000 x g durarg 5 min La fase clorofanica se consebv(a-70°C) para ser
fraccionad en TIC y obtene los TAG radactives (ve apartad de andlisis d lipidos) En ese
purto, los [“C]-TAG fuerm digerids pam obtener le DAG. Pimero, los [C]-TAG =
disolvieran en un rh de dietleter y s2 agre@ 4 ni. de amortjuador de trietanolaminadCl 0.1
M, pH 7.4, y CaC} 20 nM. Adem& se agre@ 005 g de lipaa pancreatica porcina ¢ snculb
esta mezcla a 3 (en un agitado orbitd a 60 rpm para digerilos [*C]-TAG. La reaccia fue
detenida -cuando & cawersidh de TAG a DAG fue del 15% con la adicidh de 10 nh de
cloroformo:metanbl:1, v/v. Posteriormente, 90DAG fuerm separade en TLC (ve andisis de
lipidog) y disuelt®s en cloroforma Pa ultimo, d contenidb mola de las DAG purificadas fue
deteminacb por elmétodo descrito por RodpiezSotres y Black (1993) ya radiactividad fue
deteminada pa cont® en centell® liquido.

5.2.11 Ensayo de laactividad d e la DAG-AT en muestras deslipidadas y

reconstituidas

Las fracciones d proteina ddipidada (derivad de microsoma o LB) fueran reconstituidas
como ® describ enseguidalas fracciones d 02 mg de proteina digidada se les agrégDAG
o0 con RC o con tveen20 dsuelb en 02 nL de bencenolLuego, I& fracciones fueno soncadas
a 20 MHz durane 30 s y eaporada ca nitrégeno En est puntq a estas &iccionesuna ez
recanstituidas se les midio & actividad de DAGAT. Las cortentraciones finalesedDAG, PC y
Tween fuera 03 mM, 15ug/mL y 0.02% respctivamenteEn d ensay de actividad enmatica
se utilizo d precurso radactivo 1-[**Cloleoil-CoA (30 pM) ademas la mezcla de reacaiddd
ensay conterd MgCh 2 mM, sacaroa 84 nM y € amortiguado TrissHCl 0.1 M, pH 7.4, (0.15
mL totales) El acilacepto fue el DAG que se incorpdren la reconstituidn. Las reacciones se
incubarm diez minute a 30€ (en multiblok Labline) depués e quefueran soncadas a 20
MHz durané 30 s Pa dltimo, la actvidad eniméatica de la DAGAT se e$sim6 por h
incorpoacion de radiactividad e los TAG.

5.2.12 Filtracidn en gel usando una columna de vidrio poroso

Las fracciones proteas deslipidada (derivadas @l las facciones microsomadeo ¢ los
LB) s resuspendieroen gua:metanoécido acético (1:1:1v/v) a una concentragidde 25
mg/mL y fueron congelads a -20°C durane uro o des dias. Luego, fa muestras fuero
descongelada y centriigads a 10000 rpm @ una micreentriiga Una muestra e
sobrenadarg (200 uL) fue inyectada y elu@en una columna de 13.rde vidrio poroso 700 A
(2.6 X 630 mm) utizando la misma mezcla de disolvent& monitoredd absorbancia a 280m
de las #cuotas La alicuota can proteina se reconstiyearcond £ menciod en d apatado
anteriar con DAG y PC Antes ce ser reconstituidatas dicuotas se secarod vacb a 30°C Las
fracciones co proteina recostituida se le mid@dctividad DAGAT.
5.2.13 Determinacién de proteina

La cacentracid de proteina se det@nd con elmétodo dé &cido bicinconinico (ve
anexo 2) de acuerd a Snith y cd (1985) Se uilizé la BSA conp proteim patrd o estandar
Luegq a 50pL de las muestras d estandase les adiciod 08 mL de la mezcla deleactiva Las
muestra se incubanmo duraneé 15 min a 6@C par desarrltar € color dd compleja Ensguida s
leydo la absorbanai a 562 m en un espctrofotometo Beckman model DU 640 y las
absorbancia se ajustam a un modeb lineal paa la obtencid de la concentraci de proteina.
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6 RESULTADOS
6.1 Diseiio de un método de determinaciin de la actividad de 1a DAG -AT

La cancterizacié de las actividades ed enzima rehcionadas an d metabolismo
biosintétio de lipidos incluyena a la DAGAT, est restringida pajue se requieremétods
con un limite de deteccid mwy bap ya que la actividad de muchas dstas aciltransferasas
bastané baja. Polo generalla actividad de I®AG-AT s detemina cono lo describieron Gay
Huarg en 1986, co o sh modificaciones Ese métod (var secciin 5.2.§ empka diverse
donadors macada cono [“C]-adl-CoA para cuantificar & incorporacié de marca radiactiv
en los TAG purificades ce la fraccidn lipidica extraida del medioedreaccia (Fig. 18a) Ese
método & laborios largo y costosoSh embargp e puede cuantificar otreedos praluctcs ce

la reaccid (Fig. 180 de la actividad aciltransferada CAA libre.
Fraccion lipidica

DAG - AT /

A DAG + [14C] -aCilCoO A ——M » CoA + [14C] “TAG

B DAG - AT
DAG +  aciCoA —————» CoA + TAG

N

Fraccion soluble
Figura 18. Medicitn de la actividad de DAG -AT por la cuantificacidh de sus productos
en la fraccién lipidica (A) o en la soluble (B). DAG= diacilglicerol, TAG= triacilglicerol,
CoA= coenzima A, DAG-AT= diacilglicerol aciltransferasa.

En este tral®jo, s reporta el disefide un métoa con un limie de deteccid mwy bap paa
la medicién de la actividad de aciltransfeeague cuantifica la Golibre en & fraccid solubé de
la mezcla ded reaccionEse métod s basa en un ensagnimatico que & sa extensamest
en Quimica Qinica paraa cuantificacié de CoA (Michal y Bergmeyey 1989) mismo que aquies
ha adptad paa la deteminacion de dicto producdt en las actividades einéticas @ las
adltransferasasEn ese métod s uilizan tres erzimas que se acoplan formaodin ciclo de
consuno y regenaacion de CAA (Fig. 19) La actividad de la malatdeshidrogenas(MDH), s
sigue espectrofotométricamenterpa praduccin de NADH. Debicb a que el guilibrio de la
reaccdn catalizad pa la MDH esta desplazanl hacia la formacié de malab (Keo= 1.3 X 10™),
la agaricion de NADH Unicameng se observa el oxalaacetab es consmido, lo cud ocure mas
rapidamenrg 3 la concentracid de acetylCoA es mayor De esta maneraa lconcentracid totd
de CAA disponibe depende de la concentratide acetyiCoA. Asi, la rapidez del cambide
absorbana (pa la aparicién de NADH) es ura funcith de la cantidad afiadida de 8y acetyt
CoA. La pralucciin de NADH se acopla com s describe a continuacion:

La conversidh de CoA a acetyiCoA es catalizad pa la fosfotransacétsa (PAT) en presena
de aceit fosfato (acetytP). La regeneracio de CA libre es catalizaa pa la citrab sintas (C9
una vez provista del oxalicetab que es generadn situ por la reaccid de la MDH a parti de
malato y NAD'. El maato, d NAD", d acetytPy la CS  afiaden en exaepan que la catalisis
de la PAT s=a de pseudprimer orden (en cierts limites ce concentracid de CAA afadida) Esb
haceque la velocidad de conso y regeneacion de la CA sea proporcional a la concentratio
de CA preseng en a muestra.
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Acetyl-P PAT > Pi

/N

CoA Acetyl-CoA
Citrato - €S H,O
Malato Oxalacetato
MDH
NAD* = H*+ NADH

Figura 19. Métod de cuatificacion de CAA libre. AcetylP=acetil fosfatg Pi=fosfato
CoA=coenima A, AcetylCoA=acetil CoA CS=dtrato sintasa PAT=fosfotranseetilasa
MDH=malab deshidrogenas(Tomaa de Michd y Bergmeyer 1989).

A partir de este momenfod méto adaptado re ese trabap paa la medicid de ka
actvidad de las aciltransferas# llamarems méto@d enimético acoplado ciico (MEAC). H
medio de ensay pam éste métaul contier la enzima PA (20 U/mL) y su sustrab d acetytP (6
mM). Ademas, rquiere de la G (28 U/mL), la MDH (28 U/mL) y sws sustratos, malatde
sodio (105 mM) y NAD" (1.5 mM). El ensay (0.5mL de wlumen fina) se realiza a 3@ en un
amortiguado de trietanolamia (TEA) 0.1mM, pH 8 y MgCL 10 niM. El ensayp < inicia cuand
se agegan 100uL de la fraccidn solubk del medio d reaccid de la DAGAT, muesta cuya
concentracih de CoA se desea conoceta reaccidh & sgue po d cambb de absorbancia en
funcién dd tiempo en un espctrofotometo (Beckman 640) a 340 nm.

Las diferencias entrlos métodos € medicid de la actividad DAGAT con radiois6tope y
el MEAC = observan eral Fgura 20. B medio ¢ reaccid en ambe métodos esl enismo
excepb que el métoal con radioisétop® reguiere de precursores nt@ados La reacci@
enzimatica & la DAG-AT produce TAG y CAA (Fig. 18) y ® interrumg cuand s agrega um
mezch ce cloroformemetand al medio ¢ reaccién En ese puntqg € medio ¢ reaccid =
separ en de fases, uam organica y o&r acuosa, desiés ce una centrifgacion En una alicota
de la fag acuosa se cuantifica la cantidad dé\ Coectamerg en un esgctrofotdometo con &
MEAC, mientr& que para el métodcon radiois6topgslos TAG radactivos tienen que ser
separads e otrs lipidos contenidos re la fase clorofénica para cantificarlos Cono =
obsena en & Fgura 20, ¢ métod con radioisétop® requiere de varie pasos laboriosos y
demanda much md tiemm pama conocerd actividad de la DAGT que el MEAC d cud
solamene requiee de ajuncs minute adicionales.
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(O—=manchade TAG = ~ NADH

o
o

centelleo liquido
TLC

dpm

N\

Determinacién de la actividad
Figura 20. Comparacivdd métod con precursores radiams (A) y ¢ MEAC (B)
paa la deteminacid de la adividad DAG-AT.

Un aspecb a considerar dMEAC es la hidrdisis no enazmética del tioéstepreserg en &
sustrab donado de ados. Aunque @ e my extens § es deectable. Entores fue muy
importane elegi algura forma de paramalreaccié enaméatica de DAGAT con un métod que
evitara la hidrdisis no enamatica del acylCoA, adema e conservar a la @ointegra Tanbién,
fue deseable que el métahvolucraa tan pea manpulacion cono fuel posible. Le métods
que se probano fuerm la incorporacia de disolventesla acidificacid y d calentamiera a 90C
dd medio de reaccibnCono £ observa eralTabla IV lareaccdn de la DAGAT se pard con
una nmezcla de cloroformanetano) con acid tricloroacético (1 mM) y con HA (10 mM). No s
consideb acecuaw detenela reaccid con HC debidb a que se recupiura mene cantidad de
CoA ni con calentamiert puest quela DAG-AT puede recuperasu actividad desp@de 5
minutos cuand £ enfria la muestra (Tabla IVAdiciondmente s ensag la actividad de DAG
AT en presena y ausena te 2[3-mercaptoetangll mM. Debicb a la posilidad de qued
presenc de ésteitl favorecierm la transacilacid de la oled-CoA con liberacion dd CoA se
ensay la actividad y e detuo con cloroformo:metand3:1. Los resultados muestrague &
presenc@ ce tioles libre en d ensap de la DAGAT no decla la recupeacion de CoA
Findmente es posibé restar g interferen@ realizad un blano en d que la enzima se afiad
después ce cloroformemetanol

TABLA IV. Actividad espeffica (nmd min™ mgprot") de DAG-AT. La actividad s pad con I
diferentes métodos indads en la tablg posteriormer una parte de la fracciGsolubk de &
mezch ce reacci@d de la actividad DAGAT s agegd d MEAC y £ deted la aparicid de
NADH. En d blan la proteina microsorhee agreg d final de cada tratamiento.

Ensayo | TCA HCI hervir a 90° cloroformo: metar cloroformo: metanol +
(ImM) | (10mM) 31 B-mer captoetanol

1 53.62 | 31.49 49.46 52.71 52.61

2 51.09 | 25.39 54.05 55.31 53.34

3 54.81 | 25.99 51.30 53.46 52.45

Blanco | 2.36 4.25 51.30 2.54 5.13
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La acividad de las enmas acopladas es sensild las pguefa varaciones expé@nentales
ya que modifcan la relacid ente concentracid de CAA y velocidal de praucciin de NADH.
Por consguiente cadh ensay dele ser estandaad con una curva patndde CoA Las
concentraciones @l CAA y de acyiCoA se deteminaran con I coeficientes @ extincidh a 25
sobre absorcid a 232 m reportade pa Stadman 1953) mediarg espectrofotomet&iUV.
Estas valores so de €257 (COA tiol libre)= 16480 M'em™, Ags/Az3, (COA tiol libre)= 392 y
AxsAAs3; (tioésteres e CoA)= 189. También, & debe de tomamecuena que las tizas é CA
libre que vienen comcontaninantes de sustrad de la DAGAT dan lecturas positivas @bido a
la ebvada sensililad dd método) par lo que esecomendalal tener blanc® que ne pemitan
resta est contribucion.

El MEAC tiere wn limite ce deteccia bap debido a que es capde detectar has0l uM
de CoA S se agregan a este ensagntre 60 y 500 pmiode CoA s observa una relacidineal
entre la cantidad de Qoy la velocidad de piuccicn de NADH (Fig. 21a) Cuand la
concentraciéh es mayo de 15 nmalla curva puede ajustarse bien a una hipérbola grdtanA
concentraciones nmores a 30 uM en d MEAC = praduce un incremend lineal & ka
absorban@ a 340 m en los pimercs 15 min (Fig 21b) De acuerd con es resultadp la
concentracitn de CoA praductb de la actividad deal DAG-AT, s deteminé con ¢ MEAC
tomando ecambb de alsorbancia registradente los cin® y los 15 min.

A B
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Figura 21. Velocidd de praluccidh de NADH en d MEAC en funcion & la corcentracié de CA adicionad al
ensay (A) y en funcion détiempo depués ce la adicid de CA libre 1uM (B).

Este métod no € afecta pola presencia de nucleétil@® s derivados debi a b
elevada selectividad de la FAy la CS pa la CA (a diferencia de b ensays coloimétricos
basads e la titulacidh dd grupo tiol ce la CoA) Est métod tammco € afecta pola presencia
de 2 B-mercaptoetangIDTT o proteina raducida (Michd y Bergmeyey 1989) En resumen, &
ventajs dé MEAC son limite de deteccid bap de cantidadesed CAA libre, la rapidez co la
gue se conocealactividad de la DAGAT, puesb que 1 e recesan separaotros praluctcs o
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reactangs & la mezcla,d que mejod la repraluciblidad; € que ro ®an necesarprecursores
radiactvos y b especificidad de las emes empéadas.
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6.2 Determinacitn de la actividad DAG -AT en varios tejidos evaluada por dos
métodos

Los praductcs ¢k la reaccia catalizad pa la DAG-AT s recupera en A misma parte del
proce® e las fases orgaoca y b acuosa. B este modos se incluye u precurse radactivo, es
posible la cuantificaciérpaalel de C& y e TAG en d mismo ensayo con ambanétodos, le
MEAC y d métod con radioisotop® (Fguras 18 y 20) Entorces s detemind la actividad de la
DAG-AT en fracciones microsomalede maiz, trigo, chicharo, higad/ adipocite e rata cao
ambos métodos par valida d MEAC. Los resultadosrela Tabla V muestraque la relacio
entre CAA liberadb y [“'C]-TAG praducido @ ambe ensayos es cerea@a uno Esb significa
que s en la fraccilh microsomh existen tioesterasasaciltransferasa o tansacilasa esta
actvidades contribuye mwy poa a b generacid de CA y/o TAG. Luego, & muestra queal
actvidad de DAGAT en las fracciones microsomadete trigo es la mas altaLo resultados gui
presentads indican claramemt que la actividad dettada es exclusivamentle la DAGAT.

TABLA V. Comparacia de la acividad DAG-AT en dferentes tejidos deteninaca pa d métod
con radioisétops y ¢ MEAC. Los praluctes ce la reaccia de DAGAT (de 5 min @& incubacioh
se recuperarp depués ce centriuga la mezcla d reaccion

Fraccién microsom; Método con radic MEAC® | Tiempo c incd
nmolminmy minutos
nmolmin™m
maiz 0.11 + 0.10 0.19 + 0.08 0
maiz 52.20 + 4.80 53.10 + 8.30 5
trigo 0.17 + 0.02 0.12 + 0.07 0
trigo 81.21 + 1.02 87.11 + 1.40 5
chicharo 0.07 + 0.01 0.17 + 0.04 0
chicharo 20.35 + 0.83 22.04 + 2.27 5
higado @ rata 0.05 + 0.01 0.05 + 0.09 0
higado & rata 33.65 + 1.01 34.36 + 0.01 5
adipocitos e rata | 0.10 + 0.01 0.14 + 0.06 0
adipocitos ce rata |58.99 = 3.19 53.36 + 1.88 5

El [*“C]-TAG y la CAA productes e la adividad DAG-AT fuera deectads con centelle liquido (3
y espectrofotométricament(b) Los resltadcs s la media @ tres difereneexpaiments hechs pa
triplicado.

Por otra parte, tambié & detemind la actividad de la DAGAT en fracciones
microsomals de maiz a varias ceentraciones &l oleal-CoA. En la Fgura 22 & observa que las
velocidads iniciales revela una cinéticale tipo MichaelisMenten con unaky de 99 + 11 uM
paa oleal-CoA, con dipdmitina 330 M conp acepto de acilos La Vuyax fue e 564 £+ 25
pmol min™ mg™?, pero ese vala varia sensiblemente de una prepamcidotra. Evalor de laKy
es, en cambio mw cercaom d reportacd por Ca y Huamg (1987) emleardo dioleail-
diaalglicerol como aceptoy es repralucible.
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Figura 22. Cura ce saturacid de la atividad DAG-AT con oledl-CoA medica con €
MEAC. La atividad de DAGAT s midié con diferente caridades ce oledl-CoA y
con dipdmitina 330 pM.

6.3 Aplicacidn de dos procedimientos para purificar la DAG -AT de embriones

inmaduros de maiz

En este trabap % repralujo d protocolo e purificacion de la DAGAT de acwerdo con b
reportado por Kwanyurey Wilson (1986) para cdiedones en desaollo de soya Se obtuw un
extracto crudo ce embriones innturcs ce maiz y 8 apicd a una columna de DEASeplacel El
extracto crudo € eluy de la columna comse describe eralsecci@ 5.2.7 El perfil de elucian de
la proteina y & actividad DAGAT s gafican en la Fgura 23. la proteina djgada (absorbanai
a 280 nn) eluye en ds picos principales: wnen d volumen de lavaa y otro d final del gradieng
de KCI. La zona de disinucion dd primer pico de proteina coincide ooun pi® muwy claro de la
actvidad de DAG-AT (entre las facciones 228), mientra que el pio de proteina al final de
gradiene de K@ no preserd actividad de DAGAT. Las fracciones co actividad de DAGAT
obtenida de esta columna se agpara en una sola muestra para obteadrdccbn membranal
La aclvidad especifia de la fraccid membranifue de 513 pmd min™ mg prot*, sn embargo
represerd Unicamente el 01% ck la actividad e la fraccidh cruda Posteriormente,l @rotocolo
propore la solubizacion de la enzima co d detergene CHAPS © mM); d solubilizacdd s
pasara pa ura columna d filtracién sin embargpno s« contind con est protocod debido a
gue la actividad de la DAEGAT fue indetectable scbamb® métodos (datoormostradoscuanad
se agega el detergeat

Igudmente = repralujo un sgundo protocolo @ purificaciin de la actividad DAGAT
reportado por lttle et al. (1994) A la fraccid microsombde embriones inntluros ce maiz se le
agregd ¢ detergere MEGAS8 (1 % p/v) cam 05 M de NaQ en una reladn de 51
detergente:protem (ver gccin 5.2.7) E solubilizadd s« apicé a una columna deltfacion
Superde 200 HR120 B d sistema de FPLCEN la gréfica de la Bura 24 & muestra el perfilal
absorban@ e proteinas ylale la radiactividad e dgm en los TAG. El pico dd perfil de [**C]-
TAG y d de absorbancia a 28@nncoincice can un pi® de maxma actividad de la DAGAT (en
la fraccicn nimeo 30) La actividad & de 819 pmd min™ mg prot* equivalent a unas 2600 dpm
de ['"C]-TAG. Sh embargogsta preparacid activa e DAG-AT represerd el 26 de la actividad
microsomay también preserd otras actividadesedaciltransferasas.
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Figura 23. Peiif de actividal de DAGAT en clumna @& DEAE Sephacella fraccid cruda extraida
de embrionesredesrrollo de maz <« apico a la columna. Eamortiguada de elucid fue TrisHCI,
25 mM, pH 7.4 pB-mercaptoetariol5 mM y EDTA 1 mM. También, & @lumna & eluy con ¢
mismo amotiguado de elusié con un gradieet de K@ hasta 01 M. Las fracciones eluidas co

actividad de DAGAT fuerm centrifigada a 100000 x g paa obtenelos microsomas
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Figura 24. Peril de actividal de DAGAT en una columna d filtracion Superde 200 HR120. b
fraccion microsoméaextraich ce embrionesredesarollo de maz s apicd a la columnaefiltracion
en d sistema & FPLC a wn flujo de 05 mL/min. Se uilizé como eliyente i amortiguadode Tris
HCI 0.1 M, pH 7.4 MEGA-8 01% p/v;, Nad 0.5 M, dlicerd 20% v/v, DTT 1 mM e inhibidores c&
proteasas.
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6.4 Efecto de los detergentes en la actividad DAG-AT

El primer pa® haci la purifcaciin de una proteina de membranasasextiaccicn de la
bicaga a una forma solillzada. L detergentesmoléculas anfipatias pueden unire a las
proteina en las zonas hidrofobas e interactian ea fase acuosa nda otra parte de la molécula
debido que forman micelashed agua Est caacteristica penite mantener a las proteinasuma
forma soluliizada. Po est razén las proteinas integrale® dnembrana sotipicameng extraidas
con diferents corentraciones @ detergentes € 05 hasd 26) en una relacia
detergente:protetn de 11 a 31 (Banerge, 1995) En d preseng trabap < uilizaron 13
diferentes detergentes codiferents estructuras, caracteristicas y dagacas (ve anex 1) a
una cancentracié de 1% y a una relacid de 21 detergente:protednpan extraerd DAG-AT en
forma activa. Tambié s uiliz6 la combinacia de los detergentes oadiferents cortentraciones
de NaCl Usudmente s se aumenta la fuerza i6nica se aumenta la Biaktion de la proteia
(Revzin 1994) = reduce la concentraciomicelar citica de Is detergentes y mepria
establidad de las micelas.

La fraccicn microsomhb obtenica de embriones inmdarcs e maiz se Wizé paa las
solubilizaciones @ la actividad DAGAT (ver secciin 5.2.7) Las fracciones solubles obtenidas d
los 13 dierents detergentes coo sh 150 nM de NaQ se ensayano paa la actividad DAGAT.
En la Hgura 25a se presenta el pentag recuperadoealla actividad de la DAGAT soluble En
esta grafica se muestra que solamente los detergentes PPEZS, d Brij 35y e MEGA-8 ®
mantuwo la actividad ded DAG-AT en la fracciih soluble Aqui hgy que mencionar que el
detergene PPEG25 nosto un comportaniento inusué debicb a que una preparani@ 1% a
temperatua ambiente se mantiersoluble, per £ sedimenta a4°C y esb hace dificil & manep
durante las pruebasedsolulilizacion. No s obtuw a la DAGAT en forma activa en ficciones
solubles ke los detergentes on idnicos (Nonidet Tritdbn X-100 Tritdbn X-114) aniénicos
(deoxicolab de sodig docecilsulfab de sodio) y catidnico (CTAB por b que m < uilizaron
paa expeimentcs posteriores (datoomostrados)Findmente toda las facciones solubles se
didizaron peo no ® increment n tampo® * recuped la actividad de la enzima (datoo

mostrados).
A B

3.0 T T T T T T T 30 T T T T T T T

Actividad Especifica
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Actividad recuperada (%)
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Figura 25.Actividad de DAGAT en presenca ce diferentes detergentdsa fraccidh microsombde embriones
inmadurs ce matz = trat con ¢ detergente indicazicon NaC 150 mM y se centrifigé a 10000 x g durarg 1h
Porcentaje de actividhluble recuperadaella fraccid microsomé&(A) y adividad especifica @ DAG-AT (B).
Se gafica la media yd desviacia estandade tres gpelimentes hechs pa duplicado.
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En d presene trabajo d detergere MEGA:-8 (utilizado por Lttle y colaboradres en 1994

paa solulilizar a la DAGAT de cdza) tambié conservd actw a la enzima de embriones

inmadure ce maiz. B la Fgura 25b & grafica la actividad especti & la DAGAT de ka
fracciin solubé de cada wn de los detergentes engaldos La fraccidn solubk obtenida del
tratamieni con PPE@5y MEGA-8 fueran muwy smilares 25 pmd min™ mg de proteind) sin
embargq no £ sguié utlizando d detergené PPEG25 pa las razones gxuesta anteriormente.

La aclvidad de la DAGAT de las fiacciores sdubles disminug consideralgl can resgecto
a la actividad origina(Fig. 25a) Pa ejemplq con d MEGA-8 £ dotuw exasamerd el o de
actvidad recuperada ao resgcio a la de la fraccid microsomal, en& tantg con otrcs
detergents d porcentajede la actividad ecuperada fue alrededdd 1.5% con resgcio a h
actvidad original Ademas, cuarmse midi6é b actividad de la DAGT de las flacciones solubles
mantenida a 4C duraneé 24 h ést actividad disinuyd considerablemeet(Fig 26). Unicanente
la acividad de DAGAT fue estable cod detergerd MEGA:8.

Actividad recuperada (%)
fraccion microsomal

Bl 23 8 Vv

\al < X0 [} > > Q

O \a N % & 2 ©
€ & & ¢ & 9

DETERGENTES
Figura 26. Estaitidad de DAGAT en presencd e diferentes detergentesa L
actividad de DAGAT de la fraccin solubk de I tratamients ca diferents
detergents se midio dgaués e 24horas a 4°C Se grafica la media yal desviacit
estdnda de tres gpelimentas hechs pa duplicado.

Por dltimo, s ensag la actividad de la DAGT en la fraccin solubé obtenida de las
solubilizaciones a diferentes coantraciones deletergere MEGA-8 (Fig. 278 y aumentana la
fuerza iénica ca diferents corcentraciones & NaC (Fig. 27b) La actividad de la DARAT s
mantiere practicamentegud al aumentala cantidad de detergente.r®a parte la actividad e
la fracciin solubé ro aumerd cuado la fraccih microsomh es tratad cao diferents
concentraciones @& NaQ en presena de MEGA8 1% Parte e esta actividad permace end
fraccin no soluble peilo ademasla actividad totbes bastarg inferiar a la actividad tofeen los
microsoma crudas ¢k los que se partjido que refleja o efecio negativo dedetergerg sobred

actvidad.
A B
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Figura 27.Actividad recuperada el DAG-AT tratadh con MEGA-8. La fraccidh microsomade embriones
inmadure e maz s« trataro con diferetes corcentraciones & MEGA-8 (A) o con MEGA-8 d 1% y
diferentes corcentraciones & NaQ (B). Se grafica la dividad recuperada comporcentaje ded adividad
inicial de la fraccid solubk (baras grises) y e la fraccid de la paslla (barras negras)Se gafica la media y
la desviacidh estandade ds expeiimentas heche pa duplicado.

6.5 Las preparaciones de DAG-AT contienen DAG endégeno

La acividad de la DAGAT s ha reportad en la fraccid microsomhutilizando [*C]-
adlCoA y DAG emulsimado con twen20 (DAG/tweer) conp donador y aceptode acilos
respectivamest (Cao y Huang1986) En ese trabajo tambié £ encontd que las facciones
microsomals ce maiz, @ trigg de chicharp de higad y de tejicb adiposo d rata presentan
actvidad de DAG-AT con [*C]-olecilCoA y DAG/tween (Tata VI). Sin embarge la actividad
de DAG-AT fue smilar aurque o £ agregue DAG/tween ehmedio c reaccid sob paa el
ca® del maiz (Tabla V] fm). Estcs resultadosevelan que la DAGAT preseng en és fracciones
microsomals ro requiere de aceptode acils exdégen pam la formacid de TAG e las
condiciones e ensay empéadas qui, seuramen¢ poque dichas ficciones contieme
abundané cantidad de éste. Tambiéamacividad de la DAGAT fue muy parecica en presenaio
ausenca de DAG/tween con $afracciones solubles (TabVl, fs).

De igud formg = les midi6 & actividad de DAGAT a las facciones microsomalece
embriones en desarollo de maiz obtenidas add protocolo & purificaciin repatado por Litle y
colaboradores1994 (gcciin 5.2.7) Las actividad medida rsiacepto de aciles resuld muy bajg
sin embargp « recuped d afiadir DAG/tveen @ d medio t reaccié y es mwy semejarg a &
reportada po ests autores (Tahl VI, fp). Eneste punb hay dos implicaciones primero, es
posible que el MEGA8 reduzca el contenidde DAG enddgea de las facciones microsomadey
segundg es posibé que el DA exdgen adicionado (como DAG/teer) no £a gudmente
accegble a la enzima que el DAéddgeno Lo anterior exficaria que en Is tratamientcs ce la
proteira microsomhcon detergente se recuper solamente el% de la actividad de DAGAT.
También exgicaria la semejanza dedovalores d actividad de DAGAT cuand £ micke ca
diferentes concentraciones &l DAG exdgen en d medio ¢k reacci@ (dats o mostrados)Pa
consiguiente £ doviaron los estidios e saturacid con DAG de la enzima en $afracciones
microsomals cludas Pero, est limitane pudo resolveesanadiend d DAG con una stratega
diferene (ver m& adelante).

46



Tabla VI. Actividad de DAGAT deteminaca po d MEAC en fracciones
microsomales solubles y purificada de varie tejidos. A Ia fracciones
microsomals se les agrégMEGA-8 (1%) y NaG (150 mM). Posteriormeatse

certrifugarem a 100000 x g y & obtuvieron la fracciones solubles y
purificadas Paa la medicid de la adividad DAG-AT d DAG (03 M) s

emulsiord con tveer20 (002%) y agreg d medio e reaccion.

Actividad de DAG-AT

Tejido (nmol CoA min™ (mg proteina) _1)

con DAG sin DAG
maiz fm 53.10 + 8.30 57.30 £ 5.11
maiz fp 65.61 + 0.11 2.59 + 0.93
trigo fm 87.11 + 1.40 547 + 0.01
trigo fs 85.40 = 0.67 2.12 =+ 0.51
chicharo fm 22.04 + 2.27 10.08 + 0.06
chicharo fs 24.13 £ 0.04 1.01 + 0.16
higado fm 34.36 = 0.01 10.50 + 0.01
higado fs 1.73 + 0.77 0.01 £ 0.89
adipocitos fm 53.36 + 1.88 22.14 + 0.09
adipocitos fs 56.42 + 0.38 1.80 + 0.88

fm= fracciin microsomalfs= fraccicn soluble fp= fraccian purificada.
Se pesend el resultad de uin expeiment representativodtio por duplicado
El experimenb s repitd tres veces.

Se ha reportad que el DAS e d intermediario ma abundam de la via de Kenngd
(Weselake 2000; Pery y Harwood, 19933 sin embargpno em clao cuanto @ éste se extrae en
nuestra prepaaciones (facciones ardg microsoméay soluble) Pag investigarlo s extrap y
andiz6 la composicia de lipidos presentesneembrions ce maiz enter (fraccién cruda) en las
fracciones membranalescuperadsa pa centrilugacid a 100 000 x g (&ccién microsomal) y e
las fracciones tratadas BdVIEGA-8 (fracciin soluble) Los lipidcs se extrajeno con una mezal
de cloroformo:metarig(1:1, v/v) y & analizara mediané TLC. Los resultados mostrados &
Figura 28 demuestraclaramereg que hay ua cantidad substantide DAG y TAG en la fracciin
microsomé y en la fraccidh solube can MEGA-8. Tambiédh = observan al® niveles e
fosfdipidos y niveles mwy bajoss e MAG. Incluso, la relacitn dd DAG con resgeco d TAG fue
més elevad en & fraccidh microsombque en Is lipidos totales extraidos bdembritn entero.

TAG —» = = »
AG —»
DAG—Z .
MAG —»

' -

PC —» vy ¥
MEGA-8 — p &

1 2 3 4
Figura 28. TIC de lipids extraidos @ embriones inmdurcs ce maiz Detergers MEGA-8
(1), fraccion cruda (2) fraccion microsomé (3), fraccion solublizada com MEGA-8 (4).
TAG= triadlglicerol, AG= acids grasos, DAG= didglicerol, MAG= monoadgliceral y
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PC= fosfatidilcolina.
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6.6 Eliminacidn del DAG enddégeno de las preparacio nes microsomales

Los resultads anteriores demuestrajue las facciones microsomaley lss solubles d la
DAG-AT de enbriones inmdurcs e mat acarrean DAGA fin de elimina € DAG preserg en
la fraccin microsombase hiciera polves de acetona (verescbn 5.2.3) En la Tabla VI se
obsena que Ie valores d la actividad de B polves de acetona fuero mwy semejante en
ausench o & presena de emulsionesedDAG/tween en lemedio & reaccion Ademas, ést
prepagcion tienen menoincorporacié de marca en Ie TAG que la fraccib microsomal. Est
sugiere fuertemente que la actividad perdd en la medida enal que el DA enddgea fue
eiminada Sh embargo d analisis & TLC de estas prepaciones revela que el DA o fue
eliminado por complat (no mostrado).

Tabla VII. Actividad de b DAG-AT en fracciones microsomadey ¢t los polos e acetoa e embriones
inmadurs e maiz La adividad s midié con Emétod con radioisétomy ¢ MEAC en presend o
ausenca e DAG/tween.

nmol min™ mg prot™

ENSAYO con DAG* sin DAG*
fraccion de microsomas 5244 +£1.9 50.80 £ 3.9
polvos de acetona de microsomas 24.86 + 3.5 22.29+2.8

*L os resltados so la media deexpelimento reéizado por tridicado

En este traba) & emplearn diferentesdisolvents orgénicos par elimina € DAG
endégem de las facciones microsomalesono s« describe enal seccid 5.2.8 Los lipidcs
extraides e cada una de lagees a las que se agrégd disolvent (lavade hash cuato vece3
fueran recuperads y adizados en TLC. La Fgura 29 muest que tode los disolventg
emplead® extaen gran cantidad de lipglpolares y neutsock las facciones microsomalekos
tratamientcs can bencen y acetorn extrajera maya cantidad de lipide neutros.

Tambié = nidio la actividad de DAGAT con [**C]-oleollCoA y DAG/tween degués ce
cach o de los lavados. b actividad de la DAGAT en los tratamientas can bencenpaceton y
éter dietilico es mas ba a medid que se aumentarsltavados (Fig30) mientra que la etividad
fue indetectable desde el primlavad en los tratamientas can disobutilcetona, tetrcloruin de
calboro y hexano Estas resultados sugietegjue la enzima DAGT es incapaz de actuar sobre
las micelas d DAG/tween preserdeen d medio & reaccid o bien la presencia del D@
endégem es importang para conservaa lactividad enmatica. Fuea de la evidente relacide la
enzima can d DAG, en est@ expeimentcs no encontramos nigura carelacion adicionaentre la
clase de lipide extraidos polos disolventes emghda y @ nivel de actividad detctada
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Figura 29. Extracion de lipides e fracciones microsomaldiofilizadas & embriones innturcs
de maiz Se extrajera los lipidcs con d disolvente organico indicadook dsolventes empleado
fuera bencen (A), acetora (B), didileter (C), diisobutilcetona (D), tetracloruo de cabono (E),
hexaro (F) y berceno:acetoa 1:1 viv (G). Los nameros indica los lavados stesvos En d
pand H: aceite de liva (carril 1) fosfatidilcolina (carril 2) lecitina (carril 3 y fraccidn lipidica
de albimina de huevo (cail 4). TAG=triadlglicerol, DAG=diadIinceroHDC= fosfatidilcoling

=lipidog-neutros
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Figura 30. Atividad remanerg de DAGAT de la fraccidn microsombade embriones
inmadure ce maiz A la fraccidh microsoméaliofolizada € le agreg d disolvente
indicadg s sonico y centrifgd Posteriormerg se midié & adividad DAG-AT con d
MEAC. Los lavados se hicienocan hasa pa cuatro eces La artidad de proteia ®
mantuvo constaetdepués ce lcs lavados.
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6.7 Actividad de la DAG-AT. Utilizaciénh del DAG endégeno y/o exégeno

Otra estrategia fue afiadil DAG con marca radiactivad medio de reaccié de DAGAT
paa probar 8 utlizacion. Debido a que el'fC]-DAG ro esa disponible comercialmentee
prepab [“'C]-1,2 -rac-diadlglicerol in vitro a partir de TAG etiuetadoin vivo (ver secciin
5.2.10) La actividad de la DAGAT s midi6 en presena o ausenai de micelas @DAG/tween
con 0 sh maca radiactiva. & la Fgura 31 & observa qua acividad de la DAGAT fue smilar
y cas indetectabé aln cuaned no £ afiade al medioedreaccidé DAG y [“'C]-DAG/tween
respectivamente. Estconfirma los resultados anteriores y demuasuee DAG/tween en ke
medio de reaccid es inaccesil® a la enzimaTambié = observa que cuande agrega el'fC]-
olecilCoA a medio e reaccionla actividad de la DAG\T fue semejante eoo sh [*“C]-DAG.
Todo ® expica g la enzima utiza solamente [EDAG enddgea (en concordanei can la Tabha
VIl), ad en la actividad finano hay apore del DAG marcad dd medio c reaccid y la aparici
de maca en eproducto proviere exclusivamente dedaciles dé oleoylCoA marcada También
se les midi6 actiidad de DAGAT a las facciones microsomaley a las solubles tratadasnco
MEGA-8. La actividad microsontanedida can DAG/tween y {'C]-olecil-CoA resul® muy
smilar a la obtenida ao [**C]-DAG vy oledl-CoA, sh embargp la actividad de las dcciones
solubles fue 50% menor cuandse ensay con [“C]-DAG y oledl-CoA (Fig. 32).

50 —

401 .

30 1

20+ -

(nmol min-! mg prot-1)

Actividad de DAG-AT

10+ —

En el medio de ensayo

DAG/tween + - - - +
[14C]-DAG/tween - - + +

oleoil-CoA - - - + +
[*4C]-oleoil-CoA + + +

Figura 31. Adividad de b DAGAT en fracciones microsomatemedié can DAG/tween vy
oleal-CoA en d medio de reaccionLa medicid de la adividad de DAGAT de las fracciones
microsomals se rebzd en amortiguado trissHCI 0.1 M, pH 7.4, sacaros 0084 M, MgCl,
2mM, &cic pdmitico 0.1nM y 200ug de proteim microsomben un volume fina de 150pL.
En dgunc ensayoslemedio e reaccid contend ademas DAG 8. mM emulsionad con
0.02% de tweer20y oledl-CoA 20 mM.

Con este anecedentes se dedidestudia a la enzim ca otro método ga

nos permitie@ por una parte, pporcionart de manera eficiente el sustrat b
enzima y por otrg diminar € sustrab enddégeno sique se inactive a la enzima.
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Figura 32. Adividad de b DAG-AT en fracciones microsomadey solullizadas medid con DAG Yy
oleoyl-CoA con y sh mar@ radiativa. La medicid de la atividad de DAGAT de las fracciones
microsomals y solullizadas se rd&6 en amortiguadoTris-HCI 0.1 M, pH 7.4, sacaros 0084 M,
MgCl, 2mM, acidd pdmitico 0.1mM tween20 002% y 200ug de proteim microsombhen un
volumen fina de 150uL. Los ensayos contemiaadema DAG 03 mM y oledl-CoA 20 mM con o
sin marca Se grafica la media yal desviacia estandade ds expeliments hechs pa duplicado.

Hasth el momerd hemos demostrad que la DAGAT consune ineficazmente el
DAG/tween agregam en d medio & reaccionpuesb que la actividadsemuwy smilar s no
agrega este sustmt(Tabh VI, Tabh VIl y Fig. 31). Tambié indicama que las ficciones
microsomals y las solubles contieam DAG enddgea y los pracedmientos ce solulilizacion con
detergents ro lo diminan completamemt (Fig 28). Ademas, Is pracedmientos ce lavaa de la
fraccidn microsomhb con disolvente organicos extien € DAG enddégea (Fig 29) co la
conecueng pédida de actividad de la DAGT ain con & adicid de DAG/tween (Fj 30)

En este puntg s aprovech la tolerancia de la DA@T a los disolventes re las
prepaeciones microsomade lioflizadas paa afiadi [“C]-DAG disuelb en bencen
(procedmiento repatado por Sicket al.,1973y 1985; Vogéy Browse1996 y Laaman 1995)
Siguiendo ésta y nuestra obseraciones las fracciones microsomaleck embriones & maiz e
liofilizaron y lavara hasa cuato veces ca diferents disolventes. Luegogedes agrgd PC puia
y DAG disuelte en d bercero (como lo hicieron Vodey Olhrogge op. cit.). Posteriormente,es
evapoi d disolvent y £ sonicdd muestra ao d amortiguado de reaccid (ve seccitn 5.211).
Finamente s« esim6 la actividad de la DAGT por la amricion de TAG marcados Cale
menciona que la lecitinade soya comerciatontiere DAG par lo que se tug que elimina €
DAG par obtener B purma (ver secciin 5.2.9) En la Hgura 33 & muestra que se restabietd
actvidad cuando e agreg PC y DAG en d bercero incluso con qudlos tratanientcs en donde
la DAG-AT no presentah actividad desde el primiavad con hexanptetracloruio de carboo y
diisobutilcetona. Est nos indta que el D& es accesild a la DAGAT g se dsuelve en ke
bercero y que la enzima es resisten I tratamientos en mayo o menor grado.
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Actividad de DAGAT

(DPM en [$4C]-TAG min -1 mg prot-1)
o

Figura 33. Adividad de b DAG-AT dedipidada y reconsituida. Las fracciones microsomasgese lavaro
cuatro veces co d disolvente indicadoPosteriormente, $afracciones se recatituyeran can DAG 03
mM vy fosfaidilcolina 15ug/mL La adividad recuperadaesensay en amortiguadode TrisHCI 0.1 M,
pH 7.4, é&cicb pdmitico 01 mM, MgCl, 2 mM, sacarca 0084 M y [-“C]-oleoyl-CoA (0.2 pCi). El
medio de reacci@ no conterd DAG. % grafica la media d d& epeliments que se hiciero pa
triplicado.

En la Tabla MIl se muestra que la actividad de la DAG s akcta my poo g la
fraccicn microsomase liofiliza. De acerdo con est resultad y los anteriores,espueda extraer
los DAG enddgens que acarreanddracciones microsomaley € puede media actividad ded
DAG-AT agregand d DAG en d bercena Pa lo tanto, 8 midio h actividad de la DAGAT
agregandod [*'C]-DAG en d berceno. La acividad fue un terco mé& bap que la fraccid
microsoma sin tratanienta Esb puede exarse a que la radiactividad ed producto de la
enzima proviene del D& agregad en d berceng sh embargo tambié hay presen@ de DAG
endogem que acarreanddracciones microsomalede talforma que Bla enzima acila este D&
(con oledICoA en d medio & reacciéhen d experimend no hg aparicid de TAG cono maca
radictiva. Fh d ca® de agregarleDAG en d bercero y medi la actividad ca [**C]-oleoil-CoA
en d medio de reacci@ sera la misma exjracion anteric ademé ce que s toma en cueatel
aporte de ambs sustratos (D& end y exdgend para el calcal de la actividad finede DAG-
AT. Findmente s observa que la adiciodd detergere MEGA8 y d DAG disuelb en d
bercenq no inhibe a la enzimasim que se recupérmayor porcentejde actividad de la DAG
AT que en ktratamienb con [“C]-DAG en d berceno.

También la acividad de DAGAT s midi6 agregando (ed bercero o en d medio &
reacobn) diversa combimciones deleoyl-CoA, DAG, tween20, PC, ['C]-olealCoA y [*'C]-
DAG. La Tabla X muestn los resultados @l la actividad DAGAT recastituida can tweer20
después ¢k los lavados co bencenola actividad e midié agregandol ®AG (can 0 sh marca)
disuelb en d bencero o en d medio de reacciénEl oleoytCoA se agreg solamerg en €medio
de reaccid con o si maca radiactiva. Le resultados muestrajue la proteina reconstituidanco
tween20 presena una actividad muy baj(13 y 10 %) depués ¢k los lavados an bencero atn
cuando & agrega oleoyCoA y DAG d medio & reaccibnEsb £ debe a qualenzima a es
camz ck uilizar d DAG dd medio ¢ reaccid y a la ausencia de @Aendogea (extraido conle
disolvente) Sh embargp d reconstitui a la proteia can tween20y DAG, $ incorpora mama
en los TAG provenierg del [“C]-oleoy-CoA en d medio & reaccionEsb wgier fuertemerd
que la enzima uiiza preferentemente $0DAG enddgens y tiere limitacdb d acces de DAG
cuando s presentaal en forna micelr can tween20 en d ensay enamatico. Los resultads
fuern semejante can maya corcentracidh de tweer20 paa la reconstitucid de la enzima
(datcs o mostrados).
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TABLA VIIl. Medicién de la adividad de DAGAT con sts sustratos afiadidosraediode reaccié o en d berceno
A las fracciones microsomadeobtenida de embriones inmdurcs de mat = les midio atividad de DAGAT
agregando eDAG disudto en bencen y d oleoy-CoA a medio de reacci@ enZmatica. E medio e reaccia
contené amotiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 7.4, sacaroas 0084 M, tweenr20 002%, MgC} 2 mM, acic pdmitico 01
mM y 200 pg de proteim microsomben un volume find de 150uL. E DAG y d oleoylCAA afadid fue el
requerido paa alcanzar una ceentracid@ fina de 03 mMy 20 mM, resgctivamenteEl MEGA-8 aiadido fie 1%
final.

Preparacion Sustato en Sustato afiadi Actividad de

el benceno al medio de reac DAG-AT (% )
microsomas sin tratanientc DAG + oledl-Ci 0.7
nicrosomas sin tratanientc DAG + [*C]-oleall 100
microsoma liofilizados sin tratamientc DAG + [*C]-oleall 91
microsoma liofilizados DAG [**C]-oledilCo/ 53
microsoma liofilizados [*“C]-DAG oleail-CoA 65
microsoma liofilizados [*“C]-DAG +MEG oleal-CoA 81

Los resltadcs som la media dares experimenta redizados pa duplicado La adividad dé control fue de 235 nmlo
min™® mg prot®.

La acilvidad de la DAGAT s restabkce reconstituyermda la enzima ao DAG y tween
(Tabl 1X) sin embargp la enzima es activa cuand £ reconstituyecon DAG (Tabh X).
Tampoo % obserd actividad de DAGAT adicionanad solamerg FC en d bercero aln con &
presena de DAG en d medio & reaccion La actividad de la DAG\T fue recuperada
agregando DA y RC disuela en ébercero (Tabh X). De ests traamientos s recuped ma
actvidad cuando & reconstituye a la proteinarc&C que co tween20 o con MEGAS. Esb
confirma nuevamente que la DAGT tiliza los DAG enddgens o los exdgenos kgados en
fae organica y que escesand la presencia de 8enr20, MEGA-8 o PC par restableceral
actvidad a niveles semejantes as lobservadosrelas fracciones microsomaecmudas Es
importane sefialar que la actividad de la DAG fue gmilar en est® expeimentcs cuand =
ahade DAG marcad y oleoytCoA.

Tabla IX. Actividad de DAGAT recadituida can tween y medid can sis sustratos afiadidokraedio de reaccia
0 e d berceno Las fracciones microsomadeliofilizadas obtenida de embriones inndurcs de maz < lavarm
hast cuato veces oo bencenola actividad de DAGAT s midié agregando teen y DAG ca o sh mar@a
disudto en bencen y d oleoyl-CoA al medio de reacci@ enzmética. BE medio e reaccié contend amotiguada
Tris-HCI 0.1 M, pH 7.4, sacaroa 0084 M, tween20 002%, MgC} 2 mM, 4cic palmitico 0.1 mM y 200 ug de
proteira microsombhen un volume fina de 150uL. El DAG y d oleoylCAA afiadid fue el reguerido paa
alcarzar una coeentracid fina de 07 mM y 20 mM, resgectivamente.

actividad DAG-AT

nmol min™ mg de prot™

En la solucién de benceno En el medio de reaccion

tween-20 DAG [*'C]-DAG  DAG oleoilCoA  [*C]-0leoilCoA

+ - - + + + 1.3

+ - - - + + 1.0

+ + - - + + 133.0

+ . + - + - 118.0

Los resiltadcs sa la mediade tres gperimentas redizadcs po duplicado.

Con las evidencias anteriores se codoai repuest de DAGAT a la saturacié con DAG
Se reconstituyera fracciones microsomale (iofilizadas y lavadas con 15ug/mL de RC y
cartidades cecientes d DAG (consideranadl la concentracid de DAG pa unidad de volumeh
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ya que 8 encuentra emlfase slida suspendida.d.Fgura 34 muest que la DAGAT present
una cinéica tipo MichaelisMenten frene a la variacid de dipalmitoilglicerol.
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Tabla X. Actividad de DAGAT recogituida con fosfdidilcolina y medié co sis sustratos afiadidokraedio e
reaccion o en d berceno Las fracciones microsomadeliofilizadas obtenidade embriones inmdurcs de matz s
lavaran hasta cuato veces co bencenola adividad de DAGAT s midi6 agregando fosfalilcolina y DAG ca
0 sn mar@ disuéto en bencep y d oleoyl-CoA al medio de reacci@ enzmatica. E medio ¢ reaccid contena
amortiguada Tris-HCI 0.1 M, pH 7.4, sacaros®.084 M, tween20 002%, MgC} 2 mM, acic pdmitico 01 mM
y 200 ug de proteim microsomben un volume fina de 150pL. La fosfatidilcoling € DAG y € oleoylCA
anadido fie el rgquerido paa alcanzar una coentracid fina de 15ug/mL, 0.7 nM y 20 mM, resgectivamente.

actividad DAG-AT

nmol min™ mg prot™

En la solucién de benceno En el medio de reaccion
PC  DAG [“C]-DAG DAG oleoilCoA [**C]-olecilCoA

- + + + 5
- + - - + + 2
+ - - + + + 12
+ - - - + + 4
+ + + + + 191
+ + - - + + 149
+ - + - - - >0.5
+ - + + + - 172
+ - + - + - 159
+ - + - + + 200

Los resltados som la media d tresexpetimentcs redizadcs po duplicado
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Figura 34. Cura e saturacid de la adividad de DAGAT con dipdmitina. Las fracciones
microsomals se liofilizarm y  lavarm hasa cuatp veces co bencenoSe les econsituyé con
15 pg/mL de fosfdidilcolina y dipadmitoil como ® indica El medio c¢ reaccid contend &
amortiguada Tris-HCI 0.1 M, pH 7.4, sacaraa 0084 M, Tweenr20 002%, MgC} 2 mM, acicd
pamitico 0.1 mM, [**C]-oledil-CoA 20 mM (7 puCi/mmol) y 200ug de proteim microsomaen
un volumen final de 150pL.
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6.8 Deteccidn d e la a ctividad DAG -AT en cuerpos lipidicos de e mbriones
maduros de maiz

La acividad de DAGAT s ertuentra en kfracciones d ER de los tgidos embrionarie
de diversas suillas y en los LB de aceite de palmade ridno y dé hongo Mortierella
ramanniana (Oo y Chav 1992; Si#lage et al., 1995 y Hllai et al., 1998).Por dlo, s purificarmn
los LB de embriones nwurcs ce maiz ca d procedmiento de Tzenet al., (1992y 1993; &ccitn
5.2.4). Los resultados indan queLB de maiz carecen @ actividad de DAGAT g se miden can
el méodo con radioisétop®tradicional Sh embargo presentano actividad de DAGAT cuand
se lavarm y ® reconstituyeno cono € menciod par las facciones microsomalekos lipidos
extraidosde los LB de los lavados co bencen (hasa pa cuatro ece$ fueran TAG, MAG en
gran cantidad DAG vy lipidos polares e paca cantidad (dasoro mostrados)La actividad de I
LB lavade y reconstituids fue de 119 + 01 nmd min™ mg prot'. Esta activdad represert el
2% de la actividad preseaten & fraccidn microsombrecuperada del mismo ®tde embriones
(418 + 05 nmd min™ mg prot?).

Por otra parte, tambie¢ £ ensay la solullidad de la proteina de doLB lavads cm
bercena La proteinafue insoluble en metah@uro, dimetilsulfoxido, clorofornmo o dietiéter.
También fue insoluble en eeclas @ metanol:agua (1;¥/v) con 1% de &cia trifluroacético shn
embargq fue ura suspensid clama en gua:metanoficido acético (1:1:1v/v). Esh prepaacion
adquirié6 ura consistencia semejante a la aecoloice tipp sol y tard 24 hora a-20°C para
adquirir ura apariencia totalmemthomogénea. d_suspensid es claa y tn po® ma viscosa que
la mezcla de disolventesas proteinas m s sedmentaon por centriugacid a 5000 x g durard
una lora, am depués e mantenees pa umna semana a20°C. Una muestra de esta proteirfa (
mg/mL) se reconstitug con DAG y FC disuelts en bencenola actividad totede la DAGAT
presené en Is LB represers un55y un 15 % @ la actividad toflade la fraccitn microsomay
dd extraco crudo, resgctivameng (Tablas Xy XII).

Tabla XI. Purificacidn de la adividad DAG-AT de la fraccidh microsomben columna € vidrio poroso. La
fracciones microsomate e embrones malurcs e mak =« lavarm can bencep y ® resuspendiero en
metanddcido acético:gua (1:1:1 v/v). Una muestra @ 200ul fue inyectada en una columna de vidrio poroso de
13 mL y fue eluicda can la misma mezcla el solventesLas fracciones eluidase reconsituyeran con DAG y
fosfdidilcolina ants de medr la adividad enzmatica. B medio d reaccia fue Tris-HCI 0.1 M, pH 7.4, sacaroa
0.084 M, Tween20 002%, MgC} 2 mM, &cicb pdmitico 01 mM y [**C]-oledil-CoA 20 mMl (7 uCi/mmol) en un
volumen final de 150uL.

Paso Proteina Total  Actividad Total Actividad especifica Rendimiento
mg nmol min™ nmol min"mg™ %

extracto crudo 74.5 817 11 100

microsomas 1.87 215 115 26.3

suspension clo:met:agua 0.06 2.8 47 0.3

columna vidrio poroso < 0.005 7 d 0.9

d=desconocido

6.9 Purificacidn de la DAG -AT por filtracidn en gel

Hast el momerd hemos obtena proteim libre ¢ DAG, reconstituid y ca actividad
DAG-AT derivaca de las facciones microsomedy de los LB. Con d fin de purificar a la DAG
AT de LB s dbtuvwo uma suspensio proteca estald de una mezcla de agua:metaimb
acetco (1:1:1 v/v) (ver ®cciin 6.8) La suspensidv « fracciom por fltracion en géen una
columra de perlaselvidrio poroso @ 700 A.

57



Se apico la suspensia proteca de IB (0.2 mL) a la columna yes eluyy con & misma
mezch e disolventes 36 mL). Se detead proteim pa absorbane a 280 m y £ midié
acividad de DAGAT. H perfil de elusidn de la actividad ecuprada @ las facciones d la
columra de vidro £ obserd en un pi© detr& de pico principd de absorbancia (Fig35a)
Mucha ce las proteinas fuenceluida en un sob pico dévolumen de lavaa (cerca del tamadi
de exclusid tedrio de 30000 kDa) Este resultad sugiere que la suspensiccontiene agregado
de alta masa moleculash embargp d espectio de absorbancia muestra pico amgio con &
méaxima absorbancia a 284m(dats o mostrados)Es posibé que en estpico hag proteinas
con d bercero remanerg de Is lavados pa remover Is lipidos Peo d bercero tendra que
esta ligado a la proteina a considerar pbpes mokcular & ka fraccid (que caresponded al
volumen de exclusion).

Tabla Xll. Purificaciin de la adividad DAG-AT de cuerps lipidics en columna @ vidrio poroso. Le cuerps
lipidicos de embriones ndurcs e maz < lavarm con bencemy < resuspendienoen metanicacido acético:gua
(1:1:1, v/v). Una muestra de 200 ul fue inyectada en una columna de vidrio poroso de 13 nL y fue eluidh ca la
misma mezcla d solventesLas fracciones eluidas se rectitigyeran con DAG y fosféidilcolina ants de medr la
actividad enzmatica. E medio & reaccia fue Tris-HCI 0.1 M, pH 7.4, sacaros 0084 M, Tweenr20 002%,
MgCl, 2 mM, &cicb pdmitico 01 mM y [**C]-oleail-CoA 20 mM (7 pCi/mmol) en un volumae final de 150pL.

Paso Proteina Tc Actividad Tot, Actividad especi Rendimiel
mg nmol min™* nmol min"‘mg %

extracto crudo 74.5 817 11 100

cuerpos lipidicos 2 d <1

suspension clor:meta:agua 1 119 119 100

columna vidrio poroso < 0.005 506 d 425

d=desconocido

También con & finalidad de puriftar a la DAGAT s dbtuvo ura suspensio proteca
radiactiva de fracciones microsomalen una mezcla & agua:retanolacido acetico (1:1:1v/v).
En un estidio previo (RicheceMoisés et al., 19973 = obtuw proteim microsomaradiactiva
en dertas condiciones polo que en est estidio £ incubara embrions ce maiz ca acid
abscisico dto potencih osmoétio (manito) y 2-[*'C]-acetto (10 pCi) durane 12 horasLa
proteira derivada de esta fracnidmicrosomhse apicé a la columa de vidro poroso. La
fracciones eluidasedla columna se contaraen centelle liquido y € les midio & actividad La
Figura 35b muesta un sob pico ¢ actividad DAGAT con d menas & mismo voluma de
elucion encontrad anteriormerd (Fig 3539 y coincice can un pejueid pico ¢ radiactividadLos
resultads indican que la DAGAT es oo abundarg y b marca radiactiva es mipobie. Cono
ocurrio antesd total de actividad ecuperada en pico fue tan alh cono la muestra inyectada a
la cdumna. H rendimient de la purifcaciin des@ el extacto crudo fue mwy bap (Tabh X).
También s intend marcar can radactividad com maya ficiencia a la proteina dedd.B o ce la
fraccin microsomh al provacar ura caida de s actividad e los embriones y luey au
reinduccion Paga ello, basade e lo reportad por RacheceMoises et al., 1997h s incubaro
los embriones hastl2 horaen un medo que @ conterd ABA o0 manitol y & transfirierm a un
medo con ABA y 500 nM de manitd por 48 hora y en presena de acetat macad por 24
horas mas. $i embargp no £ incorpora mas raalitividad @ la proteina. Est Ulima
obsenacion dugiere que la actividadecuperada nhucida po d bajo potencibosmoétio y ABA
no exprea DAG-AT de novo. Se requier@ de mayores estlios paa aclarar est aspectppeio
ya o € casidep pertineng para el preseattrabajo
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Figura 35. Peif de elusbn de poteina de cuerpolipidicos (A) y microsoma
(B) en una columna de vidriporoso @ 700 A Las fracciones microsomadey
los cuerpos lipidice e maiz fuera lavads hash cuato veces ca bencen y
resuspendid® en una mezcla de metanol:asidacéico:agua 1:11 v/v. La
suspensi@ protéca se inyed y eluyd @ la columna ao la misma mezclael
solventes La proteina se det&cpor b marca radiactiva (A por absorcié UV

(B).

La masa molecular &l DAG-AT s e$im0 corriend estandare e protena en la columma
de vidrio poroso con un amogtiade de fosfate (015 M, pH 7.2 cono eluyente La DAG-AT
tiene in pe® de 100 ka suponiendo que la mezcla de disolventedaecolumna de vidoi no
dtera el comportamient hidrodindnico de las proteirgen la cdumna. la absorbancia de las
fracciones co actividad de DAGAT fue inferiar d limite de deteccid dd equipo y b cantidad
de proteina presente en a&shuestra @ pudo se cuantiftada pa ninguro de los métods
clasics (Bradford 1976; Lowry et al., 1951 o acid bicinconinico, $ith, et al., 1985)
Tampoo fue posible visualizar inbanda de proteina en ui de SDSPAGE elaborad sgun
el mé&odo de Laemli 1970) dlo aln depués ce concentrar wnfraccidh compled y agicarla al
pozo dd gel, mismo que fue reveladpor tincid con nitrab de plata.

Podema decr que el rendimieint dd procedmiento de purificaciin es bastarg pobre y
quizd b pureza de la preparacibsa alta, § que hay actividad comw poca proteina.
Infortunadamenteno hay por d momenb mejores pracedmientos reportados. Adiciotaente a
juzga por k cantidad de proteina recuperaea bastarg posible que esta enzima sea da baj
abundancia.
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7 DISCUSION

Tradiciondmente la actividad de DAG\T se detemina cuantificado la incorporacia de
precusores radictives en TAG, d producio de la reaccia (Fig. 18, ®cciin 5.2.6) En ese
trabajg s desarrlid un métod en d que o = uilizaron radiois6tope par la medicid de la
actvidad aciltransferas al que llamam® MEAC. Ese métod sendlo tiene un limite de
deteccidn mwy bap comparald al métod con radiois6top® (Fig 20). El métod s basa eral
cuantificacicn de CoA otro de los praluctcs ce la actividad aciltransferagFigs 18 y 19) Ese
sistenma posee lasguientes ventajas e compaacion con ¢ métod con radioisétopos:

Tiere wn limite de deteccid muy bajo, cas comparable co d métod con radioisétopgs
debido a que se detectan deden de los picomoles d CAA (Fig. 21 y Tabh V).

Elimina los problenas asociados lamanejo @ desecheradactivos.

Reduce de manera importarel tiemp requerido paa conocer leresultado.

Reduce la mapulacion limitando las fuentes d erra experimental.

No e dectacb por kB presencia de nucleételoy proteina reducidas (elevad
especificidad de la PRy la CS pa la CoA Michd y Bergmeyey 1989).

No tiere interferencia apreciable plos diversos copuests empéads en d manejo @
la ruestra, tale como cloroformg metanol, 2-3-mercaptoetangl TCA, HCI|
DTT y acyl-CoA (Tabla 1V).

Adiciondmente puede realizarse en paraleton ¢ ensap con radiois6topgslo que
permite comprobard estequiometai de libeacion de los praluctes que debe ser
11, a mens que otras aciltransferasadependientes ed CoA 0 afunas
tioesterasmest@ actuand en d medio ¢k ensag (Tabh V).

La DAG-AT de varios tgidos o ® ha puriitacdd a homogeneidad hasta fecha, le
conodmiento de s actividad e debe al estlio de preparaciones microsonalemudas o
fracciones soludlizadas con diferene grad de pueza. B est trabap s« trat de purificar b
DAG-AT de enbriones @ desaollo de maiz de acueoda d reportes previosedesjuema ce
purificacicn parcid de la actividad de DAEGAT. E protocolo e purificacin prgoueso por
Kwanyuen y Wilson (1986) o < repralujo debido a queal proteina microsorhaluida de ua
columra de DEA pierce cas totalmene la actividad co la adicih de CHAPS (Fig 23),
mientras que cao d protocolo e Little y colaboradose(1994) & recupead solanente el 2o de la
actvidad de DAGAT inicia en una fraccié aun bastaet impua (Fig 24) Ambcs métods
fuera inacecuads par la caracterizacibdetdlada de la proteina.

Los reportes @ la solubizacion de DAG-AT s lasan en leuso de detergentes
Inicillmente en ese trabap <« intend obtene enima solulilizada co detergente paa
purficarla; sn embargp nuestre datos indian que ls 13 detergense usados par la
solubilizacién son un proedmiento inadcecuad pam purificarla debid a lcs ega®s rendmientos
encontrads (ente 25y 05 % ce la actividad inicialFig. 25) y a que las preaiones contien
abundante cantidadesalDAG y TAG (Fig. 28). Ademas,d actividad de la enzima aumenitaes
didiza, sh embargp no permaece soluble,se incrementa la turbek de la solucid y =
sedimena can ultracentrifigacion Esb sugiere que las prepaciones solulizadas so particula
coloidales ce lipidcs y ce proteina. E evident que Is tratanientes can detergente akctan @
manea imporante la actividad de la enziman embargpno es clao g el detergerd altera &
estructua nativa de la proteind,t&ne afjun eécto sobe los lipidos de la membrana asociasla
la erzima y que pudierase requerides pam la actividad o issu presecia interfiere ca las
medidas ce actividad posteriores.
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En los ensayosella actividad de DAGAT s nosto que la ausencia de [BAmicelar o
modificé la actividad de la enzima (Tabld)Mndependientemeatde que se ilice dipalmital
diadlglicerol o dioleal diacilglicerd (datcs o mostrados) Tambiéh & demosid que el DA
endbégew fue suficiente para media actividad En concordanei se sabe que hay graantidad
de DAG en la fraccidh microsombhde semilla (Pery y Harwood, 1983) y qued acividad de la
DAG-AT eslineal s6lo hast los cin®@ minutcs ce reaccid (PacheceMoisés et al., 1997; Ca y
Huang, 1993Weselake 2000 En todocs los cass las conentraciones & DAG empéadas e d
ensay ce la actividad de DAGAT son muwy superiores a la cantlad de TAG praducidas (mas é
100 \ece$. Estos datos nos llevaa pensar que ensanicrosoma la DAG-AT no tiene acces d
DAG exoOgep pag la formacid de TAG. Asi, @ hecto de que la enzima llite preferentemest
el sustrab endégeno y m d adicionasd en forma micelar agiere que la asociaaente ka
proteira y ¢ DAG tiere caracteristicas fisigoimicas distintas aalde las micelased DAG-
detergenteproteina

El uso preferenciadel sustrat endégenan vitro también & ha observai con & acit
CoA:colesterd aciltransferaa (Snith, et al., 1996) inclus est preferencia m excluye pa
compleb la uilizacién dd sustrab exdgeno. & derivan de preguntas (1) ¢cuand dd TAG
proviere del DAG/tween agregamld medio ¢ reaccid y cuanb dd DAG endogen® y (2 ¢toch
la radiactividad incorporada al T& desé el [“C]-olecilCoA marcad e d resultasd de la
actvidad de la DAGAT? Para aproxmarncs a la reguest a dichas pgunta en ese trabap =
dedlipidd, reconstitup y £ midié h actividad @ DAG-AT con 2 sustrab afiadido d diferentes
maneras

La acividad de DAGAT disminuyd a medida que se extraias kipidcs en los diferents
tratamientss can disolvents (Fig 29) y ro $ incremerd con & adici;h de micelas d
tween/DAG (Fig 30). Edo sugiere que la cantidad de 3\empéad provenierg de las micelas
es cespeciable, a diferencia del @agke la ac#CoA:colesterd aciltransferasaEn contraste
nuestrosexpelimentss muestra que elDAG es accesild a la DAGAT cuand < apica en
bercero drectamerg a la proteina liofilizadaplque concuer can lo reportado por Vodey
Browse (1996). Dicho tratamiento pemitid la recupescion cas total de la actividagd
especialmerg s se incluye RC junto con é DAG. Estos resultados indan que d pérdida e
actvidad ro es resultad de la desnaturalizaairreversibé de la enzima sinde la elimiracion
dd sustrab DAG que verdaderamente es accesibla proteina duramel ensayo.

La forma ena que se incluye al D@ en d ensap pama la deéccdn de la actividad deal
DAG-AT ha cemostrad se relevané desde el descubrimiente la enzima en jidos anmales
(Weiss, 1960) En ese trabap encontramos ru métod pam extraer EDAG endbgea y
recanstitur a la enzima ao DAG y PC(Fig 31, Tabh X). Con est herranienta evidenciams la
capacidad de DAGAT para uilizar € DAG (enddégea o DAG/tween) midiend la actividad ca
diferentes precursores mandos Los resultados &l ests expeimentcs confirma la preferena
de la enzima po d DAG end@eno presentado como DAGIP (Fig 33, Tabh IX) o
sorprendentemeat can una actividad mayocon [“C]-DAG/ tween o {'C]-DAG/ MEGA-8
(Tablh WVIII-X). Nuestr@ datos indian claramemt que el sustrat empktad e d que €
incorpol infimamene a la proteinaon d disolvent orgénico y a d afiadid como micelas ao
tween Al mismo tiempo, surge preguntas aceca de la validz de la caracterizaciode la
especificidad de la DAGAT por los DAG y sobe 31 cinétca, reportad en diferente estidios
puldicados por lo que este trabajabe la posibidad de reexaminmaests asgctos.
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Es posibe que parte del*{C]-TAG recuperado como productie la DAGAT pudier
habe sido producido pord accidn combinad de otras efirmas cono la LPAAT, la PAP y k
DGT (segunla rie de reacciones mosteadn €Esquena 1) debid a que estan presesten la
fraccicn microsomh (Cao y Huang 1993; RcheceMoises 1997 y Stobdret al., 1997)
Ademas = ha demostradque en extctes provenientesaltejidcs amales ensayadoBn vitro,
el 2-monaacilglicerd producido & la reaccid de transacilacid es rapidamer uilizado parm la
sintess e TAG (Lehne y Kuksis 1996).

En este trabap la cantidad de monoacilglicéren la fraccid microsombhde maiz detectad
fue my bap (Fig. 28 y 29) y & actividad de DAGAT es entre 10 y 50 eces mas actvque &
DGT. Adiciondmente la estequiometaide formacia de TAG y de CA libre encontrada endo
ensay®s e la actividad DAGAT fue cercana a un(Tabh V). La accitn combinad de dras
acividades debeai alterar est resultadppuesd que una parte de la marca incorporada deberi
queadar en otros intermediarios ,yen congcuencia,d cantidad de T@ recuperada seria mana
la A liberada Aun cuand identificame otrcs lipides nedros macadcs radactivameng
generads de ensay de la DAGAT, la marca radiactiva fue miap comparada eola de TAG
(dates m mostrados) Lo anterior ne indca que & presencia de otras @nas o es
mayoritariamerg responsable de la formagide TAG.

G3PAT LPAAT PAP

G3P — LPA — PA— DAG

DGT

2DAG — TAG +MAG
Esquena 1:-Formacin de TAG sn la participacid de DAGAT.
G3P=glicerol3-fosfatq LPA=lisofosfatidato PA=fosfatidato
DAG=diacilglicerol TAG-=triacilglicerol MAG=monaacilglicerol|
G3PAT=glicerd acil transfeasg LPAAT=lisofosfatidab aciltransferasa
PAP=fosfatidab fosfataa y DGT=dacilglicerd transacilasa

Una contribucié adicionade este trabajfue la deteccid de actividad de DAGAT en los
LB. Unicament se demosir la actividlad DAGAT en los LB de smillas meduras ce mak
dedlipidados y reconstituidos Este hallazg es consister can los reportes € la presenai ce
DAG-AT en fracciones deER de baja densidad aislada de semiitla colza (Lacey y His, 1996)
y en los LB dd hong oleaginos M. ramanniana (Kamisaka y Nakaharal1994) Esb nos
demuesta que la DAGAT no s degrada duraet las etapas tHelesarollo de la semilla y
probablemerg a1 regubcion £ ejece a través deacces d DAG. Tambié esh particularidad
permite postulard existen@ ce pozas d DAG separadasira exclusiva pax sintes ce TAG y
otra para la sintesice fosfdipidos (Pery y Harwood 1993a y Ca y Huang 1986). Este
planteamiend sugiere que la semilla puede disomar entre I DAG con acids grasos o
membranalegpama lipidos e reserva) y I compatible can la funcidn y estructus membranal
En este sentidp es my interesarg que en Is TAG que acumuld. thaliana se ertuentren acide
grasc inusualeslaiempo que so excluids de las membranas s sntroducen y sobeexpresan
desaturasa y tioesterasa(Dahlqvist et al. 1998) Asi, & mecanisrmo de disciminacion ente
estos diferentes tiposedacid® grasos pace ser o mecanism generbque opera aticon acids
grasa queA. thalianna no producéa antes dla introduccicn dd transgen Es factibe que tal
camcteristta esté vinculada a este mecanigpaa la formacié de pozas separadas DAG.
También = abren posibilidade tecnolégicaslos LB pued@ se& empkads cono ura fuente @
DAG-AT para la sintesi ce formas & TAG con acides grasos € origen sintétic que tuviesen
interés apicado.
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Este trabap demuest que la DAGAT tiene ciertas particularidadesalDAG-AT es nmuy
resistente au actividad e mantue liofiizandola y tratanda con varics disolvaites incluso
resuspendiéndalen una mezalde disolventes parda cromatografia en peslak vidrio poroso.
Si bien d pe® mokcular @ DAG-AT s e$sim6 de 100 ka este dat es incierb debido a las
limitacones & emplear disolvenseorganicos yd eleada porosidad de las perlas didrio en la
cromatografia La proteina se detéctsolamerg pa su absorbanei en UV probablemeats
debe a que la tincid con plah de I geles d SDSPAGE, los reactive de Bradfod y
Bicinconini® o los intentos & mar@je ca isotiocianad de fluoresceinamtuvieron élimite de
detecciin acecuad pam revelara proteina. h interpretacit a ests datos es que la DAGT es
poco abundarg can una kcar €levada Se requiera de mas esidios pam resolver est
interrogaries si bien considerms que I datos presentadogqld sa un importarg pas paa el
conodmiento de ésh enzima en plantafa ultimo, hasa ahora se repdrtque el ge de DAG
AT no £ expresa adecuadamente en sistermcteriang pa lo que consideransoque s
sobreexpresi@ en un sistem heterdlog (en levadurg en hongs o e células vegetae en
cultivo) puede ser unalternativa para esfios futuros.
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8 CONCLUSIONES

* Se cesarrdld un métoa de medicid de la actividad aciltransferasencilb, con un
limite de deteccid mwy bap en ausen@ de precursores radgtivos y que puede
redizarse al mismo tiempo con métod con radioisétopos.

e Se dbtuwo ura preparacid de DAG-AT impura can d 1% de la actividad iniciatle
la fracciin microsombhde embriones en desarollo de maiz tratad de acuerd a ds
esquema ck reportads paa la purificacion de DAG-AT de cutivos de microspora
de colza y @ cotledones e soya.

 El uso de los diferentes detergentes @ala solublizacion es un pracedmiento
inadecua® pam purificar B DAGAT de enbriones @& maiz debid a I
rendimient@ muwy bajos encontrados (e@25 y 05 % ce la actividad inicial).

 Las fracciones solubles derivadage dos esquen® ce purificacin o e los
tratanientes can detergent® contenen diacilglicerd y la actividad de DAGAT es
igud en presena o ausenaidel diacilglicerben d medio & reaccion.

 La DAG-AT de enbriones y @& cuerpg lipidiccs ¢ maiz utiza el diacilglicerd
incorporado intnamene a la proteina (ehdogem o & aplicado en bencena)

» El diacilglicerd disuelb en bencenoy con fosfatidicolina, con tweer20 o con
MEGA-8 es accesit® a la DAGAT en fracciones microsomaley en cuerps
lipidicos deslipidadas

» La DAG-AT es activa encuerpc lipidicos deslipidads y recanstituidos aunque
poco abundante

» La acividad de DAGAT s mantuw liofilizandola y tratand@ co varics
disolvents incluso resuspendiéndolen una mezcla de disolventes gpda
cromatografa en perla ce vidrio poroso.
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ANEXO 1
Detergents comerciales tipamene uilizados paa la extraccid de proteinas membranales ylizhdos & d
present trabap pam la extraccia de la DAGAT de la fraccii microsombhde embriones inmaduro® anaiz.

NOMBRE COMERCIAL NOMBRE CARGA FORMULA P.M. cmc n
(mM)
1.- BRIJ 35 Pdioxietilen-23-Lauril Eter no idnico Ci2E23 1225.0 |0.050.1|40
2.- CHAPS 3-[(3-Colamidopropil}dimetil- | zwiterionico | CsHsgN20O7S 614.9 0.49 |[4-14
amonio}1-propam sulfonato
3.- CTAB Trimetilamonio bromuido catiénico CieN'(CHs)3 365.0 1.0 (170
cetimida
4.- Deoxicolato & Na 30—12a-dihidrox 53 colar | anionico Co4H390:Na 414.6 5.0 |10
24-0ato
5- MEGA-8 Octandl-N-metiglucamida no idnico C15H31NOs 321.4 60.0
6.- n-Octil-b-D- N-Octil-p-D-Glucosdo no iénico C14H2806 292.4 15.0 |30-100
glucopirandsido C/HsO6S - 2HO 254.22
7.- Nonidet P-40 Igepal no iénico 602.8 0.29 149
8.- PPEG-25 Pdioxietilen 25 propilenglicd | no iGnico
esterato
9.- SDS Dodecil sulfab de sodio anionico CH;(CH;)110SQNa 288.8 | 10.0 [60-100
10- Triton X -100 Pdietilenglical teroctil no iénico t-Oct-CeH4-(OCH,-CH)XOH | 625.0 0.24 |140
fenleter x=9-10
11- Triton X-114 Octilfenoxipolietoxietanol no iénico t-Oct-CeH4-(OCH,-CH,)XxOH | 537.0 0.2 |100155
X=7-8
12- Tween 20 Pdioxietilen sorbitan no iénico 50% &acia laurico+acio 1228.0 0.06
monolaurato pamitico, miristico y esearico
13- Tween 80 Pdioxietilen sorbitan no iénico 70% &cia oleico+ acid 1310.0 | 0.012 |58

morooleato

pamitico y esearico

pm=pe® mokcular

cmc=caoncentracim micelar critta

n=nameo de agregacion
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ANEXO 2

DETERMI NACIO N DE PROTEINA POR EL METOD O DE ACIDO
BICI NCONINICO

El méodo repatado porSmith, K. 1985 d cual £ basa enal deteccid pa d reactio
acido bicinconinico. Ebicinconinicq es sensibleestaké y altamere especifico par Cu™.
Cuando a la proteines puest en un medi atalino que contiene Ciy s formar wn
compejo coloread ente el enlace peptidicceda proteina y I atoms de Cu*, resultand
un cromofoo estal® y altamerd coloread con una absorbancia nia a 562 nmLos
reacitvos que se usan:
REACTIVO A
4 4"-dicaboxi-2,2"-biquindina o acid bicincornico, 1% p/v
Na2CO3, 2 plv
Tartrab de sodig 0.16% p/v
NaOH, 0.2% p/v
NaHCO3, 0.95% p/v
Se ajista el pl 1125 can NaOH 50%

REACTIVO B
sulfato de cobre, % p/v

Se prepara una soluabque esd mezcla deleactivo A y dd reactivo B en la sguiene
proporcion:
reactvo A:reactivoB 1002 (v/v)

Para la deteminacion de las muestras problenfiay que considera sguiente relacion:
solucion:muestra 20:1 (vIv)

Cale mencionar que la muestra puedairde can H,O desionzach hasta 10eces.

Las muestrase keen una vez que hayan toroagha coloracién mora que es ngintensa
cuanb ma proteila exista. La muestras se leen en unexgpofotémeto a una longiid de
onda de 562nm.

Tambiéh « puede agregar a la solutid detergent tween 20 1% para que shrifiquen
las muestras @ que se enturbian debich la presencia de proteina que puederllega
interferr con la lectura) pero lecolor de la reaccid con & proteina puede variar hast
hacese verde esmeralda que se puede lees aMoindicados.
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ANEXO 3

Articulo: ValenciaTurcdte, L. y Rodrguez Sotres R2001. The treatmen of purified
maize dl bodies with organt solvens am exogenous dcylglycerd allows the detectio
and solulilization of diacylglycerd acyltransferaseBBA 1534:14-26

83



EHOCSUI L I D R R - L R R (AR LR I

BB':

www.bba-direct.com

ELSEVIER Biochimica et Biophysica Acta 1534 (2001) 14-26

The treatment of purified maize oil bodies with organic solvents and
exogenous diacylglycerol allows the detection and solubilization of
diacylglycerol acyltransferase
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Abstract

In spite of its importance in the biosynthesis of reserve oils in plants, diacylglycerol acyltransferase (DAGAT, EC 2.3.1.20)
has not been purified to homogeneity, and its study has remained incomplete. We found that the microsomal preparations
from developing maize embryos contained substantial amounts of endogenous diacylglycerol (DAG). A solubilization
procedure for extracting DAGAT from the microsomes (D. Little, R. Weselake, K. Pomeroy, S.T. Furukawa, J. Bagu,
Biochem. J. 304 (1994)) was ineffective in eliminating the endogenous DAG, even after gel filtration. DAG removal through
the preparation of acetone powders from the embryos led to the loss of DAGAT activity. Labelled triacylglycerol (TAG) was
produced in the standard DAGAT assay when labelled DAG was supplied in benzene solution to the freeze-dried
microsomes and the sample was dried and resuspended in an aqueous buffer. In contrast, no labelled TAG was produced
when a similar sample supplied with non-labelled DAG was assayed with emulsified labelled DAG and acyl-CoA. Repeated
washing of the microsomal freeze-dried fraction with benzene resulted in a complete loss of DAGAT activity in the standard
assay, but the activity was restored by the addition of DAG plus phosphatidylcholine or Tween 20 in benzene. Although
DAGAT has been reported to be confined mainly to the endoplasmic reticulum, we found that DAGAT activity was high in
the purified oil bodies from both developing and mature maize embryos and was not removed by repeated washing with 6 M
urea. The DAGAT activity was restored from delipidated oil bodies and from microsomes after the preparations had been
resuspended in methanol/acetic acid/water (1:1:1, v/v). Although most of the proteins in the suspension were eluted as a
single peak at the void volume after gel filtration chromatography, DAGAT activity was found in later fractions. SDS-
PAGE of the peak activity fraction revealed no protein bands after silver staining, and the finding suggest that DAGAT
protein is of low abundance and has a high kq;. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Diacylglycerol acyltransferase; Diacylglycerol; Oil body; Solubilization; Zea mays

1. Introduction

Diacylglycerol acyltransferase (DAGAT, EC
2.3.1.20) is the last enzyme in the synthesis of tria-

* Corresponding author. Fax: +525-622-53-29, cylglycerol (TAG) in animals [1] where it was first
E-mail address: sotres@servidor.unam.mx discovered [2] and has subsequently found to be
(R. Rodriguez-Sotres). present in plants [3], bacteria [4-6] and fungi [7]. It

1388-1981/01/8% — see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
PII: S1388-1981(01)00170-6
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is the only enzyme in the Kennedy pathway exclusive
for the synthesis of TAG [8]. Based on its similarity
to cholesterol:acyl-CoA acyltransferase, the gene en-
coding the human DAGAT has been cloned and ex-
pressed in a heterologous system [9], and this has
paved the way to the cloning of the gene from Ara-
bidopsis [10]. However, the study of the native pro-
tein in microsomes still awaits its complete purifica-
tion from any of these systems. In plants, the
substrate affinities and specificities of the plant
DAGAT have been examined only casually [8], while
its kinetic properties and mechanism, and its chem-
ical catalytic mechanism are virtually unknown. This
paper details some of the basic physicochemical
properties of the enzyme that provide important
clues about why this protein has resisted purification
up to date. We believe that the data presented here
represent an important step towards a better under-
standing of this enzyme, at least in plant systems.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

Cobs of maize (Zea mays, cv. Chalquefio) were
bought fresh from local farmers. The age of the seeds
was judged from the size of the embryos, their mor-
phology and the state of dryness of the floral re-
mains. Embryos were excised from the seeds and
incubated for 24-48 h in MES buffer (pH 5.5) with
30 mM sucrose, 10 uM abscisic acid and 500 mM
mannitol as described elsewhere [11].

Microsomal preparations were obtained as de-
scribed by Pacheco-Moisés et al. [11]. DAGAT was
assayed either as described by Cao and Huang [3] or
by the coenzyme A cycling method previously re-
ported [12].

2.2. Acetone powder of maize embryos

The embryos were frozen in liquid nitrogen,
ground to a fine powder with a mortar and pestle
and the powder was suspended in 10:1 (v/w) acetone
previously cooled to —70°C. The powder was filtered
though a Whatman 1 paper in a Buchner funnel and
washed with another 10 vols. of cold acetone. The
acetone was evaporated under dry nitrogen at 4°C,

and the powder was used for the preparation of a
microsomal fraction as described before [11].
Solubilization of DAGAT from the microsomal
fraction was performed as described by Little et al.
[13] using 1% octanoyl-N-methylglucamide (MEGA-
8; OMEGA). When indicated, the solubilized protein
was purified by gel filtration with 0.1% MEGA-§ as
described by Little et al. [13], except that the column
used was a Superdex 200 FPLC column (26X 120
mm). The activity of DAGAT was recovered as a
single peak eluting at the void volume of the column.

2.3. Purification of phosphatidylcholine from
commercial soybean lecithin

We purified phosphatidylcholine (PC) by prepara-
tive TLC to eliminate contaminating diacylglycerol
that is usually present in commercial lecithin prepa-
ration. Soybean lecithin from Sigma (St. Louis, MO,
USA) was dissolved in chloroform to a concentration
of 10 mg/ml, and 0.5 ml were applied to a prepara-
tive TLC plate (200 mm X200 mm X2 mm) in a
carved lane of 1 mm depth at 1 cm from the bottom
of the plate. The plate was developed with chloro-
form/methanol/NH4OH 28%, w/v (65:35:5, v/v). The
spot corresponding to PC was identified by exposing
one thin stripe of the plate to iodine vapours and its
position determined by comparison with that of a
pure PC standard from Merck. The silica was
scraped off the plate, and the lipid was eluted with
100% chloroform previously dried with a 3 A molec-
ular sieve (Aldrich, St. Louis, MO, USA). The puri-
fied PC was kept in chloroform solution in a desic-
cator at —70°C until use. The PC preparation was
stable under this condition for at least 1 month as
judged from its IR spectrum.

2.4. Purification of oil bodies from maize immature
embryos

Ten grams of freshly excised maize developing em-
bryos of 25-35 days post pollination were ground in
a mortar with pestle in 50 mM Tris—HCI (pH 6.8)
and 0.3 M sucrose. The resulting suspension was
filtered through four layers of cheesecloth and cen-
trifuged at 10000 X g for 20 min. The floating layer
was recovered and further purified as described by
Tzen et al. [14].
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2.5. Preparation of microsomal and oil body
delipidated proteins from maize mature seeds

Seventy-five grams of mature seeds were ground in
a Waring blender with 400 ml of 50 mM Tris—HCI
(pH 6.8) and 0.3 M sucrose. The extract was filtered
and centrifuged as described before. The final pH of
the supernatant was 6.85-6.90. Tris buffers were
chosen here since sharper bands were obtained
when aliquots of the supernatant and floating layers
were analysed by SDS-PAGE [29]. The floated oil
body fraction was resuspended in 50 mM Tris—HCI
(pH 6.8) and 6 M urea. After 20 min of incubation in
an ice bucket, the floated oil body fraction was re-
covered by centrifugation. The washing was repeated
once and followed by two more washings in 50 mM
Tris—HCI (pH 6.8) and 0.5 M NaCl. The oil bodies
were resuspended in a minimal volume of water to
obtain a slurry. In some experiments, the oil bodies
were extracted and purified following the procedure
reported by Tzen et al. [16]. Fractions of 0.1 ml of
the resuspended oil bodies were mixed with 1 ml of
100% methanol. The oil bodies were recovered by
centrifugation for 5 min at 10000 rpm in a micro-
centrifuge, and the excess methanol was evaporated
under nitrogen.

A preparation of 25-35 mg of the above dried oil
bodies or freeze-dried microsomal fractions was
mixed with 1 ml of benzene, incubated for 5 min at
room temperature and the mixture was centrifuged in
a microcentrifuge for 5 min. The supernatant was
carefully withdrawn using a glass syringe with a
stainless steel needle. The procedure was repeated
three more times. The pellet was dried under nitro-
gen flow, but we took no provision to ensure com-
plete elimination of any tightly bound solvent mole-
cules. Where indicated in the text, the benzene was
substituted by acetone, diisobutyl ketone, diethyl
ether, CCly, hexane, or benzene/acetone (1:1, v/v).
For reconstitution experiments, the sample was
kept dry at —20°C until use. For gel filtration experi-
ments, the sample was used immediately.

2.6. Gel filtration using porous glass beads
The delipidated dry microsomal or oil body prep-

aration was washed once more with diethyl ether,
dried again under nitrogen flow, and suspended in

water/methanol/acetic acid (1:1:1, v/v) at a concen-
tration of 2.5 mg/ml. The suspended sample was in-
cubated for 24-48 h at —20°C and centrifuged for 15
min at 14000 rpm in a microcentrifuge. In these
suspensions, no pellet was observed for the oil
body sample, but some insoluble pellet was evident
with the microsomal sample. This latter pellet was
discarded. A 200 ul sample of the supernatant was
injected onto a 13 ml (2.6 X630 mm) column of 700
A porous glass beads (120/200 mesh, 729 A real pore
size). The column was eluted with the same solvent,
and the absorbance at 280 nm was monitored. Ali-
quots from the fractions collected from the column
were dried under vacuum at 30°C. When the proteins
were radiolabelled, the radioactivity was determined
by scintillation counting. DAGAT activity was as-
sayed in selected fractions after reconstitution with
1,2-rac-diacylglycerol (DAG) and PC as described
below.

2.7. Reconstitution of delipidated samples with DAG,
PC andlor Tween 20, and DAGAT activity assay

A sample of 0.2 mg of the freeze-dried micro-
somes, the dried delipidated microsomes or the dried
and delipidated oil body preparation was mixed with
0.2 ml of a benzene solution of DAG, alone or to-
gether with PC, or Tween 20. The concentrations of
DAG, PC and Tween 20 were those required to give
0.3 mM, 15 pg/ml, and 0.02%, respectively, in the
final DAGAT assay. The organic solvent was evapo-
rated under nitrogen flow and the sample was resus-
pended in 0.15 ml of assay buffer. The resuspension
was sonicated at 20 MHz for 30 s and the DAGAT
activity was then evaluated essentially as described
by Cao and Huang [3] with ['*C]oleoyl-CoA (7
uCi/mmol), at a final concentration of 30 uM. For
the preparation of the assay buffer a solution of
5 mM palmitic acid with or without 3.5 mM dipal-
mitoyl diacylglycerol in 100% benzene was placed in
a plastic tube and the solvent was dried under nitro-
gen flow. The dried lipids were mixed with 1 ml Tris—
HCI1 0.1 M (pH 7.4), 84 mM sucrose, 2 mM MgCl,,
and 0.02% Tween 20. The assay buffer was sonicated
at 20 MHz for 30 s—1 min until a clear solution was
obtained; the final concentration of palmitic acid
was 0.1 mM and, when present, dipalmitoyl DAG
was 0.3 mM.
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2.8. Preparation of radiolabelled microsomal proteins
and radiolabelled diacylglycerol

A sample of 15-20 maize developing embryos was
incubated in MES-NaOH 5 mM (pH 5.5) in the
presence of 30 mM sucrose, 1 uM abscisic acid,
and 0.5 M sorbitol for 24 h, and then for another
12 h in a fresh medium with 10 pCi 2-["*Clacetate
added. At the end of the incubation, the embryos
were washed with fresh medium containing 0.03 M
sodium acetate. For the preparation of microsomal
14C-proteins, the microsomal fraction was prepared
as described by Pacheco-Moisés et al. [11]. For the
preparation of ['“C]DAG, the lipids were extracted
from the incubated embryos as described by Rodri-
guez-Sotres and Black [17], and the TAG was puri-
fied by applying the lipid fraction to preparative
2 mm TLC plates, that were developed with
hexane/diethyl ether/acetic acid (80:20:1, v/v). One
thin stripe of the plate was exposed to iodine va-
pours. The positions of the different lipid classes
were identified with the use of standards run in the
same plate. The TAG spot was scraped off the plate
and the TAG was extracted from the silica with dry
chloroform.

A sample of 1-2 mg of radiolabelled TAG was
dissolved in 1 ml of diethyl ether and mixed with
4.0 ml of 0.1 M triethanolamine-HCI 0.1 M (pH
7.4), 20 mM CaCl,, and 0.05 g of porcine pancreatic
lipase (crude fraction from Sigma). The mixture was
incubated in an orbital shaker at 60 rpm and 30°C.
At various lengths of time, aliquots were withdrawn
and the DAG produced was monitored by TLC.

The reaction was stopped by the addition of 10 ml
chloroform/methanol (1:1, v/v) when the conversion

Table 1

of TAG to DAG reached about 15%. The chloro-
form layer was retained and the DAG was purified
by preparative TLC as described above.

The DAG molar content of the purified fraction
was determined with the method described by Rodri-
guez-Sotres and Black [17], and the radioactivity was
determined by liquid scintillation counting.

3. Results and discussion

3.1. DAGAT preparations had substantial amounts of
endogenous DAG

When DAGAT activity in microsomal fractions
from developing maize seeds was assayed with
['*Cloleoyl-CoA as the acyl donor, ["*C]TAG was
produced irrespectively of whether dipalmitoyl diac-
ylglycerol (in 0.02% Tween 20) was added as the acyl
acceptor (Table 1). The level of incorporation of
["*Cloleate into TAG was similar regardless of the
addition of DAG. These data indicate that TAG
formation in the maize microsomes did not require
the addition of an exogenous acyl acceptor. This
poses two questions. (i) Was all the radioactivity
from acyl-CoA incorporated into TAG the result of
DAGAT activity? (ii) How much of the labelled
TAG came from the emulsified DAG added to the
assay? In addition, attempts to determine the re-
sponse of DAGAT to different DAG species at var-
ious concentrations would not be meaningful, be-
cause exogenous DAG was not essential for the
detection of DAGAT activity. Even if DAGAT
used both sources of DAG, the endogenous concen-
tration was high enough to sustain good rates of

Activity of DAGAT in microsomal fraction and its solubilized preparations from developing maize embryos

Preparation DAG? (mM) Incubation time (min) Radioassay® Enzymatic assay®
(nmol min~! mg1) (nmol min~! mg~1)
Maize 0.3 0 0.11%0.1 0.19£0.08
0.3 5 52.20+4.8 53.10£8.3
0.0 5 68.10+ 6.0 57.30x5.1
Solubilized 0.0 5 7.30+1.4 8.90+0.9

The release of free CoA was followed spectrophotometrically and the formation of ['*C]TAG was followed by liquid scintillation
counting. The solubilized fractions were obtained as the supernatant from the sonication of the microsomes with 1% MEGA-8 and

150 mM NaCl, and centrifugation at 100000 X g for 1 h.

41,2-Dipalmitoyl DAG 0.3 mM was emulsified in the assay medium, which contained 0.02% Tween 20 in all cases.
PThe results are the mean = S.E. of three different experiments performed in triplicate.



18 L. Valencia-Turcotte, R. Rodriguez-Sotres | Biochimica et Biophysica Acta 1534 (2001) 14-26

TAG formation during the assay time (5 min or less).
In agreement with our results, a recent report [18]
could not analyse the effect of added DAG in their
system, because the activity was the same without the
external source of DAG.

DAG has been reported to be the most abundant
metabolite of the Kennedy pathway in the Brassica
napus developing seeds [19], but it is not clear how
much of it is present in the membrane fraction.
Therefore, we extracted and analysed by TLC the
lipids from the microsomal fraction. The results
shown in Fig. 1 demonstrate that a substantial
amount of DAG and some TAG were present in
the microsomal fraction before and after MEGA-8
solubilization. Phospholipids were also detected in
high levels and, therefore, the acyl acceptors for oth-
er acyltransferases could also be present.

Many acyltransferases are present in the microso-
mal fraction [3,11]. It is possible that a significant
part of the [“C]TAG recovered under the DAGAT
assay conditions could be the result of a lysophos-
phatidate acyltransferase, a phosphatidate phospha-
tase and a transacylase [20] acting together. These
enzymes could channel the labelled oleate first into
the pools of DAG or other lipid intermediates, and
finally into TAG. In this case, the CoA released
would be higher than the TAG produced; however,
the stoichiometry of ["*CJTAG formed to CoA re-
leased during the assay was close to one (Table 1).
The monoacylglycerol that could be expected from
the transacylation was very low in microsomal frac-
tions (Fig. 1). Although we were able to identify
other labelled neutral lipids generated in the DAG-
AT assay (not shown), the label in these lipids was
low when compared to that in TAG. Accordingly,
the transacylase activity reported in safflower was
found to be very low [20]. TAG can also be synthe-
sized from phosphatidylcholine and DAG [21];
again, the 1:1 stoichiometry found in Table 1 sug-
gests that this activity was low or absent in our prep-
arations.

In an attempt to remove the DAG present in mi-
crosomal preparations from the developing embryos,
we first reproduced the solubilization procedure re-
ported by Little et al. [13]. The DAGAT activity
recovered in the 100000 X g supernatant was assayed
in the absence of exogenous DAG. A significant
amount of ["*CJTAG was formed (Table 1). Fig. 1

TAG

DAG
MAG

PC

1 2 3 4

Fig. 1. TLC of lipids extracted from developing maize embryos
(lane 2, equivalent to 107 pg of fresh embryos) or the microso-
mal fractions, before (lane 3, equivalent to 25 mg of fresh em-
bryos) and after solubilization with MEGA-8 (lane 4, equiva-
lent to 50 mg of fresh embryos, containing 0.3 ug of MEGA-
8). The plate was developed with chloroform/methanol/acetic
acid/water (170:30:20:7, v/v) up to the first half, and with hex-
ane/diethyl ether/acetic acid (80:20:1, v/v) almost to the upper
edge of the plate. Lipids were visualized with iodine vapours.
Lane 1 is pure MEGA-8 (0.5 pg). The positions of known stan-
dards TAG (triacylglycerol), DAG (diacylglycerol), MAG
(monoacylglycerol) and PC (phosphatidylcholine) are indicated.

shows that DAG and TAG were present in the above
supernatant fraction. The MEGA-8 used in the sol-
ubilization procedure showed very little mobility on
the TLC system and did not interfere with the iden-
tification of the neutral lipids. It is worthy of note
that the solubilization of both polar and neutral lip-
ids from the microsomal fraction by MEGA-8 was
highly biased and the ratio TAG/DAG was in-
creased. To visualize the DAG spot on the TLC
plate, we had to apply a larger sample to the lane.
We assayed the DAGAT activity in the microsomal
fractions from other sources, and the solubilized
preparations from the microsomes of developing
wheat and pea embryos, and rat adipose tissue had
detectable levels of activity in the absence of added
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DAG (Table 2). However, in these cases the addition
of exogenous DAG drastically increased the level of
activity. These results suggest that the microsomal
fractions from many systems contained significant
amounts of DAG and much of this endogenous
DAG was not removed by solubilization with
MEGA-8. The preferential use of endogenous sub-
strates in vitro has been observed with acyl-CoA:
cholesterol acyltransferase [22], but in this last case
the incorporation of exogenously added cholesterol
was only slightly smaller than that of the endogenous
one.

In an alternative procedure to remove DAG from
the microsomes, the isolated frozen embryos were
treated with cold acetone and the activity of DAG-
AT was assayed in the microsomes prepared from
the acetone-washed tissue. In these experiments, the
recovery of DAGAT activity was highly variable and
when detected, the sample still contained DAG, as
revealed by TLC analysis (not shown).

3.2. DAGAT had limited access to DAG emulsified
with Tween 20 in the assay

As the first approach to evaluate the access of
DAGAT to exogenous DAG, we allowed DAG
emulsified with Tween 20 to bind to Immobilon
membranes. When DAGAT was assayed with
['*CJoleoyl CoA as the acyl donor, in a droplet of
assay mixture deposited over the DAG-treated Im-
mobilon membrane, we failed to detect a consistent
radioactive signal of synthesized TAG above the
background in the paper (not shown). Besides, even
though we washed the paper extensively, the back-
ground radioactivity levels presented great varia-
tions.

Therefore, we used labelled DAG as the acceptor
to determine if the DAG added as Tween 20 emul-
sion was used. We prepared 1,2-rac-['*C]diacyl-
glycerol as described in Section 2. When maize mi-
crosomes were assayed with ["*C]IDAG (in 0.02%
Tween) as the acceptor and unlabelled oleoyl-CoA
as the donor, no labelled TAG was recovered (Table
3). Increasing the Tween concentration or addition
of bovine serum albumin had little effect on these
results (not shown).

From this last piece of evidence it can be con-
cluded that DAGAT in the maize microsomal frac-

tion had very limited access to the DAG that was
added as mixed micelles with Tween 20, at least
under the our assay conditions. However, Table 2
shows that the MEGA-8-solubilized DAGAT was
significantly more active after the addition of emul-
sified DAG. The specific activity of the maize solu-
bilized preparation assayed in the presence of emul-
sified DAG was only slightly higher than that in the
crude maize microsomes (Tables 1 and 2). When the
solubilized fraction from maize microsomes was as-
sayed with labelled DAG as an emulsion and unla-
belled oleoyl-CoA the activity was between 5 and
50% of that found with labelled oleoyl-CoA and un-
labelled DAG (not shown), but the label recovered in
the product showed large variations between repeti-
tions. Therefore, the results in Table 2 may be ex-
plained only partly by an increase in the DAGAT
access to DAG, but additional physicochemical phe-
nomena might be involved, like for instance the al-
teration of membrane vesicles derived from different
membrane microdomains [23]. A more detailed in-
vestigation of this aspect would be required to an-
swer these questions and is beyond the scope of this

paper.

3.3. DAG was accessible to DAGAT when added in
benzene

The fact that the way in which DAG was included

Table 2

Activity of DAGAT determined by spectrophotometric CoA as-
say in the MEGA-8 solubilized membrane fractions from vari-
ous tissues

Tissue DAGAT activity* (nmol CoA
min~! (mg protein)~!)
with DAG  without DAG
Developing maize embryos 65.6 2.59
Developing wheat embryos 85.4 2.12
Developing pea cotyledons 24.1 1.01
Rat liver 1.7 0.01
Rat adipose tissue 56.4 1.80

The experiment was repeated three times in duplicate; data are
representative of one experiment since the activities in different
preparations were variable amongst experiments.

4The lowest detectable activity considering the method sensitiv-
ity, the assay final volume and the amount of protein employed
for these experiments was grossly 0.01 (nmol min~' (mg
protein) ™).
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in the assay is important to the detection of the ac-
tivity of DAGAT has been recognized since the en-
zyme was first discovered in animal tissues [2]. Vogel
and Browse [24] reported a procedure in which
freeze-dried microsomal fractions from developing
oilseed rape were mixed with a benzene solution of
either dipalmitoyl diacylglycerol or 1,2-rac-
["“CIDAG; the solvent was evaporated, and the mi-
crosomes were suspended in an aqueous buffer at pH
7.4. We used this procedure to test if DAGAT was
able to produce [*C]TAG when given 1,2-rac-
['*CIDAG and unlabelled oleoyl-CoA, and if endog-
enous DAG could be removed by means of benzene
washing. Table 3 shows that in untreated fresh mi-
crosomes the DAGAT activity was high when 1-
['“Cloleoyl-CoA was present in the assay mixture,
but undetectable when only unlabelled oleoyl-CoA
was added together with labelled or unlabelled
DAG in Tween emulsion. As expected, no radioac-
tivity was incorporated if none of the substrates were
labelled, and when both substrates were labelled the

radioactivity recovered was similar to that recovered
with only the acyl donor labelled (Table 3). To cal-
culate the activity, we assumed that the specific ra-
dioactivity of the DAG label was that of the sub-
strate we added, and that both the acyl donor and
the acceptor contributed to the label in the final
product. However, this assumption underestimated
the DAGAT activities with labelled DAG, because
the labelled DAG could have been diluted by the
endogenous DAG, and because when added in a
Tween emulsion the labelled DAG made little or
no contribution to the final label (Table 3). The
data in Table 3 also indicate that DAGAT was not
affected by the benzene treatment, but repeated
washing of the freeze-dried microsomal fractions
with benzene led to a complete loss of DAGAT ac-
tivity in the assay, with or without the addition of
Tween/DAG micelles.

We investigated if the DAGAT activity in the ben-
zene-washed microsomal protein could be restored
by the addition of pure DAG, alone or mixed with

Table 3

DAGAT activity in untreated, freeze-dried and benzene-washed microsomes from developing maize embryos

Microsomal preparation Benzene washing (number) Addition in benzene® Assay condition® DAGAT activity® (%)

Fresh 0 none DAG+0CoA 0.7
0 none DAG+0O*CoA 100
0 none DAG*+0*CoA 75
0 none O*CoA 88
0 none DAG*+0OCoA >0.5

Freeze-dried 0 none DAG+0O*CoA 91
0 DAG 0O*CoA 53
0 DAG* OCoA 65
0 DAG*+MEGA-8 OCoA 81
1 none DAG+0O*CoA 47
2 none DAG+0O*CoA 18
3 none DAG+0O*CoA 2.5
4 none DAG+0O*CoA >0.5

When indicated, the microsomes were freeze-dried and washed with benzene one or more times. The samples were dried by evapora-
tion under nitrogen, resuspended and their DAGAT activities were assayed.

4The benzene solution was mixed with the freeze-dried microsomes,

and the solvent was evaporated before the sample was resus-

pended in the assay medium. The DAG added was sufficient to give a final concentration of 0.3 mM in the assay. When added,

MEGA-8 was 1% in the final assay.

"The basic assay medium contained 0.1 M Tris-HCI (pH 7.4), 0.084 M sucrose, 0.02% Tween 20, 2 mM MgCl, and 0.1 mM palmitic
acid. When indicated, the medium also contained 0.3 mM dipalmitoyl diacylglycerol (DAG) or ['*C]diacylglycerol (DAG*, 2.5 pCi/
mmol), 20 mM oleoyl-CoA (OCoA) or 1-['*Cloleoyl-CoA (O*CoA, 70 uCi/mmol), and 200 ug of microsomal protein, in a final vol-

ume of 150 pl.

°The standard deviation of the routine assay was below 15%. The results are the mean of three experiments run in duplicate. The low-
est detectable activity considering the assay final volume and the amount of protein employed for these experiments was grossly 0.5%.
The activities below the detectable level are indicated as >0.5. Control activities were 235, 200, and 59 nmol min~! (mg protein)~!

for the three repetitions, respectively.
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Tween 20 or pure PC. Table 4 shows that the activity
could be restored by the addition of 1,2-rac-
['*C]diacylglycerol or 1,2-sn-dipalmitoyl glycerol,
but only when added together with purified soybean
lecithin. Addition of pure PC alone was not enough
to restore the activity if the enzyme was assayed
without DAG, and only a small fraction of the initial
activity was detected with the DAG as an emulsion.
DAG was also effective when added along with
Tween 20 in benzene solution, indicating that the
effect of PC was more likely due to the structure of
the DAG in the lipid phase than with a specific acti-
vation of the DAGAT by this lipid. The rate of for-
mation of [“C]JTAG was similar with either
["*CJoleoyl-CoA as the donor or with [*C]DAG as
the acceptor. Finally, addition of DAG in Tween 20
micelles to the assay had only a small effect on the
formation of ["*C]JTAG either with ['*CJoleoyl-CoA

Table 4
DAGAT activity in benzene-washed maize microsomal fractions

as the donor or with [*C]DAG as the acceptor, but
some incorporation was observed when only Tween
20 in benzene was added to the washed microsomal
protein, followed by drying, resuspension and assay
(Table 4). This last result suggests that the DAG
micelles in the assay were not accessible to the DAG-
AT because the enzyme was somehow trapped in a
phase that was not completely exposed to the sol-
vent. So the effect of Tween 20 could be the disrup-
tion of the interphase, thus allowing a mass transfer
between Tween 20/DAG micelles and the membrane-
protein phase.

3.4. DAGAT is present in oil bodies from both
immature and mature maize embryos

Oil bodies from freshly excised maize developing
embryos were purified and thoroughly washed with

Addition

DAGAT activity® (nmol min—1 (mg protein)™!)

As benzene solution To the assay

DAG* *DAG* pcC? Tween® DAG®  0O-CoA® *0-CoAP

+ — — — + + + 5
+ — — — — + + 2
- — + — + + + 12
— - + — — + + 4
- - - + + + + 1.3
- - - + - + + 1

+ - + — + + + 191

+ — + - - + + 149
— + + — - — - >0.5
— + + - + + — 172
- + + - - + - 159
— + + - — + + 200
+ - — + — + + 133
- + — + - + - 118

The microsomal sample was freeze-dried, and washed four times with benzene. When indicated, the washed samples were reconstituted
with a benzene solution of dipalmitoyl diacylglycerol alone or in the presence of Tween 20 or phosphatidylcholine. Then, the solvent
was evaporated, and the dried samples were resuspended and assayed for DAGAT activity.

2Added to the dried delipidated proteins as a benzene solution. The presence of '“C label in the compound is indicated with an aster-
isk. The amount added was sufficient to give a final concentration in the assay of 0.3 mM DAG with or without 1-['*C]DAG (0.05
uCi), 15 pg/ml PC, 0.02% Tween 20, alone or in the indicated combinations.

"The basic assay medium contained 0.1 M Tris—-HCI (pH 7.4), 0.084 M sucrose, 0.02% Tween 20, 2 mM MgCl,, and 0.1 mM palmitic
acid. When indicated, 0.4 mM dipalmitoyl diacylglycerol, 20 uM oleoyl-CoA with or without 1-['*CJoleoyl-CoA (0.2 uCi) and 200 g
of microsomal protein, were added to a final volume of 150 pul. When DAG was added both to the dried sample and to the assay me-
dium, the final DAG concentration was 0.7 mM.

‘The standard deviation of the determinations was below 15%; the indicated results are the mean of three experiments run in dupli-
cate. The lowest detectable activity considering the assay final volume and the amount of protein employed for these experiments was
grossly 0.5 (nmol min~! (mg protein)~!). The activities below the detectable level are indicated as > 0.5.
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benzene as described in Section 2. Further extraction
of the dry powder with chloroform/methanol (1:1,
v/v) rendered no detectable TAG, DAG or monoa-
cylglycerol (MAG) and only little, if any, polar lipids
(not shown). A sample of the protein was mixed with
a benzene solution of 1,2-sn-dipalmitoyl diacylglycer-
ol, PC, and Tween 20. The benzene was evaporated
and the sample was resuspended in assay buffer (the
final concentrations were 0.3 mM DAG, 15 mg/ml
PC and 0.02% Tween 20). Then, the DAGAT activ-
ity was assayed in the standard assay. We did not
detect DAGAT activity in the oil body fraction of
maize immature embryos before delipidation and re-
constitution, but when the sample had been delipi-
dated we detected a very low activity (1 £0.2 nmol
min~!' (mg protein)~!). When the delipidated frac-
tion was reconstituted with DAG, PC and Tween
20, the activity rose more than 10 times (11.9 0.1
nmol min~! (mg protein)~!), which represents 29%
of the activity present in the microsomal fraction
recovered from the same lot of embryos (41.8 0.5
nmol min~! (mg protein)~!) and almost the same as
found in the microsomal protein after delipidation
and reconstitution (14.8%£0.5 nmol min~! (mg
protein) ). The activity found in this fraction is
too high to be completely ascribed to microsomal
contamination that could be present in this prepara-
tion of oil bodies. In addition, contrary to the activ-
ity loss observed after the delipidation and reconsti-
tution of the microsomal proteins, we recovered
much more activity in the oil body fraction after a
similar treatment. Our results are consistent with
DAGAT being present in the oil body fraction,
and are in agreement with a recent report of the
presence of high DAGAT activity in the low density
membrane fractions of extracts from developing
rapeseed [25], and with the presence of DAGAT ac-
tivity in the oil bodies of an oleaginous fungi [7].
Apparently, the fact that fully formed oil bodies con-
tain almost no endogenous DAG has precluded de-
tection of this enzyme in this organelle.

Oil bodies from mature embryos were also puri-
fied, delipidated with benzene and dried. We then
assayed the solubility of protein in the lipid-free oil
body fraction in organic solvents. The protein was
insoluble in pure methanol, dimethyl sulphoxide,
chloroform or diethyl ether. It was also insoluble in
mixtures of methanol/water (1:1, v/v) with 1% tri-

fluoroacetic acid. However, we were able to prepare
a clear suspension at 5 mg/ml in water/methanol/ace-
tic acid (1:1:1, v/v). The resulting suspension was
clear, was only slightly more viscous that the solvent
itself, and after 24 h of incubation at —20°C (above
its freezing point), the proteins could not be sepa-
rated by centrifugation for 1 h at 5000 X g. A sample
of the protein was kept at —20°C for 1 week; the
solvent was evaporated under vacuum, and the pro-
tein supplemented with DAG and PC in benzene as
described before. The DAGAT activity present in
this oil body protein fraction was still between 50
and 60% of that present in the original oil body
fraction that was reconstituted with DAG and PC
and resuspended immediately after delipidation (not
shown), i.e. the DAGAT was retained after a 1 week
treatment with 33% methanol and 33% acetic acid.
This result suggests that, at least in some cases, the
inability to detect the DAGAT activity in the oil
body fraction after solubilization with strong deter-
gents was more related to the limitations of including
DAG in a form that could be used by the enzyme in
the assay medium, than to the irreversible loss of the
biological functionality of the DAGAT protein.

A sample of 5 mg of lipid-free microsomal protein
from maize embryos (either mature or immature)
could also be suspended in 1 ml methanol/water/ace-
tic acid (1:1:1, v/v), although some proteins re-
mained insoluble even after 24 h incubation and
were eliminated by centrifugation for 15 min at
5000 X g. The resulting suspension was again clear
and appeared closer to a true solution than the one
obtained with the oil body proteins. A substantial
DAGAT activity could also be detected in these pro-
teins when they were dried under vacuum, reconsti-
tuted with DAG and PC and assayed (Table 5).

3.5. DAGAT was purified in a small quantity by
gel filtration

When a 0.2 ml sample of the oil body protein
suspension in methanol/acetic acid/water (1:1:1,
v/v) was applied to a column of porous glass beads
(700 A) and eluted with the same solvent mixture,
most of the proteins were eluted as a single peak at
the void volume (above the theoretical exclusion size
of 30000 kDa, see Fig. 2A). This result suggests that
the proteins were not present as a true solution of
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individual molecules, but rather as a suspension of
high molecular mass aggregates. Although the UV-
visible absorbance spectrum of the void volume pro-
teins showed a broad peak with a maximum at 284
nm (not shown), it could represent those of the pro-
teins or the benzene left over after the washings used
for the removal of lipids. Nevertheless, the benzene
would be bound to the proteins, as judged from the
apparent molecular size of the proteins in the peak.
The remainder of the elution profile showed only a
few minor peaks of UV absorbance, but when the
fractions representing these minor peaks were dried
and reconstituted with DAG an PC, a single peak of
DAGAT activity at fractions 63-67 was observed.
The activity recovered in these fractions was higher
than that in the sample before its application to the
column (Table 5). We estimated the molecular mass
of the DAGAT protein to be 100 kDa by running
protein standards in sodium phosphate buffer 0.15 M
(pH 7.2), and assuming that the column and the
solvent did not alter the molecular masses of the
protein. Standard assay methods for protein as per-
formed by Bradford [26] and Lowry [27] and with
bicinchoninic acid [28] were not sensitive enough to
allow determination of the protein amount in the
DAGAT fraction. It is possible that the absorbance
detected in the DAGAT was due to some benzene
bound to the proteins, or that DAGAT and other
proteins in the sample have an unusual high UV ab-
sorbance, but react poorly with standard protein re-
agents. In addition, when the whole DAGAT peak
fractions from one injection onto the column was
applied to SDS-PAGE and the gel was subjected

Table 5
DAGAT purification in glass porous beads
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Fig. 2. Elution of oil body (A) and microsomal (B) proteins
from a porous glass 700 A column in methanol/acetic acid/
water (1:1:1, v/v). The elution profile of the oil body proteins
was followed by absorbance at 280 nm. The microsomal '“C-
proteins were labelled by feeding immature maize embryos with
[“Clacetate for 12 h. The microsomal protein was delipidated,
resuspended in the above solvent mixture and applied to the
column. Aliquots of the eluted fractions were counted by liquid
scintillation. DAGAT activity (grey bars) with ['*Cloleoyl-CoA
as acyl donor was determined in selected fractions after evapo-
ration and reconstitution with DAG and PC in benzene. The
dotted straight line indicates the approximate molecular mass
elution profile assuming a linear relationship between the stokes
radii of the proteins and the elution volume.

to silver staining, no protein bands were visible.
These results indicate that the assay is very sensitive,
or DAGAT has a high k., and that it was eluted
from the column with only a small amount of other
proteins. However, we are aware of the fact that
more than one isozyme of DAGAT could be in the

Step Total protein (mg) Total activity (nmol min~!)  Specific activity (nmol min™! mg=")*  Yield
(o)
Crude extract 74.5 817 11 100
Microsomes 1.87 215 115 26.3
Delipidation and solubilization  0.06 2.8 47 0.3
Glass porous beads below 0.005 7 unk. 0.9
Oil bodies 2 unk. below 1
Delipidation and solubilization 1 119 119 100
Glass porous beads below 0.005 506 unk. 425

A crude extract from developing maize embryos was used to yield microsomes, which were then delipidated and resuspended in meth-
anol/acetic acid/water (1:1:1, v/v). A 200 ul sample was injected onto a 13 ml porous glass bead column. Protein was quantitated
with the bicinchoninic protein assay. DAGAT activity was assayed as described by a radio procedure.

4In the steps following delipidation, the protein was reconstituted with DAG and PC in benzene solution before resuspension and as-

say.
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preparation, since previous reports have indicated
that a DAGAT could be present in pea root plastids
[29].

In order to detect the protein in the DAGAT peak
fraction, we isolated 10 developing maize embryos
and incubated them in the presence of abscisic acid
(ABA), a high osmoticum (mannitol) and 2-
["“Clacetate (10 pCi) for 12 h [11]. The lipid-free
microsomal and oil body fraction were then ob-
tained. Since the amount of radioactivity incorpo-
rated in the microsomal protein was substantially
higher than that in the oil body fraction, we fraction-
ated the microsomal proteins in the porous glass col-
umn using the solvent mixture mentioned above. We
eluted the radioactive material from the column and
assayed the radioactivity by liquid scintillation and
the enzyme activity. Fig. 2B shows that a single
DAGAT of activity peak was found, with almost
the same elution volume as the one found before
(Fig. 2A) and it coincided with one of the smallest
peaks of radioactivity. The result indicates that
DAGAT is of low abundance, and it was very poorly
labelled. As before, the total activity recovered in the
peak fraction was higher than in the sample applied
to the column, and the overall yield from the crude
extract was low (Table 5). Although poor label may
be due to a number of factors, we found that the
incorporation of ['*CJacetate into proteins was 10—
15% of the total uptake in only the first 4 h of in-
cubation of the embryos, under otherwise identical
conditions. The fact that the protein was so poorly
labelled and its presence in the oil body fraction of
maize dry seeds (not shown) may indicate a low turn-
over at this advanced stage of the development of the
embryo. We failed to increase the label in the DAG-
AT peak even when the embryos were first incubated
for 12 h in a medium containing no ABA or man-
nitol, and then transferred to a medium in the pres-
ence of ABA and 500 mM mannitol for 48 h, and in
the presence of labelled acetate for the last 24 h. In a
previous paper, these conditions resulted in a de-
crease in the activity of DAGAT in the microsomal
fraction after the first 24 h, and then the activity level
recovered gradually to almost the initial level, by the
end of the incubation in the medium with ABA or
mannitol [11]. This last observation suggests that the
activity recovery induced by the low osmotic poten-
tial and ABA may not require the expression of the

DAGAT. Clearly, further research is required to
clarify this point.

3.6. DAGAT could be treated with various organic
solvents without complete loss of activity

Because we were interested in finding better solu-
bilization and purification schemes, we investigated
which organic solvents could be used to treat the
microsomal freeze-dried proteins to eliminate the en-
dogenous DAG without losing enzyme activity. For
this experiment, protein samples obtained from 1 vol.
of a microsomal suspension were freeze-dried and
washed four times with 4 vols. of a different organic
solvent. A solution of DAG and PC was added to
the dried proteins in the same solvent used for the
washings and the solvent was evaporated under ni-
trogen flow; the dried proteins were resuspended in
an aqueous buffer and assayed by the standard
DAGAT assay. The lipids extracted from each one
of the four washings were recovered, concentrated
under vacuum and separated by TLC. Fig. 3 shows
that all solvents employed were able to extract a
significant amount of lipids from the microsomal
proteins (Fig. 3A—H), and that some activity was still
detected in the resuspended and reconstituted pro-
tein, except for the diisobutyl ketone washings (Fig.
3B). The activity recovered from the acetone-washed
protein was as high as that in the unwashed freeze-
dried sample. We did not find any differences in the
lipid classes extracted by the solvents employed that
could be correlated with the level of activity detected.
However, the fact that acetone, well known for its
ability to extract neutral lipids better than polar lip-
ids, allowed the highest recovery of activity may in-
dicate that DAGAT was activated by some polar
lipids other that PC. On the other hand, it is possible
that stronger solvents were able to extract more
DAGAT protein from the sample. In fact, if the
microsomal freeze-dried proteins were washed more
than four times with benzene, the benzene recovered
from the fifth and sixth washing still extracted a
small amount of an oily residue after evaporation.
When this residue was dried and re-extracted with
diethyl ether, there was an ether insoluble material
that could be resuspended in SDS-PAGE sample
buffer [15], separated and silver stained; some low
molecular mass protein bands were detected (not



L. Valencia-Turcotte, R. Rodriguez-Sotres | Biochimica et Biophysica Acta 1534 (2001) 14-26 25

f 2324 2 34 2.3 4 ! 2 34

e r g Fd U

Fig. 3. Lipid extraction and DAGAT activity in freeze-dried
microsomal fractions of developing maize embryos. The micro-
somal fractions were prepared, freeze-dried and extracted four
times with the indicated organic solvent. The lipids recovered
on each wash were concentrated under nitrogen flow, and sepa-
rated by TLC as in Fig. 1. In panels A-G, lanes 1-4 are the
lipids extracted with each successive wash. For comparison, in
panel H are the lipids in olive oil (lane 1), pure phosphatidyl-
choline (lane 2), lecithin from Sigma (lane 3), and egg yolk po-
lar lipid fraction (lane 4). Panel I shows the DAGAT activity
recovered after four extractions, and reconstitution with DAG
and PC. DAGAT was assayed with 1-['*CJoleoyl-CoA as acyl
donor and no emulsified DAG. The activities in the freeze-dried
microsomes (Fd) and in the original microsomal preparation
(Ut) are also shown. The solvents employed were benzene
(A,Ia), acetone (B,Ib), diethyl ether (C,Ic), diisobutyl ketone
(D,Id) carbon tetrachloride (E.le), hexane (F,If), and benzene/
acetone (1:1, v/v) (G,Ig).

shown). We did not attempt to use a more quantita-
tive approach in the organic solvent extraction ex-
periments. The existence in the solvent extracts of
essential or non-essential activators of the enzyme,
the DAGAT solubility in the solvents employed, or
other factors that could explain the observed loss of
activity can be better investigated once a pure en-
zyme preparation is available in good yield.

The results in this paper indicate that DAGAT is
stable in the presence of organic solvents and that
the detection of its activity is very much dependent
of the way in which the acyl acceptor is included in
the assay. In addition, the results are consistent with
this enzyme being present in both the microsomal
membrane and the oil body fractions, but at very
low abundance. We are considering over-expression
of the gene in a heterologous living system as an
alternative source of the enzyme for future studies.
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