Universitat
de Barcelona

Metabolisme dels esterols conjugats: Implicacio en el
desenvolupament i la resposta a |'estres de les plantes

Albert Ferrer

Seminaris de Recerca-Facultat de Farmacia i Ciencies de I'Alimentacio
(Barcelona, 10 de desembre de 2019)




m L] Centre de Recerca en Agrigenomica severg A
OCHOA
CraG:

CSIC IRTA URB o

Consorci integrat per 4 institucions:
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC)

Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries
(IRTA)

Universitat Autonoma de Barcelona (UAB)

Universitat de Barcelona (UB).

e

Xarxa CERCA (Generalitat de Catalunya).

’ o
A=t

Organitzat en 4 programes de recerca

Desenvolupament i Transduccid de Senyals
Resposta a Estres
Metabolisme i Enginyeria Metabolica

Genomica d’Animals i Plantes



Dos vies de sintesi d’isoprenoides en plantes
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Etapes post-esquale de la biosintesi d’esterols en plantes
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Cycloartanol

> 250 esterols diferents en plantes

Moreau et al. (2018). Prog. Lipid Res. 70,35—61.
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Esterols lliures | conjugats en plantes
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Ferrer et al., (2017) Prog. Lipid Res. 67, 27-37.



Esterols lliures i glucosilats: components estructurals de les

membranes cel.lulars

Membranes cel.lulars

Modulen la fluidesa, la permeabilitat i, en
definitiva, la funcionalitat de la membrana
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» Resposta adaptativa a I'estrés
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Esterols esterificats: una reserva d’esterols essencial per

mantenir ’homeostasi dels esterols de membrana

Suministrar esterols per la
sintesi de membranes en els
teixits en creixement i divisio
actives.

Mantenir els
d’esterols en le
durant el creixe
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Per que estudiar el metabolisme d’esterols glucosilats en tomaquet?

Compostos minoritaris a la majoria de plantes, perd en tomaquet i altres

& Solanaceas representen més del 80% del total d’esterols.

Estan involucrats en la resposta adaptativa a I'estrés biotic | abiotic.

% Model per estudiar el desenvolupament i la maduracio dels fruits carnosos.

PRINCIPALES PRODUCTORES 2015

La hortalissa més cultivada a nivell mundial (més de 182 millions de Tm en el
2017). Espanya és el segdn productor europeu i part del top 10 mundial de 10 B iraua
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En quina varietat de tomaquet?

S. lycopersicum cv. Micro-Tom
cv. Florida Basket X cv. Ohio 4013-3

v’ Cicle de vida relativament curt
v" Facil propagacio

v’ Diploide Fenotip nan: mutacions recessives en els
v Genome: 950 Mb, 12 cromosomes gens dwarf (d) i miniature (mnt)

v Col.leccions de mutants

v' Mida petita (80 plantes/m?)

v" Cicle de vida curt (70-90 dies des de la
sembra de les llavors fins obtenir fruits
madurs)

v" Facil de transformar

Genoma seqiienciat (2012)
Sol Genomics Network
http://solgenomics.net/




Biosintesi dels esterols conjugats en plantes

Mevalonate
pathway
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El genoma de tomaquet conté 4 gens que codifiquen UDP-glucosa:esterol

glucosiltransferases (SGT).

Exons/Introns:
= e e T 4YYw e Wy T4 e
SISGT1
185473 1,887,067 1,859,002 1,840,916 1,842,631 1,34, 745
Exons/Introns:
— T T T e Yy YT T
SISGT2 5,137,623 5,140,061 56,142,500 5,144,939 ) 6,147,377 56,149,815
Exons/Introns:
SISGT3 e il e R e | 2 2 S A 4 |
56,115,08 5,115,19% 5,120,253 6,122,381 56,124,488 56,125,585
Exons/Introns:
e Y s e T """
SISGT4 ; ; .
8,879,805 880,60 18,866,6%3 18,865,806 18,861,863 18,854,650

Ramirez-Estrada et al., (2017) Front. Plant Sci. 8, 984
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Les 4 UDP-glucosa:esterol

glucosiltransferases sén funcionals.

Expresio a E. coli i determinacio d’activitat in vitro
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Ramirez-Estrada et al., (2017) Front. Plant Sci. 8, 984



Relacid evolutiva entre diferents esterol glucosiltransferases de plantes.

Solanum lycopersicum SGT1

Solanum lycopersicum SGT2

Solanum lycopersicum SGT3 ’

Solanum lycopersicum SGT4 ‘

Whitania somnifera SGT3.1
l‘ Whitania somnifera SGT3.2

' Whitania somnifera SGT3.3

- Avena sativa SGT1

Arabidopsis thaliana UGT80A2

0.1

Gossypium hirsutum SGT1

Whitania somnifera SGT1

Gossypium hirsutum SGT2

Arabidopsis thaliana UGT80B1

SISGTI | SISGT2 | SISGT3 | SISGT4
SISGT1 80 59 65
SISGT2 85 59 74
SISGT3 73 75 50
SISGT4 77 85 64

Ramirez-Estrada et al., (2017) Front. Plant Sci. 8, 984
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Normalized transcript level
N N

Els 4 gens SISGT (SISGT1 a 4) s’expressen diferencialment

Quantificacié dels nivells de mRNA mitjangant RT-gPCR utilitzant RNA (cDNA) obtingut de
diferents organs i fruits en diferents etapes de creixement i maduracié
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Ramirez-Estrada et al., (2017) Front. Plant Sci. 8, 984



estres

Els gens SISGT responen de forma differenta I’

SGT1
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Localitzacio subcel.lular dels isoenzims SISGT

Expressio transitoria via A.

RB m} ORF SISGT2 GFP — NOs; %—H— tumefaciens en fulles de N.

benthamiana

GFP (cytosol) Propidium iodide (Pl) GFP + PI Bright-field

PIN2-CFP Propidium iodide (PI) PIN2-CFP + PI Bright-field

(plasma membrane)

GFP
Citosol

PIN2
Membrana

plasmatica

SISGT
Citosol?
Membrana
plasmatica?

YFP :: SISGT2

Ramirez-Estrada et al., (2017) Front. Plant Sci. 8, 984



Els isoenzims SISGT es reparteixen en proporcions variables entre el citosol i

la membrana plasmatica

Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP)
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Ramirez-Estrada et al., (2017) Front. Plant Sci. 8, 984




Estudi in silico de les preferencies de sustrat dels isoenzims SISGT

Energia d’enllag (kcal/mol)

Molecular Docking

Compound SISGT1 SISGT2 SISGT3 SISGT4
Sterols
24-Methylene-
cholesterol -8,3 -7,3 -6,8 -8,5
Campesterol -8,3 -7,4 -6,9 -8,2
Brassicasterol -8,9 -7,8 -7 -8,3
Beta-sitosterol -8 -7,2 -6,9 -7,8
Stigmasterol -8,6 -7,6 -7,4 -8,4
Cholesterol -8,1 -7,1 -6,9 -7,9
Ergosterol -8,8 -8,1 -6,7 -8,4
Steroidal alkaloids
Tomatidine -9,9 -8,2 -4,8 -9,6
Dihydrotomatidine -9,3 -9 -7,3 -8,8
Solasodine -9,8 -8,5 -4,3 -9,7
v
v
v" Falta confirmacié experimental

En col.laboracié amb:
Dr. M. Cristina Vega

Permet modelar interaccions entre
molecules petites i proteines, i predir
afinitats d’unid entre dos molecules.

Energia d’enllag

Menys afinitat

Més afinitat

Afinitats diferencials pels
possibles sustrats esterols

Alta afinitat pels alcaloides
esteroidals. Els glucoalcaloides
esteroidals sdn compostos de defensa

Suggereixen diferencies d’afinidad pels potencials sustrats entre las 4 SISGTs
SISGT3 sembla tenir menor afinidad per qualsevol dels sustrats assajats

Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB-CSIC, Madrid).

A csic



Els gens SISGT
Els gens SISGT s’expressen de

s’indugixen df—" forma diferencial en
forma diferencial la planta i durant el

en resposta a creixement i la
’ V4 \
estimuls d’estres maduracio dels

fruits

Tenen una funcio especialitzada els
isoenzims SISGT en el desenvolupament
i la resposta a estres de la planta i el
fruit del tomaquet?

Estem generant i caracteritzant una col.leccié de mutants de tomaquet
amb guany (sobreexpressid) o pérdua (knock-out/down) de funcio de
gens SISGT especifics.

Els isoenzims SISGT es
distribueixen de manera
diferencial entre la membrana
plasmatica i el citosol.




Obtencio de mutants knock-down sgt1 de tomaquet mitjancant silenciament de

I'expressidé mediat per amiRNAs

Dicer Like (DCL) mediated
cleavage of amiRNA
precursor

- -
T TR T

AMIRNA  e— — L
: o plex P amiRNA maduro

amiRNA*

| amiRNA:amiRNA* dentro de RISC
Pre amiRNA-SGT
One strand of amiRNA gets incorporated
| | into AGO/RISC and guides RISC (RNA-
a2 a1 Induced Silencing Complex) to inhibit
% % target mRNA expression either by mRNA
MRNA SISGT1 '6—_. = Deoadacln translation inhibition or degradation of
MRNA
Q‘bjﬂfb\ '\‘g’@
& (\“‘"gf
o &
o

Tiwari et al., (2014) Plant Mol. Biol. 86, 1-18.



Caracteritzacio de mutants knock-down sgt1 de tomaquet

Nivells de mRNA SISGT1 mesurats per RT-qPCR

Linies de tomaquet ami31.2 i ami61.1 4,000
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El silenciament de SISGT1 altera els nivells d’esterols glucosilats

Estigmasterol > B-sitosterol/campesterol > colesterol
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El silenciament de SISGT1 no altera els nivells de glucoalcaloides esteroidals

Mevalonate
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grams

El silenciament de SISGT1 provoca un fenotip d’enanisme i una
disminucid de la mida i el pes dels fruits...
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... pero confereix tolerancia a la infeccio pel fong necrotrof Botrytis cinerea

Quantificacio del diametre de les lesions
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Nivells reduits d’esterols glucosilats també fan que Arabidopsis sigui més tolerant

a la infeccio per Botrytis cinerea
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Castillo et al., (2019) Front. Plant Sci. 10, 1162



pg/g DW

Metabolomica: els nivells d’acid jasmonic i camalexina estan augmentats
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en el doble mutant d’Arabidopsis infectat amb Bofrytis cinerea
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Transcriptomica: I'expressio de gens reguladors i biosintétics
esta sobreinduida en el doble mutant d’Arabidopsis infectat

amb Botfrytis cinerea 4
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Hem identificat i caracteritzat structural i funcionalment els quatre
gens/enzims (SGTs) responsables de la sintesi dels esterols glucosilats
(SGs) en tomaguet.

Hem obtingut evidencies experimentals del paper important que els
esterols glucosilats tenen en la resposta de les plantes (Arabidopsis i
tomaquet) a I'atac per patogens (B. cinerea).

Estem utilitzant les eines biologiques i els coneixements obtinguts per
esbrinar els processos bioquimics i moleculars a través dels quals els SGs i
les SGTs que els sintetitzen desenvolupen les seves funcions biologiques
en:

* El creixement i el desenvolupament de la planta de tomaquet

* La formacio, el desenvolupament i la maduracio del fruit

* Laresposta adaptativa a I'estres biotic | abiotic.



Posar a punt meétodes eficients de transformacio i regeneracié de tipologies de
tomaquet d’interés agronomic i, eventualment, aplicar-los per introduir al.lels
mutants d’interés relacionats amb el metabolisme d’esterols glucosilats.

Linies avangadas del programa de millora de Semillas Fité %
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