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Resumen

“La glicosiltransferasa UGT89A2 de Nicotiana tabacum modifica

derivados di- y trihidroxilados del acido benzoico”

Las glicosiltransferasas (GTs) desempeiian un papel crucial en la transferencia de
grupos glicosilo a varios compuestos aceptores, generando glicoconjugados que
participan en multiples procesos biolégicos y farmacologicos. Este estudio se
centra en la identificacion y caracterizacion bioquimica de la glicosiltransferasa
UGT89A2 de Nicotiana tabacum (NtUGT89A2). Se determind que esta enzima,
gue actia como mondémero en solucion, exhibe una notable preferencia por el
acido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHBA). Estos resultados se confirmaron por
espectrometria de masas y RMN y corroboraron que NtUGT89A2 cataliza la O-(-
glucosilacion, lo que la convierte en una enzima clave para la modificacién de 2,5-
DHBA. Los estudios de estabilidad térmica demostraron que NtUGT89A2
mantiene su actividad catalitica completa incluso a 70 °C durante una hora. De
hecho, la mayor actividad especifica con 2,5-DHBA fue 225 % 1.7 nkat/mg.
Ademas, se registr6 un aumento de hasta 10 °C en el punto de desnaturalizacion
térmica (Tm) en presencia de 2,5-DHBA y UDP-glucosa. Este hallazgo sugiere que
la unién de estos compuestos no solo favorece la reaccion de glicosilacién, sino
gue también mejora la estabilidad estructural de la enzima. Ademas de 2,5-DHBA,
NtUGT89A2 puede utilizar otros sustratos como el acido 2,3-dihidroxibenzoico y el
acido 2,4-dihidroxibenzoico. También procesa compuestos como el acido 3,4,5-
trinidroxibenzoico y derivados clorados, como el acido 2-cloro-5-hidroxibenzoico.
Estas caracteristicas destacan el potencial de NtUGT89A2 para aplicaciones
biotecnolégicas, especialmente en procesos industriales que involucran la

modificacién de compuestos bioactivos.

PALABRAS CLAVE: UDP-glicosiltransferasa, acido 2,3-dihidroxibenzoico, acido
2.,4-dihidroxibenzoico, acido 2,5-dihidroxibenzoico, acido 3,4,5-trihidroxibenzoico.
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Abstract

" The glycosyltransferase UGT89A2 from Nicotiana tabacum modifies

di- and trihydroxylated derivatives of benzoic acid."”

Glycosyltransferases (GTs) play a crucial role in transferring glycosyl groups to
various acceptor compounds, generating glycoconjugates that participate in
multiple biological and pharmacological processes. This study focuses on the
identification and biochemical characterization of the glycosyltransferase UGT89A2
from Nicotiana tabacum (NtUGT89A2). It was observed that this enzyme, which
functions as a monomer in solution, exhibits a remarkable preference for 2,5-
dihydroxybenzoic acid (2,5-DHBA), and mass spectrometry and NMR experiments
confirmed that NtUGT89A2 catalyzes O-B-glucosylation, making it a key enzyme
for the modification of 2,5-DHBA. Thermal stability studies demonstrated that
NtUGT89A2 retains its full catalytic activity at 70 °C for one hour. The highest
specific activity was obtained with 2,5-DHBA, reaching 225 + 1.7 nkat/mg.
Additionally, an increase of up to 10 °C in the thermal denaturation midpoint (Tm)
was recorded in the presence of 2,5-DHBA and UDP-glucose. This finding
suggests that the binding of these compounds favors the glycosylation reaction
and enhances the structural stability of the enzyme. Besides 2,5-DHBA,
NtUGT89A2 can utilize other substrates, including 2,3-dihydroxybenzoic acid and
2,4-dihydroxybenzoic acid. It also processes compounds such as 3,4,5-
trinydroxybenzoic acid and chlorinated derivatives, such as 2-chloro-5-
hydroxybenzoic acid. These characteristics underscore the potential of
NtUGT89A2 for biotechnological applications, especially in industrial processes

involving the modification of bioactive compounds.

KEYWORDS: UDP-glycosyltransferase, 2,3-dihydroxybenzoic acid, 2,4-
dihydroxybenzoic acid, 2,5-dihydroxybenzoic acid, 3,4,5-trihydroxybenzoic acid.
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1. Introduccidén

En la actualidad se han identificado mas de 200,000 productos naturales (PN)
producidos por las plantas, formando una coleccién diversa de compuestos con
una amplia gama de actividades (Chassagne et al.,, 2019). Muchos de estos
productos estan glicosilados, es decir, tienen grupos de azucares unidos a las
agliconas, lo que incrementa la complejidad y variedad de sus estructuras. Los PN
glicosilados tienen aplicaciones importantes por ejemplo, para la elaboracion de
farmacos, edulcorantes, suplementos nutricionales, cosméticos y otros productos
de salud, por estas razones, hay un creciente interés en comprender sus procesos
de produccién y modificacién (Shao et al., 2005).

Las glicosiltransferasas (GTs) son cruciales para la biosintesis de los PN
glicosilados y comunmente realizan el paso final en su ruta biosintética, mediando
la formacién de enlaces glucosidicos regio- y estereoespecificos mediante la
transferencia de grupos de azuUcar activados por nucledtido-difosfato a una
variedad de sustratos (Liang et al., 2015). Las GTs involucradas en la biosintesis
de PN glicosilados estan clasificadas en la familia GT1 en la base de datos de
Enzimas Activas en Carbohidratos (CAZy, http://www.cazy.org/). Actualmente, casi
30,000 GTs estan incluidas en la familia GT1, y el nimero de secuencias de GT
en diferentes organismos sigue creciendo con el desarrollo de la secuenciacion
(Zhou et al., 2017). Sin embargo, solo el 1% de las GTs han sido caracterizadas
funcionalmente, limitando la clarificacion de las rutas biosintéticas de PN
glicosilados y la validacién de los mecanismos enzimaticos (Lombard et al., 2014).

Mediante catdlisis enzimatica o métodos de ingenieria metabdlica, se
pueden producir PN glicosilados a escala industrial, proporcionando una
alternativa fiable y escalable a los métodos de produccion convencionales
basados en la extraccion de recursos naturales (Cravens et al., 2019; Wang &
Huang, 2009). Sin embargo, las GTs de plantas a menudo presentan propiedades
desfavorables para la sintesis de productos objetivo, como bajos niveles de
expresion y baja actividad catalitica. Por lo tanto, estos obstaculos persisten como
factores limitantes en la biosintesis de PN glicosilados, los cuales requieren
ingenieria de proteinas a través de disefio racional y/o evolucion dirigida (Breton et
al., 2012; Lairson et al., 2008; McArthur & Chen, 2016).



En los Ultimos afos, el rapido desarrollo de la biologia sintética ha acelerado la
ingenieria metabdlica de rutas sintéticas complejas y ha aumentado la eficiencia
durante la produccién de recursos naturales limitados (Nemhauser & Torii, 2016).
La optimizacion sisteméatica de la redireccion de flujos metabdlicos en hospederos
microbianos, para producir productos deseados a través de la expresion
heter6loga combinada de rutas y enzimas vegetales hace posible construir nuevas
y eficientes rutas biosintéticas de PN glicosilados (Lee et al., 2012) (Keasling,
2012).

1.1 Glicosiltranferasas en plantas

En el complejo proceso de adaptacion a diversos ambientes y a las interacciones
con factores bidticos, las plantas producen una amplia gama de moléculas
especializadas (Bowles et al.,, 2006). La glicosilacion, mediada por las
glicosiltransferasas (GT), emerge como un mecanismo clave en la regulacion de la
abundancia y actividad de fitohormonas y metabolitos secundarios, mejorando la
tolerancia al estrés y las caracteristicas agronémicas de los cultivos,
contribuyendo asi a una agricultura méas sostenible y productiva (Behr et al., 2020).
La glicosilacion, o adicion de grupos glucosilo, desempefia un papel fundamental
en la funcionalizacion y regulacion de estas moléculas, asistiendo
significativamente a la adaptacion y respuesta de las plantas a su entorno
(Speeckaert et al., 2022).

Las glicosiltransferasas se clasifican en 135 superfamilias segun la
secuencia de aminoacidos (Drula et al., 2022). La familia GT1, que incluye las
UGT (UDP-glicosiltransferasas), constituye la superfamilia GT mas grande en
plantas. Estas enzimas glicosilan moléculas de bajo peso molecular y forman un
enlace B utilizando UDP como donante de azucar. (Lairson et al., 2008; Sinnott,
1990).

Las UGT catalizan la formacion de O-, N-, S- y C-glucésidos. Estas enzimas
presentan un mecanismo de reaccién invertido, en el cual participan una histidina
cercana a la posicion 20 y un residuo de aspartato préximo que estabiliza a la

histidina durante la reaccién (Louveau & Osbourn, 2019). Por ejemplo, en el caso



de la UGT71G1 de Medicargo truncatula el residuo préximo que estabiliza a la
histidina catalitica (His22) es el Asp121 (Shao et al., 2005).

En cuanto a su estructura, las UGT's adoptan un plegamiento GT-B, que
consta de dos dominios de Rossmann separados por una hendidura catalitica
(Lairson et al., 2008). Donde, el dominio N-terminal presenta el sitio de unién al
sustrato aceptor, el cual esta conformado por una cavidad hidrofobica y residuos
poco conservados. Esta caracteristica se ha asociado a la baja especificidad por el
sustrato aceptor descrita en algunas UGTs (Osmani et al., 2009; Wang, 2009)
(Kannangara et al., 2011).

Por otro lado, el dominio C-terminal contiene el sitio de union al sustrato
donador de azucar. Los residuos clave en el reconocimiento del sustrato donador
(UDP-azulcar) se localizan en un motivo de 44 residuos altamente conservados
conocido como PSPG (Putative Secondary Plant Glycosyltransferase) (Shao et al.,
2005). Estos residuos han sido descritos con detalle, se ha documentado que la
especificidad por el tipo de UDP-azucar es mediada por los residuos al final del
motivo PSPG, en especial la posicién 44 y un residuo externo al PSPG localizado
en el asa N5 (la quinta asa en el dominio N-terminal, de acuerdo con Osmani et al.
2009 (Osmani et al., 2009) (Louveau & Osbourn, 2019). Por ejemplo, en la enzima
UGTB89A2 de Arabidopsis thaliana, la presencia de un residuo de isoleucina en el
asa N5 (lle153), que se identific6 en la variante natural Col-0, es altamente
selectiva por UDP-xilosa. Sin embargo, su sustitucion por serina, presente en la
variante C24, puede utilizar tanto UDP-glucosa como UDP-xilosa observandose
preferencia por la UDP-glucosa (Chen & Li, 2017).

La UDP-glucosa es el donante mas frecuente para las UGT de la familia 1.
Sin embargo, no todas las UGT de esta familia se limitan al uso de UDP-glucosa.
Por ejemplo, algunas UGTs usan UDP-ramnosa (UDP-Rha) para agregar ramnosa
a los sustratos, lo cual es crucial para la sintesis de glicoconjugados en plantas.
Otras UGTs emplean UDP-galactosa (UDP-Gal) para transferir galactosa,
modificando moléculas en tejidos animales y vegetales. En un estudio reciente, se
identificaron dos UDP-ramnosiltransferasas, MrUGT78R1 y MrUGT78R2, que
utilizan UDP-Rha como sustrato, mientras que MrUGT78W1 actia como UDP-

galactosiltransferasa. La investigacion reveld residuos clave para la actividad de



transferencia en cada enzima y confirmd su funcidn en la glicosilacion de
flavonoles en Nicotiana benthamiana (Ren et al., 2022). La UDP-xilosa (UDP-Xyl)
es empleada por ciertas UGTs para transferir xilosa, como la UGT89A2 de A.
thaliana, la cual usa tanto UDP-glucosa como UDP-xilosa como sustratos (Chen &
Li, 2017). Finalmente, el UDP-acido glucurénico (UDP-GIcCUA) es utilizado por
UGTs para afadir acido glucurénico a sustratos, un proceso vital en la
detoxificacion y excrecion de sustancias en mamiferos. Estos ejemplos
demuestran la versatilidad de las UGTs en la utilizacion de diferentes donantes de
azucar, lo que permite una amplia variedad de modificaciones en los sustratos
objetivo (Bowles et al., 2006).

Los métodos bioquimicos clasicos han demostrado ser valiosos para la
identificacion y caracterizacién de glicosiltransferasas (GT) en plantas. Estos
enfoques implican la purificacion de proteinas expresadas heterélogamente en E.
coli, lo que permite investigar sus actividades enzimaticas hacia la glicosilacién de
sustratos especificos. A pesar de los desafios que presenta la complejidad de los
componentes proteicos en plantas, una vez clonados, estos genes permiten
producir las proteinas correspondientes a partir de su secuencia nucleotidica. Por
ejemplo, utilizando estos métodos, se ha logrado clonar el gen GT72B1 de
Arabidopsis y confirmar su capacidad para glicosilar el contaminante 3,4-
dicloroanilina in vitro (Loutre et al., 2003). De manera similar, se ha clonado un
gen que codifica la UDP-glucosiltransferasa de limonoides en Citrus, subrayando
la efectividad de estos enfoques para caracterizar y entender la funcion de GT en
plantas (Frydman et al., 2004).

Entre otras glicosiltransferasas caracterizadas a la fecha, la UGT72 de
planta glicosila principalmente dos clases de fenilpropanoides: monolignoles,
componentes basicos de la lignina, y flavonoides, que juegan roles cruciales en la
interaccion de las plantas con otros organismos y en la respuesta al estrés
(Speeckaert et al., 2022). Ademas, se ha demostrado que la expresion de
UGT72B14 de Rhodiola en Escherichia coli, con codones optimizados, aumenta
significativamente la produccion de un glucdsido fendlico (salidrosida), tanto in
vitro como in vivo, demostrando un rendimiento proteico mejorado y una actividad

elevada (Xue et al, 2016). En otro estudio se identificaron cinco



glicosiltransferasas (UGTs) de Arabidopsis que catalizan la glicosilacion de
citoquininas. UGT76C1 y UGT76C2 glucosilan todas las citoquininas en las
posiciones N7 y N9. UGT85A1, UGT73C5 y UGT73C1 reconocen trans-zeatina y
dihidrozeatina, glucosilando el grupo hidroxilo disponible para formar O-glucdésidos
(Hou et al., 2004).

El andlisis del genoma de la planta modelo A. thaliana ha revelado la
presencia de 122 GT1, registradas en la base de datos CAZy. Sin embargo,
algunas UGTs de diferentes especies de plantas muestran una similitud de
secuencia muy baja a pesar de tener actividades y sustratos similares. Por
ejemplo, se identificaron cinco UGTs responsables de la glicosilacion de
citoquininas en Arabidopsis. Al comparar estas secuencias con las enzimas
glicosilantes de citoquininas identificadas en maiz y frijol, se observé una baja
similitud de secuencia. Ademas, las UGTs de maiz y frijol forman una rama Unica
en el arbol filogenético que contiene las UGTs de Arabidopsis. Esto sugiere que
las UGTs en maiz y frijol evolucionaron a partir de un ancestro comun, diferente de

los identificados en Arabidopsis (Hou et al., 2004).

1.2 Compuestos glicosilados

Las glicosiltransferasas (GT) en las plantas pueden glucosilar las principales
clases de metabolitos secundarios, incluyendo fenilpropanoides (flavonoides,
cumarinas, lignanos, etc.), alcaloides (alcaloides inddlicos, alcaloides esteroidales,
citoquininas, etc.), terpenoides (monoterpenoides, diterpenoides, triterpenoides,
etc.), y poliquétidos (poliquétidos fendlicos, policétidos arométicos policiclicos,
etc.) (Figura 1) (He et al., 2022).

Las GTs muestran una notable promiscuidad, permitiéndoles catalizar
diversas clases de compuestos, este hecho es crucial para la ingenieria de
glicosilacion y la produccion de productos naturales glicosilados. Especificamente,
UGT71G1 de Medicago truncatula ha demostrado catalizar la glicosilacion de una
amplia gama de fenilpropanoides, incluyendo cumarinas, cumarones, flavonas e
isoflavonas, asi como terpenoides como el &acido glicirretinico y el &cido
glicirricico(Achnine et al., 2005; Modolo et al., 2007).



El equilibrio entre un glucésido generalmente inactivo y la correspondiente
aglicona activa permite a las plantas responder con precision a los cambios
ambientales (Behr et al., 2020). En este sentido, la glucosilacion mediada por
UGTs es importante pues permite regular la disponibilidad de compuestos clave
como las fitohormonas. Las fitohormonas reguladas por glicosilacion incluyen el
acido abscisico (ABA), las auxinas, las citoquininas, los jasmonatos y el acido
salicilico (SA)(Figura 2) (Gachon et al., 2005).

El &cido abscisico (ABA) desempefia un papel crucial en la adaptacion al
estrés abiotico. Las UGT regulan constantemente la abundancia de ABA libre, ya
sea formando el éster glucosilico de ABA, que puede hidrolizarse rapidamente
para producir ABA activa, o mediante mecanismos indirectos (Xu et al., 2012).
Diversos estudios han demostrado que modificar la expresién de UGT especificas
involucradas en la glicosilacion del ABA afecta directamente la adaptacion de las
plantas a condiciones de estrés abiotico. Por ejemplo, al interrumpir la expresion
de UGT71C5 en A. thaliana se observé un aumento en la concentracion de ABA
libre y una mayor tolerancia a la sequia, ademas de un retraso en la germinacion
de las semillas. Sin embargo, la sobreexpresion de esta UGT tuvo el efecto
opuesto en los tres parametros (Liu et al., 2015). Estos mismos efectos se
observaron en Solanum lycopersicum (tomate) al silenciar UGT75C1, donde
ademas se observo un retraso en el crecimiento de las raices y una aceleracion en
la maduracion de los frutos (Sun et al., 2017) (Sun et al., 2017). Por otra parte, la
sobreexpresion de UGT71B6 disminuyd la tolerancia a la sequia y la expresion de
genes inducibles por estrés osmético bajo condiciones de estrés.

El acido salicilico (2-HBA) media la resistencia de las plantas frente a los
patdgenos biotroficos. Se han descrito numerosas glicosiltransferas que forman
glucésidos de los derivados de 2-HBA, los cuales son almacenados en la vacuola
para una rapida hidrolisis y liberacion de este compuesto activo (Lim et al., 2002).
En A. thaliana, las enzimas UGT74F1 y UGT74F2 pueden glucosilar la posicion 2-
OH del anillo de benceno en el 4cido salicilico. UGT74F2 también puede glucosilar
el grupo carboxilo, mientras que UGT74F1 es especifica para formar O-
glucosidos. Por otra parte, a diferencia de la selectividad de UGT74F1 y UGT74F2

para la posicion 2-OH, muchas enzimas prefieren glucosilar las posiciones 3-OH y



4-OH, y la actividad enzimatica se ve fuertemente influenciada por la ubicacion de
otros grupos hidroxilo alrededor del anillo de benzeno (Lim et al., 2002).

La alteracion de la expresion de las UGTs que glicosilan &cido salicilico en
las plantas tiene un impacto significativo en su respuesta a las infecciones
bacterianas, modulando los niveles de acido salicilico libre y otros compuestos
hormonales, y afectando la resistencia a diversos patégenos. En A. thaliana, la
sobreexpresion de UGT74F2 reduce los niveles de SA libre y debilita la respuesta
inmune contra Pseudomonas syringae (Song et al., 2008). De manera similar, la
sobreexpresion de UGT76B1 en la misma planta aumenta la susceptibilidad a
Alternaria brassicicola (von Saint Paul et al., 2011). Estos efectos se atribuyen a la
disminucion del SA libre y a la alteracion del equilibrio hormonal, suprimiendo la
respuesta inmune mediada por SA.

Sin embargo, la sobreexpresion de UGTs no siempre tiene un efecto
negativo. En algunos casos, puede haber efectos beneficiosos o0 incluso
contradictorios. Por ejemplo, la sobreexpresion de UGT76D1 en A. thaliana
aumenta la resistencia a P. syringae (Huang et al., 2018). Este efecto se debe a la
glicosilacién del acido dihidroxibenzoico (DHBA), un precursor del SA, lo que
conduce a una acumulacion de SA libre y una respuesta inmune mas fuerte. Las
discrepancias en los resultados de diferentes estudios sobre la sobreexpresion de
UGTs pueden deberse a diversos factores, como la especificidad de la enzima, la
planta utilizada, el tipo de patégeno y las condiciones ambientales. De manera
interesante, otro estudio mostré que la eliminacién de UGT76B1 en A. thaliana
mejoré la resistencia a P. syringae pero disminuy0 la resistencia hacia el patégeno
necrétrofo Alternaria brassicicola, mientras que la sobreexpresion tuvo el efecto
opuesto (von Saint Paul et al.,, 2011). La eliminacion de UGT76B1 aumento los
niveles de acido salicilico (SA) y disminuy6 los marcadores dependientes de acido
jasmonico (JA), mientras que la sobreexpresion tuvo el efecto contrario. Este
fendbmeno también se exploré en Oryza sativa, donde la eliminacion de UGT74J1
condujo a un aumento en los niveles de SA y mayor resistencia al tizon del arroz
(Magnaporthe oryzae) (Tezuka et al., 2021). Es importante considerar estos
factores al interpretar los resultados y comprender la complejidad de la regulacion

del SA por parte de las UGTs glicosiladoras en la defensa vegetal.
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Por otro lado, los glicésidos de compuestos bioactivos son de suma
importancia para la industria de alimentos, cosmética y farmacéutica (Hartl et al.,
2018). En este sentido, estas enzimas han sido utilizadas en experimentos de
ingenieria metabodlica para reducir la toxicidad de la vainillina durante su
produccion en Saccharomyces cerevisiae (Brochado et al., 2010) y para la
produccion del derivado glucosilado del deoxivivalenol, una micotoxina producida
por diferentes especies de Fusarium (Michlmayr et al., 2015). Incluso, se han
utilizado cultivos celulares de Nicotiana tabacum como biocatalizadores para la
glicosilacion de compuestos con diferentes aplicaciones. Por ejemplo, para reducir
la toxicidad de xenobibticos como el 2,4-diclorofeno y del &cido dehidroabiético
(Hakkinen et al., 2012; Laurent et al., 2007) y se ha propuesto su uso en el control
de contaminantes como compuestos agroquimicos fluoroaromaticos (Shimoda &
Hamada, 2009).

En el caso particular de N. tabacum, su proteoma contiene mas de 300
proteinas anotadas como posibles glicosiltransferasas en la base de datos UniProt
(https://www.uniprot.org/proteomes/UP000084051). Esta diversidad resalta su uso
como biocatalizador y como fuente de GTs con potencial biotecnolégico. Sin
embargo, la mayoria de estas enzimas carecen de una descripcion experimental.
En este trabajo se reporta la caracterizacion bioguimica de la glicosiltransferasa
UGTB89A2 de tabaco. El gen que codifica para esta proteina se identificé y analiz6
con herramientas bioinformaticas. La enzima se expresé y purific6 como proteina
recombinante en bacterias. Se determind el estado de oligomerizacion y las
condiciones Optimas de actividad. Ademas, los ensayos de especificidad de
sustrato muestran que la enzima NtUGT89A2 glicosila derivados di- y tri-

hidroxilados del &cido benzoico y utiliza como sustrato donador a la UDP-glucosa.

10



2. Materiales y Métodos

2.1 Analisis bioinformatico

Las secuencias de glicosiltransferasas de A. thaliana depositadas en la base de
datos CAZy (Carbohydrate Active Enzyme, www.cazy.org) se utilizaron para
identificar posibles UGTs en el genoma de N. tabacum. La busqueda se realiz6
utilizando la herramienta BLASTP de la base de datos NCBI (Sayers et al., 2022).
Se seleccionaron secuencias con un porcentaje de identidad mayor o igual al 45%,
un tamafio promedio de 477 residuos, y que tuvieran informacién sobre posibles
sustratos. Las secuencias seleccionadas se sometieron a un andlisis in silico para
predecir su solubilidad (https://protein-sol.manchester.ac.uk/) (Hebditch et al.,
2017) y su propension a cristalizar (https://xtalpred.godziklab.org) (Jahandideh et
al., 2014). La alineacion de secuencias se realizo utilizando la herramienta Clustal
Omega en el servidor EBI (https://www.ebi.ac.uk/Tools) (Madeira et al., 2022). Se
llevd a cabo un andlisis filogenético con secuencias de proteinas ortdlogas de
NtUGT89A2 (XP_016497160.1) obtenidas de la base de datos GenBank,
incluyendo diferentes especies de la familia Solanaceae. Las secuencias se
alinearon utilizando la herramienta MUSCLE (Edgar, 2004). El arbol filogenético se
construyé con el software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
version 6.06 (Tamura et al., 2013) utilizando el algoritmo de méaxima verosimilitud.
La fiabilidad del arbol filogenético se evalu6 mediante un analisis de bootstrap con
1000 réplicas. La busqueda de proteinas homologas por superposicion de
estructuras 3D se realizo con el servidor Foldseek
(https://search.foldseek.com/search) (van Kempen et al., 2024), utilizando como
referencia el modelo predicho para la secuencia XP_016497160.1 (ID:
AOA1S4C7P7-TOBAC) de la base de datos AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/)
(Varadi et al., 2024).

2.2 Clonacién, expresion y purificacion

La secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina NtUGT89A2
(XP_016497160.1) fue optimizada para el uso de codones de E. coli utilizando
herramientas del sitio web de Integrated DNA Technologies (IDT,
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https://www.idtdna.com). Se afiadieron sitios de restriccion para las enzimas Ndel
y Hindlll para facilitar la clonacion en el vector pET28. La secuencia se obtuvo
como un gBlock de IDT. El gBlock fue digerido con las enzimas de restriccion Ndel
y Hindlll y ligado en los sitios correspondientes de un vector pET28 modificado en
el que el sitio de trombina fue reemplazado por la secuencia de la proteasa 3C del
virus rinovirus humano (HRV-3C). La reaccién de ligacion se transformé en la cepa
E. coli TOP10 y se cultivd en medio sélido Luria-Bertani (LB) suplementado con 50
pg/mL de kanamicina a 37 °C durante 16 horas. Las clonas positivas se
seleccionaron mediante PCR utilizando los siguientes primers: 5'-
GAATTCCATATATATGAGCAGTAGCAAG y 5'-
CGGATCCAAGCTCTTTTAGCACTTCA, y se evaluaron adicionalmente mediante
ensayos de restriccion con las enzimas Ndel y Hindlll. El constructo con el inserto
correcto (pET28-NtUGT89A2) se confirmd mediante secuenciacion con
oligonucledtidos T7 externos.

Las condiciones de expresion utilizadas fueron las siguientes. Células
competentes de E. coli BL21(DE3) pLysS fueron transformadas con el vector
recombinante y cultivadas en medio LB suplementado con kanamicina 50 pg/mL y
cloranfenicol 34 pg/mL hasta alcanzar una DO600 de 0.4-0.6 a 28 °C. La
expresion de la proteina se indujo mediante la adicion de isopropil-B-D-1-
tiogalactésido (IPTG) a una concentracion final de 0.25 mM durante 4 horas a 28
°C. Las células se recolectaron por centrifugacion a 4500 rpm durante 10 minutos
a 4 °C. El pellet celular se resuspendié en 30 mL de tampdn de lisis (50 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 300 mM NaCl). La lisis celular se realiz6 por sonicacion en ciclos de
15 s de encendido y 15 s de apagado durante 10 minutos a una amplitud del 50%.
El lisado se centrifugb a 12000 rpm durante 10 minutos y se recogio el
sobrenadante. La fraccién soluble se cargd en una columna de 3 ml de agarosa
Ni-NTA al 6 % (Jena Bioscience), previamente equilibrada con tampon de lisis. La
columna se lavo con 10 mL de tampon de lisis seguido de 10 mL de tampon de
lisis con 10 mM de imidazol. La elucion se realizé con un gradiente escalonado de
50, 150, 300 mM de imidazol preparado en tampoén de lisis. La proteina
recuperada fue desalada con una columna PD-10 (GE Healthcare Life Sciences)
en amortiguador A (Tris-HCI 50 mM pH 7.0, 1 mM DTT). La muestra filtrada (0.22
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pm), se inyectd a una columna HiTrap Q HP (GE Healthcare Life Sciences)
equilibrada con amortiguador A. La elucion se realizé con un gradiente lineal de O-
100% de amortiguador B (Tris-HCI 50 mM pH 7.0, 1 mM DTT, NaCl 1 M) con 20
volumenes de columna (CV) a un flujo de 2 mL/min. Las fracciones en las que
eluyo la proteina se colectaron y se concentraron por microfiltracion usando con
un dispositivo Vivaspin Turbo 15 (Sartorius) con 10 kDa de corte. La proteina
concentrada se incub6 con 5 unidades/mg de la proteasa HRV-3C a 4 °C toda la
noche para eliminar la etiqueta 6XHis. Por altimo, se realizdé una cromatografia de
exclusion molecular con una columna Superdex 75 10/300 (GE Healthcare Life
Sciences), equilibrada con amortiguador de elucién (Tris-HCI 50 mM pH 7.0, NacCl
600 mM), a un flujo de 0.65 mL/min. La elucién de la proteina se siguié por
absorbancia a 280 nm y se colectaron fracciones de 1 mL. La columna Superdex
75 10/300 se calibroé con las proteinas tiroglobulina (670 kDa), y-globulina (158
kDa), ovoalbumina (44 kDa), mioglobina (17 kDa) y vitamina B12 (1.3 kDa). Se
uso6 el método de Bradford para estimar la concentracién de proteinas; el estandar
usado fue seroalbumina bovina (BSA) (Bradford, 1976). La presencia y grado de
pureza de la proteina en cada etapa del proceso de purificacidbn se monitored por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% con dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE)

2.3 Western Blot

La proteina purificada por afinidad a Niquel fue analizada por Wester Blot
utilizando un anticuerpo especifico para la etigueta 6XHis. El ensayo de Western
Blot se realiz6 como se describi6 anteriormente con modificaciones menores
(Bocanegra-Jiménez et al., 2021). Las muestras a evaluar se sometieron a SDS-
PAGE al 12% usando el método de Laemmli (Laemmli, 1970) y posteriormente se
transfirieron a una membrana de PVDF usando un sistema semiseco a 15V por
90min (Thermo Fisher). La membrana se bloqued con 5% de leche desnatada
(nonfat milk) en PBS por 2 horas a temperatura ambiente. Después del lavado, se
incub6 toda la noche con el anticuerpo primario monoclonal de ratén 6XHis
Epitope Tag (Thermo Fisher) diluido 1:3000. La membrana se lavé nuevamente y

se incubd con el anticuerpo secundario anti IgG de raton conjugado con fosfatasa

13



alcalina (abcam) diluido 1:5000. Finalmente, las muestras se visualizaron usando

el kit de Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate (Bio-Rad).
2.4 Ensayo de dispersiéon dindmica de luz

Los ensayos de dispersion dindmica de luz (DLS) se realizaron en un equipo
Zetasizer APS2000 (Malvern). La proteina a una concentracion final de 0.8 mg/mL
se preparé en un amortiguador de Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM, en un
volumen final de 50 pL. Las soluciones stock y las muestras de proteina se
ultrafiltraron con membrana PES de 0.2 um de tamafio de poro (Minisart,
Sartorius). Las muestras se incubaron 300 s a la temperatura de trabajo antes de
realizar la medida. Cada funcion de correlacion se determiné a partir de la
adquisicion de 14 lecturas en 40 s a 25 °C. Para determinar el punto de
agregacion, se tomaron lecturas en el rango de 25 a 90 °C con incrementos de 1
°C, la muestra se incub6 120 s a cada temperatura antes de determinar la funcion

de correlacion.
2.5 Ensayo de desplazamiento térmico

La temperatura de desnaturalizacion térmica de la proteina en ausencia o
presencia de aditivos o ligandos se determin6 usando un ensayo de
desplazamiento térmico seguido por fluorescencia como se describié
anteriormente (Llamas-Garcia et al., 2022). Las muestras se prepararon en un
volumen final de 40 pl en tampon de elucion que contenia Sypro Orange 5X
(Invitrogen), 0.1 mg/ml de proteina, con o sin ligando. Se realizaron tres réplicas
para cada muestra en placas de PCR de 96 pocillos. La sefal de fluorescencia se
midi6 en un termociclador de RT-PCR RT-PCR 7500 Fast kit en tiempo real
(Applied Biosystems) en un rango de temperatura de 25 a 95 °C con incrementos
de temperatura de 1 °C. La longitud de onda de excitacion fue de 455 a 485 nm,
mientras que la emision se registro de 567 a 596 nm. Se utilizé la ecuacion de

Boltzmann para estimar la Tm segun Lee et al, 2019 (Lee et al., 2019).

Para determinar la constante de afinidad de NtUGT89A2 por sus sustratos,
se utilizd el andlisis isotérmico propuesto por Bai et al. 2019. Para ello se

obtuvieron las curvas de desnaturalizacion térmica de la proteina a
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concentraciones crecientes del sustrato aceptor en presencia de una
concentracion saturante del sustrato donante y viceversa. Se evalu6 2,5-DHBA en
un rango de concentracion de 0 a 150 uM en presencia de UDP-glucosa 5 mM. Se
evalué la UDP-glucosa de 0 a 200 uM en presencia de 2,5-DHBA 1 mM. Los datos
de fluorescencia normalizados de cada transicion térmica se expresaron como
fraccion de proteina desplegada. La fraccion de proteina desplegada a 52 °C se
grafico en funcion de la concentracion del sustrato. Luego, los datos se ajustaron a
un modelo de union 1:1 (Roy et al., 2023). La constante de disociacion aparente

(Kaapp) se calculd utilizando la ecuacion (1) (Bai et al., 2019).
[P]
Ka=(1—fuo) (ECso—5F) (1)

2.6 Ensayos de actividad enzimatica

La actividad enzimatica se determin6 con 1 pg de proteina purificada, en presencia
de UDP-glucosa 5 mM como sustrato donador y 1 mM de sustrato aceptor, a pH
8.0, a 37 °C en Tris-HCI 50 mM, en un volumen final de 200 pL, el tiempo de
reaccion fue de 1 hora. La reaccién se desencaden6 mediante la adicion de la
enzima y se detuvo mediante la adicibn de 200 pyL de metanol. Se utilizé
cromatografia en capa fina (TLC) como método rapido para analizar el progreso
de la reaccion; se utilizo acetato de etilo-MeOH (70:30) como fase movil. El
andlisis cuantitativo de los productos de reaccion se realizd6 mediante
cromatografia liquida de fase inversa (HPLC-PDA-Agilent serie 1200) utilizando
una columna LC SynergiTM Polar-RP 80 A de 4 um (250 x 4,6 mm, Phenomenex).
Se utilizé un gradiente lineal de 0 a 50 % de acetonitrilo en agua a 1 ml/min
durante 20 min. La cantidad de micromoles de producto se calcul6 midiendo la
cantidad de sustrato consumido, para ello se determino el area bajo la curva del
pico del sustrato y se extrapol6 a la curva estandar correspondiente. Una unidad
de actividad (U) se defini6 como micromoles de glucésido producido por minuto
(umol/min), mientras que la actividad especifica (U/mg) correspondié a micromoles
por minuto por miligramo de enzima. Para los ensayos de estabilidad térmica, la
enzima en alicuotas se incub6 de 20 a 100 °C con intervalos de 5 °C durante 60
minutos, después de lo cual se determiné la actividad a 37 °C. En los ensayos de

temperatura Optima, la actividad enzimatica se midié directamente a diferentes
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temperaturas que oscilaron entre 20 y 100 °C con intervalos de 5 °C durante 1
hora. En ambos casos los productos de reaccién se resolvieron mediante TLC y se
analizaron mediante densitometria con el software Image J (Schneider et al.,
2012). Los experimentos se realizaron por triplicado.

2.7 Anédlisis de HPLC-ESI-MS y Analisis de Fragmentacion LC-MS

El analisis HPLC-ESI-MS en modo negativo se realizO en un sistema Agilent
G6530AB HPLC-MS-SQ-TOF, utilizando una columna Gemini-NX C18 (3 ym, 2.0
x 75 mm; Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.) y una mezcla binaria de MeCN-
H20 (0.1% acido formico) como fase mavil. El sistema de elucion en gradiente
comenzo6 con una proporciéon de 15:85 a 100:0 en 8 minutos, y finalmente se
mantuvo el sistema isotérmico durante 1.5 minutos. El andlisis se realiz6 a 0.4
mL/min. La muestra se preparé a 2.0 mg/mL en H20.

Para el Analisis de Fragmentacion LC-MS, el sistema de cromatografia fue
un Waters UPLC Clase | acoplado a un espectrémetro de masas Synapt HDMi. La
cromatografia se realizé en una columna Acquity BEH (1.7 ym, 2.1 x 50 mm) con
temperaturas de columna y muestra de 40 °C y 15 °C, respectivamente. La fase
movil consistio en (A) agua y (B) acetonitrilo, ambos con 0.1% de acido férmico
(SIGMA). Las condiciones de gradiente de las fases méviles fueron: 0-20 minutos
con un gradiente lineal de 1 a 99% B, 20-24 minutos con 99% B isotcratico, 24-25
minutos con un gradiente lineal de 90 a 1% B (tiempo total de corrida 30 minutos).
La velocidad de flujo fue de 0.3 mL/min y se inyectaron muestras de 5 pL. El
analisis espectrométrico se llevo a cabo con una fuente de ionizacion por
electrospray en modo negativo, utilizando voltajes de 3000 V para el capilar, 40 V
para el cono de muestreo y 80 V para el voltaje de ajuste de la fuente. La
temperatura de la fuente fue de 120 °C y la temperatura de desolvatacién fue de
20 °C. La velocidad de flujo de gas de desolvatacién fue de 600 L/h y la presién
del nebulizador fue de 6.5 bar. La leucina-enkephalina se utiliz6 como masa de
referencia (554.2615, [M-H]-). EI método de adquisicion de masas fue MSe y las
condiciones fueron: rango de masa de 50-1200 Da, energia de colisién para la
funcién 1 (MS) fue de 6 V, y para la funcion 2 (MS2) se utilizé un gradiente de 10 a
30 V. El tiempo de escaneo fue de 0.5 segundos. Los datos se adquirieron y

procesaron utilizando el software MassLynx (version 4.1).
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2.8 Analisis de RMN

Los experimentos de RMN se registraron en disolvente DMSO-ds utilizando un
espectrometro de RMN Bruker Ascend Ill 700 MHz equipado con una criosonda,
operando a 700 MHz para “H. Los desplazamientos quimicos se reportan en
partes por millon en relacion con las resonancias del disolvente como estandar

interno.
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3. Resultados

3.1 Analisis bioinformatico

Para seleccionar una glicosiltransferasa del genoma de N. tabacum capaz de
modificar compuestos aromaticos, se realiz6 una busqueda utilizando como
referencia 107 secuencias de glicosiltransferasas de A. thaliana. Se identificaron
47 secuencias de N. tabacum, que fueron analizadas para corroborar la presencia
de residuos y caracteristicas propias de glicosiltransferasas. Ademas, se realizo
una prediccion de solubilidad y predisposicién a cristalizar. De acuerdo con el
analisis realizado, se selecciond la secuencia XP_016497160.1 de la base de
datos del NCBI, la cual conserva caracteristicas de glicosiltransferasa (Figura 3) y
presenta los mejores parametros de solubilidad y predisposicidén a cristalizar, con
un puntaje de 0.27 en ProteinSol y de 2 en XtalPred-RF, respectivamente.

La secuencia XP_016497160.1 codifica para una proteina de 467 residuos,
con un punto isoeléctrico predicho de 6.0 y un peso tedrico de 51.4 kDa (Gasteiger
et al.,, 2005). La secuencia posee 48.6% de identidad con la glicosiltransferasa
UGT89A2 (CAB83309.1) de A. thaliana (AtUGT89A2) (Tabla 1). La prediccion de
estructura secundaria de la secuencia XP_016497160.1 con JPRED es similar a lo
observado en la proteina AtUGT89A2 con 15 hélices alfa y 10 hebras beta,
sugiriendo que conserva el mismo plegamiento. La proteina presenta el motivo
PSPG de 44 aminoacidos ubicado en el dominio C-terminal. Este motivo, presenta
conservados los residuos de reconocimiento del sustrato donador de glucosa
(UDP-glucosa) W344, Q347, H362, S367, E370, D386, y Q387. Adicionalmente,
presenta los residuos H20 y D119 que han sido implicados en la inversion de la
configuracion anomeérica de la glucosa (Figura 3). Como se esperaba, el analisis
filogenético muestra que NtUGT89A2 se agrupa con las glicosiltransferasas de la
familia Solanaceae con una identidad de 80 al 97% vy distante de la proteina
AtUGT89A2 tomada inicialmente como referencia (Figura 4). Con base en la
identidad de secuencia con AtUGT89A2 y a las caracteristicas descritas
anteriormente, la proteina se identifico como NtUGT89A2. La identidad observada
entre NtUGT89A2 y AtUGT89A2 sugiere que NtUGT89A2 puede utilizar como uno
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de sus sustratos a derivados de acido benzoico (Lim et al., 2002), una enzima con

esta funcion no ha sido descrita en N. tabacum hasta el momento.
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A. thaliana TMTEVLLLPGTKSENSKPPHIVVFPFPAQGHLLPLLDLTHQLCLRGFNVSV 50
N. tabacum 1 - - - - - - - - - - MSSSKNGVHVLIFPFPAQGHILPLLDFTHQLLLHGFKITI 40

=p—NNAANN—

A. thaliana 51 I\VTPGNLTYLSPLLSAHPSSVTSVVFPFPPHPSLSPGVENVKDVGNSGNL 100
N. tabacum 41 LVTPKNLPILDPLLSTHPS-VQTLVFPFPGHPSLPAGVENVKDVGNSGNA 89

)

A. thaliana 101 P IMASLRQLREP | INWFQSHPNPPIAL I SPIFFLGWTHDLCNQIGIPRFAF 150
N. tabacum 90 P 1 IAGLSKLRGP I LEWFKAQSNPPVAIVYBIFFLGWTQDLAQELGVPGIVF 139

NN =) B

A. thaliana 151 FS[I|SFFLVSVIQFCFENIDLIKSTDPIHLLDLPRAPIFKEEHLPSIVRRS 200
N. tabacum 140 YTSGGLLVSILSEIWRNLGAYRDLSLIEFNGLPKSPRFVREHMPSVFQKY 189

—AAAMA

A. thaliana 201 LQTPSPDLESIKDFSMNLLSYGSVFNSSEILEDDYLQYVKQRMGHDRVYV 250
N. tabacum 190 KEGDPTWE IVRNGF IANDKSFGSVFNTFEALESEYLGFLKKEMGHERVYS 239

R S T

A. thaliana 251 1GPLCS1GSGLKSNS----GSVDPSLLSWLDGSPNGSVLYVCFGSQKALT 29
N. tabacum 240 1GP INLVGGPGRNGKSNVDVGVNER I FTWLDECDDGSVLYVAFGSQKLLT 289

WW——p

A. thaliana 297 KDQCDALALGLEKSMTRFVWVVKK - - - - - - - - - - DPIPDGFEDRVSGRGL 336
N. tabacum 290 KAQMESLTIGLEKSGVRFILVAKQLTAQQLEEGYGSVPEGFEDRVSGRGL 339

WARA—

A. thaliana 337 vVRG
N. tabacum 340 v | KGW

A. thaliana 387 NARLLVEHLGVAVRVCEGGETVPDSDELGRVIAETMGEGGREVAARAEE | 436
N. tabacum 390 NAWL LVENMKTSVRVFEGADSVPDPIELGRR I SDAMGNDLFKE--RAKKL 437

DWW —AAAA-AAAA

A. thaliana 437 RRKTEAAVTEANGSSVENVQRLVKEFEKV - - 465
N. tabacum 438 RDEAL - EAVKIGGSSKRDLDE IVRELAQLKC 467

WWA— AN

Figura 3. Andlisis bioinformatico de la secuencia de aminoacidos NtUGT89A2. A)
Alineacion de secuencias de aminoacidos de NtUGT89A2 (XP_016497160.1) y
AtUGT89A2 (CAB83309.1). Los 44 residuos pertenecientes al motivo PSPG estan
sombreados en diferentes colores. Los aminoacidos marcados con un asterisco
rojo corresponden a los residuos que interactian con UDP-glucosa (Shao et al.,
2005). Los residuos cataliticos His20 y Aspl119 de N. tabacum se muestran en
verde y magenta, respectivamente. La alineacién se realiz6 en Jalview 2.10.3B1
(se utilizé la version 11.00 de T-coffee como algoritmo de alineacién). La
estructura secundaria de NtUGT89A2 predicha por JPred se muestra debajo del

alineamiento.
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100or Malus domestica (Xp_008339745.2)
Pyrus x bretschneideri (xp_009355594.1)
Prunus persica (Xp_007226447.1)
Rosa chinensis (xp 024195016.1)
Fragaria vesca subsp. vesca (XP_004297190.1)
Morella rubra (KAB1224937.1)
Juglans regia (xp_018818562.1)
Ziziphus jujuba (Xp_015895256.1)
Camellia sinensis (Xp_028122463.1)

Vitis vinifera (Xp_002268383.2)
18 ss— Hevea brasiliensis (Xp_021674825.1)

| 42 E Manihot esculenta (XP_021605913.1)

100 Jatropha curcas (xp_012080477.1)
Ricinus communis (XP_002514575.1)
ﬂ{ Citrus sinensis (XP_006484269.1)

Citrus clementina (xp_006437837.1)

i Pistacia vera (XP_031273317.1)
Gossypium raimondii (XP_012459423.1)
81 —E Theobroma cacao (XP_007045725.2)
100 Durio zibethinus (XP_022733337.1)
Prosopis alba (xp_028761878.1)

28

43| g3

2151 ——— Medicago truncatula (xp_013443506.1)
% _|: Glycine soja (KHN28426.1)
98 Mucuna pruriens (RDX65047.1)
29 Olea europaea var. sylvestris (Xp_022881872.1)

Sesamum indicum (XP_011070892.1)

Coffea eugenioides (XP_027154270.1)

Solanum pennellii (XP_015074899.1)
Solanum lycopersicum (xp_010320821.1)
Capsicum annuum (XP_016543270.1)
Nicotiana tomentosiformis (Xp_009603763.1)
Nicotiana attenuata (xXp_019226134.1)
Nicotiana tabacum (Xp_016497160.1) x
Nicotiana sylvestris (Xp_009760334.1)
Arabidopsis thaliana (CAB83309.1)

51

73

—_
02

fucosiltransferasa Arabidopsis thaliana
(CAC38049.1)

Figura 4. Analisis filogenético de NtUGT89A2 y 35 glicosiltransferasas de plantas.

Las especies de plantas se mencionan en el lado derecho de la ubicacion de la

secuencia. El arbol filogenético fue construido con el software MEGA (Analisis de

Genética Evolutiva Molecular) version 6.06 utilizando el algoritmo de méaxima

verosimilitud. La fiabilidad del arbol filogenético se evalué mediante un analisis

bootstrap con 1000 réplicas.
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3.2 Clonacién, expresion y purificacion de la proteina NtUGT89A2

La secuencia que codifica los 467 residuos de la proteina NtUGT89A2 fue
optimizada para su expresion en bacterias y se cloné en un vector pET28
modificado (pET28-NtUGTA89A2). Para determinar las condiciones 6ptimas de
expresion, se utilizé la cepa E. coli BL21(DE3) pLysS, que se transformé con el
vector pET28-NtUGT89A2. Se evaluaron diversas condiciones de temperatura,
tiempos de induccion y diferentes concentraciones de IPTG. Los mejores
resultados se observaron utilizando IPTG 0.25 mM por 4 horas a 28 °C (Figura
5A).
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Figura 5. Expresion y purificacion por cromatografia de afinidad a niquel de la
proteina NtUGT89A2. A) Ensayos de expresion de NtUGTA89A2 en la cepa
BL21(DE3) pLysS de E. coli. La expresion fue inducida con diferentes
concentraciones de IPTG a 28 °C por 4 h. Las muestras fueron separadas en gel
SDS-PAGE al 12% tefiido con Coomassie 250. 1: no inducido, 2: IPTG 0.25 mM,
3: IPTG 0.5 mM, 4: IPTG 0.75 mM, 5: IPTG 1 mM, M: Marcador de peso
molecular. B) NtUGT89A2 purificada por cromatografia de afinidad a niquel. Las
fracciones fueron resueltas en gel SDS-PAGE al 12% tefiido con Coomassie 250.
1: Fraccién insoluble, 2: fraccion soluble, 3: frente de inyeccion, 4. lavado, 5:
imidazol 10 mM, 6: imidazol 50 mM 7: imidazol 150 mM, 8: imidazol 300 mM, M:
marcador de peso molecular. C) La proteina purificada por afinidad a niquel
mostrada en el panel (B) linea 7 fue identificada como NtUGTA89A2 con un
anticuerpo anti-6XHis por Western Blot. M: Marcador de peso molecular, 1:
fraccion insoluble, 2: frente de la cromatografia de niquel, 3: Elucion de la
cromatografia de afinidad a niquel. EI WB fue observado con el kit alkaline

Phosphatase Conjugate Substrate (Bio-Rad).
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En la purificacion por cromatografia de afinidad a niquel, la proteina eluyo
principalmente en la fraccion de imidazol a 150 mM (Figura 6 A y B). Por su parte,
en intercambio i6nico la proteina eluy6é en un rango de concentracion de NaCl de
170 a 300 mM (Figura 6 C y D). Por ultimo, en la cromatografia de exclusion
molecular la proteina se recuper6 en las fracciones 11 a 13. El pico de la elucion
se observo en el mililitro 12.3, lo cual corresponde a un peso molecular estimado
de 58.3 kDa, un monomero (Figura 6 C). Se purificaron 1.2 mg de proteina por litro

de cultivo.
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Figura 6. Purificacion de la proteina NtUGT89A2 por cromatografia de intercambio
ibnico y exclusibn molecular. A) Perfil de elucibn de la cromatografia de
intercambio i6nico. El eje derecho representa el porciento del amortiguador B, el
eje izquierdo representa la absorbancia a 280 nm, el eje de las abscisas
representa el volumen de elucién. B) Las fracciones de la elucion de intercambio
ibnico mostrado en (A) fueron resueltas en SDS-PAGE al 12%. 1: NtUGTA89A2
purificada por cromatografia de afinidad de niquel desalada y filtrada. 3 a 6:
fracciones 7 a 10 de la elucion de intercambio io6nico. 7: las fracciones 7-10 juntas.
8: fracciones 7-10 tratadas con la proteasa HRV-3C, se observa (*) el cambio de
peso molecular por eliminacién de la etiqueta 6XHis. C) Perfil de elucién de la
cromatografia de exclusion molecular. El volumen de elucion de NtUGT89A2 fue
de 12.3 mL (y = -3.784x + 5.773), el cual corresponde a un peso estimado de 58.3
kDa. El eje de las ordenadas representa la absorbancia 280 nm, mientras que el
eje de las abscisas representa el volumen de elucion. Se muestra la curva de
calibracion de la columna. D) Las fracciones de la cromatografia de exclusion
molecular mostradas en (C), fueron resueltas en SDS-PAGE. 1: NtUGT89A2 de
intercambio i6nico inyectada a la columna Superdex 75. 2-7: fracciones 8 a 13 de
la elucién. 8: fracciones 11 a 13 juntas. M: Marcador de peso molecular.
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3.3 La estabilidad térmica de NtUGT89A2 aumenta en presencia de UDP-
glucosay 2,5-DHBA

Los primeros ensayos de purificacion de NtUGT89A2 mostraron que un alto
porcentaje de la proteina permanece en la fraccion insoluble, lo que resulté en una
baja cantidad de proteina obtenida por cromatografia de afinidad a Niquel (datos
no mostrados). Para mejorar el rendimiento de la purificacion, se realizaron
ensayos de desplazamiento térmico monitoreado por fluorescencia para identificar
aditivos y ligandos con un efecto positivo en la estabilidad térmica de NtUGT89A2
(Tabla S1).

Entre las condiciones evaluadas se incluyeron diferentes valores de pH (5.5
a 8.5), glicerol (5 a 20 %), agente quelante (EDTA 1 a 5 mM), fuerza iénica (NaCl
100 a 1000 mM), y agente reductor (B-mercaptoetanol 2 a 15 mM) (Anexo 1).
También se evalu6 el efecto de la UDP-glucosa como sustrato donador y
derivados mono-, di- y trihidroxilados del &cido benzoico: acido benzoico, acido 2-
hidroxi-benzoico (2-HBA), é&cido 3-hidroxi-benzoéico (3-HBA), &acido 4-hidroxi-
benzéico (4-HBA), acido 2,3-dihidroxi-benzdico (2,3-DHBA), acido 2,4-dihidroxi-
benzéico (2,4-DHBA), acido 2,5-dihidroxi-benzéico (2,5-DHBA), acido 2,6-
dihidroxi-benzéico (2,6-DHBA), acido 2,3,4-trihidroxi-benzéico (2,3,4-THBA) vy
acido 3,4,5-trihidroxi-benzoico (3,4,5-THBA) (Tabla 1).

En ausencia de aditivos, NtUGT89A2 presenté un punto medio de
desnaturalizacion térmica (Tm) de 52.4 + 1.2 °C (Figura 7A). Se observé un efecto
positivo cuando se utilizé un pH de 7.0 o en presencia de concentraciones iguales
o superiores a 600 mM de NaCl, con un aumento en la Tm de 0.6 y 4.1 °C,
respectivamente (Figura 7B y C). No se observé ningun efecto con gG-
mercaptoetanol, glicerol o EDTA (Taba S1). Tomando en consideracion los
resultados anteriores, se modificaron las condiciones de purificacion incluyendo
NaCl 600 mM y variando el pH a 7.0 después del paso de purificacién por afinidad
a Niquel. Esto nos permiti6 aumentar tres veces la cantidad de proteina purificada

comparado con las condiciones no optimizadas.

En presencia de los posibles sustratos, no se observaron cambios

significativos cuando los sustratos se evaluaron de forma independiente. Por
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ejemplo, la Tm en presencia de 5 mM de UDP-glucosa fue de 51.2 + 0.5 °C,
mientras que con 1 mM de 2,5-DHBA el valor fue de 51.3 £ 0.9 °C (Figura 7D)
(Tabla S1). Sin embargo, si se observé un cambio significativo cuando se evalu6
de forma simultanea el efecto del posible sustrato aceptor en presencia de UDP-
glucosa. Como se puede observar en la Figura 7E, la Tm en presencia de acido
benzoico/lUDP-glucosa fue 3 °C mayor comparado con la proteina en ausencia de
ligandos. Se observaron resultados similares con los derivados 3-HBA/UDP-
glucosa y 4-HBA/UDP-glucosa (~3 °C). Mientras que con 2-HBA/UDP-glucosa el
aumento de la Tm fue de ~9 °C. Los mejores resultados se obtuvieron con los
derivados di-hidroxilados con un cambio de ~10 °C en presencia de 2,5-
DHBA/UDP-glucosa (Figura 7E). Por el contrario, en presencia del &acido 4-
aminobenzoico/UDP-glucosa, la Tm fue similar a la observada en ausencia de
ligandos. Estos resultados sugieren que el acido benzoico y sus derivados mono y
di-hidroxilados se unen con diferente afinidad a NtUGT89A2 siempre y cuando

estén en presencia de UDP-glucosa.
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Tabla 1. Estabilidad térmica de NtUGT89A2 en presencia de posibles sustratos
aceptores y UDP-glucosa. Cada ensayo de desplazamiento térmico se realizé con

4 ug de proteina, 1 mM de posible sustrato aceptor y 5 mM de UDP-glucosa, por

triplicado.

No Compuesto Tm (°C) Estructura quimica
1 Ninguno 526 +1.3
2 Acido benzoico 55.7 + 0.4 on

Acido 2-hidroxibenzoico
3 (2-HBA) 62.8+ 1.7

o
T

Acido 3-hidroxibenzoico
4 (3-HBA) 55.8+ 0.5

QR9

o
I

Acido 4-hidroxibenzoico

(-HBA) 56.0 + 0.4

(6]
T
Q
(o]
(o]
o
I

Acido 2,3-dihidroxibenzoico

(2.3-DHBA) 60.7 0.3

(o]
o
I ;
o
I

Acido 2,4-dihidroxibenzoico

o
I
o o o
uny
e}
I

7 (2.4-DHEA) 58.8+ 1.2

Acido 2,5-dihidroxibenzoico HO
8 (2.5-DHBA) 629207 \Ti:]i%\
9 Acido 2,6-dihidroxibenzoico 602 +18

(2,6-DHBA)

£

I i
[e}
I
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13

Acido 2,3,4-
trihidroxibenzoico
(2,3,4-THBA)

Acido 3,4,5-
trihidroxibenzoico
(3,4,5-THBA)

Acido 5-cloro-2-
hidroxibenzoico

Acido 4-aminobenzoico

60.9+0.8

60.6 + 0.4

59.7+£0.2

52.3+0.7

HO OH
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I

HO.

HO
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Figura 7. Andlisis de la estabilidad térmica de NtUGT89A2 en presencia de
aditivos y ligandos. A) Curvas representativas de desnaturalizacion térmica de
NtUGT89A2; sin aditivos (¢), UDP-glucosa 5 mM y 2,5 DHBA 1 mM (A), NaCl 600
mM (o), y Tris-HCI 50 mM pH 7.0 (e). B) Efecto de la fuerza i6nica en la
desnaturalizacién térmica. C) Efecto del pH en la desnaturalizacién térmica. D) La
estabilidad térmica de NtUGT89A2 aumenta solo en presencia tanto del sustrato
aceptor como del donador. No se observé un cambio significativo la Tm en
presencia de 2,5-DHBA (linea roja); sin embargo, cuando se evalu6 el efecto
combinado de 2,5-DHBA y UDP-glucosa, el valor de Tm aument6 en ~10 °C (linea
negra). E) Estabilidad térmica (Tm) de NtUGT89A2 en presencia de derivados del
acido benzoico y 5 mM UDP-glucosa. La ordenada muestra el valor de Tm y las
barras corresponden a los derivados del acido benzoico. 1. NtUGT89A2 en
ausencia de ligandos, 2. acido benzoico, 3. 2-HBA, 4. 3-HBA, 5. 4-HBA, 6: 2,3-
DHBA, 7: 2,4-DHBA, 8: 2,5-DHBA, 9: 2,6-DHBA, 10: 2,3,4-THBA, 11: 3,4,5-THBA,
12: 5-cloro-2-HBA y 13: acido 4-aminobenzoico. Los experimentos se realizaron

por triplicado.
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3.4 NtUGT89A2 un monomero en solucion

El estado oligomérico de NtUGT89A2 fue analizado por dispersion dinamica de luz
en condiciones nativas a 25 °C. En estos ensayos, se determiné un tamafio de
particula de 6.7 £ 0.9 nm de diametro, que corresponde a un peso molecular de
57.8 = 6.4 kDa, (Figura 8A). Esto sugiere que NtUGT89A2 se encuentra como
monomero en solucion y confirma los resultados observados por SEC. Ademas, se
monitored el cambio en el tamafio de particula en un rango de temperatura de 25
a 90 °C, lo que permiti6 determinar una temperatura de agregacion de 44 °C
(Figura 8B).

2.0 2000 44°C: ~400000
— pe— : 5
2 1.5 £ 15004 -300000 &
s _: ! - } o

1 0 -~ ' ‘_-’ "_. | o
2 < 1000 .  [200000 o
c N vl N =
205 7 100000 -G
£ 500 : @®

0.0 T 1 T T T 0

1 10 100 30 40 50 60
Tamano (d.nm) Temperatura (°C)

Figura 8. Determinacion del tamafio de particula y del punto de agregacién de
NtUGT89A2 por dispersion dindmica de luz. A) Se muestra la distribucion del
tamafio de particula de NtUGT89A2 en solucion, el ensayo se realizé a una
concentracion de proteina de 1 mg/mL en amortiguador Tris 50mM pH 7.0, NaCl
600 mM. Se determiné un tamafio de particula de 6.7 £ 0.9 nm de didmetro. El eje
de las abscisas corresponde al diametro estimado del tamafio de particula y el eje
de las ordenadas corresponde a la intensidad. B) El punto de agregacion
determinado para NtUGT89A2 fue de 44 °C en Tris 50mM pH 7.0, NaCl 600 mM.
El eje derecho de las ordenadas corresponde a la intensidad, el eje izquierdo
muestra al tamafo de particula, el eje de la abscisa corresponde al rango de

temperatura evaluada.
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3.5 Actividad de glicosiltransferasa de NTUGT89A2

Para determinar si NtUGT89A2 tiene actividad de glucosiltransferasa, se
realizaron ensayos de actividad enzimatica utilizando UDP-glucosa como sustrato
donador y derivados del 4cido benzoico como sustratos aceptores. Los ensayos
de TLC mostraron que la enzima es capaz de transformar 2,3-DHBA, 2,4-DHBA,
2,5-DHBA y 3,4,5-THBA en un producto. Sin embargo, bajo las condiciones
experimentales iniciales, la formacion de producto a partir de 2,3-DHBA, 2,4-DHBA
y 3,4,5-THBA fue parcial, con una cantidad significativa de sustrato sin convertirse
en producto (Figura S1). En contraste, 2,5-DHBA se convirtid6 completamente en

un compuesto con menor factor de retencion (Figura 9A).

Las muestras de reaccion se analizaron mediante cromatografia en fase
reversa en HPLC para determinar el porcentaje de sustrato convertido en producto
(Figura 9B). El perfil de elucion de la reaccion utilizando 2,5-DHBA como sustrato
mostré un Unico pico con un tiempo de retencion (Rt) de 9.9 minutos. En contraste,
el sustrato no glucosilado tiene un Rt de 13.9 minutos. Por lo tanto, el producto
glucosilado se eluye varios minutos antes (Figura 9B). Se observé un
comportamiento similar con 2,3-DHBA, 2,4-DHBA y 3,4,5-THBA, donde se detectd
un unico producto de reaccion con un Rt menor que el sustrato correspondiente
(Figura S2). Estos resultados sugieren que la reaccién de glucosilacién produce un
anico derivado. Como era de esperar, NtUGT89A2 mostr6 una mayor actividad
especifica para 2,5-DHBA en comparacion con 2,3-DHBA, 2,4-DHBA y 3,4,5-
THBA. Sin embargo, cabe mencionar que la actividad especifica para 3,4,5-THBA
fue mayor que la de 2,3-DHBA y 2,4-DHBA (Tabla 2).

El analisis por HPLC-ESI-MS de la reaccion en modo de deteccion de
polaridad negativa confirmé que NtUGT89A2 cataliza la conjugacion entre 2,5-
DHBA y UDP-glucosa. El principal producto de la reaccién fue el monoglucésido
de 2,5-DHBA, con el ion [M - H] observado a m/z 315.04, congruente con la
férmula molecular C13H1s09 (Figura 9C). Ademas, se observaron trazas del ion [M
- H]~ correspondiente al diglucésido a m/z 477.86, congruente con la férmula
molecular C19H25014. Por otro lado, para el glucésido de 2,3-DHBA y 2,4-DHBA,
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se detectd el ion [M - H]™ esperado a m/z 315.07, mientras que para 3,4,5-THBA el
ion [M - H]™ correspondiente se detectdé a m/z 331.06. Luego se realizé un analisis
de fragmentacion para determinar si NtUGT89A2 produce un glucésido C u O. En
todos los casos, tras la activacion por colisiones, se detectdé un fragmento
correspondiente a la aglicona con m/z 162 Da menor que el ion precursor. Asi, el
compuesto pierde toda la molécula de azucar, confirmando la presencia de un
enlace O-glucosidico (Zhang et al., 2022). Por ejemplo, la fragmentacion del
monoglucosido de 2,3-DHBA (ién [M - H]” a m/z 315.07) produce la aglicona (ién
[M - H]- a m/z 153.01) (Figura S4). Se observaron resultados similares para los
productos de reaccion de 2,4-DHBA, 2,5-DHBA y 3,4,5-THBA (Figura S5, S6 y
S7). Estos resultados indican que NtUGT89A2 cataliza la O-glucosilacion de los

sustratos.

Para tener una mejor caracterizacion de la monoglucosilacién de 2,5-DHBA,
se realizé un analisis de RMN de 1D y 2D de la reaccién enzimética cruda en
DMSO-ds (Figura S11). El examen detallado del espectro de RMN ~H revel6 la
presencia de al menos cuatro componentes diferentes: UDP-glucosa, UDP, 2,5-
DHBA y un derivado monoglucosilado de 2,5-DHBA. Cabe destacar que el valor J
de 7.8 Hz para el proton anomérico de la glucosa conjugada con 2,5-DHBA (&H
4.61) confirm6 una orientacion B del enlace glucosidico. En contraste, el valor J
para el proton anomérico de la glucosa en UDP-glucosa (&1 5.33) fue de 4.9 Hz,
indicando una orientacion a del enlace glucosidico (Roslund et al., 2008). Estos
hallazgos confirmaron colectivamente la inversién de la configuracion anomérica

de la glucosa.

Para determinar el sitio de glucosilacion en 2,5-DHBA, se realizaron
experimentos HMBC (Figura S12). El andlisis de las correlaciones del protdn
anomérico en el derivado monoglucosilado de 2,5-DHBA revel6 que el grupo
glucosa esta unido mediante un enlace O-B-glucosidico a la posicion C-5 (&c
148.8) en lugar de a C-2 (6c 157.9). Si la glucosa estuviera unida a C-2 (&c 150.9),
su desplazamiento quimico seria similar al de C-5 (dc 152.5), segun la plataforma
de Calculo de Desplazamiento Quimico con Aprendizaje Profundo (CASCADE)
(Guan et al., 2021).

33



Tabla 2: Valores de actividad especifica y constantes de disociacion
aparente para sustratos di- y trihidroxilados.

Compuesto /UDP- Actividad Constante de disociacion
glucosa especifica aparente
(nkat/mq) (Kqapp (UM)
2,3-DHBA 135+ 6.7 286.4+4.1
2,4-DHBA 383+1.7 603.4+5.9
2,5-DHBA 225+ 1.7 43.0+2.9
3,4,5-THBA 182.8 £0.3 257+ 6.1
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Figura 9. Actividad de la glicosiltransferasa NtUGT89A2. A) Deteccion del
producto de glicosilacion de 2,5-DHBA mediante TLC. Se utilizé una placa de
silice como fase estacionaria, mientras que acetato de etilo (7:3) fue usado como
fase movil; los compuestos se visualizaron a (A) 365 nm. 1. 2,5-DHBA en el buffer
de reaccion sin enzima (flecha blanca), 2. Mezcla de reaccion de glicosilacién sin
2,5-DHBA, 3. Producto de glicosilacion de 2,5-DHBA (flecha negra). B) Analisis del
producto de glicosilacion de 2,5-DHBA por HPLC en fase reversa. 1. 2,5-DHBA en
la mezcla de reaccion sin enzima, 2. Mezcla de reaccién sin 2,5-DHBA, 3.
Producto de glicosilacion de 2,5-DHBA. En los tres casos, se inyectaron 20 uL de
la muestra y se utilizaron las mismas condiciones de elucion. C) Analisis HPLC-
MS de la mezcla de reaccion entre 2,5-DHBA y UDP-glucosa catalizada por

NtUGT89A2; el principal producto es el derivado monoglicosilado.
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3.6 Actividad O-glycosiltransferasa de NtUGT89A2 frente a derivados

clorados de acidos benzoicos.

La actividad de NtUGT89A2 se analizé adicionalmente utilizando 4 compuestos
mas en los cuales el grupo OH- fue reemplazado por un atomo de cloro en
diferentes posiciones del anillo bencénico: acido 2-cloro-3-hidroxibenzoico (2-ClI-3-
HBA), &cido 2-cloro-4-hidroxibenzoico  (2-Cl-4-HBA), é&cido  2-cloro-5-
hidroxibenzoico (2-CI-5-HBA) y &cido 2,5-diclorobenzoico (2,5-DCBA). Los
resultados descritos anteriormente para 5-CI-2-HBA también se incluyeron aqui
(Figura 10A).

Se observé actividad con los derivados gue tienen un ClI- en C-2 y un OH- en C-3,
C-4 o0 C-5. En los tres casos, el producto glucosilado migré con un Rt menor que el
del sustrato (Figuras 10C, 10D y 10E) (Figura S3). El andlisis de fragmentacién
inducida por colisiones revel6 la presencia del ion [M - H]” a m/z 170.98 la
aglicona, que se liberé por la pérdida de toda la molécula de glucosa. Ademas,
también se detecto el ion [M - H]- a m/z 333.03 del monoglucdsido (Figura S8, S9,
S10).

La actividad especifica mostré una preferencia por 2-Cl-5-HBA, seguido de 2-ClI-3-
HBA y 2-Cl-4-HBA. No se observé actividad con 5-CI-2-HBA o 2,5-DCBA. Asi, los
resultados de MS y actividad confirmaron la capacidad de NtUGT89A2 para
catalizar la O-glucosilacion en las posiciones C-3, C-4 o C-5. Ademas, el efecto de
estos derivados en la estabilidad de la enzima mostré6 un aumento en Tm muy
similar al observado con los derivados dihidroxilados (Tabla 1). Por ejemplo, el
cambio mas significativo se obtuvo con 2-CI-5-HBA y 2,5-DCBA, con un Tm de
61.2 y 61.3, respectivamente (Figura 10B). Estos valores fueron muy similares al
valor obtenido para 2,5-DHBA (62.9, Tabla 1). Esto sugiere que el Cl- es capaz de

rescatar la funcion del grupo OH- en la posicion C-2.
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Figura 10. Actividad de glicosiltransferasa de NtUGT89A2 en presencia de acidos
benzoicos clorados. A) Estructuras quimicas de los compuestos: 1. 2-ClI-3-HBA (2-
cloro-3-hidroxibenzoico), 2. 2-Cl-4-HBA (2-cloro-4-hidroxibenzoico), 3. 2-Cl-5-HBA
(2-cloro-5-hidroxibenzoico), 4. 2,5-DCBA (2,5-diclorobenzoico) y 5. 5-CIl-2-HBA (5-
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cloro-2-hidroxibenzoico). B) Los derivados de &acidos benzoicos clorados se
evaluaron como posibles ligandos en presencia de 5 mM UDP-glucosa. La
ordenada muestra el valor de Tm y las barras corresponden a los derivados de
acido bencilico. 1. NtUGT89A2 en ausencia de ligandos (Tm =52.4 + 1.2), 2. 2-CI-
3-HBA/UDP-glucosa (Tm = 58.4 £ 0.6), 3. 2-Cl-4-HBA/UDP-glucosa (Tm = 59.6 +
0.4), 4. 2-CI-5-HBA/UDP-glucosa (Tm = 61.2 + 0.7), 5. 2,5-DCBA/UDP-glucosa
(Tm =61.3 £ 0.3), 6. 5-Cl-2-HBA/UDP-glucosa (Tm = 59.7 + 0.2). Los experimentos
se realizaron por triplicado. C) Placa TLC y diagrama HPLC del compuesto 2-Cl-3-
HBA. Se utilizé una placa de silice como fase estacionaria, mientras que el acetato
de etilo (7:3) se usé como fase movil; las manchas se visualizaron a (A) 254 nm.
La flecha roja marca el compuesto glucosilado y la flecha negra indica el
compuesto no glucosilado en la placa TLC y en el diagrama HPLC. D) Placa TLC y
diagrama HPLC del compuesto 2-Cl-4-HBA. Se utilizé una placa de silice como
fase estacionaria, mientras que el acetato de etilo (7:3) se us6 como fase movil;
las manchas se visualizaron a (A\) 365 nm. La flecha azul marca el compuesto
glucosilado y la flecha negra indica el compuesto no glucosilado en la placa TLC y
en el diagrama HPLC. E) Placa TLC y diagrama HPLC del compuesto 2-CIl-5-HBA.
Se utilizé una placa de silice como fase estacionaria, mientras que el acetato de
etilo (7:3) se usé como fase movil; las manchas se visualizaron a (A) 254 nm. La
flecha verde marca el compuesto glucosilado y la flecha negra indica el compuesto
no glucosilado en la placa TLC y en el diagrama HPLC. En los tres casos, se

inyectaron 20 ul de la muestra y se usaron las mismas condiciones de elucion.
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Tabla 3. Valores de actividad especifica y constantes de disociacion aparente para

sustratos derivados de acidos benzoicos clorados.

Compuesto /UDP- Actividad especifica Constante de disociacion
glucosa (nkat/mg) aparente (UM) (Kdapp)
2-Cl-3-HBA 115.1 +£5.7 ubD
2-Cl-4-HBA 60.4 + 2.6 337.7+10
2-Cl-5-HBA 146.0 £ 0.2 81.4+5.6

3.7 NtUGT89AZ2 tiene una afinidad micromolar por 2,5-DHBA

Para obtener mas informacion sobre la afinidad de NtUGT89A2 por sus sustratos,
se realizaron ensayos de desplazamiento térmico monitoreados por fluorescencia
a concentraciones crecientes de 2,3-DHBA, 2,4-DHBA, 2,5-DHBA y 3,4,5-THBA
en presencia de concentraciones saturantes de UDP-glucosa. Los resultados
mostraron que las curvas de desnaturalizacidon térmica se desplazaron a
temperaturas mas altas con el aumento de la concentracién del ligando (Figuras
11A, 11B, 11C y 11E). Esto indica que la union del ligando aumenta la estabilidad
de la proteina, probablemente al incrementar el nUmero de interacciones débiles.
Ademas, se observé que se requeria una menor concentracion de 2,5-DHBA para
promover el cambio en las transiciones térmicas en comparacion con 2,3-DHBA,
2,4-DHBAY 3,4,5-THBA.

Para caracterizar mejor la afinidad por los sustratos, los datos fueron
analizados utilizando el método isotérmico propuesto por Bai et al. en 2019 (Bai et
al., 2019). Este enfoque se ha utilizado anteriormente para determinar constantes
de disociacion (Kd) a partir de datos de desplazamiento térmico (Burastero et al.,
2022; de Azevedo y Nascimento, 2022). Para este propésito, las transiciones
térmicas se expresaron como una fraccion de proteina desnaturalizada. La
fraccién de proteina desnaturalizada a una temperatura dada se selecciond y se
graficé contra la concentracion del ligando (Figuras 11D y 11F). Los resultados
mostraron una mayor afinidad por 2,5-DHBA con un Kq aparente (Kqapp) de 43.0 +
2.9 uM. La afinidad por 3,4,5-THBA fue 6 veces menor que la de 2,5-DHBA, con
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un Kqapp de 257 + 6.1 yM. Mientras que el Kqapp para 2,3-DHBA y 2,4-DHBA fue
de 2864 + 41 upM y 603.4 £ 5.9 uM, respectivamente. Estos resultados son
consistentes con los valores de Tm mostrados en la Tabla 1 y los valores de
actividad especifica mostrados en la Tabla 2. En ambos casos, los mejores
resultados se obtuvieron con 2,5-DHBA, seguidos de 3,4,5-THBA, 2,3-DHBA y
2,4-DHBA. Por otro lado, el analisis isotérmico con los derivados clorados mostré
que NtUGT89A2 tiene una afinidad 2 veces menor por 2-CI-5-HBA en
comparacién con 2,5-DHBA (Tabla 3 y Tabla 2). Mientras que la afinidad por 2-Cl-
4-HBA es 1.8 veces mayor en comparacion con 2,4-DHBA. Asi, el papel del grupo

OH- en C-2 en la union se recupera parcialmente por ClI-.
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Figura 11. Andlisis del desplazamiento térmico de NtUGT89A2 frente a derivados
de hidroxilados de acidos benzoicos. (A) Curvas de desnaturalizacion térmica de
NtUGT89A2 a concentraciones crecientes de 2,3-DHBA (0—1 mM) y concentracion
saturante de UDP-glucosa (5 mM). Para mayor claridad, se muestran solo seis
curvas representativas. De manera similar, en (B) se muestran las transiciones
térmicas a concentraciones crecientes de 2,4-DHBA (0—1 mM), en (C) las curvas
con 2,5-DHBA (0-0.1 mM) y en (E) las correspondientes a 3,4,5-THBA (0—1 mM).
La concentracion de UDP-glucosa en (B), (C) y (E) fue de 5 mM. D) Analisis
isotérmico de los experimentos de desnaturalizacidn mostrados en A, By C. De
cada transicion térmica, se tomo la fraccion de proteina desnaturalizada a 52 °C y
se grafico en funcion de la concentracion correspondiente de DHBA. F) Andlisis
isotérmico de los datos mostrados en (E) a 52 °C. Las constantes de afinidad
aparente (Kqapp) se muestran en la Tabla 2. Todos los experimentos se realizaron

por triplicado.
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3.8. Efecto de la temperatura sobre la actividad enziméatica de NtUGT89A2

El efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica se evalud incubando la
enzima durante 60 minutos a diferentes temperaturas, desde 20 hasta 100°C en
incrementos de 5°C, y luego midiendo la actividad a 37°C. La enzima mostré un
100% de actividad desde 20 hasta 70°C. Sin embargo, la actividad disminuyo en
un 50% a 75°C y fue minima a 95°C (Figura 12A). Estos resultados indican que la
enzima mantiene su actividad durante al menos una hora a 70°C. Estos ensayos
se realizaron con 2,5-DHBA ya que fue el sustrato que mostré la mayor actividad
especifica Por otra parte, se midié la temperatura 6ptima de actividad de la
enzima, observandose una actividad del 100% en el rango de 20 a 70°C (Figura
12B).
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\Q \ \ﬂ / \
< 804 < s
f
2 ‘ 2 ' L
B 601 : & 03 L3
o . . [ A
_; 40 TNy _; 40 %
© . © / ]
2 201 \ 2 201 \
S S \
(%) 0 -— o 0 -
< 1 I 1 1 1 1 1 T < 1 1 | 1 1 T Ll T
20 30 40 50 60 70 80 90 100 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 12. NtUGTB89A cataliza la glicosilacion de 2,5-DHBA a 70 °C. A) Ensayo de
estabilidad térmica: alicuotas de la enzima fueron incubadas cada 5 °C desde 20
hasta 100 °C durante 60 minutos, y luego se midid la actividad a 37 °C. B)
Temperatura Optima de actividad: la actividad enzimatica se evalué cada 5 °C

desde 20 hasta 100 °C. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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Discusion

En este estudio seleccionamos la secuencia XP_016497160.1 que codifica la
proteina NtUGT89A2 de N. tabacum con el objetivo de expresarla, purificarla y
caracterizarla bioquimicamente. La proteina NtUGT89A2 muestra un 48.6% de
identidad con la proteina AtUGT89A2 (UniProt Q9LZD8). El andlisis de la
secuencia de NtUGT89A2 muestra la presencia varios residuos relevantes cuya
funcién ha sido descrita en otras UGTSs. Entre estos observamos la presencia de la
histidina catalitica (His19) que participa en la desprotonacion del sustrato aceptor y
del &cido aspartico (Aspl19) que estabiliza la carga de la histidina durante la
reaccion, por lo que NtUGT89A2 es capaz de formar la triada catalitica aceptor-
His-Asp (Lairson et al., 2008; Wang, 2009).

Por otro lado, el motivo PSPG caracteristico de las UGTs de plantas (Shao
et al., 2005; Wang, 2009), se localiza entre los residuos 344 y 388 en el dominio
C-terminal. En este motivo se encuentran conservados varios residuos que han
sido descritos como relevantes en la union del sustrato UDP-glucosa (Lairson et
al., 2008). Por ejemplo, se ha propuesto que el triptéfano en la posicion 1 del
PSPG (W344) forma una plataforma hidrofébica que interacciona con el anillo de
uracilo del UDP. La glutamina en la cuarta posicion (Q347) y el acido glutamico en
la posicion 27 (E370) forman enlaces de hidrégeno con grupos hidroxilos de la
ribosa. La histidina en la posicion 19 (H362) y la serina en la posicion 24 (S367)
interactan con los oxigenos de los dos fosfatos, mientras que en el
reconocimiento de la glucosa participan el acido aspartico en la posicion 43 y la
glutamina en la 44 (D387 y Q388), que interaccionan con los hidroxilos en C2, C3,
y C4. La presencia de estos residuos sugiere que NtUGT89A2 es una
glicosiltransferasa que utiliza UDP-glucosa como sustrato (Shao et al., 2005;
Wang, 2009). Ademas, NtUGT89A2 contiene un residuo de serina en la posicion
142. Esta posicién es relevante puesto que la presencia de una serina en la
posicion correspondiente en AtUGT89A2 (Serl53) favorece la preferencia por la
UDP-glucosa como sustrato (Chen & Li, 2017). Cabe mencionar que la mayoria de
las UGTs caracterizadas utilizan preferentemente la UDP-glucosa como sustrato

donador.
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La comparacion del motivo PSPG de NtUGT89A2 con el de AtUGT89A2
permitid identificar diferencias interesantes en los primeros 11 residuos (Figura
13). En las posiciones 3 y 9, AtUGT89A2 tiene residuos de Serina y Arginina,
respectivamente. En su lugar NtUGT89A2 tiene Prolina y Glicina, sugiriendo un
cambio en la flexibilidad de esta region. Ademas, en las posiciones 6 y 11
AtUGT89A2 tiene Alanina y Valina, respectivamente; en comparacion,
NtUGT89A2 tiene Acido Glutamico y Arginina, lo que sugiere un cambio en la
carga electrostética de la region y posiblemente mayor exposicion al solvente. Las
implicaciones de estos cambios en el reconocimiento y afinidad por el sustrato

seran analizadas en trabajaos posteriores.

N. tabacum 344 WAPQVEILGHRAIGGFLSHCGWNSVLEAIVAGVQILGWPMEADQ 387

N. sylvestris 344 WAPQVEILGHRAIGGFLSHCGWNSVLEAIVAGVQILGWPMEADQ 387

N. attenuata 345 WAPQVEILGHRAVGGFLSHCGWNSVLEAIVAGVQILGWPMEADQ 388

C. annuum 340 WAPQVEILGHQAVGGFLSHCGWNSVMEGIVAGVLILGWPMEADQ 383

S. lycopersicum 342 WAPQVEILGHRAIGGFLSHCGWNSVMEAIVAGVIILGWPMEADQ 385
S. pennellii 341 WAPQVEILGHRAVGGFLSHCGWNSVLEAIVAGVLILGWPMEADQ 384

N. tomentosiformis 344 WAPQVEILGHRAVGGFLSHCGWNSVLEAIVAGVHILGWPMEADQ 387
A. thaliana 341 WVSQLAVLRHVAVGGFLSHCGWNSVLEGITSGAVILGWPMEADQ 384

* x* . e K K . EEEKEKEKEKEKEKKKKK K X . X K 2% K K K K K K

Figura 13. Alineamiento multiple del motivo PSPG de NtUGT89A2 con secuencias
homélogas de la familia de Solanaceae y UGT89A2 de Arabidopsis thaliana. Los
residuos relevantes conservados en Solanaceae que no estan conservados en
Arabidopsis se muestran en azul en las posiciones 3 y 9 (Pro346 y Gly352 en
tabaco) y en rojo en las posiciones 6 y 11 (Glu349 y Arg354 en tabaco). Las
secuencias incluidas fueron las siguientes: N. tabacum (XP_016497160.1), N.
sylvestris (XP_009760334.1), N. attenuata (XP_019226134.1), C. annuum
(XP_016543279.1), S. |lycopersicum (XP_010320821.1), S. pennelli
(XP_015074899.1), N. tomentosiformis (XP_009603763.1), A. thaliana
(CAB83309.1).

Con el objetivo de predecir la probabilidad de que la enzima NtUGT89A2
fuera expresada de forma soluble en bacteria, y favorecer su caracterizacion

bioguimica y biofisica subsecuente, se usaron predictores de cristalizacion y de
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solubilidad. El valor de solubilidad predicho para la proteina fue menor al valor
promedio de las proteinas solubles de E. coli, con un score de 0.27 (Hebditch et
al., 2017). Sin embargo, se ha reportado previamente que otras
glicosiltransferasas con un score similar como AtUGT89A2 (Lim et al., 2002), que
han sido purificadas en la fraccion soluble a partir de cultivos bacterianos. Otros
ejemplos de expresion en bacteria incluyen a la UGT73B16 de Rhodiola rosea

(Mirmazloum et al., 2019).

En los primeros ensayos de purificacion de NtUGT89A2, observamos un
bajo rendimiento en la proteina total recuperada en el Ultimo paso de purificacion
(SEC), con 0.6 mg/L, mientras que en sistemas de expresion y purificacion
similares los rendimientos suelen ser mayor a 5 mg/L en condiciones Optimas
(Bocanegra-Jiménez et al., 2021). Trabajos previos han reportado que la cantidad
de proteina purificada puede mejorar significativamente aumentando su
estabilidad, lo que evita su desplegamiento, agregaciéon o degradacion. Esto se
logra optimizando la composicion del amortiguador o identificando ligandos
especificos de la proteina (Vedadi et al., 2006). Tomando esto en consideracion,
optimizamos la composicion del amortiguador utilizando el ensayo de
desplazamiento térmico. La purificacion con el amortiguador optimizado, permitio
obtener 3 veces mas proteina (1.8 mg/L) comparado con las condiciones no
optimizadas.

Como se esperaba, se observdé un aumento significativo de estabilidad
térmica de la proteina en presencia de posibles sustratos, en particular el 2,5-
DHBA y la UDP-glucosa mostraron los mejores resultados. Sin embargo, es
importante notar que todos los derivados mono- y di-hidroxilados del DHBA
mostraron un aumento significativo de la Tm en presencia de UDP-glucosa. Esto
sugiere gque la enzima reconoce elementos comunes presentes en los derivados
del acido benzoico, como el grupo COO- y el anillo de benceno; este ultimo
probablemente mediado por interacciones n-n con residuos aromaticos. Ademas,
los resultados sugieren que el grupo OH- en la posicion 2 del anillo tiene un papel
relevante en el reconocimiento probablemente por interacciones ionicas, puesto

gue los derivados con este grupo favorecieron una mayor estabilidad. En
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concordancia, la presencia de un sustituyente con carga positiva en el acido 4-

aminobenzoico, no mostré ningun efecto sobre la Tm.

En condiciones nativas NtUGT89A2 se encontr6 como mondomero en
solucién, con un peso molecular determinado por SEC de 58.3 kDa, que coincide
con el valor determinado por DLS (57.8 £ 6.4 kDa). Estos resultados concuerdan
con reportes de glicosiltrasnferasas de la familia GT1. Por ejemplo, la enzima
UGT71G1 de Medicago truncatula y VvGT1 de Vitis vinifera (Lemmerer et al.,
2019; Noguchi et al., 2007; Offen et al., 2006) han sido reportadas como

monomeéricas.

Con respecto al sustrato aceptor, NtUGT89A2 mostrd una preferencia por
2,5-DHBA sobre 3,4,5-THBA, 2,3-DHBA y 2,4-DHBA. Observamos esta
preferencia en los ensayos de actividad enzimatica, estabilidad térmica y afinidad.
Por ejemplo, la actividad con 2,5-DHBA fue 1.2 veces mayor que con 3,4,5-THBA,
1.7 veces mayor que con 2,3-DHBA y 6 veces mayor que con 2,4-DHBA. De
manera similar, observamos la mayor estabilidad térmica con 2,5-DHBA en
comparacién con 3,4,5-THBA, 2,3-DHBA y 2,4-DHBA. Ademas, la enzima mostré
una mayor afinidad por 2,5-DHBA, seguida en orden descendente por 3,4,5-THBA,
2,3-DHBA y 2,4-DHBA. Estos resultados son consistentes con informes previos en
los que se demostré que AtUGT89A2 tenia una preferencia por 2,5-DHBA sobre
2,3-DHBA (Chen & Li, 2017). Sin embargo, es importante sefalar que
NtUGT89A2, a diferencia de su ortélogo en A. thaliana, puede aceptar 2,4-DHBA
como sustrato. Ademas, hemos demostrado que la enzima también puede utilizar
3,4,5-THBA y tres derivados clorados del acido benzoico como sustratos.
Adicionalmente, la actividad especifica determinada con 2,5-DHBA fue 239 veces
mayor que la actividad especifica reportada previamente para AtUGT89A2 (Lim et
al., 2002). Cabe sefialar que, segun la identidad de la secuencia de aminoacidos
con AtUGT89A2 y los informes previos (Chen y Li, 2017), es probable que
NtUGT89A2 también pueda aceptar UDP-xilosa como sustrato donador. Se

necesitan mas experimentos para investigar esta posibilidad.

En general, los datos de MS y RMN, junto con los resultados de los

derivados clorados, demuestran la capacidad de NtUGT89A2 para catalizar el
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enlace O-B-glucosidico en el C-3, C-4 o C-5 de los derivados dihidroxilados del
acido benzoico en los que el segundo grupo OH esta en C-2. Vale la pena sefalar
gue nuestros resultados sugieren un papel importante del OH en C2 en el
reconocimiento por la enzima. Esto es evidente a partir de los resultados de
estabilidad térmica con acido benzoico y 2-HBA. En presencia de acido benzoico y
UDP-glucosa, observamos un aumento moderado de 3 °C en la Tm en
comparaciéon con la enzima sin ligandos. Por el contrario, cuando un grupo OH
esta presente en la posicion C-2 (2-HBA/UDP-glucosa), el aumento en la Tm fue
notable, con una diferencia de 10 °C en comparacion con la enzima sin ligandos.
Ademas, no observamos ningun cambio adicional con la presencia de un segundo
OH, como se observa en los derivados dihidroxilados (2,3-DHBA, 2,4-DHBA o0 2,5-
DHBA). Tampoco observamos una disminucion significativa cuando el OH en C-2
fue reemplazado por un Cl, como en los derivados clorados. Por lo tanto, los
resultados nos permiten proponer que el papel del OH en C-2 es en la union con la
enzima. Se necesitardn mas experimentos para verificar esta observaciéon. Por
otro lado, los resultados obtenidos con 3,4,5-THBA, donde observamos un
comportamiento casi idéntico al de 2,3-DHBA en términos de estabilidad térmica,
actividad enzimética y afinidad, sugieren un mecanismo de union a la enzima
diferente al de los sustratos dihidroxilados. Esto puede indicar que NtUGT89A2
tiene baja especificidad para el sustrato aceptor, similar a lo que se ha descrito
para otras UGTs (Kannangara et al., 2011; Louveau y Osbourn, 2019; Shao et al.,
2005; Wang, 2009; Yan et al., 2022). De hecho, los resultados preliminares
muestran que NtUGT89A2 también puede aceptar 4-hidroxibenzaldehido como
sustrato (Figura S2).

En las plantas, el 2,3-DHBA y 2,5-DHBA se consideran los principales
productos del catabolismo del &cido salicilico (SA), que es una molécula de
sefalizacion endogena critica en los mecanismos de defensa de las plantas (Ding
y Ding, 2020). La adicion del grupo hidroxilo al SA en las posiciones C3 y C5 del
anillo es catalizada por la enzima &cido salicilico 3-hidrolasa (S3H) y la &cido
salicilico 5-hidrolasa (S5H), respectivamente (Zhang et al., 2013, 2017). La
produccion de derivados hidroxilados de SA se considera un mecanismo mediante

el cual las plantas regulan la homeostasis de SA. Ademas, la glucosilacion
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mediada por UGT76D1 de 2,3-DHBA y 2,5-DHBA se ha implicado recientemente
en la respuesta de hipersensibilidad inducida por patdégenos en A. thaliana (Huang
et al., 2018). Este trasfondo sugiere que la funcion de NtUGT89A2 puede estar
relacionada con los mecanismos de defensa de N. tabacum. Alternativamente,
NtUGT89A2 puede estar involucrada en la prevencion de la acumulacion de altas
concentraciones de 3,4,5-THBA. Similar a lo que se ha descrito en la granada,
donde se observé una acumulacién de glucdsidos de acido galico (3,4,5-THBA) en
una linea con doble represién que inhibid la produccion de B-glucogalina a partir

de acido galico (Ono et al., 2016).

Finalmente, es interesante sefialar que la enzima permanece activa
después de una hora de incubacion en un amplio rango de temperaturas, incluso a
70 °C. Estos resultados nos permiten proponer que NtUGT89A2 puede utilizarse
como una herramienta para el desarrollo de compuestos bioactivos a temperaturas
superiores a la ambiental. Sin embargo, aun es necesario demostrar que la

enzima puede glucosilar compuestos de diferente naturaleza.
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Conclusiones

La exploracion del proteoma de tabaco condujo a la identificacion de la
glicosiltransferasa NtUGT89A2, una proteina de 467 aminoacidos que comparte
~50% de identidad con la UGT89A2 de A. thaliana y estad conservada en varias
especies de la familia Solanaceae. La proteina se expresé en bacterias y se
obtuvo con alta pureza mediante un protocolo de cromatografia liquida en tres
etapas. Se utilizo un ensayo de desplazamiento térmico para identificar ligandos y
sustratos que mejoran la estabilidad térmica de NtUGT89A2. La enzima, que es un
mondmero en solucion, cataliza la O-B-glucosilacion de derivados del acido
benzoico, mostrando preferencia por el 2,5-DHBA frente a 2,3-DHBA y 2,4-DHBA.
Otros sustratos de la enzima incluyen el 3,4,5-THBA y derivados clorados como el
2-CIl-3-HBA, 2-Cl-4-HBA y 2-CI-5-HBA. Ademas, la enzima muestra actividad en
un amplio rango de temperaturas y una afinidad por sus sustratos en el rango
micromolar. Estos resultados proporcionan una base para futuros estudios

funcionales y estructurales de NtUGT89A2.
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Tabla S1. Valores del punto medio de desnaturalizacion térmica (Tm) para
NtUGT89A2 en presencia de aditivos y ligandos. Las curvas de desnaturalizacion
térmica se obtuvieron utilizando el ensayo de desplazamiento térmico con 0.1
mg/mL de proteina y Sypro Orange 5X. Se realiz6 un ajuste no lineal a la ecuacion
de Boltzmann. Los experimentos se realizaron por triplicado y se presenta el valor

Anexo 1

promedio.
Condicion Compuesto Concentracion pH Tm (°C)
Proteina sin
- - 8 52.4
aditivos
MES 50mM 5.5 47.2
MES 50mM 6.0 50.7
MOPS 50mM 6.5 50.9
pH Tris 50mM 7 53.0
HEPES 50mM 7.5 51.9
Tris 50mM 8 51.5
Tris 50mM 8.5 50.3
5% 8 -
10% 8 49.9
Crowding Glycerol
15% 8 51.1
20% 8 50.7
Chelating 1mM 8 50.5
EDTA
agent 2mM 8 47.2
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Condicion Compuesto Concentracion pH Tm (°C)

5mM 8 49.6
100mM 8 52.4
200mM 8 52.6
400mM 8 56.1
Sal NaCl
600mM 8 56.2
800mM 8 56.3
1000mM 8 56.5
Sal/pH NaCl/Tris 600mM 7 54.2
2mM 8 48.6
3mM 8 51.9
Agente

B-mercaptoetanol 5mM 8 49.6

reductor
10mM 8 49.7
15mM 8 49.8
250uM 8 51.1
500uM 8 52.2

UDP-glucosa

3000pM 8 51.8
5000puM 8 51.2
Ligando 250uM 8 49.8
2,5 DHBA 500uM 8 51.5
1000uM 8 51.3
2HBA 1000puM 8 55.4
3HBA 1000puM 8 49.8
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Condicion Compuesto Concentracion pH Tm (°C)
4HBA 1000uM 8 51.8
2,3 DHBA 1000uM 8 53.2
Acido benzoico 1000uM 7 55.7
2-HBA 1000uM 7 62. 8
3-HBA 1000uM 7 55.8
4-HBA 1000uM 7 56.0
2,3-DHBA 1000uM 7 60.7
2,4-DHBA 1000puM 7 58.8
Ligando +
2,5-DHBA 1000pM 7 62.9
5mM UDP-
2,6-DHBA 1000puM 7 60.2
glucosa
2,3,4-THBA 1000pM 7 60.9
3,4,5-THBA 1000uM 7 60.6
Acido 4-
1000uM 7 52.3
aminobenzoico
Acido 5-cloro-2-
1000uM 7 59.7

hidroxibenzoico
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NtUGT89A2 + - + - + - NtUGT89A2 + -+ - NtUGT89A2 + -

Figura S1: Analisis TLC de la reaccion de glicosilacion catalizada por
NtUGT89A2. A) Resolucién TLC del producto de glicosilacion de 2-HBA, 2,3-
DHBA, 2,5-DHBA. Se utilizé una placa de silice como fase estacionaria y una fase
movil compuesta por una proporcién 7:3 de acetato de etilo a metanol. La placa se
revel6 exponiéndola a una longitud de onda de 365 nm. 1. Producto de
glicosilacion de 2-HBA, 2. Compuesto de referencia de 2-HBA, 3. Producto de
glicosilacion de 2,3-DHBA (indicado por una flecha negra), 4. Compuesto de
referencia de 2,3-DHBA, 5. Producto de glicosilacién de 2,5-DHBA (indicado por
una flecha negra), 6. Compuesto de referencia de 2,5-DHBA. B) Resolucion TLC
del producto de glicosilacion de 2,4-DHBA, 3,4,5-THBA. Se utilizé una placa de
silice como fase estacionaria y una fase movil compuesta por una proporciéon 7:3
de acetato de etilo a metanol. La placa se revel6 exponiéndola a una longitud de
onda de 254 nm. 1. Producto de glicosilacién de 2,4-DHBA, 2. Compuesto de
referencia de 2,4-DHBA, 3. Producto de glicosilacién de 3,4,5-THBA (indicado por
una flecha negra), 4. Compuesto de referencia de 3,4,5-THBA. C) Resolucion TLC
del producto de glicosilacion de 4-hidroxi-benzaldehido. Se utilizé6 una placa de
silice como fase estacionaria y una fase movil compuesta por una proporcion 7:3
de acetato de etilo a metanol. La placa se revel6 exponiéndola a una longitud de
onda de 254 nm. 1. Compuesto de referencia de 4-hidroxi-benzaldehido, 2.
Producto de glicosilacion de 4-hidroxi-benzaldehido (indicado por una flecha

negra).
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Figura S2: Andlisis del producto de glicosilacion del 2,3-DHBA, 2,4-DHBA y 3,4,5-
THBA mediante HPLC en fase reversa. El perfil de elucién de la mezcla de

reaccion con 2,3-DHBA se muestra en la parte superior, el perfil con 2,4-DHBA

esta en el medio, y la mezcla de reaccién con 3,4,5-DHBA se muestra en la parte

inferior. En todos los casos, se inyectaron 20 pl de la muestra y se utilizaron las

mismas condiciones de elucion.
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Figura S3. Analisis del producto de glicosilacién del 2-CI-3-HBA, 2-Cl-4-HBA y 2-
CI-5-HBA mediante HPLC en fase reversa. El perfil de elucién de la mezcla de
reaccion con 2-Cl-3-HBA se muestra en la parte superior, el perfil con 2-Cl-4-HBA
esta en el medio y la mezcla de reaccion con 2-Cl-5-HBA se muestra en la parte
inferior. En todos los casos, se inyectaron 20 pl de la muestra y se utilizaron las

mismas condiciones de elucion.
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Figura S4. ldentificacién estructural del producto de la reaccion catalizada por
NtUGT89A2 con 2,3-DHBA y UDP-glucosa. El espectro MS/MS en modo negativo
muestra el ion molecular [M-H]” a 315.0709 m/z, que corresponde a la masa
molecular del monoglucésido de 2,3-DHBA. Se observa una pérdida de 162 Da,
correspondiente a la eliminacién de una unidad de glucosa, a 153.0170 m/z,

indicada por una flecha azul.
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Figura Sb5. ldentificacién estructural del producto de la reaccion catalizada por
NtUGT89A2 con 2,4-DHBA y UDP-glucosa. El espectro MS/MS en modo negativo
muestra el ion molecular [M-H]” a 315.0708 m/z, que corresponde a la masa
molecular del monoglucésido de 2,4-DHBA. Se observa una pérdida de 162 Da,
correspondiente a la eliminacion de una unidad de glucosa, a 153.0184 m/z,

indicada por una flecha azul.
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Figura S6. Identificacién estructural del producto de la reaccion catalizada por
NtUGT89A2 con 2,5-DHBA y UDP-glucosa. El espectro MS/MS en modo negativo

muestra el ion molecular [M-H]” a 315.0690 m/z, que corresponde a la masa

molecular del monoglucésido de 2,5-DHBA. Se observa una pérdida de 162 Da,

correspondiente a la eliminacién de una unidad de glucosa, a 153.0208 m/z,

indicada por una flecha azul.
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Figura S7. Identificacién estructural del producto de la reaccion catalizada por
NtUGT89A2 con 3,4,5-THBA y UDP-glucosa. El espectro MS/MS en modo
negativo muestra el ion molecular [M-H]™ a 331.0660 m/z, que corresponde a la
masa molecular del monoglucésido de 3,4,5-THBA. Se observa una pérdida de
162 Da, correspondiente a la eliminacion de una unidad de glucosa, a 169.0127

m/z, indicada por una flecha azul.

64



Relative Abundance

-«

N
2-CI1-3-HBA spectrum
B 1709807
1479
15276
278
146 0349
624
130 9643
E
|
o 1519218
134 0825
1020475 413 426
386 1620770386
1149891
855044 4
632640 249 262
215 757308212 '
. 1169250
329021 101.9409 190
127 120 R
101 4080
8
G
50 80 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160 170

s
049
1789757
73
.
184 9010
480
‘ ‘
> 1859119
1190 9201
429 35%
,
190 9179
197
180 190 200
m/z

206 9702
1826

2100484
861

'
2138482
186

|
2138788
2]

210 20

-162 Da

1
2398960
788
2350044
a5
) - |
! 2618632
240 9054 £ 201 0?95
219 2560516 20528 2 :
=0 217 3005865
259
2498200 2660243
123 101 !
94 81
115

23 240 250

3330337
A

341.1080
o

Figura S8. ldentificacién estructural del producto de la reaccidén catalizada por
NtUGT89A2 con 2-CI-3-HBA y UDP-glucosa. El espectro MS/MS en modo

negativo muestra el ion molecular [M-H]™ a 333.0337 m/z, que corresponde a la

masa molecular del monoglucésido de 2-CI-3-HBA. Se observa una pérdida de

162 Da, correspondiente a la eliminacion de una unidad de glucosa, a 170.9807

m/z, indicada por una flecha azul.

65



100, B o

2-Cl-4-HBA spectrum
]
Q
ﬁ A S
ae2
b= -162 Da
=}
= <
£
< -
o
>
=
<
-
)
nﬂ 1720797
210
350345
1725
206 9696
145 G281 1508
1306
1749530 34,'1'4%67
196 0630 1025
888 104 8007
1789754 1
1020474 ’ | &8 764 oo 20
oR 1300645 | 1462424 ( il 2069518 !
1 116 6268 421 5 1 518 2638643 1
6849 162 9605 " ! ! _ 5
C2%05 G103 668302 639305 4 207 2331535 w ms 2890428200 055 07 8568 08 s
150 13 78 J l { . ‘ 19 s e |
etmdhoin bbbt b bbbl b il s bbb sl ittt ol sl
& 70 80 80 100 10 120 130 140 = 150 160 = 170 160 100 = 200 210 20 230 240 250 280 210 | 260 200 = 00 310 320 330 340 3%

m/z

Figura S9. ldentificacién estructural del producto de la reaccion catalizada por
NtUGT89A2 con 2-Cl-4-HBA y UDP-glucosa. El espectro MS/MS en modo
negativo muestra el ion molecular [M-H]™ a 333.0353 m/z, que corresponde a la
masa molecular del monoglucésido de 2-Cl-4-HBA. Se observa una pérdida de
162 Da, correspondiente a la eliminacion de una unidad de glucosa, a 170.9842

m/z, indicada por una flecha azul.
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Figura S10. Identificacion estructural del
NtUGT89A2 con 2-CI-5-HBA y UDP-glucosa. El espectro MS/MS en modo

negativo muestra el ion molecular [M-H]™ a 333.0348 m/z, que corresponde a la
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producto de la reaccion catalizada por

masa molecular del monoglucésido de 2-CI-5-HBA. Se observa una pérdida de

162 Da, correspondiente a la eliminacion de una unidad de glucosa, a 170.9841

m/z, indicada por una flecha azul.
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Figura S11. Espectro de 'H-NMR de la reaccién enzimatica cruda catalizada por
NtUGT89A2 utilizando 2,5-DHBA como aceptor y UDP-Glucosa como donador.
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Figura S12. Espectro HMBC de la reaccion enzimatica cruda que muestra

correlaciones cruciales para localizar el grupo glucosa en la estructura de 2,5-

DHBA.
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Anexo 2

Articulo publicado: The Nicotiana tabacum UGT89A2 enzyme catalyzes the glycosylation of

di- and trihydroxylated benzoic acid derivatives

https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2024.114203
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