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Resumen

El conocimiento acerca de los mecanismos fisiolégicos y moleculares que determinan la calidad de
alimentos de origen vegetal es de fundamental importancia para el disefio de estrategias racionales
que permitan el agregado de valor a los sistemas de produccién. Con esta perspectiva, en este trabajo
se presentan las contribuciones que nuestros laboratorios han realizado con investigaciones que
buscan identificar los determinantes genéticos y a entender los mecanismos moleculares que regulan
los contenidos de Vitamina E en tomate.

Abstract

Understanding the molecular and physiological mechanisms that determine the quality of vegetables-
derived foods is of fundamental importance to add value to the primary and the secondary
production systems. With this perspective, we present the contributions that our laboratories have
made with research aimed towards identifying the genetic determinants and the molecular
mechanisms that regulate the contents of Vitamin E in tomatoes.

Introduccion

El consumo de vegetales es fundamental para la salud humana como principal fuente de multiples
moléculas esenciales. Los tocoferoles (también conocidos como tococromanoles) constituyen
colectivamente la vitamina E (VTE), el mayor antioxidante lipofilico en la dieta humana. Todos son
moléculas anfipaticas, que contienen una cabeza polar cromanol que deriva del 4cido homogentisico
y una cola lipofilica que deriva del fitol. Existen cuatro formas de tocoferoles (a, 3, y and &), que
ocurren naturalmente y que difieren en la posicién y nimero de metilos en el anillo cromanol (Figura
1). Estos compuestos son sintetizados por la condensacién de un anillo cromanol que proviene de la
via del shikimato (SK) con una cadena prenilo que proviene de la via del metil- eritriol fosfato (MEP)
(Figura 2). Estas vias metabdlicas son centrales en el metabolismo de los cloroplastos de las plantas y
estan involucradas en la biosintesis de moléculas importantes como la clorofila, los carotenoides, los
aminoacidos aromaticos y las prenilquinonas.

Aunque todos los tococromanoles tienen una potente actividad antioxidante in vitro, a-tocoferol es el
mas activo en términos de actividad de VTE debido, en parte, a que es la forma retenida y
transportada mas eficaz en células de mamiferos (1). Se han registrado sintomas especificos de la
deficiencia de VTE (ej: resorcion fetal, distrofia muscular, y encefalomalacia) en experimentos con
animales y dietas deficientes en VTE (2). El consumo de tocoferol recomendado en humanos (RDA) en
la dieta de un adulto es de 15 mg/dia (definido como 2R-a-tocoferol). Particularmente, el fruto de
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tomate es una importante fuente de antioxidantes en la dieta debido a su alto contenido en éstos
compuestos y a su elevado consumo en las dietas occidentales. Los principales antioxidantes
presentes en el fruto de tomate son el acido ascérbico (VTC), licopenos, carotenos, compuesto
fendlicos y los tocoferoles (VTE). El avance logrado en el conocimiento sobre la regulacién de estos
compuestos, asi como la aplicacion de estrategias de ingenieria metabdlica, han permitido obtener
frutos de tomate con mayores concentraciones de flavonoides y acidos fendlicos (3, 4, 5).
Contrariamente a las numerosas publicaciones acerca de la regulacién de los principales antioxidantes
de tomate (VTC, licopenos y polifenoles), el conocimiento acerca de la regulacién de la biosintesis de
tocoferoles en este fruto es escaso.
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Figura 1 Estructura quimica de tocoferoles.

En los ultimos anos, nuestros laboratorios se han centrado en identificar los determinantes genéticos y
entender los mecanismos moleculares que regulan los contenidos de VTE en tomate.

Regiones gendmicas y mapeo de genes que regulan Tocoferoles en tomate

Inicialmente, comenzamos mapeando regiones especificas de cromosomas que regulan un caracter
cuantitativo (quantitative trait loci o QTL en ingles) para contenidos de VTE en los frutos maduros de
tomate (6). En este estudio se empled una poblacién de lineas introgresadas (S. lycopersicum x S.
pennellii) obtenida por el cruzamiento una linea del tomate cultivado y una especie silvestre (Solanum
pennellii). Las 76 lineas que componen esta poblacién albergan una Unica regién cromosémica de la
especie silvestres (de localizacién conocida en el genoma) en el trasfondo genético de la especie
cultivada. Los cambios en el contenido de tocoferoles en estas lineas respecto de los de la especie
cultivada, son atribuidos al efecto de la regidn introgresada de la especie silvestre, estableciendo asi
cada QTL. De los doce cromosomas de tomate, se identificaron QTL para VTE en los cromosomas 6, 7, 8
y 9 (Figura 3). En paralelo se mapearon todos los genes de la sintesis de VTE donde se pudo evidenciar
que esos QTL co-localizan con 16 genes de esta via (Figura 3). La mayoria de estos genes codifican para
enzimas que intervienen en las etapas finales de la ruta de sintesis poniendo en evidencia que la
regulacién de los tocoferoles podria generarse principalmente en la via central de tococromanoles
(Figura 2).
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Figura 2 Vista esquemdtica del metil eritritol (MEP), shikimate (SK), vitamina E-core y vias relacionadas con las
correspondientes enzimas indicadas en rojo, verde, azul y negro, respectivamente. En los casilleros se representan el
perfil de expresion de los genes de la ruta biosintética de VTE en tomate durante el desarrollo y maduracion del fruto y
hoja. Publicado con permiso de los autores de la cita 8: Quadrana y col. 2013, Plant Mol. Biol.

Analisis funcional de los genes mapeados

Para comprobar la funcionalidad de los genes de la via central en la sintesis de tocoferoles en tomate,
se desarroll6 un sistema de silenciamiento de genes inducido por virus (VIGS) por infiltracién en los
pedunculos de la inflorescencia en la etapa de pre-antesis para activar el silenciamiento temprano en
el desarrollo de la fruta. El protocolo de VIGS se establecié en plantas transgénicas que expresan
constitutivamente la proteina verde fluorescente (GFP) y permite el analisis espacio-temporal de la
funcionalidad de genes especificamente expresado en frutos (Figura 4) (7).
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El silenciamiento de los genes vte3 (1) en frutos de tomate utilizando esta técnica dio como resultado
aumentos significativos de [-tocoferol y niveles reducidos de y-tocoferol. Por otro lado, el
silenciamiento vte4 dié como resultado niveles reducidos de a- y B tocoferol y una acumulacién de y-
tocoferol. Estos cambios fueron acompanados por incrementos en los carotenos, el licopeno y la
capacidad antioxidante, lo que sugiere que las vias tanto de tocoferol como de carotenoides estan co-
reguladas, lo que impacta en la regulacién del estado redox celular de los frutos de tomate.
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Figura 3 Localizacién genémica de los genes de la biosintesis de tocoferol. Los marcadores y genes estdn indicados en
el lado izquierdo de los cromosomas en rojo. Los QTL de tocoferoles estd indicado en el lado derecho de los
cromosomas. Publicado con permiso de los autores de la cita 6: Almeida y col. 2011, J. Exp. Bot.

Regulacion transcripcional de la biosintesis de tocoferoles durante el desarrollo y maduracion
del fruto de tomate

Posteriormente, abordamos el estudio de la cinética de produccién de tocoferoles y la expresion de los
genes de la via de sintesis tanto en 6rganos fotosintéticos como durante el desarrollo y maduracion
del fruto. Para este estudio se desarrollo una plataforma de gPCR para medir los niveles de ARNm de
47 genes que, incluyendo los paralogos, cubren tanto la via central de tocoferol como las vias
convergentes del MEP y SK (Figura 2). Los resultados mostraron que la biosintesis de tocoferol se
controla tanto temporal como espacialmente, sin embargo, el contenido total de tocoferol permanece
casi constante después del periodo de crecimiento de los frutos. Los datos de expresién se analizaron
para determinar la correlacién con los perfiles de tocoferoles. Estos andlisis permitieron detectar 18
genes clave de las vias de MEP, SK, reciclaje de fitol y de la via central de VTE fuertemente ligados con
el contenido de VTE en hojas y frutas.

Mientras que los perfiles transcripcionales de los genes de la via precursora sugeririan un aumento en
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el contenido de VTE a lo largo del desarrollo del fruto, los datos indican que en el suministro de fitil
difosfato limita la biosintesis de tocoferol en las ultima etapas de maduracién del fruto. Esto se debe
en parte a la disminucién de los niveles de transcripcion del gen que codifica para geranilgeranil
reductasa (GGDR) que restringe la disponibilidad del precursor isoprenoide (8).

pTRV1
MES pTRV2gifp

MG
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Figura 4. Silenciamiento del gen gfp como reportero en frutos de tomate infiltradas con el virus de tabaco (TRV) o el
vehiculo (buffer MES). Secciones transversales de frutos de tomate procedentes de plantas transgénicas GFP. En las
secciones sin fluorescencia el virus estd silenciando el gen. Publicado con permiso de los autores de la cita 7: Quadrana
ycol. 2011, Plant Physiol.

La carencia de fitil difosfato generados por la limitacién de la via de MEP en los ultimos estadios de
maduracién podria cubrirse desde el catabolismo de clorofilas. Para abordar esta hipétesis se exploré
la red metabdlica que vincula la biosintesis y el reciclaje de isoprenoides durante la maduracién en
mutantes de color (producto de una maduracién o senescencia alteradas o insensibles al jasmonato)
(9). La diferencia mas llamativa en la topologia de las redes construidas es que en todos los genotipos
mutantes, los tocoferoles aparecen altamente conectados con los otros componentes de las otras vias
de sintesis, pero este no es el caso con el genotipo control. Estos resultados revelan una notable
plasticidad de las rutas metabdlicas de clorofilas, carotenoides y tocoferol interconectadas que
modulan la composicion de tocoferol en las mutantes con un metabolismo isoprenoide alterado,
manteniendo asi la capacidad antioxidante constante. Los analisis de redes también mostraron que en
genotipos en los que la degradacién de clorofila esta alterada, GGDR esta conectada con el cluster
tocoferol pero no al cluster clorofila, lo que respalda un papel potencial de esta enzima en el
suministro de la cadena lateral de prenilo para la biosintesis de VTE.

Los resultados sugieren que el mantenimiento de la sintesis fitil difosfato para la sintesis de tocoferoles
son modulados por la via de MEP y del reciclaje de las clorofilas. En este ultimo caso, después de que el
residuo de fitol se elimina del anillo tetrapirrélico por accién de defitilasas como feofitinasas y

Bitacora digital / Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) | 5




!;/"ij'.

Secretaria de : FCQ
Ciencia y Tecnologia

Bitacoradigital Facultad de

Ciencias Quimicas

Universidad
Nacional
de Cérdoba

clorofilasas (CLH), se fosforila secuencialmente por dos enzimas, incluida la fitol quinasa (VTE5). Para
corroborar esta via, evaluamos en plantas de tomate deficientes en CLH y VTE5 el perfil de
prenilquinonas y clorofilas, y expresién génica (10). Los datos obtenidos muestran que el fitol derivado
de la clorofila es la fuente principal del precursor de prenilo para la biosintesis del tocoferol del
tomate, en el que aproximadamente el 80% del contenido de tocoferol depende de VTE5 tanto en
hojas como en frutos. En contraste, CLH no parece jugar un papel en la hidrélisis de fitol para la sintesis
de vitamina E. Los resultados combinados aportan otro nivel de complejidad a la red reguladora de la
VTE del tomate, revelando nuevas estrategias para la ingenieria metabélica

Regulacion epigenética de la biosintesis de tocoferoles

Como se introdujo mas arriba, los analisis genéticos realizado mostraron que el mayor QTL para VTE en
tomate esta localizado en el cromosoma 9 y co-localiza con el gen VTE3,,, uno de los pardlogos de
VTE3 (dimetil-fitilquinol metil transferasa). VTE3 cataliza el paso de metil-fitilquinol (producto de la
condensacion de fitil 2 fosfato and homogentisato) a dimetil-fitilquinol, el precursor de las dos
isoformas (alfa y gama tocoferol) mas abundantes en casi todas las especies vegetales estudiadas. El
silenciamiento de este gen por el sistema de VIGS produce una reduccién significativa de ambas
isoformas. Para identificar si el gen VTE3, es responsable de este QTL, se realiz6 un mapeo fino
reduciendo la regién introgresada del QTL y verificando que VTE3,, seguia colocalizando con el QTL.
Posteriormente, se determiné que la expresion de un alelo silvestre de VTE3,;, introgresado en el QTL,
estd incrementada respecto a su parental de la especie cultivada. El analisis estructural de VTE3, de
ambas especies mostraron diferencias principalmente en la regién promotora donde se encontraron
elementos moviles (del tipo retrotransposones de la familia SINE) que son altamente metilados en
tomate. Los estudios de metilacion de esta regién evidenciaron que el promotor de VTE3; silvestre
presenta niveles muy bajos de metilaciéon, mientras que el alelo de la especie cultivada o domesticada
se encontrod altamente metilado. Estos resultados demuestran que el mecanismo molecular del QTL en
cuestion estd asociado a la metilacion diferencial de un retrotransposén del tipo SINE localizado en la
region promotora del gen VTE3;, lo cual determina una mayor expresion del gen y un aumento del
contenido de tocoferoles. A su vez, encontramos que el estado de metilacién del alelo domesticado de
este gen cambia rapidamente cuando las plantas son cultivadas en condiciones de campo (respecto
de plantas cultivadas en condiciones controladas de inverndculo) y esto resulta en una acumulacién
diferencial de su ARNm y en ultima instancia en los niveles de tocoferol de los frutos (11).

Una escala mas de la complejidad en el entendimiento de la regulacién de los contenidos de estas
moléculas en plantas estd dada por la compartamentalizacién celular y los distintas organelas donde
se sintetizan, acumulan y actian estos compuestos en las células vegetales. En este sentido,
ultimamente hemos reportado acerca de una proteina que es capaz de unirse al tocoferol y que se
localiza las membranas tilacoidales de los cloroplastos. Considerando la naturaleza lipéfilica de los
tocoferoles, el pasaje de las mismas desde el sitio de sintesis hasta los sitios de accién, como las
membranas celulares, deberia involucrar proteinas transportadoras. En un trabajo reciente,
demostramos que la proteina TBP (por sus siglas en ingles: tocoferol binding protein) es capaz de
unirse a alfa tocoferol y que el silenciamiento del gen que codifica para TBP en plantas de tomate,
produce alteraciones significativas tanto en el metabolismo de tocoferol como de lipidos y en la
expresion de los genes de estas vias (12).
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Conclusiones

A la luz de los resultados presentados aqui, es posible comprender un poco mejor la regulacién de
tocoferoles en el fruto de tomate. El fruto de tomate durante su desarrollo y maduracién sufre cambios
genéticos, metabdlicos y fenotipicos drasticos que deben ser estrictamente regulados. La sintesis de
tocoferoles no escapa a esa regla, donde es finamente regulado para mantener niveles constantes
mostrando su vital importancia en la fisiologia del fruto. En esta revisién se mostraron diferentes
puntos regulatorios de sus sintesis, que podrian ser de interés biotecnolégico para incrementar los
niveles de tocoferoles en tomate. También aporta al entendimiento de la baja heredabilidad de los
caracteres del tocoferol que ahora puede reinterpretarse debido a la naturaleza epigenética y
reversible de uno de sus QTL, donde la inestabilidad de los epialélos produce una dinamica fenotipica
que no puede predecirse a partir de modelos estrictamente mendelianos de herencia. Estudios
adicionales con el objetivo de comprender los determinantes genéticos de otros rasgos naturales y de
baja heredabilidad permitiran el desarrollo de una teoria genética de la poblacién que incorporara la
informacién epigenética y por lo tanto serd capaz de predecir los fenotipos de las plantas y sus
estabilidades de una manera mds precisa.
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