o
Y

N\
7

1

?=|—

UNIVERSITAT e
BARCELONA

Nuevas aproximaciones al estudio del
metabolismo de los esteroles en tomate

Julio Bonilla Jaime

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacio de les segiients condicions d'Us: La difusio
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Diposit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual Unicament per a usos privats emmarcats en activitats
d’investigacié i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusié i posada a disposicié
des d'un lloc alié al servei TDX ni al Diposit Digital de la UB. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra
o marc alie a TDX o al Diposit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacio de
la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual Unicamente para usos
privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccion con finalidades de lucro
ni su difusién y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza
la presentacion de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacion o cita de
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or
citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




NUEVAS APROXIMACIONES AL ESTUDIO
DEL METABOLISMO DE LOS ESTEROLE
EN TOMATE

Julio Bonilla

)

UEVAS APROXIMACIONES AL ESTUDIO DEL METABOLISMO DE LOS ESTEROLES EN TOMATE

Julio Bonilla Jaime
Tesis Doctoral, 2015

y
o /




NUEVAS APROXIMACIONES AL ESTUDIO DEL
METABOLISMO DE LOS ESTEROLES EN
TOMATE.

Julio Bonilla Jaime

Barcelona, 2015






Universidad de Barcelona
Facultad de Biologia

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular

.
0 l:tw':é‘wr:d
e e s

9 Universitat de Barcelona

Programa doctoral de Biotecnologia

Nuevas aproximaciones al estudio del metabolismo de los

esteroles en tomate.

Memoria presentada por Julio Bonilla Jaime, licenciado en Biologia, para optar por el

grado de doctor por la Universidad de Barcelona.

Este trabajo ha sido realizado en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona y el Centro de Investigacién en

Agrigendmica (CRAG).

Director de tesis Autor

Albert Boronat Margosa Julio Bonilla Jaime






DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mi esposa, mis hijas, mis padres y mis hermanos. Valeria, tu has sido el
pilar fundamental en este largo viaje que hemos logrado caminar juntos. Tu, junto a mis
hijas son el motor que me impulsa a seguir adelante y ser mejor cada dia. Aunque este
proyecto no fue facil, siempre te tuve a mi lado dandome apoyo para lograr cumplir este
duro objetivo. Te lo agradezco muchisimo mi amor. Mis padres, Uds. han sido la base de mi
formacidn y son quienes me impulsaron a seguir creciendo como persona y profesional,
gracias a Uds. hoy estoy aqui, les agradezco por todo el trabajo y sacrificio que han hecho
por mi. Y a mis hermanos, ese brazo amigo e incondicional que solo sabe empujar hacia

adelante con palabras de aliento que nunca dejan de animar.






AGRADECIMIENTO

Es dificil agradecer a todas las personas que me han ayudado a lo largo de este trabajo, pero
hay muchas que han sido muy importantes. Quiero empezar agradeciendo a todos mis
amigos del CRAG, donde conoci grandes personas y logre entablar amistades inolvidables no
solo en lo laboral, sino en lo personal. También quiero agradecer de manera muy especial a
mis amigos del laboratorio de GMP, los “Boros”: Irini, Francesc, Karel, Carmen e Idalia; por
haberme abierto los brazos y haberme ensefiado un sin nimero de cosas que me ayudaron
a llegar hasta el final. Por todos esos grandes momentos que hemos vivido dentro y fuera
del laboratorio. A mi tutor Albert Boronat, por su ayuda y paciencia para completar este
trabajo. Y por ultimo, pero no menos importante y de forma muy particular y extraordinaria:

A Francesc, por ser un gran amigo y muchas veces ser un profesor particular.

A todos les agradezco no solo por haberme ayudado a terminar esta etapa de mi vida, sino

por estar presentes aportando buenas cosas a mi vida.

iMuchisimas gracias a todos!






CONTENIDO

LiSta 0@ FIGUIAS.....cceucieeiiienciticreieeereaeereanestennesransesennserenssesenssseensessansesenssssenseessnnssennnens Vil
Lista de Tablas.....ceuuuuiiiiiiiiiiiiiiicnini s e e XI
INTRODUCCION ......ocueuiutrnrucnettssssas e etstsssss ettt ssssssessas st sss s sessat st sssasensas st sssssnsnsasssssses 1
1. INEFOAUCCION ettt ettt e e st e s sab e e e e e nabeee e saaes 3
1.1. Importancia del tomate como alimento y en la economia mundial...................... 3

1.2. Tomate como modelo de estudio del metabolismo vegetal.........ccccccvneeeeeiinnns 5

1.3. Biosintesis y funcion de iSOPren0ides...........uveeevureriiiiiiriieirieiieeeereeereeeeeeeeeeeeaeaeeees 7

1.4. Ruta metabdlica del Mevalonato ........cccvvvieeiiiiiiiiiiee e 11

1.5. Importancia de la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa en la biosintesis

@ ISOPIENOIAES ..ceviiiiiiiee e e e e ettt e e e e e e e e e e e e ae bt e e e e eaeeeesessstteeaeaaaeens 11

1.6. Biosintesis y funcidn de los esteroles vegetales ........ccovvveveveeiiiiiiiiiiiiinieeeen, 13

1.7. Regulacidn del estigmasterol y B-sitosterol mediante la esterol-C22-desaturasa de

S YCOPOISICUIM ...t e e e e e e e e e e ae e e e e e e e seeeessnnannas 18
OBIJETIVOS ....ceeiiiieiiiiiiiitieiiiieiireesiiireiiresssrsesssrsasssrsssstensssresssssssssssssssssssssressssreasssssnsssens 21
2. (0] oY [=] 1 1Y/ TIPSO USSP 23
RESULTADOS ....cciitiiiiietiiiieiiiiiieeiiresiiiressiiresiimasssisssssrsssssrmssssrsssssrasssssssssssnsssrsssssrsassns 25
3. RESUIATOS ... e e e e e e e e e e e eeaaaaaaaaaaeaeaaaaaaaaaaaaas 27
3.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LINEAS TRANSGENICAS DE TOMATE (S.
LYCOPERSICUM VAR. MICRO-TOM) AFECTADAS EN LA EXPRESION DE GENES QUE
CODIFICAN ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA SINTESIS Y EL METABOLISMO DE
ESTEROLES. .ottt e e e et e e e et e e e e e e e eeaaaes 27

3.1.1. Identificacidon y amplificacion de los cDNAs correspondientes a la isoforma 2 de la

HMG-CoA reductasa y la esterol C22 desaturasa de tomate. .........cccceeeeevnnnnnnns 27



3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

3.1.5.

3.1.6.

3.1.7.

Generacion de secuencias que codifican amiRNAs para el silenciamiento de

HMGR2 Yy SD. oo 28

Construccion de vectores para la sobreexpresion y silenciamiento de la isoforma 2

de la HMG-CoA reductasa y la esterol C22 desaturasa de tomate. ...........c......... 30

Generacion de plantas de tomate transgénicas para la sobreexpresién y

silenciamiento de HMGR2 Y SD......coooiiiiiiiiiii et e e e e e e e e 33

Elaboracion de un método para la estimacién del nimero de copias de un transgén

iNsertadas €N €l BENOMA. ......coiiiiiieeieeee e et e e e e e e e eeaa s 37

Evaluacion del niumero de copias del transgén insertadas y la homocigosis de las

lineas transgénicas mediante Real =Time qPCR...........coooeiiiieeiiieciicciiaes 44

Andlisis de plantas transgénicas con niveles de expresion silenciados de la enzima

3.1.7.1.  Andlisis de las plantas amiH2-PLI............c.oeoeei i 49

3.1.7.2.  Analisis de las plantas amiH2.E8. ..........ccoorriiiiiiiiiiieeeeecceee e, 57

3.1.8.

3.2.

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

Analisis de plantas transgénicas con niveles de expresion silenciados de la enzima

IDENTIFICACION Y CLONACION DE GENES CANDIDATOS DE LA ENZIMA
ESTERILGLUCOSIDO ACILTRANSFERASA (SGAT) EN SOLANUM LYCOPERSICUM VAR
MICRO-TOM. .ciiiiiiiiiiiii s 64

Puesta a punto de un método no radiactivo para determinar la actividad de la

enzima esterilglicosido aciltransferasa en muestras de fruto de tomate. .......... 64
Purificacién parcial de la esterilglucésido aciltransferasa de fruto de tomate. ... 68

Analisis protedmico de las fracciones enriquecidas en la actividad esterilglucésido

ACHErANSTEIASA 1oi it ae e e e s e naees 73
Analisis bioinformatico de los genes y proteinas candidatas SISGAT1 y SISGAT2 81

Andlisis filogenético de las proteinas candidatas SISGAT1 y SISGAT2.................. 83



3.2.6. Clonacidn y validacidon de los cDNAs que codifican para las enzimas candidatas

SISGATL Y SISGATZ. ..ttt e e e e eeeereeeeeaeaaeaaaaaaaeaeaeaeeeeneeeees 88

3.2.7. Estudio de localizacién subcelular de las proteinas candidatas ...........ccccceeunnns 90
DISCUSION ....ccuiiriniuencnttntsssseenttsssss et st sas s et st sas et st s st st s s e ne st sb s e sene st sns 99
4. DISCUSION ..ttt ettt ettt ettt sttt e e et e sttt e e sabt e e e sttt e e sbbeeeesbebeeeesanbeeeeaas 101

4.1. Obtencidny caracterizacién de lineas transgénicas de tomate (S. lycopersicum var.
Micro-Tom) afectadas en la expresion de genes que codifican enzimas

involucradas en la sintesis y el metabolismo de esteroles. .........ccccceeecnnrrrnnnnn. 103

4.2. Identificacidn y clonacién de genes candidatos de la enzima esterilglucdsido

aciltransferasa (SGAT) en Solanum lycopersicum var Micro-Tom. .................... 108

L0011 Lo U 1] [0 1 N 115
5. (600] o 1ol IV o o L= O P PO 117
MATERIALES Y IMETODOS .......ceoveeueruenressessessessessessessessessessessessesessssssssessssssssssssessessassans 121
6. Materiales Y MELOOS ......ouvuiiiee et e e e e e e e s 123
6.1. Material bioldgico utilizado en este trabajo...........ccccoeeeiiiiiiiii e, 123
6.1.1. Recoleccidn de semillas de tomate ........ceeeveiiiiiiiiiiiiiiiie e 123
6.1.2. Recoleccidn vy liofilizacién de material vegetal de tomate ........ccccceeeeeeevrennnnnne. 123
6.1.3. Esterilizacion de semillas de tomate .........cocceeeiiiiiiiiiiiiii e, 124

6.1.4. Protocolo para la transformacién de Solanum lycopersicum var. Micro-Tom ... 125

6.1.5. Cepas de bacterias utilizadas en este trabajo.......ccccceeeeviieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeien, 130
6.1.6. Medios de CUltiVO Para E. COli .......ccoouueiieiiie e 131
6.1.7. Medios de cultivo para A. tUMEfacCIeNns ...............uuuuueeeeeeeeeeeiiiiiiicieeeeeeee v 133
6.1.8. Preparacion de células competentes de E.coli por choque térmico.................. 134
6.1.9. Transformacién de células competentes de E.coli por choque térmico............ 136
6.1.10. Preparacion de células electrocompetentes de A.tumefaciens ................. 137



6.1.11. Transformacién de células competentes de A. tumefaciens por

(<1 [=Te 1 g o Yol =Tl o o TR UP PP PRRRP 138
6.1.12. Protocolo de agroinfiltracién de hojas de N. benthamiana........................ 139
6.2. Técnicas moleculares para andlisis de DNAYRNA...........coooiviiiiiieeeeeeeeeeeeneene, 140
6.2.1. Extraccidn de DNA SENOMICO ...cciiiiiiiiieiieeeieeeeeeeeee e 140
6.2.2. Extraccion de RNA de tomate ....cceeeeiiiiiieiiiiiieceieee ettt 142
6.2.3. Separacion electroforética de DNA .........eoeiiiiiiiicceee e e 144
6.2.4. Separacion electroforéticade RNA ........ooooiiiiiiiiiii e, 146
6.2.5. Sintesis de cDNA a partir de DNA ......ooviiiiee i e e e eeaeans 148
6.2.6. Reaccion de PCR utilizando Tag DNA polimerasa .........ccooeeeeeeecceccccinnnnnnnnnnnnnnnns 148
6.2.7. Reaccidn de PCR utilizando Pfu polimerasa.........cccccceeeeeeeeiieeiieiiccceee e, 149
6.2.8. Técnica de Real-Time qPCR con SYBR Green .........ccceeeieeiiiiiiieeiiee e, 149
6.2.9. Purificacién de DNA de geles de agarosa .........oouuuvvueeeeeieeeeeeeeiiiciee e eeeeaeans 150
6.2.10. Digestién de DNA con enzimas de restricCion.........ccccvvvvveeveeeveeeeeeeeeeeeeenen. 151

6.2.11. Construccién de plasmidos mediante el sistema de recombinacion MultiSite

GAtEWAY PRO ..t e e e e e e s 151
6.3.  Determinacion de @Steroles ...... ... iiiiiiiiiiiiie e 153
6.3.1. Deteccidn de esteroles €N TLC. ...c.ueiiiiiieriiiiieee ettt et 153
6.3.1.1.  Revelado de grupos glucosilados mediante el reactivo de Molisch. .......... 153
6.3.1.2. Revelado de lipidos tefiidos con Primulina............ccouviiieeieiiiiiiieeiicn. 154
6.3.2. Preparacion de estandares internos para el analisis de esteroles..................... 155
6.3.3. Extraccion, purificacidn y separacion de esteroles de tomate ..............cccuuu..... 155
6.3.4. Silinizacién de muestras de esteroles extraidas.......ccccocceveeriieieiiiieeiniieec e, 159
6.4. Técnicas de analisis de Proteinas ..........uceeeeeeiiiiiiiiiiee e e e e e e 160
6.4.1. Extraccion y deslipidizacidn de proteinas de tomate..........ccceevveeeeeeeeeeeeeeinnnee, 160

v



6.4.2. Ensayo de actividad de la proteina SGAT..........coovviiiieeiiiiieeeeeeccee e, 162

6.4.3. Cuantificacidn de proteinas por el método de Bradford...........ccccceeuurnrrnnnnnnn. 164
6.4.4. Acondicionamiento de proteinas para SDS-PAGE............ccoovvviiiiiieeeeeeeeeeeeeennn, 165
6.4.5. Preparacion de geles de poliacrilamida...........cccccoooe i, 166
6.4.6. Separacion electroforética de las proteinas (SDS-PAGE) .......cccceeeeevuvnvnrvvvnnnnnn. 168
6.4.7. Tincion de geles de Proteinas..........ouuuuiiieieiee e e 169
6.4.7.1.  Tincion con azul de Coomassie para geles de proteinas........cccoceeeeuvvvnnnnnns 169
6.4.7.2.  Tincidn de plata para geles de proteinas........cccceeeeeeeriiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeeeeeeen, 170
BIBLIOGRAFIA. ....ccvueeiiiiiiiiiiittenennnesssssesenintsmernssssssssssssssssssssnnsssssssssssssssssssnnnnnsssssssssesans 173
7. 271 o] [To =4 ) i - IR 175
Y 1 =3, 1N 193
Anexo |: Lista de primers USAO0S . ........cieeieiiiieieiiccei ettt eee e e e et e e e e e e e e e e eeananaas 195

Anexo |l: Secuencia de la regién codificante del gen HMGR2 en la base de datos

Y01 [CT=] 0 VoY1 011X 198

Anexo llI: Secuencia de la regién codificante del gen SD en la base de datos SolGenomics

Anexo |V: Lista de proteinas obtenidas del analisis por Shotgun Proteomics.................. 200

Anexo V: Secuencias de aminoacidos de las proteinas SGAT, PSAT, ASAT y SGT de Solanum
lycopersicum, S. tuberosum, S. melongena, Oryza sativa y Arabidopsis thaliana.

Proteinas PLA2 y LCAT de HOMO SAPIENS. .........ccceeuuuuuueeeeeeeeeeeeeeieiiiieeeeeeeeevnnnnnnns 206



Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Grafico de barras de la produccién de alimentos a nivel mundial............ccocoooeeee.o. 3
Figura 2. Grafico de barras de la produccién de tomate a nivel mundial...........coevveeeeeeennnn... 4
Figura 3. Estadios de maduracidn del fruto de tomate. ..........ceeeeeeiiiiiiiiiiiicceee e, 6
Figura 4. MolEcuUla de iISOPIENO0. ....ceviiiiiiee ettt e e et e e e e e e e e e e e e et e e e eeaee b e e e as 8

Figura 5. Compartimentalizacién subcelular de las rutas metabdlicas del MVA y MEP en las
CEIUIAS VEEETAIES .euueeee et e e e e e e e e e et e e e e e e e ae e as 9
Figura 6. Ruta metabdlica del mevalonato. .........cccccvuviiiiiiiiiiieiiieiieeeeeeeeee e, 10

Figura 7. Modelo hipotético de una balsa lipidica enriquecida en esteroles en la membrana

PIaSMALICA VEEETAL....uviiiiiieeieeeeeeeeee e 14
Figura 8. ESTeroles lHres ......oooeiieeieieeeeeee ettt ee e et bbb reaeaeaeaeees 15
Figura 9. Ruta de produccidon de eSteroles. ..........ueieiiiiiiiiiiiccceeee e 16
Figura 10. Esteroles libres y conjugados. ........cccccccuuuiuriiiiiiiiiiieieieeee e eeeeee e e e e e eeeeeeeeaaae e 17

Figura 11. Representacién esquematica de los vectores pENTRY conteniendo los genes
HIMGR2 Y SD. .ttt ettt ettt ettt ettt ettt e e st e e et e e sttt e e s eabe e e e st beeeseabeeeeseaneeas 28
Figura 12. Representacion esquematica de los vectores pENTRY conteniendo las secuencias
para el silenciamiento de los genes HMGR2 Yy SD......c.ouvviiieiiiiiiiiieiiccceeee e 29
Figura 13. Representacidon esquematica de los vectores pENTRY conteniendo los promotores
CaMV 35S, E8 Y PLL. ettt et e e et s e e e et e e e e s e e eeesnaeeaaees 31
Figura 14. Representacion esquematica del vector pENTRY que contiene la secuencia del
termMiINAdOr TNOS. ... e e e e 32

Figura 15. Esquema de la estrategia de recombinacidon multiple del sistema Gateway. ....... 32

Vil



Figura 16. Etapas de la generacién de plantas transgénicas de tomate..........ccccceevvvvvennnnnnn. 36
Figura 17. Texturas de la epidermis de un fruto rojo amiHMGR2-PLI b y tomate Micro-Tom
W e ettt e et e b 51
Figura 18. Expresion del gen HMGR2 en lineas amiH2-PLI y tomate wt. .....ccccoeeeerreeviinnnnnnen. 52
Figura 19. Expresion de las isoformas HMGR en Micro-TOm Wit.........cccvvvveviviveeeeeeeeeeeeeeenens. 54
Figura 20. Expresion de las isoformas HMGR en la planta transgénica amiH2-PLI gé. .......... 55
Figura 21. Expresion de las isoformas HMGR en la planta transgénica amiH2-PLI h7........... 56
Figura 22. Frutos de las lineas amiH2-E8b2 y amiH2-E8CA. ........ovvvvveeeiviiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeee 58
Figura 23. Expresion del gen HMGR2 en lineas amiH2-E8 y tomate Wt. ......ccceeeeeeiieeviinnnnneen. 59
Figura 24. Expresion de las isoformas HMGR en la planta transgénica amiHMGR2-E8 c3 y
BOMAte W o e 60
Figura 25. Expresion de las isoformas HMGR en la planta transgénica amiHMGR2-E8 b2.... 61
Figura 26. Expresion del gen SD en la planta amiSD-E8a y Micro-Tom Wt. ...........cceevvvvrnnnen. 63
Figura 27. Ensayo enzimatica para determinar la temperatura dptima de reaccion............. 66
Figura 28. Ensayo enzimatico para determinar la formacién de ASG a partir de SG y PE...... 67
Figura 29. Curva de calibracidn de la columna de exclusién HiLoad 26/600 Superdex 200 pg.
.................................................................................................................................... 70
Figura 30. TLC del ensayo enzimdtico de cada fraccién obtenida de la columna de exclusién.
.................................................................................................................................... 72
Figura 31. Analisis mediante SDS-PAGE de las fracciones que mostraron actividad SGAT. ... 73
Figura 32. Separacion mediante por SDS-PAGE de las proteinas presentes en la fraccién 61.
.................................................................................................................................... 75
Figura 33. Alineamiento de las proteinas candidatas SGAT de S. lycopersicum.. ................... 78

VI



Figura 34. ReacCiOn EC 2.3.1.43. ... oottt e e e ettt e e e e e e e e e ae b e e e e e e eeesannanaaes 80

Figura 35. REaCCION EC 3.0.0.32. ittt e e e ettt e e e e e e e e e ae b e e e e eeeeesanaaaaanes 80
Figura 36. Dominios conservados de las proteinas candidatas SISGAT1 y SISGAT2. ............. 82
Figura 37. Alineamiento de las proteinas SGAT y PSAT de diversas especies..........cccccuvunn.... 85
Figura 38. Alineamiento de las proteinas SGT y SGAT de diversas especies vegetales.......... 86

Figura 39. Andlisis filogenético molecular de las proteinas SGAT y otras relacionadas de S.
lycopersicum junto a sus ortélogos en distintas eSpecies. ........euevveeeeeeeiiiieeeeeeeeeeeeeenen, 87

Figura 40. Perfil de hidrofobicidad de las enzimas SISGAT1 y SISGAT2.........cvvvvvevvreeeeeeeennnn. 91

Figura 41. Esquema de los vectores de expresion para la localizacion subcelular de SISGAT1 y
SISGAT 2. ..ttt ettt ettt e ettt ettt e st e e e s hbt e e b bt et e e ea b e e e e snraeee et 92

Figura 42. Localizacién subcelular de las proteinas candidatas SISGAT1 y SISGAT2 en hojas de

AV oY1 a1 o T [ 1 Lo TR PRSP 93
Figura 43. Grafico ideal de un experimento FRAP. ...........ooiiiiiiieee e 94
Figura 44. Experimento de FRAP en células que expresan la eGFP........ccccccceeeeeeiieiiiiiennnnnne. 95

Figura 45. Experimento de FRAP en células que expresan la proteina SISGAT1 fusionada a
L) o OO PP PTPTPPPRPPPRt 97
Figura 46. Experimento de FRAP en células que expresan la proteina SISGAT2 fusionada a

L= o 98






Lista de Tablas

Tabla 1. Vectores de expresion creados por recombinacion. ..........eeevveeeeeeeiiieieeieeeieeeeeeeeen, 33
Tabla 2. Numero de copias de la primera generacién de plantas transgénicas. ................... 40
Tabla 3. Cigosidad de las plantas de la segunda generacién de las plantas amiH2-PLId........ 41
Tabla 4. Cigosidad de las plantas de la segunda generacién de la planta amiH2-PLIg........... 42
Tabla 5. Cigosidad de las plantas de la segunda generacion de la planta amiH2-PLIh........... 43
Tabla 6. Numero de copias de plantas transgénicas de la primera generacion (T0). ............ 45
Tabla 7. Cigosidad de las plantas transgénicas de la segunda generacion (T1).......ccceeeeeeeee. 47
Tabla 8. NUumero de copias de plantas transgénicas de la segunda generacion (T1) de la
CONSEIUCCION OBSD-E8. ...ttt ettt e e ee e 48
Tabla 9. Compuestos y proteinas usadas para la calibracién de la columna de exclusion..... 69
Tabla 10. Pardmetros para identificar péptidos en la secuenciacidn de proteinas. .............. 77
Tabla 11. Proteinas candidatas SGAT de S. [yCOPEersiCum. .............uueeeeeeeeeeeeeiieiiaiieeeeeeeeeeeennn, 79

Tabla 12. Alineamiento de la proteina SISGAT1 con secuencias similares en A. thaliana. .... 83

Tabla 13. Alineamiento de la proteina SISGAT2 con secuencias similares en A. thaliana. .... 83

Tabla 14. Lista de vectores pENTRYs generados por recombinacion BP. ..............ccceevvvvnnnen. 89

Xl






INTRODUCCION






1. Introduccion

1.1. Importancia del tomate como alimento y en la economia mundial

Hoy en dia, los parientes salvajes del tomate cultivado ven sus origenes nativos en la
zona oeste de América del Sur, atravesando la costa y la sierra Andina de Ecuador, pasando
por Peru, el norte de Chile e inclusive las Islas Galdpagos. El ancestro mas cercano al tomate
gue se consume en la actualidad es el tomate cherry salvaje, cominmente identificado como
Solanum lycopersicum var. cerasiforme, que se encuentra ampliamente distribuido en paises
como Meéxico, Colombia, Bolivia y otros paises de América del Sur. El tomate (Solanum
lycopersicum) es una de las hortalizas mas cultivadas a nivel mundial de acuerdo a datos de
la FAO; durante el afio 2012, el tomate tuvo una produccidn superior a las 160 millones de
toneladas (MTon) (Figura 1). La mayor parte de la produccidon mundial se encuentra en los
paises del hemisferio norte siendo el principal productor China (50 MTon) seguida de la India

(17.5 MTon) (Figura 2).
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Figura 1. Grafico de barras de la produccion de alimentos a nivel mundial. Detalle de la

produccidn de alimentos cultivados a nivel mundial en el afio 2012, segun la FAO
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Figura 2. Grafico de barras de la produccion de tomate a nivel mundial. Detalle de la

produccién de tomate por paises en el afio 2012, segun la FAO.

El tomate constituye una parte fundamental en la dieta de los seres humanos, siendo
asi una fuente muy importante para la ingesta de nutrientes. El tomate es consumido
mayormente fresco, sin embargo, una parte muy importante se destina a la industria de
procesados, la cual cubre desde la produccidon de tomate desecado hasta la elaboracién de
salsas o pastas. En el tomate fresco son importantes las caracteristicas de color, sabor, aroma
y textura determinadas para satisfacer el gusto del consumidor, mientras que el tomate
destinado al procesamiento industrial debe tener propiedades reoldgicas adecuadas a tal fin,
como son los pigmentos, azlcares, acidos organicos, oligoelementos, antioxidantes y la
proporcion de materia seca. Otras caracteristicas del fruto estan relacionadas con la
manipulacidn post-cosecha y la posterior comercializacién, es por ello que los estudios de
dichos aspectos han sido, y siguen siendo objetivos importantes en los programas de mejora

del tomate.



1.2. Tomate como modelo de estudio del metabolismo vegetal

La importancia comercial del tomate, sus periodos de crecimiento y desarrollo
relativamente cortos, su herencia diploide, la facil propagacidon conjuntamente con su
caracteristico tamano del genoma (950 Mb), organizado en 12 cromosomas, lo han
convertido en el principal sistema de modelaje en el estudio de la maduracién de frutos
carnosos (Gillaspy et al., 1993; Giovannoni, 2004; Carvalho et al., 2011; Klee and Giovannoni,
2011). El tomate cv. Micro-Tom (MT) fue creado inicialmente para propdsitos ornamentales
y proviene del cruce de los cultivares Florida Basket y Ohio 4013-3, pero su pequefio tamafo
(1.357 plantas/m?), rapido ciclo de vida (70 - 90 dias desde la siembra hasta la maduracion de
los frutos) y facil transformacion lo llevd a ser el cultivar ideal para el estudio de plantas con
frutos carnosos (Dan et al., 2006; Marti et al., 2006; Carvalho et al., 2011). Esta variedad de
tomate se diferencia de los cultivares tradicionales (Moneymaker, Ailsa Craig y entre otros)
principalmente por dos genes recesivos: dwarf (d) y miniature (mnt), los que le confieren su

conocido fenotipo enano (Meissner et al., 1997).

En la actualidad el genoma del tomate se encuentra secuenciado (Tomato Genome,
2012) y esta siendo anotado por el Grupo de Anotacién Internacional del Tomate (ITAG), con
el afan de encontrar, identificar y comprender los diferentes genes involucrados en el
desarrollo y maduracidn del fruto de tomate. Esta informacidn se encuentra disponible en la

pagina web de Sol Genomics Network (http://solgenomics.net/) (Bombarely et al., 2011),

donde también se puede encontrar toda la informacién acerca de los ESTs (Expressed
Sequenced Tags) y de los Unigenes (conjunto de diferentes ESTs ensamblados que definen la
secuencia de un determinado RNAm), conjuntamente con los mapas gendmicos. Otros grupos
de trabajo internacionales como el del Dr. James Giovannoni y el Bio-Analytic Resource for
Plant Biology (BAR) han contribuido a la generacion de bases de datos de expresion diferencial
de distintos genes en diferentes estadios de desarrollo y maduracidn del fruto de tomate
mediante andlisis de MicroArray (Alba et al., 2005) y RNAseq (Matas et al., 2011),

respectivamente.



El desarrollo y la maduracion del fruto (Figura 3) es un proceso complejo programado
a nivel genético, en el cual se activan una serie de procesos bioquimicos y metabdlicos que
modifican su textura, pigmentacion, sabor y aroma (Klee and Giovannoni, 2011). En conjunto
estos cambios confieren al fruto las caracteristicas éptimas para su consumo y debido a la
importancia econdmica del tomate, el estudio de los procesos relacionados con la calidad y
la manipulacidn post-cosecha del fruto han sido, y contindan siendo una actividad muy
relevante en el ambito de la fisiologia, la bioquimica y la biologia molecular vegetal. Ademas,
el hecho de que el tomate sea un fruto climatérico con un requerimiento absoluto del etileno
para madurar, lo ha convertido también en un excelente modelo para el estudio de los

mecanismos relacionados con la sintesis y la percepcién del etileno en vegetales (Giovannoni,

2007).
5 YXX W
I | I U I I
Time Point: 1 2 3 4 75 6 7 8 9 10
Stage Name: icm 17 DAP 27 DAP MG B—T1 B B+1 B+5 B+10 B+15
DAP: T 17 27 39 d;I 42 43 47 52 57

Figura 3. Estadios de maduracion del fruto de tomate. Imagen modificada de Alba et al. (2005) que describe los
distintos estadios de maduracion del fruto de tomate después de la polinizacién de la flor. DAP: dias después de

la polinizacion.

Los recientes avances en el campo de la bioinformatica han llevado a un creciente
interés por estudios basados en el uso de aproximaciones de tipo transcriptomico,
protedmico y metabolémico que estan contribuyendo de forma muy relevante, no solo a una
mejor comprension de los procesos bioquimicos y metabdlicos relacionados con la calidad del
fruto indicados anteriormente, sino también a la identificacion de nuevos procesos
metabdlicos cuya funcién en la biologia del fruto es muchas veces desconocida (Alba et al.,
2005; Lemaire-Chamley et al., 2005; Carrari et al., 2006; Carrari and Fernie, 2006; Faurobert
et al., 2007; Fraser et al., 2007; Moco et al., 2007; Barsan et al., 2010; Osorio et al., 2011;
Palma et al., 2011). Dentro de este marco podemos citar al metabolismo de los esteroles, el

cual es un proceso que podria tener un papel relevante tanto en el desarrollo y la maduracion
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del fruto como en la respuesta a diferentes tipos de estreses bidticos y abidticos (Amemiya et

al., 2006) no solo en el fruto sino también en toda la planta.

1.3. Biosintesis y funcion de isoprenoides

Las rutas metabdlicas son las encargadas del control de la produccién biolégica de los
compuestos necesarios para la vida de los organismos, desde el desarrollo celular hasta la
interaccidn entre organismos y con el ecosistema. Los isoprenoides o terpenoides son los
productos mayoritarios de las rutas metabdlicas primarias y secundarias, habiendo sido
identificados hasta 50000 distintos compuestos y siendo la gran mayoria sintetizados por
plantas o bacterias (Hemmerlin et al., 2012). Los isoprenoides representan al grupo mas
amplio de metabolitos estructurales y funcionales, teniendo los isoprenoides vegetales roles
esenciales en la fluidez de las membranas, respiracion celular, sintesis y regulacion del
crecimiento y desarrollo (Vranova et al.,, 2013). Los isoprenoides son metabolitos
especializados que participan en respuesta a factores abidticos y bidticos, estando
relacionados con el ultimo en las interacciones planta-patdgeno para proteger a las plantas
de herbivorosy patégenos (insectos, bacterias, hongos, virus, etc..) con productos de defensa
(pesticidas naturales) asi como en la funcidén de atraer a polinizadores y animales para la
dispersion de semillas (Duke, 1990). Muchos isoprenoides tienen gran importancia e interés
biolégicoy econdmico debido a su utilizaciéon en drogas, nutracéuticos, fragancias, pigmentos,
productos agroquimicos, entre otros (Bohlmann and Keeling, 2008) y es por esto que es

necesario comprender la regulacién bioquimica y molecular de la sintesis de isoprenoides.

Otto Wallach (1912) fue el primer cientifico en proponer la regla caracteristica de los
isoprenos con la siguiente formula: (CsHs)n, y posteriormente Ruzicka (1953) fue quien
describié la regla biogenética de los isoprenos (Figura 4). Los primeros estudios de
isoprenoides fueron realizados en animales y levaduras, demostrando asi que la biosintesis
de estos metabolitos se originaban del precursor mevalonato (MVA), asumiendo que esta

seria la Unica ruta metabdlica disponible para la sintesis de isoprenoides en la naturaleza,



incluyendo bacterias y plantas (Goodwin, 1958; Modi and Patwa, 1961; Ramasarma and
Ramakrishnan, 1961; Durr and Shwayri, 1964). Pero Irving Zabin, en 1957, concluyé en su
estudio con tomates, que la produccién de isoprenoides necesarios para la biosintesis de
licopeno en el fruto podria provenir del mismo precursor (IPP) pero ser formado por distintas
reacciones, una diferente ruta metabdlica, en diversos organismos. Varios afios después, esta
declaracion probé ser cierta cuando varios investigadores describieron una ruta alternativa
para la sintesis de isopentil difosfato (IPP)/dimetilalil difosfato (DMAPP) en bacterias y plantas
vasculares (Pandian et al., 1981; Rohmer et al., 1993; Lichtenthaler et al., 1997). Esta nueva
ruta metabdlica tiene lugar en los plastos y es independiente del mevalonato, tomando como
precursores a intermediarios como el piruvato y D-gliceraldehido 3-fosfato (GAP) para formar
1-deoxy-D-xilulosa 5-fosfato (DXP), el cual posteriormente pasa a través de un rearreglo

molecular y es reducido a 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) (Figura 5).

CHa

CH
H,C s

Figura 4. Molécula de isopreno. Estructura molecular de una

unidad de isopreno.

La existencia de ambas rutas metabdlicas para la biosintesis de isoprenoides y su
compartimentalizacién (ruta del MVA: citoplasma y mitocondria; ruta del MEP: plastos)
(Figura 5) demuestra la versatilidad de las plantas vasculares para el uso de distintas fuentes
de carbono para satisfacer de manera rdpida y eficiente la necesidad por ciertos productos
finales, asi como la posibilidad de la sintesis independiente de isoprenoides con funciones
multiples o especificas. A pesar de la compartimentalizacién de las rutas metabdlicas y de un
origen bioquimico distante, existe una interaccién a través de un intercambio de metabolitos,

denominado “cross-talk”, aunque los mecanismos reguladores para su interacciéon no estan
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totalmente descritos.
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Figura 5. Compartimentalizacion subcelular de las rutas metabdlicas del MVA y MEP en las células
vegetales (Vranova et al., 2013). Esquema de las enzimas involucradas en la ruta de produccion de
isoprenoides en células vegetales. En el citoplasma de la célula se detallan las enzimas involucradas
en la ruta del MVA y los compuestos derivados de esta ruta metabdlica. Dentro del plasto se
encuentran las enzimas implicadas en la ruta del MEP y los compuestos derivados de esta ruta

metabdlica.
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1.4. Ruta metabdlica del mevalonato

Como se ha mencionado anteriormente, los precursores para la sintesis de
isoprenoides en el citoplasma y la mitocondria se originan en la ruta metabdlica del MVA. La
reaccion inicial para la biosintesis de IPP citoplasmatica comprende la condensacion de 2
moléculas de Acetil-Coenzima A (Ac-CoA) en acetoacetil-CoA (AcAc-CoA) en la reaccién
catalizada por la enzima AcAc-CoA tiolasa (AACT). Mediante wuna reaccidon
termodinamicamente favorable se cataliza una condensacion aldélica de la AcAc-CoA con Ac-
CoA, dando lugar a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), reaccion llevada a cabo por la
enzima HMG-CoA sintasa. La HMG-CoA es luego convertida en acido mevaldnico (MVA) en
dos pasos de reduccion, cada uno con requerimientos de NADPH como el elemento reductor
y la enzima encargada de esta catdlisis es la HMG-CoA reductasa (HMGR). En dos pasos
sucesivos catalizados por la MVA kinasa y la fosfo-MVA kinasa el MVA es convertido en MVA
5-difosfato (MVADP) para finalmente ser convertido en IPP mediante una descarboxilacion
dependiente de ATP por la enzima MVA difosfato descarboxilasa (MPDC) (Hemmerlin et al.,
2012; Vranova et al., 2013) (Rodriguez-Concepcion et al., 2004) (Figura 6).

La molécula de IPP es luego isomerizada en dimetilalil-difostato (DMAPP) por la
enzima isopentil-difostato A-isomerasa (IDI), la cual es una reaccién reversible que se encarga
de controlar el cambio de IPP (molécula poco reactiva) a DMAPP (molécula muy reactiva),
siendo DMAPP la molécula de isopreno quimicamente activa con la cual la biosintesis de los

metabolitos se inicia.

1.5. Importancia de la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa en la

biosintesis de isoprenoides

La 3-hidroxi-3-methil-glutaril-CoA reductasa, cominmente abreviada como HMGR, es

la enzima encargada de la reduccién de HMG-CoA en MVA y es considerada el paso limitante
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en la biosintesis de isoprenoides en plantas (Figura 6). La HMGR es una proteina
transmembrana y que se encuentra unida a la membrana del reticulo endoplasmatico con el
sitio catalitico orientado hacia el citosol (Campos and Boronat, 1995; Denbow et al., 1996; Re
et al., 1997; Leivar et al.,, 2005). Las plantas sintetizan esteroles a partir de precursores
estructurales producidos a través de la ruta del MVA en la que la HMGR es la principal enzima
reguladora (Bach and Benveniste, 1997). Esta enzima limitante juega un papel importante en
la biosintesis de productos finales de isoprenoides, teniendo gran control sobre la sintesis de
metabolitos primarios, particularmente de fitosteroles (Bach, 1986; Godoy-Hernandez et al.,
1998; Suzuki et al., 2004; Enfissi et al., 2005). Al ser una enzima tan importante para el
crecimiento y desarrollo de las plantas, es normal que sea susceptible a diversos estimulos
externos como pueden ser la luz, lesiones, patdgenos, y exposicion a metales pesados; y
respondiendo mediante la modulacién de su expresidn génica, sintesis de proteina y/o
actividad enzimatica (Learned and Fink, 1989; Yang et al., 1991; Choi et al., 1992; Ji et al.,
1992; Choi et al., 1994; Maldonado-Mendoza et al., 1994; Kondo et al., 2003).

En las plantas, la familia de genes para HMGR codifica al menos tres isoformas,
dependiendo de la especie vegetal, y cada isoforma parece tener un rol particular durante la
vida de la planta. En el caso de S. lycopersicum existen 4 isoformas de HMGR, siendo las
isoformas HMGR1 y HMGR2 las mds ampliamente estudiadas al ser las mas expresadas (Park
et al., 1992; Jenkins, 1996). La isoforma HMGR1 ha sido descrita como la enzima encargada
de la division y expansion celular, estando involucrada en la biosintesis de esteroles para la
formacién de nuevas membranas y crecimiento de la planta (Gillaspy et al., 1993). En cambio
la isoforma HMGR2 se ha descrito como la enzima detras de la maduracion del fruto de
tomate, aumentando y cambiando sus niveles de expresién inversamente proporcional a los
de HMGR1 a medida que el fruto madura (Rodriguez-Concepcion and Gruissem, 1999). A su
vez, experimentos de lesién en hojas en tomate han mostrado que la HMGR1 disminuye sus
niveles de expresidn cuando las hojas son lesionadas y aumenta los niveles de transcritos de
HMGR2 intercambiando asi sus niveles de expresion, reportando de esta forma una expresidn
diferencial en respuesta a un estrés y demostrando que cada isoforma cumple un rol especial
y especifico durante el crecimiento, desarrollo e interaccidn con factores bidticos y abidticos
en la planta (Daraselia et al., 1996). Experimentos adicionales llevados a cabo por la Dra. Irini
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Pateraki (comunicacion personal) mostraron que el fruto de tomate cuando es sometido a
estrés por lesion en el pericarpio, los niveles de expresion de HMGR2 y HMGR1 se
intercambian, el cual sigue el patron de intercambio de expresidn entre las isoformas de

HMGR.

1.6. Biosintesis y funcion de los esteroles vegetales

Las membranas celulares estan compuestas por una variedad de moléculas,
principalmente por lipidos y proteinas, donde de los primeros los esteroles son componentes
fundamentales por ser responsables de la fluidez y permeabilidad de la membrana gracias a
sus propiedades fisicoquimicas (Hartmann, 1998). La sintesis de esteroles ocurre a través de
la ruta metabdlica del mevalonato donde la principal enzima reguladora es la HMGR

(Hemmerlin et al., 2012).

Los esteroles, los glicerolipidos y los esfingolipidos componen los tres grupos
principales de lipidos que se encuentran en las membranas celulares. De estos grupos, los
esteroles localizan su sintesis en su mayor parte en el reticulo endoplasmatico (RE), desde
donde ocurre su distribucion al resto de membranas celulares. Los esteroles se encuentran
concentrados en microdominios denominados balsas lipidicas, que estdn enriquecidas
también en esfingolipidos y en distintos tipos de proteinas (Figura 7). Estas estructuras sirven
de plataforma para procesos tan diversos como el establecimiento y el mantenimiento de la
polaridad celular, la transmisiéon de sefiales extracelulares para la proliferacion y la
diferenciacion celular, la secrecién polarizada, la organizacion del citoesqueleto e incluso la
penetracién de agentes patégenos (Pike, 2003; Martin et al., 2005). Las plantas producen una
mezcla compleja de esteroles que difiere con el resto de la naturaleza, que se denominan
fitoesteroles, en la que los mayoritarios son el campesterol, el B-sitosterol y el estigmasterol
(Figura 8), siendo los dos ultimos los implicados en el mantenimiento de la estructura y la
funcién de las membranas (Hartmann, 1998) y el campesterol el precursor de los

brasinosteroides (Fujioka et al., 2002).
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Figura 7. Modelo hipotético de una balsa lipidica
enriquecida en esteroles en la membrana plasmatica
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hacia el centro de la balsa.

En la naturaleza los esteroles se encuentran en cuatro formas principales: como
esteroles libres (FS), esteril esterificados (ES), esteril glucosilados y por ultimo como acil-
esteril glucosilados (ASG) (Figura 9 y Figura 10) (Moreau et al., 2002; Grille et al., 2010). La
composicion de FS determina las propiedades fisicoquimicas de las membranas y por ende su
funcién bioldgica, ya que modulan la permeabilidad y la fluidez de las mismas (Schuler et al.,
1991). Los ES son esteroles que han sido esterificados a un acido graso en el grupo hidroxilo

de la posicidn C3, que se encuentran depositados en particulas lipidicas citoplasmaticas. Su
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baja afinidad por la membrana ha sugerido un rol en el control de la homeostasis de FS en la
membrana (Silvestro et al., 2013). Los SG consisten de un carbohidrato unido al grupo
hidroxilo de una molécula de esterol. La fraccién esteril puede estar compuesta por
cualquiera de los fitoesteroles mencionados antes, mientras que fraccidon glucosidica estd
compuesta mayormente por glucosa aunque puede presentar xilosa e incluso arabinosa
(Schrick et al., 2012). Los ASG se forman cuando un acido graso se encuentra acilado al grupo
hidroxilo primario (C6) del carbohidrato de una molécula de SG, donde el acido graso suele

ser el acido palmitico (Potocka and Zimowski, 2008; Schrick et al., 2012).
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Figura 8. Esteroles libres. Estructura molecular de los esteroles

vegetales mas comunes.

En las plantas, las proporciones de ASG y SG suelen ser pequefas cuando son comparadas
con FSy ES, pero las plantas del genero Solanum son uno de los casos excepcionales a la regla,
en el cual los ASG y SG se acumulan en cantidades superiores a los FS y ES (Duperon et al.,
1984; Moreau et al., 2002; Nystrom et al., 2012). El fruto del tomate es capaz de acumular SG

y ASG a cantidades superiores al 85 - 90% del contenido total de esteroles (Duperon et al.,

15



1984; Whitaker, 1988, 1991). Ambos tipos de compuestos se localizan principalmente en la
membrana plasmdtica, aunque también se encuentran en el tonoplasto y el reticulo
endoplasmatico, pero en proporciones muy variables dependiendo de la planta y de las
condiciones de crecimiento (Yoshida and Uemura, 1986; Uemura and Steponkus, 1994;

Uemura et al., 1995).

Ruta del MVA

IPP + DMAPP

Esteroles libre

Esteril glucésidos Esteril esteres

(S6)

(ES)

Esterol acil-glucosil
transferasa
(SGAT)

Acil-esteril glucésidos

(ASG)

Figura 9. Ruta de produccion de esteroles. Sintesis de esteroles a partir de la ruta
metabdlica del MVA y la descripcion de los distintos tipos de esteroles presentes en la

naturaleza.

Cambios en las proporciones relativas de SG y ASG afectan las funciones y
permeabilidad de la membrana celular gracias a las propiedades hidrofilicas de los mismos

con respecto a los FS (Yamaguchi and Kasamo, 2001).
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Figura 10. Esteroles libres y conjugados. Estructura basica de los esteroles libres y

conjugados, donde la cadena lateral -R varia entre los distintos tipos de esteroles.

Aunque actualmente muchas de las enzimas participantes en el proceso de
conjugacién de esteroles han sido descritas en distintos organismos, existe poca informacion
y estudios centrados en la funcidn y caracterizacién de las enzimas involucradas en la
biosintesis de esteroles conjugados. La acil-CoA aciltransferasa (ASAT1) y fosfolipido:esterol
aciltransferasa (PSAT1) en Arabidopsis thaliana (Banas et al., 2005; Chen et al., 2007; Bouvier-
Nave et al., 2010) son encargadas de sintetizar SE a partir de acil-CoA y fosfolipidos,
respectivamente. Los SG son sintetizados a partir de una reaccién catalizada por la enzima
UDP-glucosa:esterol glucosiltransferasa (SGT), la cual ha sido descrita en A. thaliana, Avena
sativa y Withania somnifera (Warnecke et al., 1997; Sharma et al., 2007; DeBolt et al., 2009;
Chaturvedi et al., 2012). La SGT posee varias isoformas identificadas hasta el momento,
variando su numero entre los distintos organismos, como es el ejemplo del tomate, S.

lycopersicum, en el cual se han identificado 4 isoformas a partir del genoma secuenciado. La

SGT posee una actividad enzimatica significativa en la sintesis de esteroles porque es el enlace
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con las formas no glucosiladas (FS y SE) con el de las glucosiladas (SG y ASG) (Figura 9). En
cuanto a la sintesis de ASG, es importante resaltar que hasta la fecha no se ha descrito el
clonaje de ningln gen en ningln organismo que codifique para una esterol acil-glucosil

transferasa (SGAT) (Figura 10).

Como se menciond anteriormente, la planta de tomate junto a otras especies del
género Solanum poseen niveles de esteroles muy distintos a las del resto de plantas en la
naturaleza y no solo en el fruto sino también en la planta, volviéndose alin mas evidente
durante la maduracién del fruto donde aumenta de forma sustancial la sintesis de esteroles
libres y conjugados, logrando asi que el contenido de FS y SG aumente a costas de la
disminucion de ASG, mientras que el contenido de SE incrementa mds de 10 veces. En
conjunto, se produce un aumento de la relacién entre las formas no glucosiladas (FS + SE) y
glucosiladas (SG + ASG) de los esteroles (Chow and Jen, 1978; Duperon et al., 1984; Whitaker,
1988; Whitaker and Gapper, 2008). Estos cambios se encuentran asociados primordialmente
con el proceso de maduracién del fruto, ya que en plantas mutantes afectadas en la
maduraciéon de los frutos (nor y rin) los niveles de esteroles y sus conjugados no se ven

alterados de forma significativa (Whitaker, 1988; Whitaker and Gapper, 2008).

1.7. Regulacion del estigmasterol y B-sitosterol mediante la esterol-C22-

desaturasa de S. lycopersicum

Los esteroles son componentes importantes durante la maduracién del fruto de
tomate como se menciond antes, pero existe un cambio particular que ocurre durante este
proceso que estd asociado al incremento de la relacién estigmasterol:B-sitosterol. La
proporcion relativa de estigmasterol:B-sitosterol aumenta alrededor de 2.5 veces en el total
de esteroles, mientras que la relacion entre las formas libres aumenta hasta 5 veces, llegando
incluso a invertirse. En tomate se ha descrito un solo gen involucrado en esta funcién de
conversion, la esterol C22 desaturasa (CYP710A11) y a la cual se asocia su induccién durante

la maduracidn del fruto (Whitaker and Gapper, 2008). La proteina esterol C22 desaturasa (SD)
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se ha clonado y caracterizado enzimaticamente, describiendo de esta manera la funcién de
convertir B-sitosterol a estigmasterol (Morikawa et al., 2006) y cuya expresién durante la
maduracion del fruto se induce en paralelo al incremento de la relacidn estigmasterol:p-
sitosterol (Whitaker y Gapper, 2008). El estigmasterol se diferencia del B-sitosterol solamente
en un doble enlace situado entre las posiciones C22 y C23 de la cadena lateral (Figura 8).
Experimentos realizados por Whitaker and Gapper (2008) mostraron que en frutos de plantas
mutantes nor y rin no ocurre la induccién de SD, lo que corrobora que en estos mutantes no

se altere la relacion estigmasterol:B-sitosterol.

Los fitoesteroles poseen multiples funciones como se ha mencionado anteriormente,
pero una posible implicaciéon en las interacciones planta-patégeno es una funcién que llama
mucho la atencidn. En Arabidopsis se ha descrito que cuando es infectada por Pseudomonas
syringae se induce un aumento de la relacién estigmasterol:B-sitosterol. Durante la infeccién
por P. syringae se observa un aumento de la relacidn estigmasterol:B-sitosterol, la cual
favorece la multiplicacion del patégeno y aumenta la susceptibilidad de las plantas (Griebel
and Zeier, 2010). En tomate cuando el fruto es infectado por Botrytis cinerea, la infeccion es
estimulada por los cambios relacionados a la maduracion del fruto y entre estos cambios la
relacién entre estigmasterol:B-sitosterol (Cantu et al., 2009). En ambos casos la alteracién en
la relacion de estigmasterol:B-sitosterol influye en la susceptibilidad de la planta a ser
afectada por patdgenos y aungue estos esteroles se diferencian por tan poco, los efectos que
estos tienen sobre la permeabilidad y fluidez de las membranas es muy diferente (Schuler et

al., 1990; Schuler et al., 1991).

A pesar de la informacién presentada arriba, se desconoce aun el efecto que los
cambios en las proporciones relativas de estigmasterol:B-sitosterol pueden tener sobre la
sensibilidad del fruto del tomate a la infeccidén por patdgenos. La mayoria de estudios sobre
esteroles y enzimas asociadas a su conjugacion o produccion en tomate se han llevado a cabo
en un pequefio nimero de areas, dejando asi un espacio en blanco de las posibles funciones
gue estos compuestos tienen durante el crecimiento, desarrollo y maduracion de los frutos

de tomate.
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2. Objetivos

A diferencia del resto de especies vegetales, el tomate, junto con otras especies del
género Solanum, presenta una composicién atipica en el contenido y perfil de esteroles,
siendo de destacar los niveles extraordinariamente elevados de esteroles conjugados.
Ademads, durante la maduracién del fruto se producen cambios muy importantes en los
niveles y proporciones relativas de los esteroles libres y conjugados. La significacién bioldgica
y evolutiva del peculiar metabolismo de los esteroles en el tomate es totalmente
desconocida. Estudios recientes indican que los esteroles juegan un papel esencial en el
crecimiento y desarrollo de las plantas y en su respuesta a diferentes tipos de estrés. A partir
de estas observaciones, y teniendo en cuenta que el conocimiento sobre las enzimas
implicadas en el metabolismo de los esteroles conjugados es todavia muy limitado, se ha
planteado un proyecto de tesis orientado al estudio del metabolismo de dichos compuestos

en el tomate. En base a estos antecedentes se han abordado los objetivos siguientes:

- Obtencién y caracterizacién de lineas transgénicas de tomate (S. lycopersicum var.
Micro-Tom) afectadas en la expresién de genes que codifican enzimas involucradas en

la sintesis y el metabolismo de esteroles.

- ldentificacién y clonacién de genes candidatos de la enzima esterilglucdsido

aciltransferasa (SGAT) en Solanum lycopersicum var Micro-Tom.
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3. Resultados

3.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LINEAS TRANSGENICAS DE
TOMATE (S. LYCOPERSICUM VAR. MICRO-TOM) AFECTADAS EN LA
EXPRESION DE GENES QUE CODIFICAN ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA
SINTESIS Y EL METABOLISMO DE ESTEROLES.

3.1.1. Identificacion y amplificacion de los cDNAs correspondientes a la
isoforma 2 de la HMG-CoA reductasa y la esterol C22 desaturasa de

tomate.

Los genes diana utilizados en el presente trabajo han sido los que codifican para la
isoforma 2 de enzima HMG-CoA reductasa (HMGR2, Solyc02g038740.2.1) y la enzima esterol
C22 desaturasa (SD, Solyc02g070580.1.1). Mientras que la sobrexpresion o el silenciamiento
de HMGR?2 afectaria de forma general el flujo de precursores utilizados en la biosintesis de
esteroles (tanto libres como conjugados), la sobrexpresion o el silenciamiento de la SD

afectaria especificamente el ratio B-sitosterol/estigmasterol.

La regién codificante de los mRNA correspondientes a las enzimas HMGR2 y SD es de
1863 y 1506 nucledtidos, respectivamente (ver Anexos Il y lll). Para clonar los cDNAs
conteniendo la secuencia codificante de HMGR2 y SD se procedié a extraer muestras de RNA
de frutos de tomate en distintos estadios desarrollo y maduracién, de las cuales
posteriormente se preparé cDNA mediante transcripcidén reversa utilizando el kit “High
Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems). Una vez obtenida la primera
cadena de cDNA se hizo un tratamiento con la endonucleasa DNase |, para digerir cualquier
residuo de DNA gendmico que hubiera podido quedar durante la extraccién de RNA y/o

durante la sintesis de cDNA. A continuacidon se disefiaron primers especificos para ambas
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secuencias (ver Anexo |), afiadiendo al extremo 5’ de cada uno de ellos una secuencia
adicional correspondientes a las secuencia attB4r en el caso de los primers “forward” y a
attB3r en caso el de los primers “reverse” (ver Anexo ). Estas secuencias attB son necesarias
para la clonacién de los productos amplificados mediante el sistema de recombinacion
Gateway (Life Technologies). Estos primers incluyeron los codones de inicio (primer forward)
y terminacién de la traduccién (primer reverse) de cada cDNA. Las secuencias de interés
fueron amplificadas mediante PCR utilizando los juegos de primers indicados anteriormente
y una DNA polimerasa “proof-reading” (Pfx50 DNA Polymerase, Life Technologies). Tras la
purificacion de los productos de PCR mediante electroforesis en geles de agarosa éstos se
validaron mediante secuenciacién. Dichos productos de PCR fueron reamplificados con
primers que contenian las secuencias de los sitios attB3r y attB4r completas y se
recombinaron con el pldsmido pDONR221 P4r-P3r del sistema Gateway para generar los

vectores pENTRY denominados pEF 4r-HMGR2-3r y pEF 4r-SD-3r (Figura 11).

pEF 4r-HMGR2-3r

—otes: -

pEF 4r-SD-3r

—ater T

Figura 11. Representacion esquematica de los vectores pENTRY conteniendo
los genes HMGR2 y SD. Representacion esquematica (no dibujada a escala) de
los vectores pENTRY pEF 4r-HMGR2-3r y pEF 4r-SD-3r generados mediante la
recombinacion BP de las secuencias de los genes HMGR2 y SD con el vector

pDONR221 P4r-P3r.

3.1.2. Generacion de secuencias que codifican amiRNAs para el silenciamiento de

HMGR2 y SD.

Para el silenciamiento de los genes que codifican para HMGR2 y SD se usaron

microRNAs artificiales (amiRNAs) que fueron obtenidos mediante “overlapping PCR” con
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primers disefiados para el silenciamiento especifico de dichos genes (ver Anexo ). Dichos

primers fueron disefiados segin se describe en el sitio web http://wmd3.weigelworld.org

(Schwab et al., 2006) y utilizando el plasmido pRS300 especialmente preparado para
introducir las secuencias de amiRNAs en el precursor miR319a. Durante el ultimo paso de
“overlapping PCR” se utilizaron dos oligonucleétidos alternativos, attB4r_amiRNA_For vy
attB3r_amiRNA_Rev (ver Anexo |) para afiadir los sitios de recombinacion attB4r (extremo 5’)
y attB3r (extremo 3’) en el producto de PCR final. Con estos primers es posible amplificar
cualguier amiRNA derivado de un precursor miR319a. Para cada uno de los genes a silenciar
se prepararon 2 variantes de amiRNA distintas (amiRNA.1 y amiRNA.2) con el objetivo de
asegurar el correcto funcionamiento de al menos una de ellas. Dichos productos de PCR
contenian las secuencias de los sitios attB3r y attB4r que se recombinaron con el plasmido
pDONR221 P4r-P3r del sistema Gateway mediante recombinacion BP para generar los
vectores pENTRY denominados pEF 4r-amiHMGR2.1-3r, pEF 4r-amiHMGR2.2-3r, pEF 4r-
amiSD.1-3r y pEF 4r-amiSD.2-3r.

pEF 4r-amiHMGR2.1-3r
el T amiHMGR2.1 2 gttP3r

pEF 4r-amiHMGR2.2-3r
el T amiHMGR2.2 2 attP3r

pPEF 4r-amiSD1-3r
—attP4r amiSD.1 attP3r

pPEF 4r-amiSD.2-3r

L amiSD.2 2 attP3r

Figura 12. Representacion esquematica de los vectores pENTRY conteniendo
las secuencias para el silenciamiento de los genes HMGR2 y SD.
Representacidén esquematica (no dibujada a escala) de los vectores pENTRY
pEF 4r-amiHMGR2.1-3r, pEF 4r-amiHMGR2.2-3r, pEF 4r-amiSD.1-3r y pEF 4r-

amiSD.2-3r generados mediante la recombinacion BP de las 2 variantes de las
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secuencias para el silenciamiento de los genes HMGR2 y SD con el vector

pDONR221 P4r-P3r.

3.1.3. Construccion de vectores para la sobreexpresion y silenciamiento
de la isoforma 2 de la HMG-CoA reductasa y la esterol C22

desaturasa de tomate.

Para generar las construcciones de sobreexpresiéon y silenciamiento de HMGR2 y SD
se utilizaron tres promotores distintos. Uno de ellos fue el promotor del virus del mosaico de
la coliflor CaMV 35S, de expresién fuerte y constitutiva. Los otros dos fueron los promotores
E8 y PLI, que se expresan de forma especifica en distintas etapas del desarrollo y maduracién
del fruto. El promotor E8 presenta una expresién muy baja en el estadio verde maduro y se
induce fuertemente durante la maduracion del fruto, llegando a su expresién maxima en el
fruto maduro (He et al., 2008; Estornell et al., 2009). El promotor PLI codifica la proteina
plastidica ELIP (“early light-inducible protein”) y se expresa desde las primeras etapas de
desarrollo del fruto con un incremento constante a lo largo del desarrollo y maduracidn del
fruto (Estornell et al., 2009). Los vectores Gateway conteniendo los promotores 35S, E8 y PLI
fueron obtenidos del repositorio de plasmidos Addgene (Estornell et al., 2009). Estos vectores
poseen la secuencia de dichos promotores entre los sitios attL1 y attL4 y fueron designados

pEF 1-35S-4, pEF 1-E8-4, pEF 1PLI-4 (Figura 13).
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pEF 1-355-4
Cl- attP4 —

pEF 1-E8-4

-. __: attP4 —
pEF_ 1—PLI—_4
diE= attP4 —

Figura 13. Representacion esquematica de los vectores pENTRY
conteniendo los promotores CaMV35S, E8 y PLI. Representacidn
esquematica (no dibujada a escala) de los vectores pENTRY pEF 1-
355-4, pEF 1-E8-4 y pEF 1-PLI-4 generados mediante la
recombinacion BP de las secuencias de los promotores CaMV35S,

E8 y PLI con el vector pDONR221 P1-P4 (Estornell et al., 2009)

Como secuencia terminadora de la expresidon de las secuencias clonadas en las
construcciones de interés se utilizé el gen de la nopalina sintasa (tNOS) de Agrobacterium
tumefaciens. Para amplificar dicha secuencia se disefiaron primers especificos que contenian
las secuencias attB3 en el extremo 5’ del primer “forward” y attB2 en el extremo 5’ del primer
“reverse” (ver Anexo |). Los productos de amplificacion fueron separados en un gel de
agarosa, purificados y verificados mediante secuenciacidn. La secuencia del terminador tNOS
flanqueada con los sitios de recombinacion attB3 y attB2 fue recombinada del mismo modo

con el vector pDONR221 para generar el vector pENTRY denominado pEF 3-tNOS-2.
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pEF 3-tNOS-2

—ETEp - thos ~TIEI—

Figura 14. Representacion esquematica del vector pENTRY
que contiene la secuencia del terminador tNOS.
Representacion esquemdtica (no dibujada a escala) del
vector pENTRY pEF 3-tNOS-2 generado mediante la
recombinacion BP de la secuencia del terminar del gen

nopalina sintasa y el vector pPDONR221 P3-P2.

Secuencias para

Regulacién de sobreexpresién o Terminador
transcripcién silenciamiento

::'é' *HMGR2 | - amiRNA.I

il +SD - amiRNA2 (hIOS

1
Fragmentos
e e Eop— e ..m._m
\?( F\\ Reaccién BP
Vectores pDONR < @ s "'“""

Vectores pENTRY Cm— oA g

Reaccidén LR

Vetore de Destino

Vector de Expresion

Figura 15. Esquema de la estrategia de recombinacion multiple del sistema Gateway.
Figura ilustrativa de la estrategia de la triple recombinacion para generar los distintos

vectores de expresion.

Como vector de destino final para generar las construcciones que se utilizaron para la
generacion de las plantas transgénicas se uso el vector binario pKGW,0 (Karimi et al., 2002).

Los vectores de expresion y silenciamiento se obtuvieron mediante la recombinacién de los
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plasmidos descritos anteriormente en distintas combinaciones y siguiendo la estrategia
mostrada en la Figura 15. Los vectores pENTRY utilizados y los vectores de expresidon
resultantes se indican en la Tabla 1. Todos los vectores de expresién generados fueron
digeridos con enzimas de restriccion diagndsticas para comprobar que la recombinacion se
habia producido de forma correcta y posteriormente secuenciados para la verificacion de la

secuencia de nucleétidos y que la pauta de lectura fuera la correcta.

Tabla 1. Vectores de expresion creados por recombinacidn. Lista de vectores creados
mediante recombinacion LR de los plasmidos pENTRYs con el vector pKGW,0 para
generar los plasmidos de expresién para el estudio de la regulacién de la biosintesis de

esteroles en tomate.

Vecto‘r de PENTRYs recombinados Vector de expresion
destino resultante
pEF 4r-HMGR2-3r pXC 355:H2
PEF 4r-SD-3r pXC 35S:SD
pEF 1-355-4 PEF 3-tNOS-2
PEF 4r-amiHMGR2.1/.2-3r pXC 35S:amiH2.1/.2
pEF 4r-amiSD.1/.2-3r pXC 355:amiSD.1/.2
pEF 4r-HMGR2-3r pXC E8:H2
PEF 4r-SD-3r pXC E8:SD
pKGW,0 | pEF 1-E8-4 PEF 3-tNOS-2
pEF 4r-amiHMGR2.1/.2-3r pXC E8:amiH2.1/.2
pEF 4r-amiSD.1/.2-3r pXC E8:amiSD.1/.2
pEF 4r-HMGR2-3r pXC PLI:H2
pEF 4r-SD-3r pXC PLI:SD
pEF 1-PLI-4 pEF 3-tNOS-2
pEF 4r-amiHMGR2.1/.2-3r pXC PLI:amiH2.1/.2
pEF 4r-amiSD.1/.2-3r pXC PLI:amiSD.1/.2

3.1.4. Generacion de plantas de tomate transgénicas para la

sobreexpresion y silenciamiento de HMGR2 y SD.

El protocolo de transformaciéon puesto a punto para la generaciéon de plantas

transgénicas de tomate consisti6 en una modificacion de los protocolos descritos por
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McCormick (1997) y Fernandez et al. (2009). El método utilizado se basa en la infeccidn de
cotiledones de tomate con una cepa de A. tumefaciens portadora del plasmidos Ti que
contiene el T-DNA con las construcciones de interés. Dicho método se describe con detalle en

el apartado 6.1.4 de Materiales y Métodos.

De forma previa a la transformacion, los distintos vectores generados en el apartado
anterior fueron introducidos en la cepa de A. tumefaciens EHA105 mediante electroporacion.
Tras la transformacién se realiz6 la comprobacion de que los clones seleccionados
contuvieran el plasmido Ti correcto mediante andlisis por PCR y digestiones con enzimas de

restriccion diagndsticas para cada construccion.

El proceso de transformacién utilizado dura entre 5 y 7 meses. Este periodo cubre
desde la etapa inicial de transformacion de los cotiledones hasta la obtencidn de las semillas
de la primera generacién de plantas transgénicas (T1). El tiempo y el espacio fisico que se
necesita para el manejo del material biolégico que se genera a lo largo del proceso de
transformacién hizo necesario generar las plantas transgénicas en distintas tandas. Para la
puesta a punto del sistema de transformacidn se utilizaron las construcciones pXC E8:amiSD.1
y pXC E8:amiSD.2, disefiadas para el silenciamiento de la enzima SD durante la maduracion
de fruto. A titulo ilustrativo se indican a continuaciéon las distintas etapas del proceso de

transformacion correspondientes a dichas construcciones.

Tras la transformacion de los cotiledones de tomate se colocan en placas de Petri
(Figura 16 - 1), donde se inicia la formacidn de callos en los explantes (Figura 16 - 2) para dar
paso a la regeneracion de brotes en los mismos (Figura 16 - 3). Con la regeneracion de brotes,
se da un primer traspaso de los brotes a nuevas jarras para su consiguiente enraizamiento
(Figura 16 - 4) previo al paso final de ser trasplantados a tierra y aclimatados en invernadero

(Figura 16 - 5).
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Se regeneraron un total de 10 plantas TO (6 plantas para la construccién pXC
E8:amiSD.1 y 4 plantas para la construcciéon pXC E8:amiSD.2) de las cuales 9 mostraron
contener el transgén correspondiente tras un analisis mediante PCR utilizando primers
especificos para cada transgén. Dichas plantas dieron frutos que, desafortunadamente, no
contenian semillas. Las causas de ello no se han podido determinar pero ciertamente creé un

problema grave ya que no permitié continuar el posterior analisis de estas lineas transgénicas.

Para la segunda tanda de transformacion se utilizaron las construcciones pXC
PLI:amiH2.1y PLI:amiH2.2, disefiadas para el silenciamiento de HMGR2 durante el desarrollo
y maduracion del fruto. En este caso se regeneraron 14 plantas, de las cuales se identificaron
11 que contenian al menos una copia del transgén tras el andlisis mediante PCR utilizando
primers especificos. De las 11 plantas que tenian el transgén: 3 contenian la construccion pXC
PLI:amiH2.1 y 8 la construccion pXC PLI:amiH2.2. Estas plantas se nombraron amiH2-PLla,
amiH2-PLIb, amiH2-PLIc, amiH2-PLId, amiH2-PLle, amiH2-PLIf, amiH2-PLIg and amiH2-PLIh,
amiH2-PLli, amiH2-PLlj and amiH2-PLIk.De cada una de estas plantas se recolectaron
muestras de hoja y de frutos en distintos estadios de desarrollo. En todos los casos se

pudieron obtener semillas.

La tercera tanda de transformacién se realizd con los vectores pXC-E8:SD, pXC-
E8:amiH2.1 y pXC E8:amiH2.2, disefiadas para la sobreexpresion de SD (construccidon pXC
E8:SD) y el silenciamiento de HMGR2 (construcciones E8:amiH2.1 y pXC E8:amiH2.2) durante
la maduracién del fruto. En el caso de la construccidon pXC-E8:SD1 se obtuvieron 4 plantas TO
que se denominaron oeSD-E8a, oeSD-E8b, oeSD-E8c y oeSD-E8d. Solamente 2 de estas
plantas (oeSD-E8a, 0oeSD-E8b) produjeron una cantidad considerable de frutos antes de morir
y solo 0eSD1-E8a dio frutos con semillas. Al tener Unicamente una planta con frutos que
produjeran semillas, se dejé madurar todos los frutos a expensas de no poder recolectar
muestras de frutos para su posterior andlisis. En el caso de pXC E8.amiH2.1y pXC E8.amiH2.2
se regeneraron 12 plantas TO, de las cuales 10 contenian al menos una copia del transgén
insertado en el genoma. Estas plantas se denominaron amiH2-E8a, amiH2E-8b, amiH2-E8c,

amiH2-E8d, amiH2-E8e, amiH2-E8f, amiH2-E8g, amiH2-E8h, amiH2-E8i y amiH2-E8;.
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Figura 16. Etapas de la generacidn de plantas transgénicas de tomate.
Descripcion de las diferentes fases que ocurren durante la
transformacion de tomate. 1) Cotiledones transformados en medio 2Z.
2) Cotiledones durante la generacién de callos. 3) Explantes
regenerados en los callos de los cotiledones transformados. 4) Plantas
regeneradas en medio para enraizamiento. 5) Plantas transformadas

aclimatadas después del traspaso de plantas enraizadas a tierra.
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En la cuarta tanda de transformacidn se utilizaron los vectores pXC 35S:amiSD.1, pXC
E8:amiSD.1, pXC E8:amiSD.2, pXC 355:SD1, pXC 35S:H2 y pXC E8:H2. Las plantas transgénicas
seleccionadas se encuentran creciendo en el invernadero, hecho por el cual no han podido

ser caracterizadas en el presente trabajo.

3.1.5. Elaboracion de un método para la estimacion del nimero de

copias de un transgén insertadas en el genoma.

Con la generacion de las plantas transgénicas de tomate es necesario identificar las
plantas en las préximas generaciones que sean homocigotas para el transgén de analisis. De
manera convencional la homocigosis se alcanza en la 3™ o 4% generacion mediante la
identificacidon a la resistencia al marcador de seleccion en la poblacién segregante, pero esto
demanda mucho tiempo y trabajo, es por esto que se evalué un método que lograra discernir

entre lineas homocigotas, heterocigotas o acigotas en la segunda generacién de plantas.

La transformacion genética de plantas se ha vuelto un procedimiento basico para el
estudio y analisis funcional de genes en plantas, es por esto que es necesario determinar con
rapidez, confianza y con un método de facil y bajo costo la cigosidad de las plantas. Con el
desarrollo constante de nuevas tecnologias, la Real-Time qPCR resultd ser una herramienta

poderosa para la cuantificaciéon del nimero de copias de un gen mediante su amplificacion.

La insercion de nuevo material genético, DNA, mediante transformacion por A.
tumefaciens resulta ser totalmente aleatorio en el genoma de la planta, donde uno o mas
eventos pueden ocurrir de forma simultanea. En organismos transformados donde mas de 2
eventos de integracién de un mismo gen han ocurrido, es donde se presentan los niveles de
expresion mas bajos e incluso una expresion inestable. Debido a esto, la correcta

determinaciéon del nimero de transgenes insertados a una planta transformada es de vital
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importancia para el correcto andlisis de las distintas caracteristicas que las plantas

transgénicas pueden presentar.

El nimero de copias transgénicas usualmente es estimado mediante analisis de
Southern Blot, un método de biologia molecular mas cldsica. Este procedimiento indica el
numero de copias integradas en el genoma usando sondas especificas del gen de interés para
ser hibridadas en el gDNA previamente digerido con enzimas de restriccion, pero esto puede
ser un protocolo costoso, demandante de tiempo y se necesita gran cantidad de material de
partida. Ademds, si existe la presencia de copias integradas que han sido genéticamente
“rearregladas” la estimacidon puede ser incorrecta. Este proceso de seleccidon creé la
necesidad de implementar un método mds rapido al momento de diferenciar y seleccionar
las lineas homocigotas en las primeras generaciones. La técnica de Real-Time gPCR es una
herramienta muy versatil que gracias a su facil implantacion, bajos costos, sensibilidad y alta
confiabilidad permite hacer un andlisis del nimero de copias insertadas en el genoma de un
organismo partiendo de muy poco material genético (Ingham et al., 2001; Weng et al., 2004;

Shepherd et al., 2009; Chen and Lin, 2010).

Usando esta técnica de Real-Time gPCR se han desarrollado anteriormente otros
métodos para estimar el nimero de copias insertadas en plantas transgénicas. La desventaja
de estos métodos es la necesidad de contar con algln tipo de control que permita normalizar
los resultados. Schmidt and Parrott (2001) Establecieron un método de cuantificacién
absoluta usando curvas estandares a partir de un pldsmido con la secuencia analizada del cual
se conoce con exactitud la concentracién de DNA y el peso molecular. Por otra parte Mason
et al. (2002) y Shou et al. (2004) utilizan una cuantificacion relativa, obviando la necesidad de
crear una curva estandar para la cuantificacidon precisa del material genético usado pero
teniendo la necesidad de una planta calibradora donde se conozca con certeza el nimero de
copias, mediante otro método como el Southern Blotting (Shou et al., 2004), o asumiendo
gue una planta de las transgénicas generadas posee una sola insercidon del transgén en su
genoma (Mason et al., 2002). Ingham et al. (2001) demostraron un método muy confiable

para la discriminacién entre 1 o 2 copias insertadas en plantas transformadas usando el
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método comparativo 222 pero al costo de nuevamente la necesidad de una planta control,

donde el nimero de inserciones es conocido, y usando sondas TagMan.

En este estudio se usd la técnica de Real-Time gPCR usando SYBRGreen para la
deteccion de la fluorescencia en las fases de amplificacion, combinada con el método
comparativo 2"2%, donde no hace falta tener una planta control, ni un gen calibrador para la
normalizacién de la cantidad de DNA usada en cada reaccién. Usando como gen calibrador el
Lat52 (Yang et al., 2005) es posible determinar evaluar el nimero de copias en el genoma de
las plantas transformadas en la TO, y el posterior analisis de las plantas segregante para
determinar la cigosidad de las mismas, y que puede ser facilmente aplicado a cualquier

material vegetal donde se conozca un gen homocigoto de copia Unica.

Un componente limitante para conocer el nimero estimado de copias de un transgén
insertadas en el genoma de un organismo transformado, es el previo conocimiento de un gen
gue se encuentre y haya sido determinado como uno de copia Unica en el genoma del
organismo de estudio. En este contexto Yang et al. (2005) validaron el gen Lat52 como un
referente endégeno de copia Unica especifico de tomate para la deteccidon cuantitativa y
cualitativa de tomates transgénicos. Para nuestro estudio usaremos la misma informacion
generada por Yang y colaboradores para determinar el nimero de copias de un transgén
transferidos al genoma de tomate mediante la transformacién por A. tumefaciens en plantas

TO, de las cuales luego se determinara la cigosidad.

Con este antecedente se analizaron por Real-Time qPCR, 8 plantas de la TO de las
plantas transgénicas con la construccién pXC PLI:amiH2.1 y pXC PLI:amiH2.2 para detectar el
numero de copias insertadas en el genoma (Tabla 2). Como primer paso disefiaron vy
evaluaron los primers para el gen Lat52 y para la construccion pXC PLl:amiH2.1 y
PLI:amiH2.2 (ver Anexo |). La eficiencia de los primers fue evaluada y se determiné que fue de
96.28% para los primers Latl y Lat2.1 (gen Lat52) y de 99.04% para los primers
gPCR.PLI.amiH2.fw y qPCR.PLI.amiH2.fw (pXC PLl:amiH2.1/.2).
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Para calcular el nimero de copias insertadas en el genoma de las plantas transgénicas de
tomate, se usé el gDNA extraido de las hojas de las plantas antes mencionadas. La reaccién
de Real-Time gPCR se realizé usando SYBR Green como indicador de la reaccién. Se realizaron
reacciones por triplicado para cada pareja de primers en cada planta analizada, los valores de
Ct obtenidos del software LightCycler 480 luego fueron analizados. Para obtener el nimero
de copias de cada planta se usé la diferencia entre el Ct de los primers gPCR.amiH2 (Ctamit2) ¥

los primers para el gen Lat52 (Ci1at) v 2 elevado a esta diferencia (2 ¢tamiH2-Ctlat)

Tabla 2. Nimero de copias de la primera generacion de plantas transgénicas.
Tabla de lineas generadas en la TO donde se analizé el nimero de eventos

insertados en el genoma de las plantas transformadas.

Plantas ACt o ACt # de copias :o#:)i‘:li
amiH2-PLla -0.25333 0.179536 0.838 0.104404
amiH2-PLIb -1.42667 0.080416 0.371 0.020735
amiH2-PLic -11.8633 0.471275 0 8.77E-05
amiH2-PLId -0.97333 0.077889 0.509 0.027498
amiH2-PLle -0.00667 0.03 0.995 0.020699
amiH2-PLIf 0.153333 0.084656 1.112 0.065259
amiH2-PLIg -0.56667 0.130384 0.675 0.061019
amiH2-PLIh -1.05 0.099499 0.482 0.033309

La Tabla 2 nos indica el numero de copias para las plantas transgénicas usadas para
este experimento, los valores cercanos o aproximados a 0.5 indican que el nimero de copias
del transgén evaluado es igual a la mitad del nimero de copias encontradas del gen Lat52 en
el genoma del tomate. Como se menciond antes, se conoce que el gen Lat52 es un gen
homocigoto de copia Unica en el tomate, lo que entonces sefiala que el transgén esta presente
de forma hemicigota en el genoma, encontrandose por tanto un solo evento de insercion

durante la transformacion. Los valores cercanos a 1 muestran un doble evento de insercion
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del transgén, ya que posee el mismo valor que el gen homocigoto Lat52, mientras que por

obvias razones, los valores de 0 indican una ausencia de transgén en la muestra.

Con el conocimiento del nimero de copias del transgén insertadas en las lineas de la
primera generacion, TO, es posible calcular el nimero de copias de la segunda generacidn y
de esta manera inferir la homocigosis o heterocigosis de las plantas. Cuando la linea parental
posee una copia insertada, la generacién que continda por consiguiente solo podra presentar
3 escenarios: plantas homocigotas, hemicigotas o acigotas. La Tabla 3, Tabla 4 y Tabla 5
presentan a las lineas amiH2-PLId, amiH2-PLIg y amiH2-PLIh respectivamente, mostrando el
resultado del andlisis de la cigosidad de las plantas de la segunda generacién, T1. En el analisis
de la segunda generacién de plantas transgénicas se busca un valor de 1, a diferencia del
analisis de la TO donde se buscaban valores aproximados a 0.5. Esto es debido aque enlaT1,
se pretende identificar lineas homocigotas al transgén de estudio, por lo que es importante

tener valores similares o iguales que el gen control Lat52.

De acuerdo a los resultados de la Tabla 3 obtenidos y basados en que la planta amiH2-
PLId posee una sola insercion hemicigota, se deduce que se han generado 1 planta

homocigota, 1 planta heterocigota y 2 plantas acigotas.

Tabla 3. Cigosidad de las plantas de la segunda generacion de las plantas
amiH2-PLId. Tabla de las plantas de la T1 de la planta amiH2-PLId en donde se

analizod la cigosidad de las plantas.

amiH2-PLId
Plantas ACt o ACt # de copias o # de copias
amiH2-PLId1 -11.355 0.474 0 0
amiH2-PLId2 0.127 0.073 1.092 0.055
amiH2-PLId 3 0 0 0 0
amiH2-PLId 4 -1.053 0.096 0.482 0.032
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Tabla 4. Cigosidad de las plantas de la segunda generacion de la planta amiH2-

PLIg. Tabla de las plantas de la T1 de la planta amiH2-PLIg en donde se analizé la

cigosidad de las plantas.

amiH2-PLIg
Plantas ACt o ACt # de copias o # de copias

amiH2-PLIgl -0.527 0.048 0.694 0.023
amiH2-PLIg 2 0.5 0.047 1.414 0.046
amiH2-PLIg 3 -0.58 0.094 0.669 0.044
amiH2-PLig 4 0.573 0.056 1.488 0.058
amiH2-PLIg 5 -0.54 0.098 0.688 0.047
amiH2-PLIg 6 -0.533 0.045 0.691 0.022
amiH2-PLIg 7 -10.497 1.909 0 0.001
amiH2-PLIg 8 0.407 0.016 1.326 0.015
amiH2-PLIg 9 0.517 0.054 1.431 0.054
amiH2-PLIg 10 -11.238 0.927 0 0

Resultados

De la misma manera, los resultados de la Tabla 4 para la planta amiH2-PLIg que posee

una sola insercion hemicigota se deduce que se han encontrado 4 plantas homocigotas, 4

plantas heterocigotas y 2 plantas acigotas. Por ultimo los resultados de la Tabla 5 parala linea

amiH2-PLIh nos muestran que se encontraron 2 plantas homocigotas, 6 plantas heterocigotas

y 2 plantas acigotas.
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Tabla 5. Cigosidad de las plantas de la segunda generacion de la planta amiH2-
PLIh. Tabla de las plantas de la T1 de la planta amiH2-PLIh en donde se analizé la

cigosidad de las plantas.

amiH2-PLIh
Plantas ACt o ACt # de copias o # de copias

amiH2-PLIh1 -0.88 0.067 0.543 0.025
amiH2-PLIh2 0 0 0 0

amiH2-PLIh3 -0.833 0.058 0.561 0.022
amiH2-PLIh4 -0.773 0.108 0.585 0.044
amiH2-PLIh5 -10.74 0 0 0

amiH2-PLIh6 -0.757 0.095 0.592 0.039
amiH2-PLIh7 0.107 0.095 1.077 0.071
amiH2-PLIh8 0.3 0.116 1.231 0.099
amiH2-PLIh9 -0.777 0.056 0.584 0.023
amiH2-PLIh10 -0.84 0.065 0.559 0.025

Un método facil, rapido, fiable y costo-eficiente es necesario cuando se
manejan un gran volumen de plantas transgénicas y que a su vez poseen un ciclo de
vida extenso, como en el caso del tomate de aproximadamente 6 meses. El uso de la
herramienta Real-Time qPCR por su sensibilidad nos permitié evaluar el nimero de
copias que fueron insertadas en el genoma de una planta transformada usando el
método comparativo 2"2%, Se usé el gen Lat52 como gen control, ya que este estd
descrito como un gen que se encuentra evaluado de manera homocigota y de una
Unica en el genoma del tomate (Yang et al., 2005). Las plantas amiH2-PLI de tomate
transgénicas en la TO fueron evaluadas usando primers especificos para qPCR para
determinar el nimero de copias del transgén transformado en el genoma del tomate.
Con estos resultados presentados en la Tabla 2 se logré identificar las lineas que tenian
un solo evento de transformacion asi como otras lineas que poseian 2 o0 mas, o en
otros casos ninguna insercidn en su genoma. Las plantas que presentaron una Unica
insercién (amiH2-PLId, amiH2-PLIg y amiH2-PLIh) fueron evaluadas en la siguiente

generacion (T1) para determinar la cigosidad de las mismas. La Tabla 3, Tabla 4 y Tabla
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5 muestran estos resultados. Usando este método fue posible evaluar la cigosidad de
las plantas en la segunda generacion sin necesidad de llegar a una tercera o cuarta,
permitiendo ahorrar mucho tiempo, espacio y dinero, probando asi esta metodologia
ser una poderosa herramienta sin la necesidad de utilizar plantas controles de
inserciones previamente conocidas, que permitird el andlisis de solamente las plantas

gue funcionalmente sean importantes para el analisis de genes transformados.

3.1.6. Evaluacidon del nimero de copias del transgén insertadas y la

homocigosis de las lineas transgénicas mediante Real —Time qPCR.

Por lo general el mejor material transgénico para el estudio funcional de un gen
transformado es en las lineas T2 (3" generacion) homocigotas, ya que estas presentan la
secuencia del transgén en ambos alelos (el tomate es una especie diploide). Las lineas TO (1°7
generacidn), que son el material transformado, pueden presentar resultados confusos debido
a la alteracién por las condiciones de cultivo in vitro, condiciones de estrés producidas por la
transformacién mediante A. tumefaciens e incluso pueden ocurrir variaciones somaclonales
gue interfieran en el estudio de la funciéon de un gen por medio de cambios fenotipicos.
Usando el método antes propuesto para el andlisis de copias y cigosidad de las plantas

transgénicas, se evaluaran las plantas generadas en las transformaciones antes mencionadas.

La T1 (29 generacidn) es la progenie segregante y es donde se encuentran plantas
homocigotas, hemicigotas y acigotas como se menciond en el apartado anterior. El andlisis de
las lineas transgénicas generadas anteriormente se muestran en la Tabla 6, donde se

observan el numero de copias para las distintas lineas de las diferentes transformaciones.
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Tabla 6. Nimero de copias de plantas transgénicas de la primera
generacion (TO0). Listado del nimero de copias insertadas en las lineas
transgénicas para las construcciones amiHMGR2-PLI, amiHMGR2-E8

y 0eSD-E8.

0.84
0.37
0.00
0.51
1.00
1.11
0.68
0.48
2.19
0.51
0.53
2.21
0.51
0.52
1.30
2.05

i 1.39
oeSD-E8 a 0.90

amiHMGR2-PLI

amiHMGR2-E8

S|/ || |Q|o (T (|| |(Q|o |T|o

La construccion amiHMGR2-PLI posee las plantas amiH2-PLId, amiH2-PLIg y amiH2-
PLIh (Tabla 6) que muestran un valor que ronda el 0.5, lo que nos indica que existe la mitad
de copias del transgén que el gen control Lat52 en esas plantas. Como se conoce que el gen
Lat52 es un gen homocigoto de copia Unica, el valor de 0.5 demuestra que existe una insercién
del transgén y la planta es hemicigota. Los valores que sean igual o superior a 1 indican que

existe mds de 1 copia del transgén en el genoma.

Se sembraron las semillas recolectadas de las plantas transformadas TO para obtener

la T1 de cada construccidon. Cuando las plantas T1 presentaron las primeras hojas, se tomé

45



Resultados

una punta de la hoja de cada planta para la extraccidn de gDNA y realizar la Real-Time gPCR
para determinar la homocigosis de las plantas. Siguiendo los pasos anteriormente descritos
se obtuvieron nuevos datos mostrados en la Tabla 7 similares a los de la tabla anterior pero
para las nuevas plantas T1 de cada construccién. Con los datos mostrados en la Tabla 6 y Tabla
7 es posible inferir la homocigosis de las plantas de la nueva generacién. Para un mejor
entendimiento de cémo se infiere la relacién alélica del transgén es primordial entender que
para que una planta T1 posea una sola copia homocigota del transgén es necesario que la
planta parental TO haya tenido una insercién en el genoma. En caso de que la planta parental
haya tenido 2 o mas inserciones, la generacion T1 podrd presentar valores similares a 1, lo
cual indica 2 copias del transgén o 1 copia homocigota, es por esto que es importante que la
linea parental tenga una Unica insercién. La Tabla 7 muestra las plantas de la T1 para cada

construccion que se infiere sean homocigotas, hemicigotas o acigotas.

Para la planta oeSD-E8a se calculd un valor de 0.9 para el numero de copias, esto indica que
existen al menos 2 inserciones en el genoma de la transgénica. Cuando se realiza el analisis
de la cigosidad para la siguiente generacion, se obtienen los valores que se muestran en la
Tabla 8. Los valores cercanos a 0.5 indican plantas que poseen una sola copia del transgén,
valores iguales o superiores 1 puede significar varias opciones como plantas que poseen 2
copias heterocigotas, una copia homocigota o mds copias del transgén. Es necesario obtener
la siguiente generacidn de segregantes de estas plantas de copia Unica para obtener plantas

de una copia homocigotas.
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Tabla 7. Cigosidad de las plantas transgénicas de la segunda generacion (T1).
Listado del nimero de copias insertadas y cigosidad de las lineas transgénicas de

la segunda generacién para las construcciones amiHMGR2-PLI, amiHMGR2-E8.

1 - Acigoto
d 2 1.09 HOMOCIGOTO
3 - Acigoto
4 0.48 Heterocigoto
1 0.69 Heterocigoto
2 0.67 Heterocigoto
3 0.69 Heterocigoto
4 0.69 Heterocigoto
g 5 - Acigoto
6 1.33 HOMOCIGOTO
amiHMGR2-PLI 7 0.54 Heterocigoto
8 - Acigoto
1 - Acigoto
2 0.56 Heterocigoto
3 0.59 Heterocigoto
4 - Acigoto
h 5 0.59 Heterocigoto
6 1.08 HOMOCIGOTO
7 1.23 HOMOCIGOTO
8 0.58 Heterocigoto
9 0.56 Heterocigoto
1 0.45 Heterocigoto
2 0.96 HOMOCIGOTO
b 3 - Acigoto
4 0.47 Heterocigoto
5 - Acigoto
1 - Acigoto
amiHMGR2-E8 2 0.48 Heterocigoto
3 0.51 Heterocigoto
4 0.52 Heterocigoto
1 0.48 Heterocigoto
¢ 2 0.48 Heterocigoto
3 - Acigoto
4 - Acigoto
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Tabla 8. Numero de copias de plantas transgénicas de la
segunda generacion (T1) de la construccion oeSD-E8. Listado
del nimero de copias insertadas en las lineas transgénicas de la

segunda generacion de la construccidon oeSD-E8.

1 1.87
2 1.93
3 0.71
4 1.74
5 1.44
6 1.71
7 0.44
8 0.00
9 0.44
10 0.22
11 1.05
12 0.27
oeSD-E8 a 13 0.60
14 0.25
15 0.27
16 1.04
17 0.34
18 0.98
19 0.86
20 0.44
21 0.82
22 1.59
23 1.60
24 1.59
25 0.45

Para optimizar el tiempo de trabajo y reducir el espacio fisico en laboratorio e
invernadero su utilizé el método facil y confiable que permitié el analisis temprano de las
lineas transgénicas generadas que logré determinar el nimero de copias insertadas del
transgén en el genoma asi como la cigosidad de las mismas. Para esto se usé la herramienta
biotecnoldgica Real-Time gPCR que permitié el examen del nimero de copias insertadas en

la primera generacién de plantas, y usando esta primera informacién fue posible evaluar la
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progenie en la segunda generacién y evaluar la cigosidad de las plantas obtenidas. Este
método demostrd ser mas facil y costo-efectivo que su contraparte clasica el Southern Blot,
lo que da pie a un andlisis anticipado de las plantas ahorrando precisamente gran cantidad

de tiempo.

3.1.7. Anadlisis de plantas transgénicas con niveles de expresion

silenciados de la enzima HMGR2

El primer aspecto que se abordd fue el de determinar los niveles de expresién del gen
gue codifica para la isoforma HMGR2 en los frutos de las plantas transgénicas T1 homocigotas
disefiadas para el silenciamiento de la expresion del gen HMG2 durante el desarrollo y
maduracion del fruto (plantas amiH2-PLI) o Unicamente durante la maduracién del fruto
(plantas amiH2-E8). Para ello se procedid a la cuantificacidon de los niveles del transcrito
HMGR2 mediante Real-Time qPCR utilizando muestras de RNA extraidas de frutos en distintos

estadios de desarrollo y maduracién.

3.1.7.1. Analisis de las plantas amiH2-PLI

Una de las plantas transformadas con la construccién amiHMGR2-PLI presenté
caracteristicas a nivel de epidermis distintas a un tomate wt. La linea amiHMGR2-PLI b mostré
cambios en su textura, donde la piel del tomate de la planta presentaba un aspecto rugoso y
con protuberancias, asi como un color opaco y una falta de brillo. Estos resultados se
muestran en la Figura 17, donde se comparan las texturas de la epidermis de la linea
amiHMGR2-PLI b y un tomate wt observados mediante la ayuda de un estereomicroscopio
acoplado a una cdmara Olympus DP71. Las imagenes A, B y C muestran la textura rugosa y
falta de brillo del tomate transgénico con respecto a una textura mas lisa y brillante de la de

un tomate wt (D, E y F). Aungque hubo una cantidad considerable de frutos rojos muy pocos
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tuvieron semillas. Las semillas que fue posible recolectar no lograron sobrevivir cuando
fueron sembradas para buscar la siguiente generacidn, por lo que no fue posible continuar la

busqueda de este fenotipo en las plantas segregantes.

Las lineas amiH2-PLIg6 y amiH2-PLIh7, ambas homocigotas segln se indica en la Tabla
7, fueron analizadas mediante Real-Time gPCR para medir el nivel de expresidon del gen
HMGR2 en hojas y en frutos en distintos estadios de desarrollo y maduracion. Los niveles de
expresion se compararon con muestras equivalente aisladas de planta Micro-Tom wt crecidas
en las mismas condiciones. Los resultados mostrados en la Figura 18 muestran de forma clara
gue lainduccién de la expresion del gen que codifica para HMGR2 que se produce durante la

maduracién esta bloqueada en los frutos de ambas lineas transgénicas.

A pesar del fuerte silenciamiento de la expresidon del gen HMGR2, no se notaron
cambios ni en el tiempo de maduracidn ni en la coloracién final del fruto. Con tal de comparar
los mismos estadios de desarrollo y maduracidn de los frutos se realizé un marcaje de las
flores para registrar el nimero de dias post-antesis (DPA) y, a partir de aqui, analizar el tiempo

necesario para alcanzar los distintos estadios de maduracion.
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amiHMGR2-PLI b Micro-Tom wt

Figura 17. Texturas de la epidermis de un fruto rojo amiHMGR2-PLI
b y tomate Micro-Tom wt. Fotografias de la comparacién de la
epidermis de un tomate madura de la linea transgénica amiHMGR2-
PLI b (A, By C) y un tomate maduro wt (D, E y F). Las imagenes Ay D
muestran un toma de la parte superior de los tomates, las imagenes
B y E una toma lateral mientras que las C y F son un acercamiento

del lateral de los frutos.
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Figura 18. Expresion del gen HMGR2 en lineas amiH2-PLI y tomate wt. Comparacién
del nivel de expresion de la isoforma HMGR2 en los distintos estadios del fruto de
tomate entre Micro-Tom wt y lineas transgénicas amiHMGR2-PLI g6 y amiHMGR2-PLI
h7.

La enzima HMGR2 estd directamente involucrada en la maduracién del fruto de
tomate, donde se conoce que su expresiéon aumenta y tiene una relacién inversa con la
expresion de laisoforma HMGR1 (Rodriguez-Concepcion and Gruissem, 1999). Al no observar
ningun tipo de cambios que afectara la maduracién del fruto se decidié evaluar la expresién
del conjunto de genes que codifican para distintas isoformas de la HMGR en el tomate.
Resultados obtenidos recientemente en el grupo habian detectado la expresion del gen que
codifica para HMGR3 en el fruto pero sus niveles de expresidon no habian sido cuantificados
en detalle (Pateraki y Boronat, resultados no publicados). Cabe resaltar que la expresion de
HMGR3 en el fruto no habia sido descrita previamente en la literatura. Como se muestra en
la Figura 19 A, los perfiles de expresiéon de los transcritos de HMGR1 y HMGR2 en el fruto de
las plantas Micro-Tom wt se corresponden con los descritos previamente (Park et al., 1992;
Gillaspy et al., 1993; Jenkins, 1996; Rodriguez-Concepcion and Gruissem, 1999). Asi, mientras
que la expresion del gen HMGR1 es relativamente activa en los frutos jovenes (fase de divisiéon

y expansion celular), esta disminuye al inicio del proceso de maduracion, periodo en el cual
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se induce fuertemente la expresion del gen HMGR?2. Se observa también que la expresion del
gen HMGR3 se induce claramente durante la maduracién del fruto. Cabe resaltar que los
valores de expresion mostrados en la Figura 19 A son relativos a sus correspondientes niveles
de expresidn en hoja. Sorprendentemente, cuando los niveles de expresion se expresaron en
valores absolutos (nimero de copias del transcrito), se observé que la isoforma HMGR3 se
expresa a niveles muy superiores a las demds (Figura 19 B). Los niveles del transcrito HMGR3
son relativamente bajos en hoja en relacién al fruto, y dentro de los distintos estadios de

maduracién del fruto alcanza su mayor nivel en estadio breaker.

También es importante destacar que cuando se estudié la expresion de las isoformas
HMGR1, HMGR2 y HMGR3 en las plantas transgénicas amiH2-PLIg6 y amiH2-PLIh7, ambas
silenciadas en la expresion del gen HMGR2, se observé un cambio muy drastico en el perfil de
expresion de HMG1 y, muy en particular, de HMG3. Los resultados mostrados en las Figura
20 A y B muestran una expresidn muy elevada de la isoforma HMGR3 en el fruto verde. La
relacién de la expresiéon de la isoforma HMGR3 de la linea amiH2-PLI g6 entre el fruto verde
y la hoja es aproximadamente el doble. Este cambio, si se consideran los valores absolutos, el
incremento de relativo de la expresion del gen HMG3 es de aproximadamente 20 veces. La
linea amiH2-PLI h7 presenta un perfil similar al de la linea amiH2-PLI g6, aunque los

variaciones son menores en la cuantificacion absoluta (Figura 21).
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A) Expresidn normalizada de las isoformas HMGR en Micro-Tom wt
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B) Expresion de las isoformas HMGR en valores absolutos en Micro-Tom wt
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Figura 19. Expresion de las isoformas HMGR en Micro-Tom wt. Perfil de expresidn
de las isoformas de HMGR en los distintos estadios del fruto de tomate wt
visualizadas cuando se relativizan al tejido de hoja (A) y en valores absolutos de
expresion (B). Los valores absolutos de expresion en la figura B indican el nimero de

copias de los transcrito evaluados.
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A) Expresidon normalizada de las isoformas HMGR en
amiHMGR2-PLI g6
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B) Expresién de las isoformas HMGR en valores absolutos en
amiHMGR2-PLI g6
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Figura 20. Expresion de las isoformas HMGR en la planta transgénica amiH2-PLI g6.
Perfil de expresion de las isoformas de HMGR en los distintos estadios del fruto de la
linea amiHMGR2-PLI g6 visualizadas cuando se relativizan al tejido de hoja (A) y en
valores absolutos de expresion (B). Los valores absolutos de expresion en la figura B

indican el numero de copias de los transcrito evaluados.
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A) Expresion normalizada de las isoformas HMGR en
amiHMGR2-PLI h7
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B) Expresion de las isoformas HMGR en valores absolutos en
amiHMGR2-PLI h7
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Figura 21. Expresion de las isoformas HMGR en la planta transgénica amiH2-PLI h7.
Perfil de expresion de las isoformas de HMGR en los distintos estadios del fruto de la
linea amiHMGR2-PLI h7 visualizadas cuando se relativizan al tejido de hoja (A) y en
valores absolutos de expresidn (B). Los valores absolutos de expresion en la figura B

indican el nimero de copias de los transcrito evaluados.
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3.1.7.2. Analisis de las plantas amiH2.ES8.

Se analizaron las plantas amiH2-E8b2 (homocigota), amiH2-E8c3 (hemicigota) vy
amiH2-E8c4 (hemicigota). En este caso tampoco se observaron cambios en los tiempos de
desarrollo y maduracidén de los frutos. No obstante, los frutos de las plantas amiH2-E8b2 y
amiH2-E8c4 mostraron un fenotipo particular consistente en la germinaciéon prematura de
las semillas en el interior del fruto durante la maduracién. Este fenotipo era ya observable
indirectamente en las fases avanzadas del proceso de maduracién (a partir del estadio
“orange”) ya que frutos afectados presentaban protuberancias en la parte externa. En la
Figura 22 A, se puede observar la presencia de pequefias deformaciones y cambios en la
rigidez de la epidermis. Al ser cortados por la mitad se aprecié la presencia de las semillas

germinadas (Figura 22 B).

Las lineas amiHMGR2-E8 b2 y amiHMGR2-E8 c3 fueron analizadas mediante Real-
Time gPCR para medir los niveles de expresion de la isoforma HMGR2 en frutos en estadios
verde y rojo como se describid anteriormente. Los niveles de expresién fueron comparados
con muestras de tomate Micro-Tom wt en los mismos estadios. Los resultados mostrados en
la Figura 23 muestran el silenciamiento de la expresién de la isoforma HMGR2 en ambas

plantas transgénicas analizadas.
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Figura 22. Frutos de las lineas amiH2-E8b2 y amiH2-E8c4. Iméagenes
de los frutos con deformaciones externas de la linea amiH2-E8b2 y
amiH2-E8c4 en estadio de maduracidn naranja y rojo. A) Se muestra la
comparacién de los tomates con el fenotipo que afecta la epidermis
del tomate. En el recuadro verde se observa las heridas de los tomates
transgénicos y en el recuadro blanco se observan los tomates wt sin
ninguna afectacidn. B) Corte transversal de los tomates. En el recuadro
azul los tomates presentan las semillas en estado de germinacion y
crecimiento alin dentro del tomate. En el recuadro blanco las semillas
en estado normal dentro del tomate. C) Imagen cercana de las semillas
germinadas dentro de los frutos maduros. Los cuadros blancos y

negros representan 1 cm de longitud.
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Figura 23. Expresion del gen HMGR2 en lineas amiH2-E8 y tomate wt. Comparacién
del nivel de expresion de la isoforma HMGR2 en los distintos estadios del fruto de

tomate entre Micro-Tom wt y lineas transgénicas amiH2-E8 b2 y amiHMGR2-E8 c3.

Aunque el silenciamiento de la isoforma HMGR2 en las plantas amiH2-E8b2 y amiH2-
E8c3 fue notable, no se observaron alteraciones en el tiempo de maduracién ni en la
coloracion de los frutos, como sucedié con las plantas amiH2-PLI antes analizadas. Por estos
motivos, se complementd el estudio con el andlisis de las distintas formas del gen HMGR en

los frutos verdes y rojos de las plantas transgénicas amiH2-E8b2 y amiH2-E8c3 (Figura 24).
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A) Expresidn isoformas HMGR en Micro-Tom wt
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Figura 24. Expresion de las isoformas HMGR en la planta transgénica amiHMGR2-E8 c3

y tomate wt. Perfil de expresion de los genes HMGR en frutos verde y rojo de la linea

amiHMGR2-E8 c3 (A) y de tomate Micro-Tom wt (B) en valores absolutos.
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La linea homocigota amiHMGR2-E8 b2 (Figura 25) presentd un perfil similar al de la
planta c3 (Figura 24) y ambas lineas mostraron un aumento significativo de la isoforma 3 en
el estadio verde del fruto y un ligero aumento de la expresién de la isoforma HMGR1 en el
tejido rojo, este ultimo dato es relevante ya que la expresion de la isoforma 1 debe disminuir
durante la maduracién. La expresion de la isoforma HMGR2 por otro lado parece haber
disminuido pero hacen falta realizar los analisis en los diferentes tejidos para ver con mas

claridad el silenciamiento de esta isoforma.
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Figura 25. Expresion de las isoformas HMGR en la planta transgénica amiHMGR2-E8 b2.
Perfil de expresion de los genes HMGR en frutos verde y rojo de la linea amiHMGR2-E8 b2

en valores absolutos.

Es importante mencionar que la expresion de la isoforma 3 en las plantas transgénicas
amiHMGR2-PLI y amiHMGR2-E8 han tenido un comportamiento muy similar al aumentar
drasticamente su expresion en los frutos en estadio verde. La isoforma 1 por su lado en las
transgénicas amiHMGR2-PLI no pasaron por ningln cambio considerable, mientras que en
las lineas amiHMGR2-E8 este gen parece aumentar su expresion en el estadio rojo del

tomate, lo cual es un evento inusual que se debe analizar con mas profundidad.
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3.1.8. Analisis de plantas transgénicas con niveles de expresion

silenciados de la enzima SD

La transformacién de la construccién amiSD-E8 dio como resultado 10 plantas que
desafortunadamente no presentaron semillas en sus frutos. A pesar de este inconveniente,
se tomaron frutos en distintos estadios para analizar los niveles de expresidn del gen SD. Se
tomaron los frutos en distintos estadios de una de la linea amiSD-E8a y con primers
especificos disefiados para qPCR se evaluo el nivel de expresién del gen SD, resultados que se
muestran en la Figura 26. Este diagrama de barras nos muestra como la expresion del gen SD
en la planta transgénica amiSD-E8a se ve reducida cuando es comparada a su ortélogo en una
planta sin transformar wild-type, mostrando que el silenciamiento mediante amiRNAs es muy
efectivo. El promotor E8 se expresa de manera mds prominente en los estadios de verde
maduro hasta llegar a su punto de mayor expresién en los primeros estadios rojos de
maduracion. Se observa en la Figura 26 una reduccién de la expresion del gen SD en los
estadios breaker, naranja y rojo. Todos los cdlculos estuvieron hechos con 3 réplicas técnicas
y con material genético de al menos 3 frutos en cada estadio. Estudios fenotipicos o
funcionales del silenciamiento de la enzima SD mediado por el promotor E8 no pudieron ser

profundizados debido a la falta de semillas en los frutos.
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Figura 26. Expresion del gen SD en la planta amiSD-E8a y Micro-Tom wt.
Diagrama de barras con la comparacién de la expresién del gen SD relativizada
al tejido de hoja en una planta transgénica amiSD-E8 versus una planta sin

transformar Micro-Tom wt.
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3.2. IDENTIFICACION Y CLONACION DE GENES CANDIDATOS DE LA ENZIMA
ESTERILGLUCOSIDO  ACILTRANSFERASA  (SGAT) EN SOLANUM
LYCOPERSICUM VAR MICRO-TOM.

Al inicio del presente trabajo no habia sido identificado ni clonado ningun gen que
codifique para la enzima SGAT en ningun organismo. No obstante si que existian estudios
relacionados con la sintesis de acil-esterilglucésidos (ASG) en plantas (Lepage, 1964; Ongun
and Mudd, 1970; Forsee et al., 1974; Eichenberger and Siegrist, 1975; Zdzislaw et al., 1975;
Frasch and Grunwald, 1976; Baisted, 1978; Zimowski and Wojciechowski, 1983; Duperon et
al., 1984; Potocka and Zimowski, 2008). En algunos de estos estudios se habian descrito y
caracterizado enzimas implicadas en la sintesis de ASG utilizando esterilglucdsidos como
substrato y fosfolipidos, tales como la fosfatidiletanolamina (PE) o el fosfatidilglicerol (PG),
como donadores de acilos (Eichenberger and Siegrist, 1975; Heinz et al., 1975; Wojciechowski
and Zimowski, 1975; Forsee et al., 1976; Potocka and Zimowski, 2008).Los resultados
obtenidos en dichos estudios proporcionaron informacidn tanto sobre existencia de dicha
actividad enzimatica en las plantas como acerca de ciertas caracteristicas de dicha enzima
derivadas de su purificacién parcial. En base a dicha informacion se decidié abordar una
estrategia para identificar genes correspondientes a SGAT en tomate utilizando una

combinacidn de aproximaciones bioquimicas, protedmicas y gendmicas.

3.2.1. Puesta a punto de un método no radiactivo para determinar la
actividad de la enzima esterilglicosido aciltransferasa en muestras

de fruto de tomate.

Ninguno de los estudios previos relacionados con la caracterizacion de la enzima SGAT
en plantas se habia realizado en el tomate. Es por ello que fue necesario poner a punto
inicialmente un protocolo que permitiera detectar la actividad SGAT en muestras de tomate

como etapa previa al abordaje de su purificacion mediante técnicas cromatograficas. El
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protocolo utilizado para la identificacidon de la actividad SGAT en el tomate se basé en el
descrito por Potocka and Zimowski (2008) en berenjena, el cual fue modificado y adaptado a
muestras de fruto. Para ello se utilizaron muestras de pericarpo que fueron homogenizadasy
procesadas tal como se describe en el apartado 6.4.1 de Materiales y Métodos. El polvo
acetdnico obtenido representd una fraccion parcialmente enriquecida que se utilizé para la
puesta a punto del ensayo enzimatico. Pare ello se adapté el método descrito por (Potocka
and Zimowski, 2008) pero utilizando un método no radioactivo basado en la identificacion del
producto de reaccion mediante tincidon colorimétrica tras su separacién cromatografica en
placas de TLC. Los substratos utilizados fueron B-sitosterol B-D-glucésido (SG) vy
fosfatidiletanolamina (PE). Esta Ultima fue utilizada como donadora de acilos en la reaccion
por ser el fosfolipido de origen vegetal (Glycine max) que mostré una mayor actividad relativa
(75%) en los ensayos enzimaticos de SGAT descritos por (Potocka and Zimowski, 2008). En los
experimentos de puesta a punto se utilizaron distintas concentraciones de polvo acetdnico e
incubaciones a distintos tiempos. Ademas, en algunos ensayos se omitié SG o PE. Una vez
terminada la reaccion enzimatica, se procedié a la extraccidn de los sustratos y los productos
de reaccion utilizando n-butanol. Tras secar las muestras y disolverlas en CHCl; estas se
analizaron mediante TLC. La separacidn de los distintos esteroles y lipidos presentes en la
mezcla de reaccidn, se realizé utilizando CHCls/MetOH/Amoniaco 25% (40:10:2) (v/v/v) como
eluyente. Para el revelado, la placa de TLC se esprayd de manera uniforme con el reactivo de
Molisch (tincién de azucares) (ver el apartado 6.3.1.1 de Materiales y Métodos) o con una
solucion de primulina (tincion de lipidos) (ver el apartado 6.3.1.2 de Materiales y Métodos).
En la Figura 27 se muestran los resultados obtenidos en el estudio del efecto de la

temperatura en una reaccion estandar durante 30 min.
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Figura 27. Ensayo enzimatica para determinar la temperatura 6ptima de
reaccion. La mezcla de reaccién contenia polvo acetdénico (AP, 1 mg/mL), SG (10
nmoles) y PE (10 nmoles) en un volumen final de 500 pL de tampdn B. La placa
de TLC fue revelada con reactivo de Molisch (ver apartado 6.3.1.1 Materiales y

Métodos).

Se puede observar que tanto a 25 °C como a 30 °C se detecta la formacién de un
producto con la mobilidad y tincidn esperada para ASG. Es de destacar la formacién de

algunos productos con un Rf menor que SG de naturaleza desconocida. Ensayos posteriores
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realizados a 30 °C y tincién con primulina confirmaron la formacién de un producto con

mobilidad equivamente al ASG estandar (Figura 28).

1 2 3 4 5 6

AP AP AP SG ASG PE
(Img/ml) (2mg/ml) (1mg/ml)
+SG +PE  +SG+PE 30 min
tiempo 0  30min
Figura 28. Ensayo enzimatico para determinar la
formaciéon de ASG a partir de SG y PE. TLC del ensayo
enzimético con polvo aceténico (AP, 1 mg/mL) con los

sustratos SG y PE. La placa de TLC fue revelada con

primulina (ver apartado 6.3.1.2 de Materiales y Métodos).
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3.2.2. Purificacion parcial de la esterilglucésido aciltransferasa de fruto

de tomate.

Tras haber demostrado la actividad de la enzima ASG en la fraccidén proteica extraida de de
fruto de tomate, se abordd la purificar de la proteina SGAT utilizando cromatografia de gel
filtracidon a partir de la fraccién de polvo acetonico descrita en el apartado anterior. La
columna utilizada fue la HiLoad 26/600 Superdex 200 pg (GE Healthcare Life Sciences). La
matriz empleada (Superdex 200 prep grade) tiene un rango de fraccionamiento muy amplio
gue abraca entre 10 y 600 kDa. Para la carga de la muestra, el bombeo y manejo del flujo a
través de la columna vy la recoleccién de las distintas fracciones se usé el equipo AKTAFPLC
(GE Healthcare Life Sciences). La columna se equilibré utilizando un volumen tampdn fosfato
0.1 M pH 6.5 y 0.05% Triton X-100 (v/v) equivalente a 3 veces el volumen de la misma. A
continuacién se procedié a calibrar la columna utilizando un mezcla de compuestos y
proteinas marcadoras con pesos moleculares conocidos. Las proteinas y compuestos usados
para calibrar de la columna fueron las siguientes: azul de dextrano (con un peso molecular
2000 kDa), R-Amilasa de cebada (176 kDa, Sigma-Aldrich Ref. A7130), alcohol deshidrogenasa
(ADH) de higado equino (80 kDa, Sigma-Aldrich Ref. 55689), albimina de suero bovino (BSA)
(66,4 kDa, Sigma-Aldrich Ref. 05470), lisozima de clara de huevo (14,3 kDa, Sigma-Aldrich Ref.
L6876) y dicromato de potasio (K2Cr,07, con un peso molecular de 0,3 kDa). El compuesto azul
dextrano, por ser el de mayor tamafio, fue quien marcé el frente de la columna y determiné
el volumen en vacié de la misma, que fue de 99,68 mL. Las proteinas usadas para la

calibracion de la columna eluyeron a distintos volimenes como se describe en la Tabla 9.
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Tabla 9. Compuestos y proteinas usadas para la calibracion de la columna
de exclusidn. Tabla con la lista de proteinas y diversos compuestos
necesarios para la calibracién de los pesos moleculares de la columna de

exclusion HiLoad 26/600 Superdex 200 pg.

Proteina/Compuesto Peso molecular Volumen de

(kDa) retencion (mL)
Azul dextrano 2000 99,68
S-amilasa 176 162,00
ADH 80 176,00
BSA 66 238,00
Lisozima 14,3 256,78
K>Cr207 0,3 289,30

El compuesto mas pequefio fue el K,Cr,07, quien eluyd de la columna al final de haber
pasado todos los demds compuestos de la mezcla con un volumen de elucién de 289,30 mL.
Los valores obtenidos son las medias de 3 repeticiones en la misma columna bajo las mismas
condiciones. Existe una relacion logaritmica inversa entre el tamano de las moléculas y el
volumen en el cual estas eluyen. Con estos datos obtenidos se dibujé un grafico de puntos de
dispersion para encontrar la correlacién entre el volumen de retencién y el tamafio de las

moléculas eluidas a través de la columna (Figura 29).

69



Resultados

350
300
250

200

150
y =-101.44x + 387.93

Volumen de elucién (mL)

50

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Logaritmo del Peso molecular (kDa)

® mL

Lineal (mL)

Figura 29. Curva de calibracién de la columna de exclusién HiLoad 26/600 Superdex 200 pg. Grafico
del volumen de elucién de los compuestos/proteinas vs el logaritmo del peso molecular de los

mismos. El limite de exclusion de la columna es de 600 kDa y el de permeabilidad es 10 kDa.

Con la columna de exclusion calibrada, se dejaron eluir 3 volimenes de buffer fosfato
0.1 M pH 6.5 y 0.05% Triton X-100 (v/v) para equilibrar la columna antes de proceder a la
separacion de las proteinas presentes en el polvo aceténico. De forma previa a la carga a la
columna, el polvo acetdnico fué diluido en 5 mL de buffer C (apartado 6.4.1 de Materiales y
Métodos) y filtrado a través de una columna de Sephadex G-25 para su desalado (Columna
PD-10, equilibrada con buffer C). Una vez recogido la muestra eluida de la columna PD-10
(aproximadamente 2,5 mL), ésta se concentré utilizando un filtro de centrifuga Amicon Ultra-
0,5 con membrana Ultracel-10 (Merck Millipore, Ref. UFC501024) hasta un volumen de
aproximadamente 600 pL. La muestra se inyecté a la columna usando el “loop” de 500 uL del
equipo AKTAFPLC. El sistema de programé para operar a una velocidad de flujo constante de
28 cm/h. Tras la elucién del volumen en vacio de la columna (aprox. 100 mL) se recogieron
fracciones de 1 mL en tubos eppendorf de 1,5 mL, hasta alcanzar los 250 mL totales eluidos a
través de la columna. Cada una de las fracciones recolectadas fue mantenida en hielo para

preservar la actividad enzimatica.
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De acuerdo con el tamafio previsto para la SGAT en base a la informacién disponible
en la lieteratura se seleccionaron las fracciones pares comprendidas entre 20 a 88 para
realizar ensayos de actividad enzimdtica SGAT. Se tomaron 500 pL de cada fraccion y se
pasaron a un nuevo tubo eppendorf que previamente contenia 10 nmoles de SG, 10 nmoles
de PE y el volumen necesario de 2-mercaptoetanol para alcanzar una concentracion final de
10 mM. Tras incubar a 30 °C durante 30 min se procedié a la extraccién de los substratos y
productos de la reaccidn con n-butanol y a su analisis mediante TLC tal como se ha descrito
en el apartado anterior. En la Figura 30 se muestra el ensayo de actividad correspondiente a
las fracciones 30 — 78. Se puede observar claramente la presencia de ASG en la mezcla de

reaccion de las fracciones 58-60.

De acuerdo con el grafico mostrado en la Figura 29 se estimd que las fracciones 58-60
deberian tener un tamafio molecular de aproximadamente 140 kDa. De acuerdo con los
resultados obtenidos por (Eichenberger and Siegrist (1975); Zimowski and Wojciechowski
(1983); Potocka and Zimowski (2008)) se estimd que el mondmero de la enzima SGAT de
plantas deberia tener un tamano molecular en el rango comprendido entre 60 y 90 kDa.
Tomando estos datos como referencia se procedd a analizar las muestras comprendidas entre
las fracciones 46 y 76 mediante SDS-PAGE (Figura 30). Estas muestras contenian fracciones

con actividad SGAT y otras sin actividad.
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Std 30 50 52 58 60 68 70 78

Figura 30. TLC del ensayo enzimatico de cada fraccién obtenida de
la columna de exclusion. Separacidon cromatografica por TLC de las
reacciones enzimaticas ensayadas en las fracciones obtenidas de la
columna de exclusién. ASG: acil esterilglucésido; SG: esterol
glucosido; PE: fosfatidiletanolamina; Std: mezcla de patrones para

identificar los productos resueltos en la TLC.

En particular se analizaron las fracciones 46, 50, 51, 60, 61, 70, 71 y 76. Para ello se
tomaron alicuotas 20 pL de cada una de las fracciones y se analizaron mediante SDS-PAGE tal
como se describe en los apartados 6.4.4, 6.4.5 y 6.4.6 de Materiales y Métodos, utilizando
geles de poliacrilamida al 10% y 1,5 mm de grosor. Una vez finalizada la electroforesis se
procedié a la tincién de los geles con plata (apartado 6.4.7.2 de Materiales y Métodos). Los
resultados obtenidos se muestran en la (Figura 31). Si bien no fue posible observar un
enriquecimiento particular en ninguna banda mayoritaria en el rango conprendido entre 60 -
90 kDa, si que existian diversas bandas minoritarias en este rango de tamafno que estaban

presentes en las fracciones que mostraron actividad SGAT.
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Figura 31. Analisis mediante SDS-PAGE de las fracciones que
mostraron actividad SGAT. Se analizaron las fracciones 60y 61,
gue mostraron actividad SGAT, junto con las fracciones 46 y 76
gue no mostraron dicha actividad enzimdtica. Gel de

poliacrilamida 10% (1,5 mm) tefiido con plata.

3.2.3. Analisis protedmico de las fracciones enriquecidas en la actividad

esterilglucdsido aciltransferasa

El conocimiento de la secuencia del genoma del tomate desde el afio 2012 (Tomato
Genome, 2012) y la correspondiente anotacion de los genes ha sido una importante
herramienta a la hora de analizar la funcidn de nuevas proteinas. Asi, utilizando la lista de
proteinas anotadas generada por el International Tomato Annotation Group (ITAG), y

disponible en la base de datos de UNIPROT, deberia ser posible identificar secuencias
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correspondientes a proteinas que no hayan sido previamente descritas y cuya funcion sea por

lo tanto desconocida. Dentro de estas proteinas se encontraria la SGAT.

Con el propdsito de identificar la(s) proteina(s) potencialmente correspondiente a
SGAT en la fracciones que mostraron mayor actividad enzimatica se abordd el analisis
protedmico de las proteinas comprendidas en el rango de tamafio entre 60 y 90 kDa. Para
ello, las proteinas presentes en la fraccidn 61 se separaron mediante SDS-PAGE vy las regiones
del gel que contenian bandas visibles en el rango de 60-90 kDa se escindieron del gel (Figura
32) y sometieron a andlisis mediante la aproximacion de “Shotgun Proteomics”. Esta técnica
permite la identificacion de proteinas en mezclas complejas utilizando una combinacién de

cromatografia liquida y espectrometria de masas.

Las proteinas presentes en los cuatro fragmentos escindidos del gel tefiido con azul

III

de Commassie (Figura 32) fueron sometidas a digestion “in-gel” con tripsina en el sistema de
digestion automatica Investigator ProGest (Genomic Solution). Para ello, las bandas del gel
fueron lavadas con bicarbonato de amonio (25 mM NH4HCO3) y acetonitrilo (ACN).
Inmediatamente, las muestras fueron sometidas a un proceso de reduccion (DTT 10 mM; 30
min, 56 °C) y alquilacién (iodoacetamida 55 mM; 30 min, 21 °C, en oscuridad). Luego las
muestras fueron digeridas con tripsina porcina (Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega
Ref. V5111; 80 ng tripsina/muestra; 37 °C durante 16 horas). A continuacidn la mezcla de
péptidos resultante fue extraida del gel con acido férmico al 10% y ACN, y finalmente a un
proceso de secado completo. Las muestras asi obtenidas fueron analizadas en el
cromatadgrafo liquido nanoAcquity Ultraperformance (Waters) el cual se encuentra acoplado
al equipo LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific), quien combina el analizador de masas
Orbitrap con el espectrémetro de masas LTQ Velos (trampa idnica). Los péptidos digeridos
con tripsina fueron resuspendidos en acido férmico al 1% y una alicuota fue inyectada parala
separacion cromatografica. Los péptidos fueron capturados en una columna de trampa
Symmetry C18 (5 um dp, 180 um x 20 mm; Waters) y separados usando una columna capilar
de fase reversa C18 (75 um id, 25 cm, nanoAcquity, 1.7 um dp BEH column; Waters). Para la

elucién de los péptidos se usé un gradiente de 0 A 40% B en 25 minuto, seguido de un
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gradiente de 40 % a 60 % en 5 minutos (A: 0.1% acido férmico; B: 100% ACN, 0.1% acido
formico) con un flujo de 250 nL/min. Los péptidos eluidos fueron sometidos a ionizacion por
electrospray en una aguja de emisién (PicoTip, New Objective) con un voltaje aplicado de
2000 V. Las masas de los péptidos (m/z 350 — 1700) se analizaron mediante un escaneo total
del rango de las masas (Full Scan MS) y analizadas en modo de adquisicidon independiente
(DIA). El Orbitrap posee una resolucion de 60000 FWHM a 400 m/z. Los 10 péptidos mas
abundantes de cada Scan MS fueron seleccionados y luego fragmentados usando CID
(disociacién inducida por colision) en una trampa idnica linear (LTQ) usando helio como gas
de colisidn, con 38% de energia de colisién normalizada. Los datos “crudos” generados fueron

recuperados con el software Xcalibur v2.2 (Thermo Scientific).

MW
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Figura 32. Separacion mediante por SDS-PAGE de las proteinas
presentes en la fraccion 61. A) SDS-PAGE de la fraccién 61 de la columna
de exclusion tefiido durante 24 horas con azul de Coomassie. B) SDS-
PAGE de la fraccidn 61 de la columna de exclusion tefido con nitrato de

plata. Las regiones escindidas del gel (1, 2 3 y 4) se indican con

rectangulos rojos.
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Una base de datos fue consolidada combinando las entradas para Solanum lycopersicum de
Uniprot-SwissProt y Uniprot-TrEMBL, base de datos derivada del genoma para el cultivar
Heinz 1706 que fue secuenciado por el Tomato Genome Consortium, con la de contaminantes
comunes del laboratorio usada en el servicio de protedmica del Parc Cientific de Barcelona.
La busqueda fue ejecutada por el motor de busqueda de Sequest usando el Thermo Proteome
Discover v.1.3.0.339 (Thermo Scientific) contra la base de datos antes mencionada. Los datos
crudos obtenidos para los 4 fragmentos escindidos del gel fueron combinados en un solo
fichero antes de la busqueda. Tanto la base de datos usada como una de sefiuelo fueron
analizadas para obtener una tasa de descubrimiento falsa (FDR), y asi poder estimar el
numero incorrecto de espectros de péptidos encontrados que excedieron el umbral
establecido. Para mejorar la sensibilidad de la busqueda en la base de datos, se utilizé el
programa Percolator (Maquina de aprendizaje semi dirigida) (Kall et al., 2007) para
discriminar los espectros de péptidos encontrados correctos de los incorrectos. Percolator
asigna un valor q a cada espectro, el cual es definido como la minima FDR a la que la
identificacion es considerada correcta. Estos valores g son estimados usando la distribucién
de los puntajes de la busqueda en la base de datos sefiuelo. Los pardmetros usados durante
la busqueda se describen con mas detalles en la Tabla 10. Los resultados finales fueron
filtrados de manera que Unicamente las proteinas identificadas con al menos 2 péptidos de

alta confianza (FDR < 0.01) fueron incluidas en la lista.
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Tabla 10. Parametros para identificar péptidos en la secuenciacion de proteinas.
Parametros aplicados durante la busqueda de péptidos para la identificacion de
proteinas en el motor de blusqueda de Sequest usando el Thermo Proteome Discover

v.1.3.0.339 (Thermo Scientific).

Base de datos/Taxonomia: Uniprot/SolanumLycopersicum
26/5/14

Enzima: tripsina

Escisiones falladas: 2

Modificaciones fijas: carbamidometil de cisteina

Moadificaciones variables: oxidacion de metionina

Tolerancia de peptidos: 10 ppm y 0.6 Da (respectivamente

para espectro de MS y MMS/MS

Percolator: FDR objetivo (Estricta): 0.01;

Validacion basada en: valores q

Los resultados de la busqueda e identificacion de péptidos y sus correspondientes
proteinas se encuentran en el Anexo IV. De la busqueda realizada se obtuvieron
aproximadamente 107 proteinas identificadas entre las 4 bandas analizadas, de las cuales 63
proteinas aparecieron como no caracterizadas en las base de datos de proteinas de tomate.
Para todas las proteinas encontradas como no caracterizadas, se realizé una busqueda mas
amplia en otros organismos en la base de datos del NCBI, utilizando la herramienta
bioinformatica BLAST. Durante la busqueda bien se encontraron funciones descritas para
dichas proteinas o funciones semejantes en otros organismos. Entre estas proteinas no
caracterizadas se encontré la secuencia de una proteina descrita como K4D5B5 en la base de
datos del UNIPROT, la cual predijo una funcién similar a la actividad fosfolipasa A1 LCAT
(lechitin-cholesterol acyltransferase). Esta proteina tiene un peso molecular de 50.5 kDa. El
resultado del andlisis de masas describid a esta proteina con una cobertura de 26.67, del cual

fueron encontrados 11 péptidos Unicos para esta proteina con un alto nivel de confianza.
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Con la secuencia de la proteina K4D5B5 de tomate se realizé una busqueda utilizando
la herramienta BLAST en la base de datos de Sol Genomics Network para comparar la
secuencia de aminoacidos encontrada con las de la uUltima versién 2.4 del ITAG (2014-02-23).
El alineamiento encontré 2 secuencias que produjeron alineamientos significativos. La
primera secuencia identificada fue la codificada por Solyc11g008550.1.1 - Lecithin cholesterol
acyltransferase family protein que correspondiente a KAD5B5. La otra proteina corresponde
a la codificada por Solyc02g068920.2.1 - Lecithin cholesterol acyltransferase. El gen
Solyc02g068920.2 codifica para la proteina Q71LX7 en la base de datos de UNIPROT

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q71LX7). Dicha proteina contiene 535 aminodacidos vy

presenta un peso molecular de 60.4 kDa. Para ambas proteinas se describe que pertenecen a
la misma familia funcional. El alineamiento de la secuencia de aminodcidos de K4D5B5 vy
Q71LX7 (Figura 33) muestra que ambas proteinas comparten un 40,5 % de identidad y un 54.8
% de similitud (Tabla 11).
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Figura 33. Alineamiento de las proteinas candidatas SGAT de S. lycopersicum. Alineamiento por

emparejamiento de las secuencias de aminodcidos de las proteinas SLSGAT1 y SISGAT2.
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Tabla 11. Proteinas candidatas SGAT de S. lycopersicum. Identidad y similitud de las secuencias de las

proteinas encontradas en la base de datos del SGN para las proteinas candidatas SGAT.

Proteina Peso

Numero de
Organismo Secuencia ID SGN (Uniprot) molecular Identidad | Similitud

aminoacidos

(kDa)

S. lycopersicum Solyc11g008550.1.1 K4D5B5 450 50,5

40.5% 54.8%
S. lycopersicum Solyc02g068920.2.1 Q71LX7 535 60,4

Para profundizar en la posible funcién SGAT de las proteinas KAD5B5 y Q71LX7, se
empled la herramienta SolCyc Biochemical Pathways en la base de datos LycoCyc (tomate)

(http://solcyc.solgenomics.net/). Se encontré que la proteina K4D5B5 se encuentra

relacionada con la funcién enzimatica fosfolipido-esterol O-aciltransferasa mencionada para
la familia de proteinas Lecitina:colesterol aciltransferasa, donde comparte dos reacciones
enzimaticas con la proteina Q71LX7. Las reacciones enzimdticas que estas proteinas
comparten son las reacciones definidas como EC 2.3.1.43 y EC 3.1.1.32, las cuales llevan como
nombres genéricos fosfatidilcolina-esterol O-aciltransferasa y fosfolipasa Aj, respectivamente

y que se muestran en las Figura 34 y Figura 35.
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EC 2.3.1.43
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Figura 34. Reaccion EC 2.3.1.43. Esquema de la reaccidén enzimatica llevada a cabo por el

conjunto de enzimas dentro del grupo descrito como EC 2.3.1.43.
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Figura 35. Reaccion EC 3.1.1.32. Esquema de la reaccidén enzimatica llevada a cabo por el

conjunto de enzimas dentro del grupo descrito como EC 3.1.1.32.

80



Resultados

Con el fin de simplicar la denominacidn de las proteinas candidatas encontradas, las
proteinas K4D5B5 y Q71LX7 se renombraron con las siglas SISGAT1 y SISGAT2

respectivamente.

La busqueda mediante la herramienta tblastn en la base de datos de Sol Genomics
Network permitié identificar también las secuencias génicas correspondientes a las proteinas
SISGAT1 y SISGAT2. Los genes que codifican para las proteinas SISGAT1 y SISGAT2 se

encuentran localizados en los cromosomas 11 y 2 respectivamente.

3.2.4. Analisis bioinformatico de los genes y proteinas candidatas

SISGAT1 y SISGAT2

Una vez identificadas las proteinas candidatas SISGAT1 y SISGAT2 se realizé una
busqueda usando distintas herramientas bioinformaticas para identificar posible dominios

funcionales entre ellas y también con proteinas con funciones relacionadas.

Para ello se realizé inicialmente una busqueda de dominios conservados en las
secuencias de las proteinas SI.SGAT1 y SI.SGAT2 utilizando la herramienta de busqueda de
dominios conservados de la base de datos del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). En la Figura 36 se muestra que las

proteinas SISGAT1 y SISGAT2 se enmarcan dentro de la superfamilia descrita como PLN02733
(phosphatidylcholine-sterol O-acyltransferase) y que poseen en comun los multidominios
LCAT, LipA y PLN02517. La presencia de estos dominios predice para SISGAT1 y SISGAT2 la
funcién de transferir grupos acilos a un esterol (actividad esterol O-aciltransferasa) y de
hidrolizar el enlace éster de fosfolipidos (actividad fosfolipasa Ai1). Ambas caractericticas
estarian implicitas en la actividad SGAT de plantas de acuerdo con los datos bioquimicos

publicados previamente en la literatura (Eichenberger and Siegrist, 1975; Heinz et al., 1975;
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Zdzislaw et al., 1975; Forsee et al., 1976; Frasch and Grunwald, 1976; Zimowski and
Wojciechowski, 1983; Potocka and Zimowski, 2008).

SISGAT 1
1 75 150 225 300 375 451
Query seq. e e e e ]
N?n-specil‘ic PLN0Z733
hits Lipase_2
Superfanilies | Ezterase_lipase superfamily
PLNO2733 superfamily
Hulti-domains LcaT
PLMN0O2517
LipA
SISGAT 2
Query seq,
Specific hits
Non-specific [T
hits
Superfanilies DUF 300 super-fami
PLNO2733 superfamily
Hulti-donains LCAT
LipA
PLMN0O2517

Figura 36. Dominios conservados de las proteinas candidatas SISGAT1 y SISGAT2. Esquema gréfico de los
dominios vy sitios conservados de las proteinas SISGAT1 y SISGAT2 mediante el software de busqueda de

dominios conservados (NCBI) en la base de datos CDD v3.13.

Las busquedas utiizando el programa BLAST (NCBI) tomando como referencia la base
de datos de Arabidopsis thaliana indicé la existencia de dos proteinas con elevada similitud
con SISGAT1 y SISGAT2: 1) Proteina anotada como fosfolipasa A(1) LCAT3 (At3g03310.1) y 2)
Proteina anotada como fosfolipasa A independiente de calcio (At4g19860.1). Un estudio
detallado de las similitudes confirmé que las proteinas codificadas por los locus At3g03310.1
y At4g19860.1 son los ortdlogos de SISGAT1 y SISGAT2 respectivamente (ver Tabla 12 y Tabla
13)
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Tabla 12. Alineamiento de la proteina SISGAT1 con secuencias similares en A. thaliana.

Puntaje | Puntaje Cobertura Cadigo de
Descripcion —J— Huntaje dela Valor E | Identidad &
maximo | total , acceso (TAIR)
busqueda
phospholipase A(1) LCAT3
0, 0,

[Arabidopsis thaliana] 596 596 97% 0.0 67% AT3G03310.1
calcium-independent
phospholipase A [Arabidopsis | 457 457 94% 6'10506E' 52% | AT4G19860.1
thaliana)

Tabla 13. Alineamiento de la proteina SISGAT2 con secuencias similares en A. thaliana.

Puntaje | Puntaje Cobertura Cédigo de
Descripcion —J— Hun‘aje dela Valor E | Identidad &
maximo | total , acceso (TAIR)
busqueda
calcium-independent
phospholipase A [Arabidopsis 742 742 99% 0.0 65% AT4G19860.1
thaliana)
phospholipase A(1) LCAT3 o 4,00E- o
[Arabidopsis thalianal 422 422 74% 142 52% AT3G03310.1

3.2.5. Analisis filogenético de las proteinas candidatas SISGAT1 y
SISGAT2

Los resultados anteriores sugirieron la existencia de proteinas ortélogas a SISGAT1 y
SISGAT2 en otras plantas. Esto estaria de acuerdo con el hecho de que, en mayor o menor
proporcién, los ASG son compuestos que se encuentran presentes en todas las plantas
vasculares (Grille et al., 2010). Es por ello que se realizé un analisis filogenético de las
proteinas con similitud a SISGAT1 y SISGAT2 presentes en otros organismos de los cuales se
conoce la secuencia de su genoma tales como Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum, S.

melongena, S. lycopersicum y Oriza sativa.
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Al realizar una busqueda con el programa BLAST de secuencias de aminoacidos que
presentaran similitud con las proteinas SISGAT1 y SISGAT2 en las especies antes mencionadas
se hallaron las proteinas PSAT (Phospholipid sterol O-acyltransferase), ASAT (acyl-CoA:sterol
acyltransferase) y SGT (Sterol glycoside transferase) en los organismos antes nombrados. Es
importante mencionar que las proteinas de S. melongena fueron obtenidas de la base de
datos SolGenomics Network pero estas no han sido curadas todavia, por lo que se pueden
encontrar errores en las secuencias presentadas en este trabajo. Debido a que la informacion
gue se tiene acerca de las proteinas SGATs es aun muy limitada, se tomaron en cuenta
también otras proteinas de organismos mas lejanos que han sido bien estudiados, como es el
caso de las proteinas Lecithin:cholesterol acyltransferase (LCAT) y lysosomal phospholipase
A; (PLA2) de humanos (Homo sapiens). Todas las secuencias de aminoacidos halladas y

utilizadas durante el andlisis filogenético molecular se encuentran descritas en el Anexo V.

Previo al anadlisis filogenético, se realizaron alineamientos multiples para comparar las
secuencias de SGATs y SGTs de varios organismos asi como de SGATs y PSATs con el objetivo
de revelar motivos conservados que dieran indicios acerca de los sitios cataliticos de las
proteinas. Para dichos alineamientos se utilizé el programa Expresso T-Coffee (Notredame et
al., 2000; Armougom et al.,, 2006; Di Tommaso et al., 2011). Este programa realiza
alinemientos de secuencia multiples utilizando informacidn estructural de las proteinas. El
alineamiento de SGAT y PSAT asi como de LCAT y PLA2 de H. sapiens mostré la conservacion
total de la llamada triada catalitica de la actividad fosfolipasa compuesta por los residuos Szos,
D369 Y Hao1 en la proteina LCAT humana (Jonas, 2000) (Figura 37). El alineamiento de este
grupo de proteinas presente una alta similtud en la zona intermedia de las proteinas, siendo
pobre en los extremos Ny C-terminales. Cuando las secuencias SGATs y SGTs fueron alineadas
entre ellas se pudieron reconocer varios sitios altamente conservados en la region central de
las secuencias, que difieren ampliamente de las regiones que se encontraron conservadas en

el alineamiento entre las SGATs y PSATs (Figura 38).
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Figura 37. Alineamiento de las proteinas SGAT y PSAT de diversas especies. Alineamiento multiple de las

enzimas SGAT y PSAT de los organismos S. lycopersicum (Sl), S. tuberosum (St), S. melongena (Sm), A. thaliana

(At) y O. sativa (Os) ademas de las proteinas LCAT y PLA2 de H. sapiens (Hs). Los cuadros en rojo muestran la

triada catalitica caracteristica de las enzimas con la funcién fosfolipasa, que se encuentra presente en la mayoria

de las proteinas analizadas.
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Figura 38. Alineamiento de las proteinas SGT y SGAT de diversas especies vegetales. Alineamiento multiple de
las enzimas SGAT y SGT de los organismos S. lycopersicum (Sl), S. tuberosum (St), S. melongena (Sm), A. thaliana
(At), O. sativa (Os) y H. sapiens (Hs). Los cuadros en rojo representan las zonas conservadas de mayor relevancia

entre las secuencias.

Para realizar el anadlisis filogenético de todas las secuencias estudiadas se usé el
software MEGA versién 6.0 (Tamura et al., 2013). El arbol filogenético obtenido se muestra
en la Figura 39. La historia evolutiva fue inferida usando el método de “Maximum likelihood”
basado en el modelo de Whelan y Goldman (Whelan and Goldman, 2001). El arbol que se
muestra es el que presenta el logaritmo de verosimilitud mas alto. El arbol inicial para la
busqueda heuristica fue obtenido aplicando el método de “Neighbor-joining” a una matriz de
estimacidn de distancias por parejas usando un modelo JTT. Se utilizé una distribucion gamma

discreta para modelar las diferencias de la tasa de evolucidn entre sitios. El arbol esta dibujado

86



Resultados

a escala, siendo la medida de cada rama proporcional al valor del nimero de sustituciones
por sitio. El andlisis estuvo compuesto por 37 secuencias de aminoacidos. El arbol indica
claramente existencia de dos grandes ramas evolutivas, la que dio lugar a los clados ASAT y
SGT por una parte, y a PSAT y las candidatas SGAT por otra. Es interesante resaltar también
qgue las proteinas SGATs muestran una mayor proximidad evolutiva con las LCAT y PLA2

humanas que con las PSAT
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Figura 39. Anilisis filogenético molecular de las proteinas SGAT y otras relacionadas de S. lycopersicum junto
a sus ortdlogos en distintas especies. Arbol filogenético de las proteinas candidatas SGAT y otras proteinas
involucradas en la sintesis de productos semejantes como esterilglucosidos y esteril ésteres de S. lycopersicum
(SI), S. tuberosum (St), S. melongena (Sm), A. thaliana (At), O. sativa (Os) y H. sapiens (Hs). En los nodos se indica

la probabilidad de ocurrencia del nodo con un bootstrapping de 100 veces.
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3.2.6. Clonacién y validacion de los cDNAs que codifican para las

enzimas candidatas SISGAT1 y SISGAT2.

La secuencia de aminoacidos de las proteinas SISGAT1 y SISGAT2 que fueron utilizadas
en los estudios indicados anteriormente fueron las descritas en las base de datos de Sol
Genomics deducidas de la secuenciacion de la variedad Heinz. Con el conocimiento previo de
dichas secuencias se procedio a clonar los cDNAs correspondientes en la variedad MicroTom
utilizando muestras de fruto de tomate en maduracién. La eleccidn del fruto como material
de partida para la extraccién del RNA utilizado en la sintesis de cDNA se fundamento en los
patrones de expression de los genes que codifican para SISGAT1 y SISGAT2 descritos en la
base de datos Bar-Toronto (http://bar.utoronto.ca/efp_tomato/cgi-bin/efpWeb.cgi). Para el
aislamiento del cDNA de SISGAT1 se utilizaron frutos rojos y para el cDNA SISGAT2 de frutos
en estadio breaker. Con el RNA extraido se procedié a la sintesis de cDNA mediante
transcripcidn reversa utilizando el High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied

Biosystems).

Utilizando los cDNAs de primera cadena sintetizados se realizé la amplificacion de la
region codificante de SISGAT1 utilizando los primers KA4DS5B5.fw y K4D5B5.rev o
KAD5B5.NoStop.rev y de SISGAT2 utilizando los primers Q71LX7.fw y Q71LX7.rev o
Q71LX7.NoStop.rev (ver Anexo |). Los primers “fw” poseen en el extremo 5’ la secuencia
Gateway attB1 mientras que los primers “rev” poseen en el extremo 5’ la secuencia Gateway
attB2, para la recombinacién BP con el vector pDONR 207. Los primers “NoStop.rev” se
distinguen por tener ausente en sus secuencias al codén de stop de cada uno de los

correspondientes cDNAs. Para la reaccion de amplificacion mediante PCR se utilizé la enzima

Pfx50™ DNA Polymerase (Invitrogen).

Los productos de amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa. Los DNAs de interés fueron posteriormente purificados a partir del gel de agarosa

usando el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Los DNAs obtenidos fueron
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analizados en el espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific). Posteriormente se
procedid a su secuenciacion y clonacion en el vector pDONR 207 para generar los vectores
pPENTRY correspondientes. Cabe indicar que las secuencias de nucleétidos de los cDNAs
SISGAT1 y SISGAT2 obtenidos a partir de la variedad MicroTom fueron idénticas a las descritas
para la variedad Heinz. Cada reaccién de recombinacidn fue utilizada para transformar células
competentes de E. coli DH5a y la posterior seleccion de las colonias transformantes en placas
de LB + Gentamicina. Las colonias obtenidas fueron cultivadas en medio liquido LB +
Gentamicina para proceder a la posterior purificacion de los pldsmidos correspondientes. Los
nuevos vectores generados (Tabla 14) fueron digeridos con las enzimas EcoRV y Xbal
(Promega) a 37 °C durante 1 hora para comprobar que el pldsmido generado era correcto en
un principio. Consecutivamente se procedié a su secuenciacién para confirmar que no existia

ningun error en la secuencia clonada.

Tabla 14. Lista de vectores pENTRYs generados por recombinacién BP. Secuencias de PCR que fueron

recombinadas con el vector pDONR 207 usando la enzima BP clonase (Life Technologies).

attB1-SI.SGAT1-attB2 PENTRY 207:SISGAT1

attB1-SI.SGAT1.NoStop-attB2 PENTRY 207:SISGAT1.NoStop
+ pDONR 207

attB1-SI.SGAT2-attB2 PENTRY 207:SISGAT2

attB1-SI.SGAT2.NoStop-attB2 PENTRY 207:SISGAT2.NoStop

Los vectores pENTRY generados en esta parte del trabajo representan un material de
graninterés ya que pueden ser recombinados con numerosos vectores de destino con los que

abordar diversos estudios relacionados con las proteinas SISGAT1 y SISGAT2.
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3.2.7. Estudio de localizacion subcelular de las proteinas candidatas

De acuerdo con el mecanismo de accién previsto para la enzima SGAT esta deberia
tener un dominio de reconocimiento de SG asi como otros con actividad fosfolipasa y
aciltransferasa. Dado que tanto los sustratos como el producto(s) de reaccién tienen un
elevado componente hidrofébico, es muy posible que la proteina SGAT esté asociada a
membranas celulares, ya sea como componente integral de las mismas o como proteina
asociada. El caso de ser proteinas integrales de membranas, las proteinas SGAT deberian
tener uno o mas regiones hidrofdbicas que pueden actuar como secuencias de anclaje a las
membranas. Es por ello que las proteinas SISGAT1 y SISGAT2 se analizaron con el software
bioinformatico TopPred 1.10 (“Topology prediction of membrane proteins”) utilizando los
pardametros por defecto. En la Figura 40 se muestran los perfiles hidropaticos de SISGAT1 y
SI.SGAT2. La dos proteinas muestran un marcado caracter hidrofilico y en ningln caso se
observa ninguna region lo suficientemente hidrofébica que pueda representar un dominio

transmembrana.

Con el fin de estudiar la localizacién subcelular de las proteinas SISGAT1 y SISGAT2 se
decidid expresar variantes de dichas proteinas fusionadas con la proteina fluorescente
amarilla (enhanced Yellow Fluorescent Protein, eYFP) de forma transitoria en las hojas de
Nicotiana benthamiana y estudiar su distribucién intracelular de la fluorescencia mediante

microscopia laser confocal.

Para la preparacion de los vectores de expresidn se procedié a la recombinacién de
loa 4 vectores pENTRY mostrados en la (Tabla 14) con los vectores de destino pEarleyGate
101 (CD3-683) y pEarleyGate 104 (CD3-686) (Earley et al., 2006) mediante una recombinacién
usando la enzima LR Clonase Il Plus (Life Technologies). El vector pEarleyGate 101 (CD3-683)
permitio la fusion del transgén correspondiente con la proteina eYFP en posicion C-terminal,
mientras que en el vector pEarleyGate 104 (CD3-686) se fusiond con eYFP en la posicién N-

terminal (Earley et al.,, 2006). Los plasmidos recombinantes obtenidos (pSISGAT1:eYFP,
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peYFP:SISGAT1, pSISGAT2:eYFP y peYFP:SISGAT2) fueron confirmados mediante

secuenciacion. En la Figura 41 se muestran de forma esquematica la estructura de los vectores

de expresidn generados.
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Figura 40. Perfil de hidrofobicidad de las enzimas SISGAT1 y SISGAT2. Prediccion de

localizacién subcelular de las enzimas SISGAT1 y SISGAT2 mediante el perfil de

hidrofobicidad con el software de prediccién TopPred 1.10.
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Figura 41. Esquema de los vectores de expresion para la localizacién subcelular de SISGAT1 y

eYFP SIENF-0cs —

SISGAT2. Representacidén esquematica (no dibujada a escala) de las construcciones utilizadas
para los estudios de localizacién subcelular de las proteinas SISGAT1 y SISGAT2 en hojas de N.
benthamiana. A) pSISGAT1:YFP; B) pYFP:SI.SGAT1; C) pSISGAT2:eYFP y D) pYFP:SISGAT2. 35S,

promotor CaMV 35S; OCS, secuencia terminadora del gen de la octopina sintasa.

Lo pladsmidos pSISGAT1:eYFP, peYFP:SI.SGAT1, pSISGAT2:eYFP y peYFP:SISGAT2 fueron
posteriormente introducidos en la cepa de Agrobacterium tumefaciens C58 GV2260 vy, tras
verificar que las bacterias transformadas contenian el plasmido correcto, éstas se utilizaron
para agroinfiltrar hojas de N. benthamiana (seccién 6.1.12, de Materiales y Métodos). Para
aumentar la eficiencia de la expresidn del transgén, las hojas fueron coinfectadas con una
cepa de A. tumefaciens “helper” que expresa una proteina de potivirus denominada Helper
Component-Proteinase (HC-PRO, EC 3.4.22.45) (Llave et al., 2000), la cual interfiere con el
silenciamiento post-transcripcional de genes (“posttranscriptional gene silencing” o PTGS) de
N. benthamiana. Las plantas infiltradas se mantuvieron 3 dias en un régimen de 16 hde luzy
8 h de oscuridad en una cdmara de invernadero con alta humedad hasta el momento de la

observacion utilizando un microscopio confocal.

En la Figura 42 se muestran los resultados obtenidos en los estudios preliminares de
localizacion subcelular. Se puede observar que la proteina SISGAT1 fusionada con eYFP tanto
en el extremo N- como en el -C terminal mostraba una posible localizacién en la membrana
plasmatica. Las construcciones equivalentes de la proteina SISGAT2 mostraron una
localizacion citosélica-nuclear similar a la de la proteina fluorescente verde eGFP, utilizada

como control.
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SI.SGAT1:eYFP Luz transmitida eYFP:SI.SGAT1 Luz transmitida

SI.SGAT2:eYFP Luz transmitida eYFP:SI.SGAT2

eGFP Luz transmitida

Figura 42. Localizacidn subcelular de las proteinas candidatas SISGAT1 y SISGAT2 en hojas de N. benthamiana.
Imagenes apiladas de diferentes planos de células epiteliales de N. benthamiana agroinfiltradas con las
construcciones pSISGAT1:eYFP, peYFP:SI.SGAT1, pSISGAT2:eYFP y peYFP:SISGAT2. eGFP corresponde a la

expresion de la proteina fluorescente verde.

Para confirmar los resultados obtenidos se empled la técnica de FRAP (“Fluorescence
Recovery After Photobleaching”), la cual permite estimar la movilidad de las proteinas
fluorescentes en células intactas. Asi, la exposicion de una proteina marcada con
fluorescencia a una radiacién laser de alta intensidad durante un determinado periodo de
tiempo causa la extincién irreversible del fluoréforo (fotoblanqueo o “photobleaching”) en el
area afectada. Posteriormente las proteinas fluorescentes no afectadas pueden migrar hacia
la region tratada, hecho que se puede visualizar como una recuperacién de la fluorescencia
en dicha zona. La tasa de recuperacién de la fluorescencia a lo largo del tiempo permite

estimar la movilidad de la proteina en el entorno subcelular en el que se encuentra. La tasa
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de recuperacion en los experimentos de FRAP estd influenciada por la temperatura, la
viscosidad del medio y el diametro de las proteinas (Lippincott-Schwartz et al., 2003). En el
caso de las proteinas de membrana esta descrito que tienen una tasa de difusién menor, y
por ende una tasa de recuperacién mas baja, que las localizadas en el citosol debido a que se
encuentran en un medio relativamente mas viscoso (White and Stelzer, 1999; Held et al.,
2008; Luu et al., 2012). En una tipica curva de FRAP (Figura 43) la fraccién maovil proporciona
informacién sobre la movilidad de una proteina fluorescente dentro de la célula. Esto se
determina calculando el ratio de la intensidad de la fluorescencia inicial y la final en la region
afectada, corrigiendo la cantidad de fluorescencia eliminada durante el tratamiento de
acuerdo con la ecuacidn descrita por (White and Stelzer, 1999; Lippincott-Schwartz et al.,
2003):

_Fa—Fo

Mf = ———
! Fi—Fo

AN
Fraccion Inmovil

Fa

FotoBlanqueo

Fraccion Movil ms

Intensidad

>
Tiempo

Figura 43. Grafico ideal de un experimento FRAP. Grafico que dibuja la intensidad de
la fluorescencia como una funcion del tiempo que muestra los parametros de fraccion
movil e inmavil. La fraccion movil es la proporcién de la fluorescencia recuperada,
indicada por la diferencia entre la fase inicial y final de la fluorescencia. Fi,
fluorescencia inicial; Fo, fluorescencia después del fotoblanqueo; Fa, fluoresecencia

final; Mf, fraccién movil.
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En la Figura 44 se muestra un experimento de FRAP realizado en células que expresan
la proteina eGFP. Se puede observar como la recuperacién de la fluorescencia en la zona
afectada es muy rapida, llegando a ser casi total en menos de 10 segundos. Empleando la
ecuacion descrita mas arriba se obtiene un valor de Mf=1.1, el cual indica que dicha proteina
muestra una movilidad muy elevada, lo cual es de esperar para una proteina que se localiza

en el citosol.
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Figura 44. Experimento de FRAP en células que expresan la eGFP. Secuencia de
imagenes (A y B) correspondientes a una zona fotoblanqueada (circulo rojo) en
una célula epitelial de N. benthamiana que expresa eGFP y la consiguiente
recuperacion de la fluorescencia en la zona afectada (C). En la parte inferior se

muestra el grafico de la fluorescencia de la zona afectada a lo largo del proceso.
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La proteina SISGAT1 fusionada a la proteina eYFP en los extremos N-y -C terminal fue
evaluada de la misma manera que la eGFP y se obtuvieron los resultados que se muestran en
las Figura 45. En ambos casos se observd que la recuperacién de la fluorescencia en la zona
afectada no fue completa a los 25 segundos después del fotoblanqueo. Estos resultados
fueron validados cuantitativamente de acuerdo con los graficos mostrados en la parte inferior
de la Figura 45. El valor de la fase movil (Mf) para la construccion SISGAT1:eYFP fue de 0.18
mientras que para eYFP:SISGAT1 fue de 0.26. Estos valores estdn de acuerdo con los
resultados mostrados anteriormente que indicarian la localizacién de la proteina SISGAT1 en

la membrana plasmatica.

Un experimento equivalente fue realizado con la proteina SISGAT2 fusionada a la
proteina eYFP en los extremos N- y C- terminal. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 46. Se puede observar que en ambos caso se obtiene una rapida recuperacion de la
fluorescencia, que es practicamente completa en ambas imagenes a los 30 segundos
posteriores al tratamiento. Los valores de la fase mdvil (Mf) para las construcciones
SI.SGAT2:eYFP y eYFP:SI.SGAT2 fueron de 0.83 y 1.07, respectivamente. Estos valores cuando
son comparados son similares a los obtenidos de la construccién eGFP, lo que indica que

ambas construcciones tienen una localizacion citosdlica.
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Figura 45. Experimento de FRAP en células que expresan la proteina SISGAT1 fusionada a eYFP. Secuencia de
imagenes (A y B) correspondientes a una zona fotoblanqueada (circulo rojo) en una célula epitelial de N.
benthamiana que expresa SISGAT1:eYFP (izquierda) y eYFP:SISGAT1 (derecha) y la consiguiente recuperacion de
la fluorescencia en la zona afectada (C). En la parte inferior se muestra el grafico de la fluorescencia de la zona

afectada a lo largo del proceso.
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Figura 46. Experimento de FRAP en células que expresan la proteina SISGAT2 fusionada a eYFP. Secuencia de
imagenes (A y B) correspondientes a una zona fotoblanqueada (circulo rojo) en una célula epitelial de N.
benthamiana que expresa SISGAT2:eYFP (izquierda) y eYFP:SISGAT2 (derecha) y la consiguiente recuperacion de
la fluorescencia en la zona afectada (C). En la parte inferior se muestra el grafico de la fluorescencia de la zona

afectada a lo largo del proceso.
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Discusion

4. Discusion

A diferencia del resto de especies vegetales, el tomate (Solanum lycopersicum) y otras
especies del género Solanum presentan niveles particularmente elevados de esteroles
conjugados glucosilados tanto en la planta como en el fruto. La significacién biolégica y
evolutiva de esta composicion atipica de esteroles es totalmente desconocida (Duperon et
al., 1984; Moreau et al., 2002; Nystrom et al., 2012). Ademas, durante la maduracién del fruto
se producen cambios drasticos en los niveles totales y las proporciones relativas de los
esteroles libres y conjugados, lo que sugiere que ambos hechos estan relacionados entre si.
Por otra parte, estudios recientes indican que los esteroles juegan un papel muy relevante y
en algunos casos esencial, no solo en la regulacién del desarrollo de las plantas sino también
en la respuesta a diferentes tipos de estrés (Griebel and Zeier, 2010; Nystrom et al., 2012;
Wang et al., 2012; Wang et al., 2012; Kopischke et al., 2013; Mishra et al., 2013)). A partir de
estas observaciones, se ha planteado la hipétesis de que el metabolismo y la composicién de
esteroles tan caracteristica del tomate pueden ser particularmente importantes para el
crecimiento y desarrollo de la planta, la maduracién del fruto y la respuesta a condiciones de
estrés, por lo que es razonable pensar que a través de la manipulacion racional de dicho
metabolismo se pueden obtener plantas con caracteristicas agrondmicas mejoradas en

términos de calidad de fruto y tolerancia a estrés bidtico y abidtico.

A pesar de su ubicuidad e importancia bioldgica, las enzimas del metabolismo de los
esteroles conjugados estan aun poco estudiadas. Los Unicos genes de plantas implicados en
la sintesis de SE que se han caracterizado son los que codifican una acil-CoA:esterol
aciltransferasa (ASAT1) y una fosfolipido:esterol aciltransferasa (PSAT1) en Arabidopsis
(Banas et al., 2005; Chen et al., 2007; Bouvier-Nave et al., 2010). En cuanto a la sintesis de SG,
estd catalizada por la UDP-glucosa:esterol glucosiltransferasa (SGT). Esta actividad enzimatica
ocupa una posicion clave en el metabolismo de los esteroles porque conecta el metabolismo
de las formas no glucosiladas (FS y SE) con el de las glucosiladas (SG y ASG) (Figura 9). De
forma similar a las esterol aciltransferasas, los estudios a nivel molecular sobre las SGT son

también escasos. Hasta la fecha, solamente se han clonado y caracterizado SGTs en un
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numero reducido de plantas (Warnecke et al., 1997; Sharma et al., 2007; DeBolt et al., 2009;
Chaturvedi et al., 2012). En cuanto a la sintesis de ASGs, todavia no se ha descrito ningtin gen

de ningln organismo que codifique para una esterilglucdsido aciltransferasa (SGAT).

En el contexto del presente trabajo es importante destacar también la reconocida
relevancia de la enzima HMG-CoA reductasa (HMGR) en la regulacion del flujo de precursores
metabodlicos hacia la sintesis de esteroles (Hemmerlin et al., 2012; Hemmerlin, 2013;
Rodriguez-Concepcién and Boronat, 2015). En el tomate existen 4 genes que codifican para
HMGR, pero su papel en regulacion de la sintesis de esteroles durante la maduracién del fruto
no ha sido aun descrito en la literatura. Otra enzima que podria tener un relevancia especial
en el metabolismo de esteroles en el fruto de tomate es la C22 esterol desaturasa (SD), enzima
gue cataliza la conversion del B-sitosterol en estigmasterol. Durante la maduracidn del fruto
se produce un marcado incremento de la relacion estigmasterol:B-sitosterol (Whitaker and
Gapper, 2008). La induccién de SD no se produce en los frutos de los mutantes nor vy rin, lo
qgue concuerda con la observacién de que la relacion estigmasterol:B-sitosterol tampoco se
modifica en el fruto en estos mutantes (Whitaker et al, 2008). Es interesante resaltar que en
las etapas finales del proceso de maduracién del fruto se producen una serie de cambios que
se ha propuesto que propician el deterioro del fruto para favorecer la dispersién de las
semillas (Prusky, 1996), entre ellos un incremento de la sensibilidad a patégenos oportunistas
como Botrytis cinerea (Cantu et al., 2009). En este contexto, es razonable hipotetizar que el
cambio en la relaciéon estigmasterol:B-sitosterol podria jugar un papel importante en el
programa de maduracién del fruto del tomate, dada su capacidad para influir en la respuesta

de las plantas frente a la infeccidn por patdgenos.

En base a estos antecedentes, en este proyecto de tesis se han abordado
aproximaciones genéticas basadas en la generacién de plantas transgénicas que permitan
disponer de variedades de tomate con contenidos y perfiles de esteroles modificados. La
disponibilidad de estas plantas permitira evaluar el papel de esteroles especificos en procesos
relacionados tanto con en el crecimiento y desarrollo de la planta y su respuesta a estrés

como con la maduracion del fruto o su susceptibilidad al ataque por patdgenos. Ello deberia
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contribuir no solo a una mejor comprensiéon de la funcién bioldgica de los esteroles en el
tomate sino también al desarrollo de nuevas estrategias orientadas a la mejora de la calidad
del fruto y de la tolerancia a distintos tipos de estrés. También se han utilizados
aproximaciones bioquimicas, proteémicas y gendmicas para identificar nuevos genes

potencialmente implicados en el metabolismo de los esteroles conjugados en tomate.

4.1. Obtencion y caracterizacion de lineas transgénicas de tomate (S.
lycopersicum var. Micro-Tom) afectadas en la expresion de genes que
codifican enzimas involucradas en la sintesis y el metabolismo de

esteroles.

Uno de los objetivos del presente trabajo ha sido la generaciéon de lineas transgénicas
de tomate (var. Micro-Tom) capaces de silenciar o sobreexpresar genes que codifican enzimas
implicadas en la biosintesis y el metabolismo de los esteroles en el tomate con el fin de
evaluar los fenotipos morfoldgicos y bioquimicos asociados a dichas manipulaciones

genéticas.

Como se describe en apartado 3.1 de Resultados, se utilizaron dos genes involucrados
en la biosintesis de esteroles: el gen que codifica para SD y el que codifica para la isoforma
HMGR2. Esta descrito en la literatura que el gen que codifica para HMGR2 se activa al
principio del proceso de maduracidn del fruto, llegando a su maxima expresiéon cuando el
fruto alcanza los estadios naranja y rojo. La expresion de HMGR2 tiene una relacién inversa
con la expresidn de la isoforma HMGR1 en este tejido (Rodriguez-Concepcion and Gruissem,
1999). Como se ha indicado anteriormente, la HMGR estd considerada como la enzima
reguladora mds importante en la biosintesis de isoprenoides en las plantas. Es por ello que se
considerd que tanto el silenciamiento como la sobreexpresién de HMGR2 deberian tener un
efecto importante en el contenido total de esteroles en el fruto. Teniendo en cuenta también
que la enzima SD es la encargada de regular la relacidon B-sitostero:estigmasterol, la
generacién de lineas transgénicas en donde se encuentre alterada la expresién del gen SD en
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el fruto deberian ser de gran interés para entender la posible funcién sefializadora de dichos

esteroles en el proceso de maduracién del fruto o su respuesta a estrés.

La regulacién de la expresidon de los genes SD y HMGR2 especificamente en el fruto
fue llevada a cabo con el uso de los promotores E8 y PLI, los cuales se expresan de forma
especifica en este érgano. El promotor E8 se induce desde las etapas tardias del desarrollo de
tomate (estadio verde maduro) y su expresion aumenta de forma progresiva hasta los
estadios naranja y rojo (Deikman et al., 1992). Por su lado el promotor PLI inicia su expresion
de forma muy gradual desde las primeras etapas de desarrollo del fruto e incrementa de
forma progresiva durante todo el proceso de desarrollo y maduracién (Estornell et al., 2009).
Con estos promotores se generaron los vectores de expresidn de las construcciones de interés
utilizando el sistema de recombinaciéon Gateway, el cual ha mostrado ser una herramienta

muy versatil para abordar este tipo de estudios.

Previo a la caracterizacidn de las lineas transgénicas generadas, se realizé un estudio
de la cigosis de los transgenes en las plantas de la generacion T1 con el fin de seleccionar
aquellas plantas homocigotas para el transgén de interés. Dado que la transformacion de
material genético vegetal se ha vuelto un procedimiento habitual para el estudio funcional de
los genes y también por su interés biotecnolégico, ha habido un interés en el desarrollado de
técnicas que permitan determinar el nimero de copias de los transgenes utilizando un
método facil, rdpido, fiable y de bajo coste. Cuando la transformacién se realiza en plantas
con un ciclo bioldgico rapido y que producen grandes cantidades de semillas, como es el caso
de Arabidopis thaliana, la discriminacion de las plantas homocigotas mediante segregacion
del gen de seleccidon es el método mds utilizado. Desafortunadamente, este método no es el
mds adecuado para el tomate. Ademas, las plantas que poseen 1 o 2 eventos de integraciéon
presentan normalmente niveles mas altos de expresién que las que contienen multiples
copias del transgény que, por otra parte son mas inestables. Todo ello, sumado a la tendencia
a buscar plantas homocigotas para los distintos eventos de trasformacidn, hace que el analisis
del nimero de copias en la primera generacion de plantas transgénicas (TO) sea un aspecto

especialmente importante. La técnica de Southern Blot es el método cldsico para la
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estimacidn del nimero de copias de un determinado transgén en el genoma. No obstante,
este método tiene altos requerimientos de tiempo y material. Es por ello que en los ultimos
anos se han desarrollado métodos alternativos basados en el uso de gPCR para identificar el
numero de copias de los transgenes de manera mas rapida y simple. No obstante, todos los
métodos descritos en la literatura requieren de algun paso agregado o bien disponer de algin
gen de referencia o material vegetal adicional (Weng et al., 2004; Shepherd et al., 2009). En
el presente trabajo se ha puesto a punto una nueva técnica basada en el método comparativo
2°2¢t ytilizando el gen Lat52, de copia Unica en el tomate, como control interno. Este método
ha sido utilizado con éxito para la cuantificacién rapida y fiable del nimero de copias de los
transgenes de interés en el genoma de las plantas transgénicas TO generadas en este trabajo.
Ello posibilitd realizar un segundo analisis dirigido de las plantas T1 que permitié identificar
las plantas transgénicas homocigotas para el transgén de interés durante su crecimiento. El

método puesto a punto demostré ser facil de aplicar, reproducible y fiable.

Las primera lineas transgénicas generadas en el presente trabajo fueron las
correspondientes a la construccién amiSD-E8 y disefiadas para el silenciamiento del gen SD
durante la maduracién del fruto. A nivel fenotipico no se observd ninglin cambio durante la
maduracion del fruto. Desafortunadamente, en el momento de la recoleccion de los frutos
para sus analisis se observo la ausencia de semillas, siendo pues estas lineas estériles y, por
lo tanto, sin posibilidad de pasar a la siguiente generacién. Este resultado inesperado de
esterilidad en todas las lineas con esta construccion que se lograron generar, hizo que estas
lineas se perdieran. Aunque las causas de la esterilidad no se conocen, se sugiere que estas
lineas estuvieran bajo cierto tipo de estrés durante el proceso de regeneracién. Es por ello
que fue necesario repetir la transformacion. Las nuevas plantas transgénicas obtenidas no
han podido ser incluidas en la presente memoria. No obstante, con las muestras de fruto que
se recolectaron en la primera tanda de transformacion se pudo analizar el perfil de expresion
del gen SD en diferentes estadios de desarrollo del fruto, mostrandose un silenciamiento

eficiente del gen diana en todos los casos.
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El proceso de generacidon de plantas transgénicas continué con la generacion de
plantas disefiadas para el silenciamiento de la HMGR2 bajo el control de los promotores PLI y
E8. Una observacidn interesante fue la afectacién de la textura de la epidermis de los frutos
producidos por la linea amiH2-PLIb. La piel de estos frutos tenia una textura rugosa al tacto,
a manera de pequefias protuberancias, y un tono de color muy opaco en comparacién con los
frutos wt. Es este sentido es interesante indicar que el promotor PLI descrito por Estornell et
al. (2009) tiene una expresidn inicial muy intensa en la epidermis durante los primeros
estadios de crecimiento del fruto que luego se extiende al resto de tejidos del fruto. Este
hecho podria estar relacionado con el cambio fenotipico observado ya que la via del MVA
podria estar implicada directamente en la sintesis de precursores isoprenoides utilizados en
la sintesis de componentes de la epidermis del fruto. A pesar de esta correlacién, estos
resultados deben ser tomados con cautela y es necesario comprobar este fenotipo en las

plantas de la siguiente generacion.

La técnica qPCR 22 puesta a punto en este trabajo se utilizé también para determinar
el numero de inserciones del transgén en el genoma de las diversas lineas transgénicas
generadas. Los resultados con esta técnica indicaron que para la construccion amiH2-PLI
existian 3 lineas TO que contenian una Unica insercidn del transgén en el genoma, para la
construccion amiH2-E8 se detectaron 4 lineas TO con las mismas caracteristicas y, por ultimo,
para la construccién oeSD-E8 se obtuvo una Unica planta TO que poseia 2 inserciones. Con el
numero de inserciones conocido fue posible analizar la progenie de estas plantas para

determinar la homocigosis en la generacion siguiente T1.

Cuando se obtiene una linea que posee una sola insercién del transgén en el genoma,
la probabilidad de obtener una planta homocigota en la siguiente generacidn es del 25%. Los
resultados mostrados en la Tabla 7 muestran que para cada linea hemicigota de la
construccion amiH2-PLI se obtuvo al menos una planta homocigota. En el caso de la
construccidn ami2-E8 unicamente se identificd una planta homocigota. Para la Unica linea
0eSD-E8 generada se analizaron las plantas de la siguiente generacién, donde se pudo

determinar aquellas plantas que poseian una sola insercion del transgén. Ello permitird
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obtener las plantas homocigotas para una sola insercién en le generacién T2. En su conjunto,
los resultados obtenidos han validado que la técnica gPCR 22 puesta a punto en este trabajo
resulta una herramienta muy util y facil de implementar que permite identificar de forma
rapida y fiable la cigosidad de una determinada planta ya durante el proceso de desarrollo de

las plantas transgénicas T1.

En las plantas homocigotas de las construcciones amiH2-PLI y amiH2-E8 se analizaron
los niveles de expresion del gen HMGR2. Los resultados mostrados en la Figura 18 y Figura 23
evidencian el silenciamiento casi total de la expresion de la isoforma HMGR2 en las lineas
transgénicas, indicando de esta manera que el silenciamiento mediante amiRNAs, utilizando
los promotores PLI y E8, es muy efectivo. Contrariamente a lo esperado del hecho de haber
silenciado casi por completo el gen HMGR2 en los frutos, no se observé ninglin cambio en el
tiempo de maduraciény ni en la coloracidn de los frutos. La enzima HMGR2 estd directamente
involucrada en la maduracion del fruto de tomate, donde se conoce que la expresion del gen
aumenta y tiene una relaciéon inversa con la expresion de la isoforma HMGR1 (Rodriguez-
Concepcion and Gruissem, 1999). Por lo tanto, la isoforma HMGR2 reemplaza a la isoforma
HMGR1 durante las etapas de maduracién del fruto. Es por ello que se intentd buscar una
respuesta en la expresién de otras isoformas de la HMGR de tomate cuya expresién en el
fruto no habia sido descrita previamente. En la Figura 19 se muestran la expresién de los
genes que codifican las isoformas HMGR1, HMGR2 y HMGR3 en los estadios de desarrollo y
maduracién del fruto. Al comparar los resultados de los perfiles de expresidn de dichos genes
en términos de valores absolutos de observé un aumento muy significativo de la expresion
de la isoforma HMGR3, especialmente en el estadio verde maduro. Este hecho no habia sido
descrito previamente en la literatura. Es posible por lo tanto que la isoforma HMGR3
reemplace la funcién de la isoforma HMGR2 en los frutos silenciados siendo ésta la causa por
la cual no se han observado cambios fenotipicos en los frutos transgénicos. A estos detalles
es importante resaltar que la variedad Micro-Tom en la que se han realizado tiene
modificaciones genéticas y que pueden resultar en comportamiento distinto al de otras

variedades mds estudiadas como Moneymaker o Ailsa Craig.
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En dos lineas amiH2-E8 se observaron semillas germinadas y plantulas en crecimiento
(Figura 22). La causa de este fendmeno no es clara pero sugiere que la isoforma HMGR2
podria estar involucrada en la produccién de algin compuesto implicado en la sefializacién
de la dormancia de las semillas durante la maduraciéon del fruto. Es posible también que
pueda tener que ver con la expresiéon de los genes que codifican las distintas isoformas del
gen HMGR. En este sentido es importante indicar que los resultados obtenidos del analisis del
perfil de expresion de los genes HMGR1, HMGR2 y HMGR3 en la plantas transgénicas amiH2-
E8 ¢3 y amiHMGR2-E8 b2 (Figura 24 y Figura 25) muestran un aumento notable de la
expresion del gen de la isoforma HMGR3 en el estadio verde, como ya se habia observado en
las lineas de silenciamiento de HMGR2 mediado por el promotor PLI. A este cambio en la
expresion de la HMGR3, se suma el cambio inesperado de la expresion del gen que codifica
para la isoforma HMGR1, que muestra niveles de transcritos elevados en fruto rojo, cuando
estd descrito que esta isoforma disminuye su expresién a medida que avanza el proceso de

maduracion.

Estos cambios en la expresion de los genes que codifican las distintas isoformas del
gen HMGR en los frutos transgénicos sugieren que la regulaciéon de la sintesis de isoprenoides
en el fruto esta regulada a través de distintos puntos de control y que el silenciamiento de la
isoforma HMGR2 no fue suficiente para alterar el tiempo o ciclo de maduracion de los frutos.
No obstante, hacen falta estudios adicionales sobre este tema para lograr una mejor

comprensién del papel de la isoforma HMGR2 en la maduracion del fruto.

4.2. Identificacion y clonacion de genes candidatos de la enzima esterilglucésido

aciltransferasa (SGAT) en Solanum lycopersicum var Micro-Tom.

Tal como se ha indicado anteriormente, todavia no se ha descrito ningln gen de
ningun organismo que codifique para una esterilglucdsido aciltransferasa (SGAT). En el caso

del tomate y otras especies del género Solanum, esta enzima es especialmente relevante ya

108



Discusion

gue los acilesterilglucdsidos (ASG) son los esteroles conjugados mas abundantes (Whitaker,

1988).

Estudios anteriores habian descrito la funcién de enzimas capaces de transferir una
molécula de acido graso al grupo hidroxilo de la molécula de azicar de un esteril-glucdsido y
asi crear el compuesto ASG en diversas plantas (Lepage, 1964; Ongun and Mudd, 1970; Elbein
etal., 1975; Zdzislaw et al., 1975; Potocka and Zimowski, 2008), pero hasta el momento no se
ha descrito la secuencia de la proteina encargada de realizar esta funcién ni mucho menos la
del gen correspondiente. En el tomate, los ASGs representan el 56% de los esteroles totales
(Duperon et al., 1984) y es por ello que se lo consideré un buen modelo para caracterizar
proteinas con actividad SGAT. Este trabajo comenzé con el objetivo final de identificar un gen
(o genes) candidatos en tomate asociados a dicha funcién enzimatica. Para ello se procedié
inicialmente a la purificaciéon de un extracto enzimatico a partir de frutos del estadio breaker
siguiendo el procedimiento que describieron Potocka and Zimowski (2008). Los resultados de
estos experimentos permitieron preparar un extracto enzimatico no deslipidizado
completamente en el cual se pudo detectar la actividad enzimatica de la proteina SGAT
(Figura 28). Mediante cromatografia de exclusion molecular fue posible aislar posteriormente
fracciones en el rango de tamano de los 140 kDa enriquecidas en actividad SGAT. Este
resultado era consistente con los de otros estudios (Eichenberger and Siegrist, 1975;
Zimowski and Wojciechowski, 1983; Potocka and Zimowski, 2008) donde habian identificado
qgue el mondmero de la enzima SGAT tendria un tamafio de entre 60 - 90 kDa y la proteina
tendria una composicién dimérica. Las proteinas presentes en estas fracciones fueron
separadas mediante SDS-PAGE y las proteinas contenidas en el rango de tamafio antes
mencionado fueron escindidas del gel y analizadas mediante espectrometria de masas.
Entre las proteinas identificadas, se encontrd una proteina de 50.5 kDa con cddigo UNIPROT
KAD5B5, que presentaba caracteristicas especialmente interesantes y que la hacian una

buena candidata a tener actividad SGAT.

Realizando una busqueda in silico, se hall6 que la proteina K4D5B5 (a la que se

denomind SISGAT1) tiene una secuencia que SolCyc describe como muy cercana en cuanto a
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su posible funcidén y que corresponde con la de la proteina Q71LX7 (denominada SISGAT2)
con un tamafo de 60.4 kDa. Estas proteinas poseen un 55% de similitud entre ellas y ninguna
de las dos habia sido caracterizada hasta aquel momento. Ambas proteinas candidatas,
SISGAT1 y SISGAT2, poseen dominios conservados relacionados a las funciones LCAT y LipAy
se encuentran dentro de la superfamilia descrita como PLN02733 y que tiene una funcién
fosfatidilcolina-esterol O-aciltransferasa. Los resultados del andlisis de funciones y sitios
conservados para ambas proteinas indicaron que estas proteinas podrian estan involucradas
con funciones de liberacidn de acidos grasos y de aciltransferencia a esteroles, lo cual seria
compatible con la funcién propuesta para la enzima SGAT, en la que debe ocurrir la liberacion
de una 4cido graso a partir de un fosfolipido para ser posteriormente transferido a un

esterilglucésido.

Asuvez, una busqueda de proteinas ortdlogas en A. thaliana mostraron dos proteinas
equivalentes a SISGAT 1 y SLSGAT2 y anotadas con funciones LCAT y fosfolipasa (Tabla 12 y
Tabla 13). Esta observacion resulté interesante porque que estas proteinas de A. thaliana
habian sido caracterizadas en estudios previos pero no se las habia asociado con la funcién

SGAT (Noiriel et al., 2004; Stahl et al., 2004).

Con la premisa que las proteinas candidatas identificadas podian estar relacionadas
con la funcidn SGAT, se considerd oportuno tener una primera estimacién de su perfil de
expresion en los distintos tejidos y estadios de desarrollo de la planta de tomate. Estos andlisis
se realizaron en la base de datos Tomato eFP Browser. Los genes que codifican para SISGAT1
y SISGAT2 muestran una expresiéon ubicua en toda la planta, pero especialmente intensa en
el fruto. El perfil de expresién de los dos genes mostré un aumento a medida que avanza la
maduracion del fruto. Estudios anteriores realizados por Whitaker (1988) mostraron una
ligera disminucidon gradual de los niveles de ASG en el fruto a lo largo del proceso de
maduracién. Estos datos de expresidn no concordarian con los resultados encontrados por
Whitaker (1988) ya que por lo general se asocia una mayor acumulacion de transcrito con una
mayor de cantidad de enzima vy, por lo tanto, con unos mayores niveles del metabolito

correspondiente. Es posible que esta discrepancia puede ser debida a la variedad de tomate
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gue se utilizé en cada caso, ya que, como se haindicado antes, ésta puede tener una influencia

importante en los niveles de expresiéon de determinados genes.

Otro aspecto que se abordd en el presente trabajo ha sido el estudio de la localizaciéon
subcelular de las proteinas SISGAT1 y SISGAT2. Ello se considerd importante ya que la
ubicacién subcelular de estas proteinas podria dar alguna indicacidn sobre el tipo de sustratos
que utiliza. Los dos sustratos de la enzima SGAT son un fosfolipido y un esterol glucosilado, lo
cual hace pensar que la proteina deberia estar en la membrana, o bien asociada a la misma,
para un mejor acceso a dicho sustratos. El software TopPred predijo que las proteinas SISGAT1
y SISGAT2 (Figura 40) serian citosélicas. Esto no seria a priori ningin inconveniente ya que
existe evidencia de que la necesidad de sustratos hidrofébicos no hace necesario que la
proteina esté alojada en la membrana. Este seria el caso de la enzima LCAT de H. sapiens que
se ha caracterizado como una proteina soluble en agua que se adhiere de forma reversible a
superficies lipidicas y utiliza sustratos lipidicos durante el proceso de catdlisis (Jonas, 2000).
Con este conocimiento previo, una proteina que interacciona con lipidos no debe ser

necesariamente hidrofdbica y alojarse en las membranas.

Los primeros resultados obtenidos en los estudios de localizacion subcelular de
SISGAT1 y SISGAT2 en hojas de N. benthamiana, indicaron que la proteina SISGAT1 se
encontraba asociada a la membrana plasmatica y SISGAT2 al citosol (Figura 42). Para
comprobar estos resultados se realizaron andlisis de FRAP. Los resultados confirmaron dichas
localizaciones, que para el caso SISGAT1 se corresponden con las predicciones del programa
TopPred. Estos resultados son interesantes pero a la vez dificiles de explicar ya que ambas
proteinas fueron descritas con las mismas funciones enzimdaticas y con una elevada similitud
en su secuencia de aminodcidos. Esta claro que la proteina SISGAT1 estd asociada a la
membrana plasmatica aunque su secuencia no lo indique, de tal manera se puede asumir que
es en su estructura terciaria o cuaternaria donde se conforma la sefial de localizacion a la
membrana. También es posible que la localizacidon en la membrana plasmatica se deba a la
asociacion con otras proteinas. La diferente localizacién subcelular de estas proteinas

también nos indica que las reacciones relacionadas a la esterificacion o al rompimiento
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catalitico de un fosfolipido de las dos enzimas identificadas, podrian tener lugar tanto en
entornos hidrofébicos como hidrofilicos, siendo posible esto gracias a estructuras tipo “tapas”

encontradas en lipasas (Jonas, 2000).

Un resultado interesante se encontrd tras realizar la busqueda de proteinas ortélogas
a SISGAT y SISGAT 2 en otros organismos. Esta busqueda reveld la presencia de ortélogos de
las proteinas candidatas en varias especies vegetales como fue el caso de A. thaliana, O.
sativa, S. melongenay S. tuberosum. En ninguna de estas especies, a excepcién de A. thaliana,
se han caracterizado estas proteinas. Aunque las enzimas ortélogas de A. thaliana han sido
caracterizadas, es importante mencionar que en ningln otro caso se ha asociado a estas
proteinas la actividad SGAT propuesta en el presente trabajo. Los alineamientos de SISGAT1
y SISGAT2 con las proteinas PSAT de estos organismos y la LCAT y PLA2 humanas revelaron la
presencia de la denominada triada catalitica en las proteinas candidatas SGAT. La triada
catalitica esta compuesta por los aminoacidos Siso, D3ss ¥ Ha11 en la proteina SISGAT1 y Siss,
Dsss y Haiz en la proteina SISGAT2. Dichos residuos participan en la reaccion de hidrélisis de
los fosfolipidos (Jonas, 2000). La presencia de esta triada catalitica fortalece la presuncién de
gue SISGAT1 y SISGAT2 podrian tener actividad SGAT en tomate. El alineamiento de las
proteinas reveld a su vez la existencia de otras secuencias muy conservadas entre PSAT y las
putativas SGAT que permitié obtener informacién sobre la actividad fosfolipasa. Hasta el
momento no se han descrito con detalle los dominios de las proteinas PSATs involucradas en
el reconocimiento de fosfolipidos o esteroles, por lo que es plausible sugerir que las zonas
conservadas identificadas en el alineamiento de estas proteinas puedan corresponder a

regiones involucradas en dicho proceso.

La proteina SGAT debe catalizar la reaccidon de esterificacion entre un acido graso con
un grupo hidroxilo libre de una molécula de azucar presente en los SGs. Es por esto que tiene
un interés especial el alineamiento multiple de las proteinas SGATs con las proteinas SGTs.
Este alineamiento reveld varias zonas con un alto grado de similitud, aunque existieron menos
regiones conservadas entre las SGTs y las SGATs que entre las PSATs y las SGATs. Esto nos

indica una clara diferenciacion entre las funciones que las SGATs pueden compartir con las
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PSATs y SGTs. Actualmente se tiene muy poca informacién de las proteinas SGTs en la
naturaleza, habiendo sido caracterizadas solo en A. thaliana y Avena sativa (Warnecke et al.,
1997). Por tal motivo es dificil inferir alguna posible funcién de las regiones conservadas
encontradas en los alineamientos tales como sitios de reconocimiento del residuo glucidico
de los SGs. Es por esto que hace falta realizar mas estudios sobre este tema antes de
comprender con mayor claridad la relacién funcional existente entre las proteinas SGT y las

SGATSs putativas identificadas en el presente trabajo.

Para obtener una mejor visién de la evolucién de candidatas SGAT, se realizé un
alineamiento total de las proteinas SGTs, PSATs, PLA2, LCAT y SGATs putativas usadas
anteriormente, pero incluyendo también las proteinas ASATs de los mismos organismos para
construir un arbol filogenético. La Figura 39 mostro a las proteinas SGATs en el mismo clado
que las PSATs, LCAT y PLA2, lo cual sugiere una relacién mas cercana en la funcion fosfolipasa
gue estas proteinas comparten. Este resultado también implica una diferenciacién bien
marcada a nivel evolutivo de la funcién de la hidrélisis de un lipido y su esterificacidn, ya sea
un esterol o un glucésido en relacién a la transferencia de un azicar a un esterol. De los
resultados del analisis filogenético también se desprende una fuerte asociacion entre las
proteinas ASATs y SGTs, aunque estas poseen funciones y sustratos muy distintos. Por un lado
las proteinas ASATs esterifican una esterol usando como sustrato el acido graso de una

molécula de acil-coA, mientras las SGTs glucosilan un esterol.

Con mas detalle, el arbol filogenético generado muestra una separacién clara de las
SGAT1 y SGAT2 candidatas presentes en los diferentes organismos. Ademds, como era de
esperar, las proteinas del género Solanum fueron agrupadas de manera mas préxima en
relacion al resto de proteinas presentes en los distintos clados. Esta informacion resulta
relevante para el entendimiento y futura ayuda en la busqueda de una funcién mas detallada
y clara de las proteinas SGAT, ya que muestran una mayor relacidn con las proteinas PSAT que

con otras proteinas relacionadas con el metabolismo de los esteroles.
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A pesar de los resultados obtenidos y de toda la informacién aportada mas arriba, no
ha sido posible determinar si las proteinas SISGAT1 y SISGAT2 identificadas en este trabajo
tienen realmente actividad esterilglucésido aciltransferasa. En cualquier caso, estas proteinas
deben corresponder a un tipo de enzimas que desempefian una funcién metabdlica comun a
todas las plantas y que aun es desconocida. Es necesario por lo tanto realizar estudios

adicionales que permitan profundizar en los aspectos indicados anteriormente.
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5. Conclusiones

Se ha puesto a punto un nuevo método de qPCR para cuantificar el nUmero de copias
de un transgén de forma rapida, simple y fiable. Este método se ha utilizado para
analizar el nimero de eventos de transformacién en las plantas transgénicas TO
generadas en el presente trabajo. Ello ha permitido determinar de forma muy dirigida
las plantas segregantes de la generacién T1 homocigotas para los transgenes de

interés.

Las lineas transgénicas de tomate amiH2-PLI silenciadas en la expresidon del gen que
codifica para la isoforma HMGR2 especificamente durante el desarrollo y maduracién
del fruto indicaron que la expresién de dicha isoforma no es necesaria para el normal

desarrollo y pigmentacién del fruto.

Plantas amiH2-ES, silenciadas en la expresion del gen que codifica para la isoforma
HMGR2 especificamente durante maduracién del fruto mostraron una germinacion
prematura de las semillas en el interior del fruto en etapas intermedias del proceso
de maduracién. Ello sugiere que la isoforma HMGR2 podria estar involucrada en la
produccién de alguin compuesto implicado en la sefializacién de la dormancia de las

semillas durante la maduracion del fruto.

El andlisis de la expresion de los genes que codifican para las distintas isoformas de la
HMGR en tomate en los frutos de las plantas amiH2-PLI y amiH2-ES, silenciadas en la
expresion HMGR2, pusieron de manifiesto una induccion muy fuerte del gen que
codifica para la isoforma HMGR3 durante la maduracidn del fruto. Esta activacién de
la expresién de HMGR3 sugiere que esta isoforma reemplazaria la deficiencia de

HMGR?2 en las plantas transgénicas.

Las alteraciones en los niveles de expresién de los genes que codifican para la distintas

isoformas de la HMGR en las plantas transgénicas de tomate silenciadas en la
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expresion de HMGR2 en el fruto sugieren que la sintesis de isoprenoides a través de
la via del MVA en el fruto se encuentra regulada mediante mecanismos que actlan a

nivel transcripcional.

Se ha obtenido una fraccién proteica enriquecida en actividad SGAT a partir de
muestras de fruto de tomate. Mediante una etapa final de cromatografia de exclusién
molecular se han obtenido fracciones que podian contener una forma dimérica de la

enzima SGAT.

El analisis protedmico de la fracciones enriquecidas en actividad SGAT ha permitido
identificar dos proteinas candidatas SGAT en tomate denominadas SISGAT1 y SISGAT2.
SISGAT1 tiene un peso molecular de 50.5 kDa y esta anotada en la base de datos
UNIPROT con el cédigo KAD5B5. SISGAT2 tiene un peso molecular de 60.4 kDa y estd
anotada en la base de UNIPROT con el cédigo Q71LX7.

Analisis bioinformaticos de las proteinas SISGAT1 y SISGAT2 indican que ambas poseen
motivos funcionales potencialmente involucrados en la hidrélisis de acidos grasos
(actividad fosfolipasa) y de transferencia de grupos acilos a esteroles (actividad
esterol-aciltransferasa), lo que es compatible con que estas enzimas puedan estar

implicadas en la sintesis de ASGs.

Las proteinas SISGAT1 y SISGAT2 estan altamente conservadas en todas las plantas
con genomas secuenciados, lo que sugiere que participan en un proceso metabdlico
comun a todas las plantas. El analisis filogenético de las proteinas SGAT, PSAT, SGT y
ASAT en distintas especies vegetales ha puesto de manifiesto una relacién evolutiva
cercana entre las SGAT y las PSAT. Esto sugiere que estos dos tipos de proteina han

evolucionado a partir de un ancestro en comun cercano.

El estudio de la localizacién subcelular de las proteinas SISGATs fusionadas a la
proteina fluorescente eYFP y expresada de forma transitoria en hojas de N.

benthamiana demostré que la SISGAT1 se encuentra asociada a la membrana

118



Conclusiones

plasmatica, mientras que SISGAT2 se localiza en el citosol. Estos resultados sugieren
la posibilidad de dos proteinas con una funcién similar capaces de actuar en entornos

celulares distintos.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Material biologico utilizado en este trabajo

6.1.1. Recoleccion de semillas de tomate

Método:

1. Recolectar los frutos maduros de tomate.

2. Realizar un corte transversal al fruto de tomate y extraer las semillas localizadas en los

[6culos.
3. Extender las semillas sobre papel filtro.
4. Secar las semillas a temperatura ambiente durante 24 - 48 horas.
5. Recoger las semillas en un tubo de tamaio apropiado o en una bolsa de papel.

6. Almacenar las semillas a temperatura ambiente.

6.1.2. Recoleccion y liofilizacion de material vegetal de tomate

Método:

1. Recoger el material vegetal que se desea liofilizar. En caso de trabajar con frutos es

importante remover las semillas y las zonas gelatinosas del interior.

2. Congelar en N2 liquido el material vegetal y triturarlo con la ayuda de un mortero hasta

obtener un polvo muy fino. Pesar el material vegetal.
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Sin dejar que el material se descongele (en N3), liofilizar el material a -50 °C a una presion

inferior a0.001 atm durante 24 horas hasta observar que el material estd totalmente seco.

Volver a pesar el material vegetal liofilizado y calcular el porcentaje de perdida de agua

en el material liofilizado.

P; x 100
Pg

% de perdida de Agua = 100 —

6.1.3. Esterilizacion de semillas de tomate

Materiales:

e Tween 20

e Placas de Petri

Soluciones:

e Hipoclorito de sodio al 40%

e Agua destilada estéril

Método:

Colocar las semillas en una placa de Petri y afiadir agua hasta cubrirlas completamente,

dejar reposar 30 min. bajo campana.

Eliminar el agua y afiadir la solucién de esterilizacién (hipoclorito de sodio al 40%) y unas

2-4 gotas de Tween 20, durante 30 min.
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3. Remover la solucidn y realizar 3 lavados sucesivos con agua destilada estéril durante 5,

10y 15 min. respectivamente.

4. Remover el agua y sembrar las semillas.

6.1.4. Protocolo para la transformacién de Solanum lycopersicum var. Micro-Tom

Materiales:

e Pinzas estériles

e Placas de Petri de 9 cm de didmetro.

e Jarras estériles de vidrio de 0.5L (Le Practique)(Para enraizamiento de explantes)
e Jarras estériles de vidrio de 0.75L (Le Practique)(Para germinacion de semillas)

e Papel de filtro estéril

e Filtros de 0.2 um

Medios y soluciones (ver recetas para el detalle de cada preparacion):

¢ Medio MS0 0.5x

¢ Medio KCMS liquido

¢ Medio KCMS sdlido

e Medio 271

e Medio 2ZII

e Medio de enraizamiento

e Suspension de Agrobacterium tumefaciens para transformar:

125



Materiales y Métodos

o LacepadeAgrobacterium que se utiliza es EHA105 (ver Materiales y Métodos).

o Seleccionar una colonia de la transformacién previamente hecha e inocular en
2.5 mL de medio YEB + Rifampicina [100 pg/mL] (Rif) + Espectinomicina [100
pug/mL] (Spct) (apartado 7 de Materiales y Métodos), e incubar a 28 °C durante
48 horas.

o Transferir 1 mL del cultivo anterior a 50 mL de medio YEB + Rif + Spct e incubar

a 28 °C durante 12-18 horas, hasta alcanzar una ODeggo = 0.2.

o Transferir 5 ml del cultivo anterior a 50 mL de medio YEB + Rif + Spct e incubar

a 28 °C durante 3 - 4 horas hasta alcanzar una ODggo = 0.5.

o Centrifugar el cultivo a 6000 x g durante 10 min y resuspender el pellet en 50

mL de medio KCMS liquido.

Método:

Esterilizar las semillas de tomate y colocar en las jarras conteniendo medio MS 0.5x a 25
°C en oscuridad durante 2 dias y 8 dias mas en camaras con un fotoperiodo de 16 horas

de luz/8 horas de oscuridad (LD).

Cortar los cotiledones de manera transversal, eliminar los bordes y/o puntas y colocarlos
en medio KCMS sélido (40 mitades por placa), con el envés en contacto con el medio, a

25 °C en oscuridad durante 24 horas.

Colocar los cotiledones (120 mitades) sobre una placa de Petri (9 cm. de didmetro) vacia
y afadir la suspension de Agrobacterium (50 mL). Incubar a temperatura ambiente en

agitacién suave (50-75 rpm) durante 30 min.

Eliminar la suspensidon de Agrobacterium y secar los cotiledones con papel filtro estéril y
colocarlos en una nueva placa de Petri conteniendo medio KCMS sélido (40 mitades por
placa), con el envés en contacto con el medio. Mantener a 25 °C en oscuridad durante

48 horas.
Transferir los cotiledones transformados a placas conteniendo medio 2Z | (40 mitades

126



Materiales y Métodos
por placa) e incubar a 25 °C en LD durante 15 dias.

Transferir los cotiledones a medio 2Z Il (colocar entre 18-25 mitades por placa) e incubar

a 25 °Cen LD durante 15 dias.*

Transferir los cotiledones a medio 2Z Il e incubar a 25 °C en LD durante 15 dias. Ajustar

el nimero de mitades por placa, colocando entre 8 - 12 en cada una.*

Traspasar los brotes regenerados a medio de enraizamiento hasta que se desarrollen
raices (25 °C en LD). Colocar entre 5 - 6 brotes en cada jarra. La aparicidn de raices tarda

entre 1 - 4 semanas.

Una vez que los brotes hayan regenerado raices traspasarlos a aclimatacion en el

invernadero.

* Nota: Si las placas aparecen contaminadas con Agrobacterium en el paso 6 6 7, colocar

los cotiledones en medio 2Z | nuevamente y repetir los pasos.

Recetas:

e Medio MSO0 al 50%:

o SalesMS2.15g/L

o Sacarosa30g/L

o Vitaminas B5 de Gamborg
¢ |nositol 100 mg/L
e Acido nicotinico 1 mg/L
e Piridoxina 1 mg/L
e Tiamina 10 mg/L

o Agar Difco 8 g/L

e Medio KCMS liquido:
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Sales y vitaminas MS 4.3 g/L
Sacarosa 20 g/L

KH2PO4 200 mg/L

Tiamina 0.9 mg/L

2,4D2 mg/L

Kinetina 1 mg/L

Acetosiringona 200 uM

Medio KCMS sélido:

O

Sales y vitaminas MS 4.3 g/L
Sacarosa 20 g/L

KH2PO4 200 mg/L

Tiamina 0.9 mg/L

2,4D 2 mg/L

Kinetina 1 mg/L
Acetosiringona 200 uM

Agar Difco 8 g/L

Medio 2Z I:

Sales y vitaminas MS 4.3 g/L
Sacarosa 30 g/L
Vitaminas Nitsch
e Biotina 0.05 mg/L
e Acido félico 0.5 mg/L
¢ Glicina 2 mg/L
¢ |nositol 100 mg/L

e Piridoxina 0.5 mg/L
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e Tiamina 0.5 mg/L
Zeatina 2 mg/L
Timentina 250 mg/L
Kanamicina 100 mg/L

Agar Difco 8 g/L

e Medio 2Z Il:

O

Sales y vitaminas MS 4.3 g/L
Sacarosa 30 g/L

Vitaminas Nitsch

Zeatina 2 mg/L

Timentina 150 mg/L
Kanamicina 100 mg/L

Agar Difco 8 g/L

e Medio de enraizamiento:

Notas:

Sales MS al 50%

Sacarosa 10 g/L

Vitaminas Nitsch

Timentina 75 mg/L

Kanamicina 100 mg/L

Acido 1-Naftalenacético (NAA) 0.1 mg/L

Agar Difco 8 g/L

Todos los medios se ajustan a pH 5.8 con KOH.

Materiales y Métodos

Para la preparacién del medio KCMS, 2Z | y 2Z Il mezclar todos los componentes (excepto
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el agar Difco) en 500 mL de agua MQ y filtrar (0.22 um) para esterilizar, después agregar
los 500 mL restantes de agua con agar Difco 16 g/0.5L previamente esterilizados en un

autoclave, bajo campana y manteniendo la solucion de agua con agar Difco a 40 — 50 °C.

- Cada una de las vitaminas se preparan en stocks separados (ver final) y se esterilizan por

filtracién con jeringa filtro de 0.22 um y se guardan a 4 °C.
- Los stocks, las vitaminas y los antibidticos no se deben esterilizar en autoclave.

- Preparar el stock de biotina disolviendo en agua un poco caliente (40 °C) a una

concentracion de 0.22 mg/mL.

- Preparar el stock de acido félico afiadiendo primero un poco de NaOH 0.1 M y completar

con agua hasta alcanzar una concentracion de 1 mg/mL.
- Preparar el stock de timentina disolviendo en agua a una concentracion de 100 mg/mL.
- Preparar el stock de kanamicina disolviendo en agua a una concentracién de 50 mg/mL.
- Preparar el stock de zeatina disolviendo en agua a una concentracion de 1 mg/mL.

- Preparar el stock de acetosiringona una concentracién de 20 mg/mL (100 pM = 19.62
mg/mL); disolver primero en un poco de etanol y luego completar con agua, es necesario

aplicar calor colocando la preparacidn en una estufa a 50 - 60 °C unos minutos.

- La sacarosa, sales MS, vitaminas MS, KH2PO4, tiamina, 2,4 D, kinetina, inositol, acido
nicotinico, glicina, inositol, piridoxina y NAA se pesan y agregan al momento de la

preparacion y filtracidon de los correspondientes medios.

6.1.5. Cepas de bacterias utilizadas en este trabajo

Durante este trabajo se usaron las siguientes cepas bacterianas:

Escherichia coli:

e FEscherichia coli DH5a (F- endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG
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®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rKmK+), A—).

e Escherichia coli TOP10 (F- ¢80(lacZ)AM15 AlacX74 hsdR(rK-mK+) ArecA1398

endA1l tonA)(LifeTechnologies).

e Escherichia coli DB3.1 (F- gyrA462 endA1l gInV44 A(sr1-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-

, mB-) aral4 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5Aleu mtl1)

Agrobacterium tumefaciens:

Gen de Gen de
Cepa de
Fondo genético resistencia Plasmido Ti resistencia Opina
Agrobacterium
(cromosoma) (plasmido)
pMP90ORK Gentamicinay
GV3101::pMP90RK C58 Rifampicina Nopalina
(pTiIC58AT-DNA) Kanamicina
pEHA105
EHA105 C58 Rifampicina (pTiBo542AT- - Succinamopina
DNA)
pGV2260
GV2260 C58 Rifampicina Carbenicilina Octopina

(pTiB6S3CT-DNA)

6.1.6. Medios de cultivo para E. coli

Materiales:

e Matraz de Erlenmeyer 2 Lt.
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Reactivos:

e NaCl5gr/L

e Extracto de levadura 5 gr/L
e Bacto-Triptona 10 gr/L

e Agar-agar 15 gr/L

e Agua MQ

Método:

. Medio liquido LB:

0 Mezclar NaCl 5 gr/L, extracto de levadura 5 gr/L y Bacto-Triptona 10 gr/L en agua

destilada hasta 1 Litro.

0 Autoclavar a 121 °C durante 20 min.

° Medio sélido LB:

0 Mezclar NaCl 5 gr/L, extracto de levadura 5 gr/L, Bacto-Triptona 10 gr/L y agar-agar 15

gr/L en agua destilada hasta 1 Litro.

O Autoclavar a 121 °C durante 20 min.

Antibidticos (afiadir a temperatura ambiente en medios liquidos y a 50 °C en medios sélidos):
e Los antibidticos a usar dependen de la cepa bacteriana (E. coli) que se utilice.

- Ampicilina (Na+) [Amp]: Concentracidn final de 100 pg/mL a partir del stock a
100 mg/mL.

- Kanamicina [Kan]: Concentracidn final de 50 pug/mL a partir del stock a 50
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mg/mL.

- Espectinomcina [Spect]: Concentracidn final de 200 pg/mL a partir del stock a

100 mg/ml.

- Cloramfenicol [Cm]: Concentracion final de 17 pg/mL a partir del stock a 34

mg/ml.

6.1.7. Medios de cultivo para A. tumefaciens

Materiales:

e Matraz de Erlenmeyer 2 Lt.

Reactivos:

e Extracte de bovino 5 gr/L

e Extracto de levadura 1 gr/L
e Bacto-Peptona 5 gr/L

e Sacarosa 5 gr/L

e Agar-agar 15 gr/L

e Agua MQ

Método:

Medio liquido YEB:

o Mezclar extracto de bovino 5 gr/L, extracto de levadura 1 gr/L, Bacto-Peptona 5
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gr/Ly sacarosa 5 gr/L en agua destilada hasta 1 Litro.

o Autoclavara 121 °C durante 20 min.

e Medio sdélido YEB:

o Mezclar extracto de bovino 5 gr/L, extracto de levadura 1 gr/L, Bacto-Peptona 5

gr/L, sacarosa 5 gr/L y agar-agar 15 gr/L en agua destilada hasta 1 Litro.

o Autoclavar a 121 °C durante 20 min.

Antibidticos (afiadir a temperatura ambiente en medios liquidos y a 50 °C en medios sélidos):
e Los antibidticos a usar dependen de la cepa bacteriana (A. tumefaciens) que se utilice.

- Cloramfenicol [Cm]: Concentracion final de 17 ug/mL a partir del stock a 34

mg/ml.

- Rifampicina [Rif]: Concentracidn final de 200 pg/mL a partir del stock a 100

mg/ml.

- Gentamicina [Gent]: Concentracidn final de 100 pug/mL a partir del stock a 100

mg/ml.

6.1.8. Preparacion de células competentes de E.coli por choque térmico

Soluciones:

e Medio LB
o TfBI
o Acetato de potasio 30 mM

o MnCl2 50 mM

134



Materiales y Métodos

o RbCl 100 mM
o CaCl2 10mM
o 15% Glicerol pH 5.8 (ajustar con acido acético 2N)

o Esterilizar a 121 2C durant 20 min.

o MOPS10mM

o CaCl2 75 mM

o RbCl 10 mM

o 15% Glicerol pH 5.8 (ajustar con acido acético 2N)

o Esterilizar a 121 2C durant 20 min.

Método:

1. Incubar un precultico de E. coli en medio LB a 37 °C durante toda la noche.
2. Inocular 1 mL del cultivo anterior en 100 mL de medio LB.

3. Incubar a 37 °C durante 2-4 horas hasta alcanzar una ODeggo = 0.4-0.5

4. Incubar 5 min en hielo.

5. Repartir el cultivo en tubos de 30 mL y centrifugar °C a 3400 x g (rotor JA-14) (Thermo-

Scientific) durante 15 min.
6. Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet con 20 mL de TfB I.
7. Incubar 10 min en hielo.
8. Centrifugar °C a 3400 x g (rotor JA-14) (Thermo-Scientific) durante 15 min.
9. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet con 1 mL de TfB Il
10. Separar 100 pL de les células competentes en tubos eppendorf de 1.5 mL y congelar
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rapidamente en N2 liquido.

11. Mantener las células a -80 OC hasta el momento de su uso.

6.1.9. Transformacion de células competentes de E.coli por choque térmico

Método:

1. Introducir 5 pL de la mezcla de ligacién/recombinacion del plasmido recombinante (50
ng de DNA) en 100 pL de células competentes de E. coli y mantener en hielo durante 30

min.

2. Realizar el choque térmico de las células competentes llevandolas a 42 °C durante 1.5

min.
3. Transferir las células transformadas a hielo durante 2 min.
4. Anadir 1 mL de medio liquido LB e incubar a 37 °C con agitacién durante 1 hora.

5. Sembrar las células competentes en una placa conteniendo medio LB sélido
complementado con el/los antibidticos de seleccion correspondientes al vector

insertado en E. coli.
6. Incubara 37 °C durante 16 - 24 horas.

7. Seleccionar las colonias obtenidas mediante PCR con primers especificos del vector que

se haya utilizado.
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6.1.10. Preparacion de células electrocompetentes de A.tumefaciens

Soluciones:

) Medio YEB
° Agua Milli-Q estéril

° 10% Glicerol (v/v)

Método:

Incubar un precultivo de A. tumefaciens (cepa EHA105 o GV3101), en 5 mL de medio YEB

complementado con los antibiéticos adecuados para cada cepa, a 28 °C durante 48 horas.

Inocular 1 mL del precultivo anterior en 100 mL de medio YEB + antibidticos e incubar a

28 °C durante 9 - 12 horas hasta alcanzar una OD600 = 0.4-0.5

Incubar en hielo durante 15 — 30 minutos y centrifugar a 4 °C a 2500 x g (rotor JA-14)

(Thermo-Scientific) durante 15 min.

Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet con 10 mL de agua MQ estéril.
Centrifugar a 4 °C a 2500 x g durante 15 min.

Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet con 1 mL de 10% glicerol.

Separar 40 plL de las células competentes en tubos eppendorf de 1.5 mL y congelar

rapidamente en N2 liquido.

Mantener las células a -80 0C hasta el momento de su uso.
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6.1.11. Transformacion de células competentes de A. tumefaciens por

electroporacion

Método:

Introducir 50 ng de la mezcla de ligacion/recombinacion del plasmido recombinante (50
ng de DNA) en 40 pL de células competentes A. tumefaciens (por problemas con la

salinidad no afiadir mas de 1 pL de la mezcla)

Incubar las cubetas para electroporaciéon en hielo durante 5 min e introducir las células

competentes en la cubeta para electroporacién.
Realizar la electroporacion a 2 KV y 25 uF de capacitancia.

Realizar la transformacion de las bacterias y comprobar que el tiempo de electroporacion

seaentre 4 -5 ms.

Resuspender inmediatamente con 1 mL de medio YEB liquido y transferir las células

competentes a un tubo de 1.5 mL.
Incubar en hielo durante 2 min.
Incubar las células transformadas a 28 °C durante 2-4 horas.

Sembrar las células en una placa conteniendo medio YEB sdlido complementado con los

antibidticos de seleccion correspondientes.
Incubar las placas a 28 °C durante 40 horas

Seleccionar los clones obtenidos mediante PCR con primers especificos del vector que se

haya utilizado.
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6.1.12. Protocolo de agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana

Soluciones:

Solucion de infiltracion:

- 10 mM MES

- 10 mM MgCla. pH 5,7

Solucion de Acetosiringona (preparada al instante de uso):

- 1 mM Acetosiringona disuelto en etanol al 70%.

Método:

1.

Crecer un precultivo de la cepa de A. tumefaciens que se desea utilizar durante 32 -

48h a 28 °C.

Realizar un segundo cultivo (5 mL) a partir del indculo anterior y crecer 16 - 20h a 28

°C.
Centrifugar 15 min a 5000 x g.

Complementar la solucién de infiltracion afadiendo acetosiringona a una

concentracion final de 200 uM.
Resuspender el Agrobacterium a una densidad 6ptica (D.O.) de 0.2.
Incubar a temperatura ambiente sin agitacién durante 3 - 5h.

Mezclar con la cepa de Agrobacterium que contiene el pldasmido HcPro preparada a la

mismo D.O. en una proporcién 1:1

Con la ayuda de una jeringa de 1 mL sin aguja, infiltrar la mezcla de Agrobacterium

presionando suavemente sobre el lado reverso de la hoja.
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9. Enseguida marcar con un rotulador permanente el area infiltrada.

6.2. Técnicas moleculares para analisis de DNA y RNA

6.2.1. Extraccion de DNA genédmico

Soluciones:

Tampodn de extraccion de DNA:
- Tris HCI 50 mM
- EDTA20 mM pH 8.0

10% SDS

Acetato sédico 3 M pH 5.2

Solucion de CTAB:

- 2% Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)
- Cloruro sédico2 M
- Tris-HCI 0.2 M pH 8.0
- EDTA0.05M pH 8.0
e Tris-HCI 10 mM pH 8.0
e Tampodn EB:
- Tris-HCI 10 mM

- EDTA0.05M pH 8.0

v La solucién de SDS se esteriliza por un filtro de 0.22 pm.
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v Se prepara un stock de CTAB al 10% (esterilizado por filtros de 0.2 um) para preparar

la solucion de CTAB.

v' Las demas soluciones se preparan y se esterilizan en un autoclave.

Método:

Congelar el tejido de tomate en N2 liquido y triturar en un mortero

Recoger 1 gr de tejido en un tubo de centrifuga de 30 mL

Afadir 15 mL de Tampdn de extraccion de DNA y agitar vigorosamente durante 2 min

Afadir 2 mL de 10% SDS y agitar

Anadir 1 mg de polivinil polipirrolidona (PVPP) y agitar vigorosamente e incubar a

temperatura ambiente durante 15 min.

Afadir 4.5 mL de acetato de sodio 3 My agitar durante 2 min
Centrifugar a 4 °C a 10000 x g durante 15 min.

Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo

Afadir un volumen igual de isopropanol e incubar 30 min en hielo
. Centrifugar a 4 °C a 10000 x g durante 10 min

. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 500 pL de Tris-HCI 10 mM pH 8.0y

12.

13.

14.

15.

16.

transferir a un nuevo tubo de 2 mL

Afadir 500 pL de solucion de CTAB e incubar a 65 °C durante 15 min

Afadir 1 mL de cloroformo y agitar el tubo invirtiéndolo varias veces

Centrifugar a 13000 x g durante 5 min

Transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo

Afadir un volumen igual de isopropanol a 4 °C y centrifugar a 4 °C a 10000 x g durante

10 min
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17. Descartar el sobrenadante y dejar secar el sedimento con un flujo de gas N2 o a

temperatura ambiente
18. Resuspender el DNA en 100 plL de tampdn EB o agua.

19. Cuantificar en un NanoDrop y confirmar la pureza en un gel de agarosa para DNA.

6.2.2. Extraccion de RNA de tomate

Adaptado de Burgos y colaboradores (Bugos et al., 1995) por Esther Mayda y Miguel Pérez

Amador (Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas, Valencia).

Soluciones:

e Solucién de extraccién:

- Tris-HCl pH 9.0 100 mM

- NaCl 200 mM

- EDTA15mM

- 0.5% sarkosyl en agua DEPC
e Fenol (pre-saturado en Tris-HCIl pH 7.9)
e Fenol:cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1)
e Acetato de sodio 3 M pH 5.5 en agua DEPC
e Cloruro de litio (LiCl) 8 M
e Etanol 80 %

e Agua DEPC
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Método:

Congelar el tejido de tomate en N2 y triturar en un mortero
Recoger 1 gr de tejido en un tubo de centrifuga Sarstedt de 13 mL
Resuspender en 4 mL de solucion de extraccion

Afadir 100 uL de 2-mercaptoetanol y mezclar

Anadir 4 mL de fenol y mezclar

Afadir 800 uL de cloroformo y mezclar

Afadir 280 uL de acetato de sodio y mezclar

Incubar 15 min en hielo

Centrifugar a4 °Ca 12000 x g durante 10 min en el rotor JA-25.5 (Therrmo-Scientific) con

los adaptadores adecuados.

Recoger la fase superior (acuosa) en un nuevo tubo Sarstedt de 13 mL conteniendo 4 mL

de fenol:cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1) y agitar vigorosamente
Incubar en hielo durante 15 min
Centrifugar a 4 °C a 12000 x g durante 10 min

Transferir la fase superior (acuosa) a un nuevo tubo Sarstedt de 13 mL y afadir un

volumen igual de isopropanol.

Incubar el RNA a -20 °C durante 30 min o durante toda la noche
Centrifugar a 4 °C a 12000 x g durante 10 min y descartar el sobrenadante
Resuspender el pellet en 1 mL de etanol al 80%.

Centrifugar a 4 °C a 12000 x g durante 10 min y descartar el sobrenadante

Secar el pellet bajo una corriente de N2 0 a temperatura ambiente y resuspender en 1

mL de agua DEPCy transferir a un nuevo tubo de 1.5 mL.

Centrifugar a 12000 x g durante 5 min para remover cualquier particula no disuelta y

transferir a un nuevo tubo el sobrenadante
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Afadir 500 uL de LiCl y precipitar el RNA a 4 °C durante 3 h o toda la noche.
Centrifugar a 4 °C a 12000 x g durante 10 min
Descartar el sobrenadante y lavar afadiendo 1 mL de etanol al 80%
Centrifugar a 12000 x g durante 5 min y descartar el sobrenadante
Secar el pellet bajo una corriente de gas N2 o a temperatura ambiente
Resuspender en un volumen de 100 plL de agua DEPC

Cuantificar en un NanoDrop y confirmar la pureza en un gel de agarosa para RNA.

6.2.3. Separacion electroforética de DNA

Materiales:

Probeta
Pipeta
Sistema de electroforesis Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad)

Fuente de poder Power Pac (Bio-Rad)

Reactivos y soluciones:

Agarosa

TAE 50x
o 242 grTris
o 100 mLEDTA 0.5 M pH 8.0
o 57.1 mL acido acético pH 8.2

o Llevar a1l Ltdeagua MilliQ
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e Tampdn de carga 3x
o 0.25% azul de bromofenol
o 30% glicerol

e Bromuro de etidio 10 mg/mL

Método:

1. Disolver 0.5 gr de agarosa en 50 mL de TAE 1x en un microondas
2. Aiadir la agarosa completamente disuelta en el portageles
3. Dejar enfriar unos minutos hasta que deje de emitir vapor

4. Afadir 5 uL de bromuro de etidio 10 mg/mL, mezclar bien con la solucion de agarosa con

la ayuda de la punta de pipeta

5. Colocar el peine deseado para formar los pocillos de carga y dejar reposar durante 20-30
min

6. Retirar el peine del gel y colocar el portageles dentro de la cubeta de electroforesis

7. Afadir tampdn TAE 1x a la cubeta hasta cubrir completamente el gel de agarosa

8. Afadir la soluciéon de carga 6x a la muestra de DNA (1 pL de solucién de carga por cada 6

uL de DNA)

9. Cargar las muestras en el gel de agarosa asi como un marcador de peso molecular de

DNA
10. Separar durante 20-30 mina 100 V

11. Revelar el DNA mediante exposicién a luz ultravioleta sobre un transiluminador.
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6.2.4. Separacion electroforética de RNA

Materiales:
e Probeta
o Pipeta

e Sistema de electroforesis Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad)
e Fuente de poder Power Pac (Bio-Rad)
e Bloque calentador a 65 °C

e Campana de gases

Reactivos y soluciones:

e Agarosa
e MOPS 10x
o MOPS 200 mM
o Acetato de Sodio 80 mM
o EDTA 10 mM pH 7 (equilibrado con NaOH)
o DEPCO0.1% (v/v)
e Tampdn de carga 6x
o 0.25% azul de bromofenol (w/v)
o 30% glicerol (v/v)
e Tampdn para RNA

o Formamida 52.5% (v/v)
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o Formaldehido 16% (v/v)
o MOPS 10x 11% (v/v)
o Tampdn de carga 6x 20% (v/v)

o Bromuro de etidio 10 mg/mL 0.5% (v/v)

Método:

Limpiar el portageles y la cubeta de electroforesis con metanol para eliminar cualquier

residuo de RNAasas.

Mezclar 0.5 gr de agarosa, 5 mL de MOPS 10x y 35 mL de agua MQ y disolver calentado

en un microondas.
Mezclar hasta alcanzar una mezcla completamente homogénea.
Afadir 10 mL de formaldehido y colocar la mezcla en el portageles.

Colocar el peine deseado para formar los pocillos de carga y dejar reposar bajo campana

durante 20-30 min.

Retirar el peine del gel y colocar el portageles dentro de la cubeta de electroforesis.
Afadir MOPS 1x a la cubeta hasta cubrir completamente el gel de agarosa.

Tomar 180-200 ng de RNA y afiadir el doble de volumen del tampén para RNA.
Desnaturalizar la muestra en el bloque calentador a 65 °C durante 10 min.

Retirar la muestra del bloque y colocar en hielo.

Cargar las muestras en el gel de agarosa asi como un marcador de peso molecular de

DNA.
Separar durante 20-30 min a 100 V.

Revelar el RNA mediante exposicidon a luz ultravioleta sobre un transiluminador.
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6.2.5. Sintesis de cDNA a partir de DNA

Luego de la extraccion de RNA (protocolo descrito anteriormente), este es tratado con
el kit DNase |, RNase-free de la casa comercial Thermo Scientific. Una vez obtenido el RNA
tratado con DNase | se toma 1 ug de RNAy se utiliza con el kit RETROscript (Ambion) siguiendo

las instrucciones del fabricante.

6.2.6. Reaccion de PCR utilizando Tag DNA polimerasa

La Tag polimerasa utilizada va ser la 2X PCR Master Mix con 1.5 mM MgCl, de la casa Thermo
Scientific. Esta mezcla comercial incluye le enzima Tag polimerasa, los deoxinucledtido

trifosfatos (ANTPs) y la solucidén tampdn.

Se realiza la reaccién con las siguientes condiciones:

PCR Mix Reaccién
Molde DNA 1-2pg | | Pasos T(2C) Tiempo
Primer forward (10mM) | 0,3 pL 1 Desnaturalizacién inicial | 94 3 min
Primer reverse (10mM) | 0,3 pL 2 Desnaturalizacion 94 30 seg
Master Mix 5ulL 3 Anillamiento 45-65 1 min 30s
Volumen total 10 pl 4 Extension 72 0.5 min/Kb
5 Volver al paso 2 25-30 ciclos
6 Extensidn final 72 |Paso4+1min
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6.2.7. Reaccion de PCR utilizando Pfu polimerasa

La polimerasa Pfu utilizada va ser la Pfu DNA polymerase (Promega) con las siguientes

condiciones:
PCR Pfu Reaccién
Molde DNA 1-2pg | | Pasos T(2C) Tiempo
Primer forward (10mM) | 0,3 pL 1 |Desnaturalizacion inicial | 94 3 min
Primer reverse (10mM) | 0,3 pL 2 Desnaturalizacion 94 30 seg
Sol. Tampdn 10x 1 3 Anillamiento 45-65| 1 min 30s
dNTP’s 0,4 uL 4 Extension Pfu 72 1 min/Kb
Pfu (10u/pL) 0,25u 5 Volver al paso 2 25-30 ciclos
Volumen total 10 ul 6 Extensidn final 72 |Pas04 + 1 min

6.2.8. Técnica de Real-Time qPCR con SYBR Green

Es importante disefiar primers que amplifiquen de manera especifica la secuencia que
se desea analizar. El tamafio éptimo de los primers es de 22 - 24 bp, y del producto de la
reaccion es de entre 50 - 200bp. La temperatura de melting asi como el porcentaje del
contenido de G-C es también un pardmetro importante que debe tener los valores de: Tm =

62 - 64 °C, G-C% = 30-60.
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Se realiza la reaccién con las siguientes condiciones:

qPCR Mix Reaccion
Molde DNA 1-2ug Pasos T(2C) | Tiempo
Primer forward L .
(10mM) 0,3 uL Activaciéon 95 1 min
Prln("lleorr;(i\\;lt)?rse 0,3 uL PCR 1. Desnaturalizacion 95 10 seg
SYBR Green Mix 5 uL 2. Extensién 60 30 seg
Volumen total 10 ul 45 ciclos
Melting 95 2 seg
65 15 seg
En rampa hasta 95

6.2.9. Purificacion de DNA de geles de agarosa

La banda de DNA es recortada con una hoja de bisturiy es tratada con el kit Nucleospin

Extract Il de Macherley-Nagel.
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6.2.10. Digestion de DNA con enzimas de restriccidon

Método:

Identificar mediante andlisis bioinformatico las enzimas de restricciéon que se necesitan para

digerir el DNA. Las enzimas utilizadas son de la casa comercial Promega.

1. Preparar la reaccion:

DNA 1ug

Buffer 10x 2 uL

E1 3-5 pg DNA

E2 3-5 pg DNA

H.0 hasta 20pl

2. Incubar la digestion a 37 °C durante 1-2 horas

3. Analizar los fragmentos generados mediante electroforesis en u gel de agarosa.

6.2.11. Construccidon de plasmidos mediante el sistema de recombinacion MultiSite

Gateway PRO

El sistema MultiSite Gateway PRO (Invitrogen) que se utilizd en esta investigacion nos
permite recombinar 3 vectores pEntry en un vector de destino binario. Se disefié primers
especificos (ver Anexo |) para cada una de las secuencias que se recombinaron dentro de los

vectores pDONR mediante una recombinaciéon BP, y asi crear los vectores pENTRY. Para
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recombinar los vectores pEntry con el vector binario se realizan recombinaciones LR. El vector
de destino binario utilizado en los experimentos fue el pKGW,0 (Karimi et al., 2002) adquirido

del Department of Plant Systems Biology de la Universidad de Gent, Bélgica.

Para el protocolo de recombinacidn se siguieron las instrucciones del fabricante,

utilizando exactamente las concentraciones y volimenes recomendados.

El esquema general de las reacciones (Invitrogen, 2006) llevadas a cabo se muestra en

la siguiente figura:

1 z
PCR fragments anisa i

X ;f\ 1 : )\ BP reaction
pDONR Vectors e arar —E200 “

LR resction

Destination Vector

Expression Clone
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Método:

1. Mezclar en un tubo de 0.7 mL estéril los componentes descritos en la siguiente tabla:

Componentes Cantidad

Clones pENTRY (10 fmolescadauno) | 1-7pulL

Vector de Destino (20 fmoles) 1ul

1X Buffer TE, pH 8.0 Hasta 8 uL

2. Afadir 2 pL de la enzima LR Clonase Plus (Invitrogen) a cada muestra y mezclar bien

mediante vortex.
3. Incubar la reaccién a 25 °C durante 16 - 48 horas.

4. Anadir 1 pL de la solucidn de proteinasa K a cada reaccién e incubar a 37 °C durante 10

minutos.

5. Tomar 5 puL de la reaccién de recombinaciéon y transformar una célula competente de E.

coli.

6.3. Determinacion de esteroles

6.3.1. Deteccion de esteroles en TLC.

6.3.1.1. Revelado de grupos glucosilados mediante el reactivo de Molisch.
Soluciones:

) Reactivo de Molisch
o 2.5 % a-naftol (Sigma-Aldrich)
o 10% H2504
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o 83 % Etanol
o 4.5%H,0

Método:

Mezclar a-naftol, agua y etanol.
Lentamente agregar a la mezcla el H,S04.
Mezclar mediante agitacién todos los componentes.

Con la ayuda de un atomizador esprayar uniformemente sobre la placa de TLC.

AN S

Secar brevemente con un secador de pelo.

6.3.1.2. Revelado de lipidos tefidos con Primulina.

Soluciones:

e 5% Primulina en agua (50 mg/mL)

e Acetona
e Agua MQ
Método:

1. Diluir la solucion de primulina en acetona:agua (8:2 v/v) para obtener una
concentracion final de 0.05 % de primulina.

2. Con la ayuda de un atomizador esprayar uniformemente sobre la placa de TLC.

3. Secar brevemente con un secador de pelo.

4. Observar bajo luz UV.
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6.3.2. Preparacion de estandares internos para el andlisis de esteroles.

Se obtuvo el colestanol como estandar interno del grupo de esteroles libres de la casa
comercial Sigma-Aldrich. Los demds estdndares internos para los grupos de ES, SG y ASG
fueron obtenidos segln los métodos descritos por Wewer and Dormann (2014) por el Dr.

Marc Revés y el Dr. Rodolfo Lavilla.

6.3.3. Extraccidn, purificacion y separacion de esteroles de tomate

Materiales:

e Pipetas Pasteur de cristal

Tubos de cristal 10x13 con tapa rosca
e Septum de PTFE

e Algoddn

e Jeringas de cristal (100 pL)(Hamilton)
e Placas TLC (Silica Gel 60 F254)

e Tanque cromatografico

e Centrifuga

e SpeedVac

Soluciones:
e Cloroformo:Metanol:acido férmico (2:1:0.1, v/v/v) (Grado GC)
e Diclorometano:Metanol (92:8, v/v) (Grado GC)
e Cloroformo:Metanol (2:1, v/v) (Grado GC)

e Solucion de primulina
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e KOH 7.5% preparado en MetOH
e 2N HCl metandlico

e NaCl0.9%

e Metanol (Grado GC)

e Cloroformo (Grado GC)

e Hexano (Grado GC)

e [soctano

e Trimetilsilil (BSTFA)

e Mezcla de estandares internos

O Mezcla preparada a partir de FS, ES, SG y ASG en cloroformo/metanol

(2:1, v/v).

O Los estandares internos se preparan a una concentraciéon de 1 mg/mL.

Método:

Pesar 30 mg de tejido liofilizado en tubo de 10x13 con tapa rosca con el septum de PTFE.

En una campana extractora afadir 40 pL de una mezcla de los estandares internos con la

pipeta Hamilton (10 pL FS, 10 pL SE, 10 uL SG y 10 uL ASG).

Afadir 3 mL de Cloroformo:Metanol:acido férmico con una pipeta Pasteur previamente

calibrada con 1.5 mL de MetOH.

Mezclar enérgicamente con la ayuda de un vortex.

Sonicar los tubos durante 10 min en un bafio ultrasénico a temperatura ambiente.
Anadir 1 mL de NaCL 0.9% y mezclar.

Centrifugar durante 3 min a 3020 x g a temperatura ambiente (RT).

Recolectar la fase inferior organica con una pipeta Pasteur a través de otra pipeta Pasteur
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(previamente preparada con un algoddn a manera de filtro) y transferir a un nuevo tubo

de cristal.

Repetir los pasos 2 — 5.

Centrifugar durante 3 min a 3020 x g a temperatura ambiente (RT).

Recolectar la fase inferior organica con una pipeta Pasteur y afiadir al tubo del paso 8.

Con la ayuda de un SpeedVac, evaporar secuencialmente 3 mL de las fases organicas

recogidas durante 45 — 60 min.
Resuspender todo el material seco en 50 pL de Cloroformo:Metanol.

Preparar el tanque cromatografico con 100 mL de Diclorometano:Metanol (92:8, v/v) y

dejar saturar la cdmara durante al menos 45 min.
Activar la placa de TLC a 60 °C durante 20 min.

Colocar las muestras resuspendidas (paso 13) en carriles independientes. En distintos

carriles colocar 10 pL de cada estandar interno.

Colocar la placa preparada dentro del tanque y dejar correr el experimento hasta que la

fase moévil se encuentre a 1 cm de la parte superior de la placa.

Esprayar la placa con la solucién de primulina y secar con un secador de pelo.
Visualizar los esteroles en la placa bajo la luz UV de una ldmpara de mano.
Marcar con un lapiz los diferentes esteroles.

Raspar con una hoja de bisturi las zonas marcadas correspondientes a cada uno de los

grupos de esteroles separados en la placa de TLC, y colocar en un nuevo tubo de cristal.
Extraccion de FS:

a. Afadir 3 mL de hexano y mezclar con el vortex durante 2-3 min.

b. Centrifugar 5 mina 3020x g.

c. Colectar la fase hexanica y transferir a un nuevo tubo.

d. Repetir los pasos a —c.

e. Evaporar las muestras en el SpeedVac.
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f. Mantener el material seco a -20 °C hasta la silinizacion.
Extraccion de ES, SG y ASG:

a. Anadir 2 mL de diclorometano:metanol (2:1, v/v) y mezclar con vortex durante 2-3

minutos.
b. Centrifugar durante 5 mina 3020xg
c. Colectar la fase organica y transferir a un nuevo tubo.
d. Repetir los pasos a —c.
e. Evaporar las muestras en el SpeedVac.
Saponificacion de ES:

a. Al material seco afadir 1.5 ml de 7.5 % KOH preparado en MetOH y mezclar durante

30 segundos.
b. Sonicar durante 1 minuto hasta una completa resuspencion.
c. Incubar durante 1 hora a 80 °C.
d. Afadir 1.5 ml de agua MQ para detener la saponificacion.
e. Anadir 3 mL de hexano y mezclar enérgicamente.
f. Centrifugar durante 5 min a 3020 x g y colectar la fase hexanica.
g. Repetire—f.
h. Evaporar el solvente en el SpeedVac y conservar a -20 °C hasta la silinizacién.
Hidrdlisis acida de SG y ASG:
a. Al material seco afiadir 1.5 ml de 2N HCl metandlico y mezclar durante 30 segundos.
b. Sonicar durante 1 minuto hasta una completa resuspencion.

c. Incubardurante 1 hora a 80 °C.
d. Afadir 1 ml de NaCl 0.9 %.

e. Anadir 3 mL de hexano y mezclar enérgicamente.
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Centrifugar durante 5 min a 3020 x g y colectar la fase hexanica.
g. Repetire—f.

h. Evaporar el solvente en el SpeedVac y conservar a -20 °C hasta la silinizacién.

6.3.4. Silinizacion de muestras de esteroles extraidas

Soluciones:
e |[soctano

e Trimetilsilil (BSTFA)

Método:

1. Resuspender el material seco del apartado 5.3.3 en 50 plL de BSTFA.
2. Incubar durante 1 hora a 70 °C.

3. Evaporar el solvente en SpeedVac.

4. Resuspender en 50-75 pL de isoctano.

Nota: Las muestras silinizadas pueden ser conservadas a -20 °C durante un maximo 7

dias hasta ser analizadas en el GC-MS
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6.4. Técnicas de andlisis de proteinas

6.4.1. Extraccion y deslipidizacion de proteinas de tomate

Protocolo descrito por (Potocka and Zimowski, 2008) .

Materiales:

e 100 gr de hoja de tomate joven (2-3 meses)/pericarpo fresco de tomates en

estadio naranja o breaker.

e Miracloth

Reactivos y soluciones:

e Acetona
e Buffer A:
o 0.1 M Tris-HCl pH 7.3
o 10 mM 2-mercaptoetanol
e Buffer B:
o Tris-HCI0.1 M pH 7.3
o 2-mercaptoetanol 10 mM
o 0.1% Triton X-100 (v/v)
e Buffer C:

o Buffer fosfato 0.1 M pH 6.5
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o 0.05% Triton X-100 (v/v)

o 2-mercaptoetanol 10mM

Método:

Homogeneizar la muestra de tomate en 200 mL de buffer A previamente enfriado a 4°C
en la licuadora en una cdmara fria. Para una mejor homogeneizacion del material utilizar

un ultraturrax.
Filtrar el material homogeneizado a través de miracloth.

Centrifugar el material filtrado a 4 °C a 20000 x g durante 20 minutos (centrifuga

previamente enfriada).

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en buffer A (el volumen de
resuspencion dependera de pellet, siendo entre 50 - 100mL). Utilizar el ultraturrax para

una completa resuspencién del pellet.

Anadir el pellet resuspendido “gota a gota” en 10 veces el volumen acetona fria (-20 °C),

y centrifugar a 4 °C a 3000 x g durante 5 minutos.

Descartar la acetona y resuspender el pellet obtenido en buffer B (el volumen de
resuspencion dependera de pellet, siendo entre 50 - 100mL) y centrifugar a 4 °C a 20000

x g durante 20 minutos.

Tomar el sobrenadante y pasarlo “gota a gota” en 10 veces el volumen de acetona fria (4

°C).
Centrifugar a 4 °C a 3000 x g durante 5 minutos. Se obtiene el polvo aceténico.

Resuspender el polvo acetdénico en buffer C para continuar con el ensayo de actividad

enzimatica.
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6.4.2. Ensayo de actividad de la proteina SGAT

Materiales:

Pipetas
Probetas
Cubeta para cromatografia en capa fina

Placas para cromatografia en capa fina de silica gel (Merk, TLC Silica Gel 60 F254)(fase

estacionaria)
Bloque calentador a 35°C/ 70 °C.
Secador de pelos

Lampara de luz UV, Blak-Ray B-100 Series (UVP)

Reactivos y soluciones:

Polvo acetdnico (apartado anterior Materiales y Métodos)
B-Sitosterol B-D-glucdsido, 1 nmol/uL (Sigma-Aldrich)
Esteril-glucdsido esterificado, 1 noml/uL (Matreya)
Fosfatidiletanolamina, 1 nmol/pL (Matreya)
Cloroformo/metanol/amoniaco 40:10:2 (v/v) (fase movil)
Cloroformo

Butanol

Agua saturada con butanol

Buffer C (apartado anterior Materiales y Métodos)
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e Soluciéon de primulina (Lefebvre et al., 2007)
o % primulina (w/v) (Sigma-Aldrich)

o 80% acetona

Método:

Preparar una solucién de polvo acetdnico 0.2 mg/mL disolviéndolo en buffer C.

Afadir 10 pL de B-Sitosterol B-D-glucdsido y 10 uL de fosfatidiletanolamina e incubar la

reaccion a 35 °C durante 30 min.

Afadir 1 mL de butanol seguido de 0.5 mL de agua saturada con butanol para la

extraccion de los lipidos.

Mezclar vigorosamente y centrifugar a 15000 x g durante 1 minuto.

Extraer la fase superior (butanol) sin tomar la interfase y colocar en un nuevo tubo.
Evaporar el butanol a 70 °C bajo un flujo de N2.

Afadir 15 pL de cloroformo y agitar por vortex para resuspender los lipidos.

Colocar la fase moévil dentro de la cubeta para cromatografia y dejar reposar durante 1 -

1.5 horas para lograr la saturacién de la cubeta.

Marcar con lapiz sobre la placa para cromatografia (fase estacionaria) carriles verticales
con 1 cm de separacién entre ellos. Marcar una linea horizontal a 1 cm sobre la base de

la placay a 0.5 cm del limite superior de la placa.
Activar la placa para cromatografia (fase estacionaria) a 70 °C durante minimo 20 min.

Colocar cada muestra, resuspendida en cloroformo, en la placa para cromatografia

dentro de los respectivos carriles, y dejar evaporar completamente el solvente.

Colocar adicionalmente en la fase estacionaria una mezcla de 10 nmoles de cada patrén

(B-Sitosterol B-D-glucésido, esteril-glucésido esterificado y fosfatidiletanolamina).

Colocar dentro de la cubeta cromatografica (previamente saturada) la placa para
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cromatografia y dejar separar hasta que la fase mévil alcance la linea superior.
Retirar la placa de la cubeta y secar con la ayuda de un secador de pelos.

Aplicar la soluciéon de primulina de manera uniforme sobre la placa de silica gel utilizando

un atomizador.
Secar el exceso de la solucién de primulina con el secador de pelos.

Revelar la placa de cromatografia con una lampara de luz UV.

6.4.3. Cuantificacidn de proteinas por el método de Bradford

Materiales:

e Pipetas
e Placa de 96 pocillos para ELISA

e Espectrofotdmetro para placas

Reactivos:

e Solucion de Bradford (Bio-Rad)

Método:

Preparar los patrones de albimina con concentraciones comprendidas entre 0 y 1.5

mg/mL con la misma solucién tampdn que las muestras que se evaluan.
Cargar 2 plL de las soluciones y muestras en los pocillos de una placa de 96, por duplicado.

Afadir 200 pL de la solucion de Bradford (Bio-Rad).
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4. Incubar 10 min.
5. Leerlaplaca a una longitud de onda de 595 nm en un espectofotémetro.

6. Realizar el calculo de la recta patrén generada por los valores obtenidos con los patrones
medidos de albimina, eliminando los puntos que muestren un patrén fuera de la

linealidad de la recta.

7. Extrapolar los valores de las muestras en la recta patron.

Para los casos en que la proteina contenga algin componente interferente con el
reactivo de Bradford (ej. SDS, triton X-100, poliaminas, etc.) se debe utilizar el kit RC DC

Protein Assay de Bio-Rad.

6.4.4. Acondicionamiento de proteinas para SDS-PAGE

Soluciones:

e Buffer Laemmli 2x:

O Tris-HCl pH 6.8 120 mM

o}

20% glicerol (v/v)

o

6% SDS (v/v)

0 0.02% azul de bromofenol (w/v)

o

4% 2-mercaptoetanol (v/v)

Método:

1. Tratar las muestras de proteinas con un volumen igual del buffer Laemmli 2X.
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2. Hervir5-10mina 100 °C.
3. Atemperar en hielo durante 1 min.

4. Cargar10-15pLengelsde0.75 mm de grosory 20 - 30 uL en geles de 1.5 mm de grosor.

6.4.5. Preparacion de geles de poliacrilamida

Materiales:

e Sistema Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad)

Reactivos y soluciones:

e 30% Acrilamida (BioRad)
e Buffer Separador

o 1.5 M Tris-HCl pH 8,8
e Buffer Concentrador

o 0.5 M Tris-HCl pH 6,8
e 10%SDS
e 10% APS (preparar al momento)
e TEMED
e [sopropanol
e Running Buffer 10x:

o Glicina1.92M

o SDS1%
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o Tris0.25M

Método:

1. Preparar las solucion del gel separador a la concentracidn de acrilamida deseada segun
la tabla a continuacion, sin afadir TEMED (la tabla de recetas indica el volumen necesario

para 2 geles de 0.75 mm o un gel de 1.5 mm de grosor).

Gel: Separador Concentrador
10% 12% 12,5% 15% 18% 4%
30% acrilamida 333mL| 4mL |4.17mL| 5mL 6 mL 390 uL

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2.5mL | 25mL | 25mL | 25mL | 2.5mL

Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 750 uL
H20 Milli-Q 413 mL | 3.47mL | 3.30mL | 247 mL | 1.47 mL 1,83 pL
SDS 50puL | 50uL | S50pL | 50pL | 50l 15 pL
10% APS 33.33 L |33.33 uL|33.33 uL | 33.33 uL | 33.33 L 15 pL
Total 10 mL 10mL | 10mL 10 mL 10 mL 3mL
TEMED
(Afadir al momentode | 6.67 uL | 6.67 uL | 6.67 uL | 6.67 uL | 6.67 uL 3uL

la polimerizacion)

2.  Montar los dos vidrios en el formador de geles del equipo Mini-PROTEAN 3 Cell.

3. Afadir el TEMED necesario para el gel separador e inmediatamente rellenar el espacio

entre los vidrios hasta 2 cm de la parte superior.
4. Cubrir con 0.5 mL de isopropanol para nivelar el gel separador.
5. Dejar reposar durante 30 - 45 minutos hasta la polimerizacidn.

6. Preparar la solucién del gel concentrador, sin afiadir el TEMED.
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Lavar la parte superior del gel con agua destilada y secar la parte superior con papel de

filtro, retirando el exceso de agua de entre los vidrios.

Mezclar la cantidad de TEMED adecuada al gel concentrador e introducir el gel

concentrador entre los vidrios hasta llenarlos por completo.

Introducir el peine entre la parte superior de los vidrios, dejando derramar el exceso de

solucion.

Esperar hasta la completa polimerizacién del gel (20 — 30 min)

6.4.6. Separacion electroforética de las proteinas (SDS-PAGE)

Materiales:

o Pipeta
e Sistema Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad)

e Fuente de poder Power Pac (Bio-Rad)

Método:

Colocar los geles en el sistema Mini-PROTEAN 3 de BioRad.
Completar el equipo con Running Buffer 1x.
Cargar las muestras y el marcador de peso molecular.

Separar les proteinas a 10 mA por cada gel de 0.75 mm de grosor, o 20 mA por cada gel

de 1.5 mm grosor, de manera que las muestras entren en el gel concentrador.

Cuando las proteinas hayan entrado en el gel separador aumentar el amperaje hasta 20

mA por cada gel de 0.75 mm de grosor, o 40 mA por cada gel de 1.5 mm grosor.
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6. Detener el sistema cuando el azul de bromofenol haya llegado a la parte inferior del gel.

6.4.7. Tincion de geles de proteinas

6.4.7.1. Tincién con azul de Coomassie para geles de proteinas

Soluciones:

e Solucion de fijacion:

o 25%isopropanol

o 10% 4acido acético en agua MQ
e Solucidn de tincidn:

o PhastGel blue R al 0.1% (GE Healthcare).
e Solucidn de destefiido:

o 5% metanol

o 7% acido acético en agua MQ.

Método:

1. (Opcional) Fijar la proteina con la solucién de fijacién durante 2 horas.
2. Cubrir el gel con la soluciéon de tincion durante 30 min o toda la noche.
3. Remover la solucidn de tincién.

4. Cubrir con la solucién de destefiido y realizar cambios de solucién cada 30 — 60 min

hasta observar las bandas de proteinas en un fondo claro.
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6.4.7.2. Tincidn de plata para geles de proteinas

Por cada gel de acrilamida que se desea teiir preparar 100 mL frescos de cada solucion
descrita a continuacion. Se prefiere el uso de material de cristal previamente lavado con
metanol y agua MQ. El correcto seguimiento de los tiempos de cada uno de los pasos es

importante para un buen revelado de los geles.

Fijacidn:
40% v/v Metanol
10% v/v Acido acético glacial

50% H2,0 MQ

= Sumergir el gel en la solucién de fijacién durante 30 minutos a temperatura ambiente

con una agitacion constante.

Sensibilizacion:
30% v/v Etanol
0.02% w/v NazS,03

68 g/L Acetato de Sodio

= Remover la solucién de fijacién y reemplazar con la de sensibilizacién durante 30
minutos a temperatura ambiente con una agitacion constante, seguida de 3 lavados

de 5 minutos ¢/u con H,0 MQ.

Tincion:
2.5 g/L AgNO3
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Colocar el gel en la solucidén de tincidn durante 20 minutos a temperatura ambiente

con una agitacion constante, seguida de 2 lavados de 1 minuto c/u con H,0 MQ.

Revelado:
25 g/L Na,COs

400 puL/L HCOH 37% (formaldehido)

Revelar el gel durante 2-5 minutos, observando la aparicion de las bandas deseadas
en el gel, pero teniendo cuidado del exceso de oscurecimiento del gel. Las bandas de
mayor concentracidon apareceran aproximadamente a los 30 segundos de haber

colocado la solucion de revelado.

Bloqueo:

14.6 g/L EDTA-Na; -H20

Colocar la solucién de bloqueo inmediatamente después de remover la solucién de
revelado y dejar en agitacion durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguido

de 3 lavados de 5 minutos ¢/u con H,0 MQ.
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Anexo I: Lista de primers usados

Nombre # Secuencias

bp
Lat1 22 | AGACCACGAGAACGATATTTGC
Lat2.1 22 | GCCTTTTCATATCCAGACACAC
Lat.attB3.fw 50 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGCTCAGTGGAAGGTGTGACTGATAA
Lat.attB2.rev 51 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAGCTTCTTTGCATCCTTGAAC
gPCR E8:amiC22.fw 22 | TGGCATCCTCATATTGAGATTT
gPCR E8:amiC22.rv 17 | GTCCGAGCGTGTGTTTG
npt 1-5' 23 | GACAGGTCGGTCTTGACAAAAAG
npt 1-3' 20 | GAACAAGATGGATTGCACGC
att3-Tnos-2.for 56 | GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGCTCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTC

T

att2-tnos-3.rev 48 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACCCGATCTAGTAACATAG
attB4r_amiRNA_For 47 | GGGGACAACTTTTCTATACAAAGTTGCTCCCCAAACACACGCTCGGA
attB3r_amiRNA_Rev 46 | GGGGACAACTTTATTATACAAAGTTGTCCCCATGGCGATGCCTTAA
C-22_des_1_I_miR-s 40 | GATAAAAACCGACGGGAACACAGTCTCTCTTTTGTATTCC
C-22_des_1_ll_miR-a 40 | GACTGTGTTCCCGTCGGTTTTTATCAAAGAGAATCAATGA
C-22_des_1_Ill_miR*s 40 | GACTATGTTCCCGTCCGTTTTTTTCACAGGTCGTGATATG
C-22_des_1_IV_miR*a 40 | GAAAAAAACGGACGGGAACATAGTCTACATATATATTCCT
C-22_des_2_|I_miR-s 40 | GATTACTTCTGGCCGACACCCGCTCTCTCTTTTGTATTCC
C-22_des_2_Il_miR-a 40 | GAGCGGGTGTCGGCCAGAAGTAATCAAAGAGAATCAATGA
C-22_des_2_Ill-miR*s 40 | GAGCAGGTGTCGGCCTGAAGTATTCACAGGTCGTGATATG
C-22_des_2_IV_miR*a 40 | GAATACTTCAGGCCGACACCTGCTCTACATATATATTCCT
HMGR2_1_|_miR-s 40 | GATTTAACGAAACAATAGCGCCCTCTCTCTTTTGTATTCC
HMGR2_1_Il_miR-a 40 | GAGGGCGCTATTGTTTCGTTAAATCAAAGAGAATCAATGA
HMGR2_1_Ill_miR*s 40 | GAGGACGCTATTGTTACGTTAATTCACAGGTCGTGATATG
HMGR2_1_IV_miR*a 40 | GAATTAACGTAACAATAGCGTCCTCTACATATATATTCCT
HMGR2_2_|_miR-s 40 | GATACTACTGTAGCCAAGACCCTTCTCTCTTTTGTATTCC
HMGR2_2_II_miR-a 40 | GAAGGGTCTTGGCTACAGTAGTATCAAAGAGAATCAATGA
HMGR2_2_lll_miR*s 40 | GAAGAGTCTTGGCTAGAGTAGTTTCACAGGTCGTGATATG
HMGR2_2_IV_miR*a 40 | GAAACTACTCTAGCCAAGACTCTTCTACATATATATTCCT
HMGR3_1_|_miR-s 40 | GATATAAATGGCTTTACAGCCCCTCTCTCTTTTGTATTCC
HMGR3_1_II_miR-a 40 | GAGGGGCTGTAAAGCCATTTATATCAAAGAGAATCAATGA
HMGR3_1_IIl_miR*s 40 | GAGGAGCTGTAAAGCGATTTATTTCACAGGTCGTGATATG
HMGR3_1_IV_miR*a 40 | GAAATAAATCGCTTTACAGCTCCTCTACATATATATTCCT
HMGR3_2_|_miR-s 40 | GATGAACCTAACTACAGGACCTCTCTCTCTTTTGTATTCC
HMGR3_2_II_miR-a 40 | GAGAGGTCCTGTAGTTAGGTTCATCAAAGAGAATCAATGA
HMGR3_2_lll_miR*s 40 | GAGAAGTCCTGTAGTAAGGTTCTTCACAGGTCGTGATATG
HMGR3_2_IV_miR*a 40 | GAAGAACCTTACTACAGGACTTCTCTACATATATATTCCT
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attB1.PPC2.For 52 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATACATTCTACTTTGAAGTTGTT
attB4.PPC2.Rev 51 | GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGGGTGAACCCCCTTTTTACTCAAACT
Prom.PPC2.For 25 | CGTGGCAAGTGTCTATTAGTGCGTG

Prom.PPC2.Rev 25 | CCAAATTACGAGTAGCCATCAACCC
attB4r.HMGR1.For 32 | CTATACAAAGTTGCTTGAGCAATGGACGTTCG
attB3r.HMGR1.Rev 36 | TTATACAAAGTTGTCGACCTAAGAGGAATTGATTAC
attB4r.HMGR2.For 39 | CTATACAAAGTTGCTATGGACGTTCGCCGGAGATCTGAA
attB3r.HMGR2.Rev 38 | TTATACAAAGTTGTTTAGGAGGACGCCTTGGTGACATC
attB4r.C-22Des.For 36 | CTATACAAAGTTGCG GTA CTT CAT CAC ATGGCATCC
attB3r.C-22Des.Rev 36 | TTATACAAAGTTGTTCATCGTGTGCACCTGTGTGCA
attB4r.For.B3r 26 | GGGGACAACTTTTCTATACAAAGTTG

attB3r.Rev.B4r 27 | GGGGACAACTTTATTATACAAAGTTGT

Seq.attB4.for 21 | CAACTTTTCTATACAAAGTTG

Seq.attB3.rev 21 | CAACTTTATTATACAAAGTTG

PLl.genotyping.fw 21 | CGCATCTGGTGTAGTGGTATC

PLI.genotyping.rev 22 | GTTGATCCAGGCACAGTGTTAG

gPCR.HMGR2.fw 22 | GTGCAGATACCAGTGGGAATAG

gPCR.HMGR2.rev 22 | GCACCACCAGAAGCATAGATAG

E8.genotyping.fw 20 | TACAACCTCCATGCCACTTG

E8.genotyping.rev 23 | ACTTGGCACATGATGATTGTAAC

E8.genotyping2.rev 23 | GTACCGAGCTCGAATTCCATAAG

E8.genotyping3.rev 23 | TCAACCTTTCACATGCGCCTAGG

C22.genotyping.fw 20 | GAGAAAGTTCGGTCGGATGTAG

C22.genotyping.rev 20 | GTCGGCGAAGGTCTTTATGT

amiRNA.genotyping.re 25 | CAT GTG TAATAT GCG TCC GAG CGT G

v

attB4r.HMGR1.F 32 | CTATACAAAGTTGCTTGAGCAATGGACGTTCG
attB3r.HMGR1.R 36 | TTATACAAAGTTGTCGACCTAAGAGGAATTGATTAC
pKGW.Kana.fw 27 | GGA GCATTT TTG ACA AGA AAT ATT TGC
attB4r.CatDomH2.For 34 | CTATACAAAGTTGCTATGTCAGCTTCGTCTGAGG
Actin.fw 26 | AAGATGACYCAAATCATGTTTGAGAC

Actin.rev 23 | TGRATNCCWGCAGCTTCCATTCC

FSP.gPCR.fw 21 | GATGGCTCTTCGAGACATACC

FSP.gPCR.rev 20 | TGGTCCGTCTTCTCCTTACA

gPCR.C22.fw 20 | TCCACTCAACTGACCTCTCT

gPCR.C22.rev 20 | GTCGGCGAAGGTCTTTATGT

gPCR PLI:amiH2.fw 23 | AGGTTCGCGATCTATACAATACT

gPCR PLl:amiH2.rev 19 | GTAATATGCGTCCGAGCGT

gPCR 35S5:C22.fw 21 | CTATCCTTCGCAAGACCCTTC

gPCR 35S:C22.rev 21 | GTGATGAAGTACCGAGCAACT

gPCR 35S:amiC22.fw 20 | TCGCAAGACCCTTCCTCTAT

gPCR 35s:amiC22.rev 17 | CGTCCGAGCGTGTGTTT
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gPCR.Actin.fw 20 | CCTTCCACATGCCATTCTCC

gPCR.Actin.rev 19 | CCACGCTCGGTCAGGATCT

gPCR.CAC.fw 21 | CCTCCGTTGTGATGTAACTGG

gPCR.CAC.rev 23 | ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG

gPCR.HMGR1.fw 23 | CTTCCACTCCCATTGTACCTAAC

gPCR.HMGR1.fw 21 | GATCTTCTCACGCCACCTTAC

gPCR.HMGR3.fw 22 | TCGGCATATCTGGGAACTATTG

gPCR.HMGR3.rev 22 | CCTTGATGATTGCCTCACAAAC

gPCR.K4D5B5.fw 22 | GTGAAGCAGTGGAAAGAGTAGG

gPCR.K4D5B5.rev 20 | CGCCAAGCCACTTCTTGATA

gPCR.Q71LX7.fw 20 | GAGATGTGGCTGAAGCTGAT

qPCR.Q71LX7.rev 20 | GGCAACACCCGGAACTAATA

gPCR E8:C22.fw 18 | ATTCGGCACACCCAACTT

qPCR E8:C22.rev 24 | ACGCTTCTTCTTGATGTAAGAGAT

K4D5B5.fw 49 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGTTGAGTGAGTACTTC
K4D5B5.rev 48 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTATTGACCTGCATAAAG
K4D5B5 NoSTOP.rev 45 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTGACCTGCATAAAG
Q71LX7.fw 49 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGGCGATGTTAATAGAG
Q71LX7.rev 48 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAAGCCCTTGCAGAAAC
Q71LX7.NoSTOP.rev 45 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAAGCCCTTGCAGAAAC
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Anexo ll: Secuencia de la regidn codificante del gen HMGR2 en la base de datos

SolGenomics

> Solyc02g038740.2.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase

ATGGACGTTCGCCGGAGATCTGAAGAGCCTGTTTATCCATCTAAGGTCTTTGCCGCCGATGAAAAAC
CTCTCAAACCCCACAAGAAACAACAACAACAACAAGAGGACAAGAATACCCTTCTCATTGATGCTTC
CGATGTCTCCCACTTCCTTTGTATCTCACGAATGGCTTGTTTTTCACCATGTTTTTCTCTGTTATGTATT
TTCTTCTATCAAGGTGGCGTGAGAAAATCAGGAATTCCACTCCTTTACATGTCGTTACGCTTTCTGAA
TTGGGTGCTATTTTTCGTTAATTGCTTCTGTCATTTATCTTCTTGGTTTCTTTGGGATTGGGTTTGTTCA
GACGTTTGTGTCAAGGGGAAATAATGATTCATGGGATGAAAATGATGAGGAATTTCTATTGAAGGA
AGATAGTCGTTGTGGGCCTGCAACTACTCTTGGTTGTGCTGTTCCTGCACCACCTGCTCGACAAATTG
CCCCAATGGCACCACCTCAACCTTCTATGTCTATGGTAGAGAAACCTGCACCGTTGATAACATCAGCT
TCGTCTGAGGAAGACGAAGAGATAATTAAATCCGTGGTGCAGGGGAAAATACCATCATACTCATTG
GAATCCAAGCTCGGTGATTGTAAGCGCGCTGCTTCGATAAGGAAAGAGGTGATGCAGAGGATTACA
GGGAAGTCTCTAGAAGGGCTACCATTGGAAGGATTTAACTATGAATCTATTCTTGGGCAGTGTTGTG
AGATGCCAATTGGGTACGTGCAGATACCAGTGGGAATAGCAGGGCCATTGTTGCTTAACGGAAAGG
AGTTTTCAGTGCCCATGGCAACCACAGAAAGATGTTTAGTGGCTAGCACCAATAGGGGTTGCAAGG
CTATCTATGCTTCTGGTGGTGCTACATGCATTTTGCTTCGTGATGGGATGACCAGAGCACCATGTGTC
AGGTTCGGCACAGCCAAAAGGGCAGCAGAGTTGAAGLTCITTGtTGAAGATCCCATAAAATTTGAGA
CACTTGCTAACGTTTTCAACCAATCAAGCAGATTTGCCAGATTACAAAGAATTCAGTGTGCAATTGCG
GGAAAGAATCTTTACATGAGATTTGTATGTAGCACTGGTGATGCAATGGGAATGAACATGGTGTCC
AAAGGTGTACAAAATGTTCTTGATTACCTTCAGAATGAATATCCCGACATGGATGTCATCGGTATATC
TGGGAACTTTTGCTCGGACAAGAAGCCAGCAGCAGTTAATTGGATCGAGGGCAGAGGAAAGTCTGT
AGTTTGTGAGGCAATTATCACAGAAGAGGTGGTGAAGAAAGTTTTGAAAACTGAGGTTGCTGCTCT
TGTGGAGCTGAACATGCTTAAAAATCTTACTGGCTCTGCCATGGCTGGTGCCCTTGGAGGTTTCAAT
GCCCATGCCAGCAATATCGTCTCAGCTGTGTTTATAGCCACAGGTCAGGATCCAGCTCAGAACATAG
AGAGCTCGCACTGCATCACTATGATGGAGGCTGTAAATGATGGCAAGGACCTCCATATTTCTGTTAC
AATGCCTTCCATTGAGGTTGGTACCGTTGGAGGTGGAACTCAGCTTGCATCTCAGTCAGCTTGCTTA
AACTTGTTAGGAGTGAAAGGTGCCAACAGAGAGGCACCAGGGTCAAATGCAAGGCTCTTGGCTACA
GTAGTAGCTGGTTCGGTTCTTGCTGGTGAACTATCCCTCATGTCAGCTATATCGTCTGGGCAACTAGT
TAATAGCCACATGAAATACAATAGATCTACCAAAGATGTCACCAAGGCGTCCTCCTAA
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Anexo lll: Secuencia de la region codificante del gen SD en la base de datos

SolGenomics

> Solyc02g070580.1.1 Solanum lycopersicum sterol 22-desaturase (SD)

ATGGCATCCATTTGGGGTTTGTTATCTCCATGGATACCTTATTTCATTTCTTTCATAGCTTTTTTACTTC
TTCTTGAACAGATCTCTTACATCAAGAAGAAGCGTTTTCTTCCTGGCCCAACTCTTGTATTCCCCTTCC
TTGGCAACGTAATTCCCTTAGTCACAAATCCAACTAAATTCTGGGACCTTCAATCAGCTTTAGCTAAG
TCTACTAGCCATGGTTTTTCTGTTAACTACATCATAGGTAAGTTCATTCTTTACATCCACTCAACTGAC
CTCTCTCATAAGGTCTTTGCCAATGTCCGCCCTGACGCTTTCCATCTTATCGGTCACCCTTTTGGGAAA
AAGCTATTCGGCGAACATAACTTGATTTACATGTTTGGGCAAGAACATAAAGACCTTCGCCGACGAA
TTGCCCCAAATTTTACCCCTAAAGCTCTGGGAACTTACACTGATATTCAACAGAGGATTATTATCAAA
CACTTCAAGTCCTGGTTAGATGAAGCATCCAAATCCCCTAACACCCCAATCCCGCTTCGTCTACTTTG
CAGGGATATGAACTTGGATACTTCTCAGACTGTGTTCGTTGGTCCATACTTGGATGGAGAATCGAGA
AAGAGATTTAATGTTGATTACAATTACTTCAATGTTGGGTTAATGAAACTTCCTGTTGATTTACCGGG
TTTTGCCTTCAGAAATGCTAGATTAGCAGTTGGGAGATTAGTTGACACCCTTTCGGTTTGTGTGGAAC
AAAGCTTAAACAAGATGAAAAACGAAGAAGAACCCACATGCTTGATTGATTTCTGGATGCAGGAAA
ATTTAAGAGAGATTAACGAAGCTAAGATCAATGGATTACAAAAGCCATTTCAGTACAGTAACAAGG
AACTTGGAGGTTACCTGTTCGACTTCCTCTTTGCTGCTCAAGATGCTTCTACTTCTGCTCTGTTATGGG
CAATCGTGCTTCTAGATTCTCACCCACAAGTTCTGGAGAAAGTTCGGTCGGATGTAGCGAGATTCTG
GTCGCCAGAATCTGAGGAGCCGCTGACGGCGGAAATGCTCAGGGAAATGAAGTACCTGGAAGCGG
TGGCGCGTGAGATAATCAGAATCAGAGCTCCGGCGACAATGGTGCCACATATTGCCGGCGAAGAAT
TCCGGTTAACCGAAGATTACGTTATCCCAAAAGGAACAATTGTGTTCCCGTCGGTTTTTGATTCATCA
TTTCAGGGTTTTCCTGAACCGGAGAAATTTGAACCGGACCGGTTCATGGAGGAGAGACAAGAGGAG
CGGGTTTACAAAAAGAACTTTCTAGCATTTGGTGCTGGGCCCCATGCGTGTGTCGGCCAGAAGTATG
CTATTAACCACTTGATGCTTTTCATTGCTATGTTTACGGCTCTGATTGATTTCAAGAGACACAAAACC
GACGGCTGCGATGACATCTCGTATATTCCAACCATTGCTCCAAAGGATGATTGCAAAGTTTTCCTTGC
ACACAGGTGCACACGATGA
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Anexo IV: Lista de proteinas obtenidas del analisis por Shotgun Proteomics

Anexos

Accession

Protein

Description

Score

Coverage

#
Proteins

# Unique
Peptides

#
Peptides

PSMs

AAs

MW
[kDa]

K4BHA1

ferredoxin-dependent glutamate
synthase 1, chloroplastic-like

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc03g063560.2
PE=4 SV=1 - [K4BHA1_SOLLC]

632.07

49.54

60

60

169

1621

177.0

P04264

SWISS-PROT:P04264 Tax_Id=9606
Gene_Symbol=KRT1 Keratin, type II
cytoskeletal 1

254.71

58.23

30

33

73

644

66.0

P35527

SWISS-PROT:P35527 Tax_Id=9606
Gene_Symbol=KRT9 Keratin, type I
cytoskeletal 9

239.87

61.48

28

29

60

623

62.1

K4CLQ6

Phospholipase D OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc08g066800.2
PE=3 SV=1 - [K4CLQ6_SOLLC]

212.80

44.98

24

26

60

807

92.0

P13645

SWISS-PROT:P13645 Tax_Id=9606
Gene_Symbol=KRT10 Keratin, type I
cytoskeletal 10

195.65

58.01

26

29

52

593

59.5

P35908

SWISS-PROT:P35908 Tax_Id=9606
Gene_Symbol=KRT2 Keratin, type II
cytoskeletal 2 epidermal

181.72

65.58

26

31

48

645

65.8

P00761
SWISS-
PROT:P0076
1

Trypsin - Sus scrofa (Pig). -
[TRYP_PIG]

119.98

54.55

37

231

24.4

K4D9L9

heat shock cognate 70 kDa protein-
like

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc11g066100.1
PE=3 SV=1 - [K4D9L9_SOLLC]

97.03

42.05

16

24

654

71.4

K4B8P9

phosphoribosylformylglycinamidine
synthase [Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc02g076720.2
PE=4 SV=1 - [K4B8P9_SOLLC]

79.17

18.37

16

16

22

1459

159.8

K4CMQ6

nudix hydrolase 3 [Arabidopsis
thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc08g075390.2
PE=4 SV=1 - [K4CMQ6_SOLLC]

75.34

32.82

16

16

21

783

88.5

H1ZXA9

Heat shock protein 70 isoform 3
OS=Solanum lycopersicum
GN=hsc70.3 PE=2 SV=1 -

[H1ZXA9_SOLLC]

68.78

35.48

13

19

651

713

K4AZ93

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc01g091530.2
PE=4 SV=1 - [K4AZ93_SOLLC]

62.03

26.57

14

414

43.0
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K4BD63

subtilisin-like protease [Arabidopsis
thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc02g092670.1
PE=4 SV=1 - [K4BD63_SOLLC]

61.72

31.56

14

14

17

754

79.9

K4BI68

Luminal-binding protein 2
[Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc03g082920.2
PE=3 SV=1 - [K4BI68_SOLLC]

60.50

24.29

11

18

667

73.4

QOFT17

Lipoxygenase OS=Solanum
lycopersicum GN=LOC543818 PE=2
SV=1 - [Q9FT17_SOLLC]

58.02

22.74

12

14

17

862

97.4

K4DH34

Catalase OS=Solanum lycopersicum
GN=catl PE=3 SV=1 -
[K4DH34_SOLLC]

57.49

29.47

15

492

56.5

P02533

SWISS-PROT:P02533 Tax_Id=9606
Gene_Symbol=KRT14 Keratin, type I
cytoskeletal 14

56.60

30.30

12

15

472

51.6

P26300

Enolase OS=Solanum lycopersicum
GN=PGH1 PE=2 SV=1 -
[ENO_SOLLC]

56.46

38.74

13

444

47.8

P13647

SWISS-PROT:P13647 Tax_Id=9606
Gene_Symbol=KRT5 Keratin, type II
cytoskeletal 5

52.34

26.44

10

14

17

590

62.3

D3TI69

Beta-hexosaminidase OS=Solanum
lycopersicum GN=LOC100529103
PE=2 SV=1 - [D3TI69_SOLLC]

46.19

16.52

13

575

64.0

K4BPB8

alpha-glucosidase 1 [Arabidopsis
thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc04g009630.2
PE=4 SV=1 - [K4BPB8_SOLLC]

45.56

16.02

13

649

72.7

P38416

Linoleate 9S-lipoxygenase B
OS=Solanum lycopersicum
GN=LOX1.2 PE=2 SV=1 -
[LOXB_SOLLC]

42.68

18.16

10

10

12

859

97.1

K4BUA1

rhamnogalacturonate lyase-like
protein [Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc04g076630.2
PE=4 SV=1 - [K4BUA1_SOLLC]

40.08

23.85

10

650

74.1

P38415

Linoleate 9S-lipoxygenase A
0OS=Solanum lycopersicum
GN=LOX1.1 PE=2 SV=1 -
[LOXA_SOLLC]

39.80

16.51

10

1

860

96.7

K4C8H3

delta-1-pyrroline-5-carboxylate
dehydrogenase precursor
[Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc06g071000.2
PE=4 SV=1 - [K4C8H3_SOLLC]

37.13

15.16

1

554

61.5

EOXN34

Alpha-mannosidase OS=Solanum
lycopersicum GN=LOC100500729
PE=2 SV=1 - [EOXN34_SOLLC]

35.87

15.76

10

10

11

1028

116.4
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methyltetrahydrogieroyltriglutamate Uncharacterized protein OS=Solanum
K4D338 —homocysteine methyltransferase chgrE)eir35|csL\|/n2 1GN[=KZ(I)DIyéc318095008L1L5C1]01 35.36 15.16 8 8 10 765 84.7
[Arabidopsis thaliana] B B —
Dicyanin OS=Solanum lycopersicum
Q9M510 PE=2 SV=1 - [QIM510_SOLLC] 34.45 9.34 3 3 11 332 34.2
SWISS-PROT:P02769 (Bos taurus)
P02769 Bovine serum albumin precursor 33.65 15.82 10 10 11 607 69.2
Arginase 1 OS=Solanum
Q5UNS2 lycopersicum GN=ARG1 PE=2 SV=1- | 32.98 28.40 6 6 9 338 37.0
[Q5UNS2_SOLLC]
bifunctional alpha-I- Uncharacterized protein OS=Solanum
K4BXC1 arabinofuranosidase/beta-d- lycopersicum GN=Solyc05g009470.2 32.65 7.76 2 5 9 928 104.6
xylosidase [Arabidopsis thaliana] PE=4 SV=1 - [K4BXC1_SOLLC]
Phospholipase D (Fragment)
0OS=Solanum lycopersicum
Q9SDz6 GN=PLDal PE=2 SV=1 - 32.42 11.87 4 6 7 809 92.1
[Q9SDZ6_SOLLC]
hosphoenolpyruvate carboxylase- Uncharacterized protein OS=Solanum
K4C2v1 FI’. PhoeNo pyruvate carboxy lycopersicum GN=Solyc05g056270.2 | 31.60 14.26 4 4 7 505 | 54.6
ike protein [Arabidopsis thaliana] PE=4 SV=1 - [K4C2V1 SOLLC]
Zn-dependent exopeptidases Uncharacterized protein OS=Solanum
K4D5V3 superfamily protein [Arabidopsis lycopersicum GN=Solyc11g011480.1 31.48 11.04 5 5 8 670 73.0
thaliana] PE=4 SV=1 - [K4D5V3_SOLLC]
- Uncharacterized protein OS=Solanum
K4B2T0 vacuolar-sorting receptor 3 lycopersicum GN=Solyc01g107130.2 | 30.40 11.90 4 4 8 630 | 69.8
[Arabidopsis thaliana] PE=4 SV=1 - [K4B2TO_SOLLC]
I . Uncharacterized protein OS=Solanum
K4B8P8 Granulin repeat cysteine protease | oo iim GN=Solyc02g076710.2 | 27.66 14.40 5 5 7 500 | 55.5
family protein [Arabidopsis thaliana] PE=3 SV=1 - [K4B8P8_SOLLC]
Uncharacterized protein O_S=Solanum
K4BIW4 lycopersicum GN=GAPDH PE=3 SV=1 27.06 31.75 5 6 7 337 36.7
- [K4BJW4_SOLLC]
] Uncharacterized protein OS=Solanum
K4BC16 chaperone protein ClpB3 lycopersicum GN=hsp100/ClpB PE=3 | 26.90 10.51 6 7 7 980 | 110.3
[Arabidopsis thaliana] SV=1 - [K4BC16_SOLLC]
Fructose-bisphosphate aldolase
0OS=Solanum lycopersicum
K4BAWO GN=Solyc02g084440.2 PE=3 SV=1 - 26.64 16.84 4 4 7 392 42.4
[K4BAWO_SOLLC]
amidase family protein [Arabidopsis Uncharacterized protein OS=Solanum
K4BLV4 thaliana] lycopersicum GN=Solyc03g118030.2 26.49 13.30 5 5 7 624 68.7
PE=4 SV=1 - [K4BLV4_SOLLC]
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K4AWF7

COBRA-like protein 7 [Arabidopsis
thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc01g065530.2
PE=4 SV=1 - [K4AWF7_SOLLC]

26.02

14.04

648

70.7

082777

Subtilisin-like protease OS=Solanum
lycopersicum GN=sbt3 PE=1 SV=1 -
[082777_SOLLC]

23.91

7.23

761

82.2

P05117

Polygalacturonase-2 OS=Solanum
lycopersicum GN=PG2 PE=1 SV=1 -
[PGLR_SOLLC]

23.23

17.51

457

50.0

E5L4Q7

ABA aldehyde oxidase OS=Solanum
lycopersicum GN=sitiens PE=4 SV=1
- [E5L4Q7_SOLLC]

21.95

5.35

1290

140.6

K4BL25

chaperone protein ClpB1
[Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc03g115230.2
PE=3 SV=1 - [K4BL25_SOLLC]

21.91

9.33

911

101.1

K4BNM3

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc04g007160.1
PE=4 SV=1 - [K4BNM3_SOLLC]

21.84

20.45

269

30.3

P14280

Pectinesterase 1 OS=Solanum
lycopersicum GN=PME1.9 PE=1
SV=5 - [PME1_SOLLC]

21.18

12.45

546

60.0

K4BANS8

Glycosyl hydrolase family protein
[Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc02g083700.2
PE=4 SV=1 - [K4BAN8_SOLLC]

21.04

7.43

1009

113.4

K4B2HO

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc01g106010.2
PE=3 SV=1 - [K4B2H0_SOLLC]

20.83

14.36

369

40.0

K4BE37

Neutral/alkaline non-lysosomal
ceramidase [Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc03g006140.2
PE=4 SV=1 - [K4BE37_SOLLC]

20.69

8.77

764

83.8

K4BNT4

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc04g007770.2
PE=4 SV=1 - [K4BNT4_SOLLC]

19.78

29.25

147

16.6

K4BAL4

aspartyl protease family protein
[Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc02g083460.2
PE=3 SV=1 - [K4BAL4_SOLLC]

19.62

15.40

539

58.1

K4CHJ1

putative glycerophosphoryl diester
phosphodiesterase 1 [Arabidopsis
thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc07g065120.2
PE=4 SV=1 - [K4CHJ1_SOLLC]

19.47

7.70

753

82.1

K4BIG5

monocopper oxidase-like protein
SKS1 [Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc03g083900.2
PE=4 SV=1 - [K4BIG5_SOLLC]

16.97

6.25

592

65.9
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COLIR3

UDP-sulfoquinovose synthase
0S=Solanum lycopersicum GN=SQD1
PE=2 SV=1 - [COLIR3_SOLLC]

16.24

9.38

480

53.2

K4ASG4

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc01g005980.2
PE=4 SV=1 - [K4ASG4_SOLLC]

16.01

16.67

252

29.2

K4CWR4

Adenosylhomocysteinase
0OS=Solanum lycopersicum GN=SAHH
PE=3 SV=1 - [K4CWR4_SOLLC]

15.77

14.64

485

53.1

K4BYG6

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc05g014470.2
PE=3 SV=1 - [K4BYG6_SOLLC]

15.29

25.15

338

36.7

K4CQV5

Fructose-bisphosphate aldolase
OS=Solanum lycopersicum
GN=Solyc09g009260.2 PE=3 SV=1 -
[K4CQV5_SOLLC]

15.12

12.57

358

38.7

QOFV24

Aldehyde oxidase OS=Solanum
lycopersicum GN=A02 PE=2 SV=1 -
[Q9FV24 SOLLC]

14.64

4.46

1367

149.7

K4BNM2

alpha-xylosidase precursor
[Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc04g007150.2
PE=4 SV=1 - [K4BNM2_SOLLC]

14.62

8.51

599

67.5

K4C3Y3

carbohydrate-binding-like fold-
containing protein [Arabidopsis
thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc06g009530.2
PE=4 SV=1 - [K4C3Y3_SOLLC]

14.35

5.07

1202

130.9

K4BA10

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc02g081400.2
PE=4 SV=1 - [K4BA10_SOLLC]

14.27

7.47

388

42.0

B1VK36

Carbonic anhydrase OS=Solanum
lycopersicum GN=ca3 PE=2 SV=1 -
[B1VK36_SOLLC]

12.98

20.00

255

28.6

Q86YZ3

SWISS-PROT:Q86YZ3 Tax_Id=9606
Gene_Symbol=HRNR Hornerin

12.14

2.25

2850

282.2

K4CNR8

multi-copper oxidase-like protein
SKUS5 [Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc08g079090.2
PE=4 SV=1 - [K4CNR8_SOLLC]

11.77

7.13

589

66.1

BSPWQ9

Chloroplast glutathione reductase
0OS=Solanum lycopersicum GN=GR
PE=2 SV=2 - [B8PWQ9_SOLLC]

10.76

7.36

557

60.1

K4ASQ6

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc01g006900.2
PE=4 SV=1 - [K4ASQ6_SOLLC]

10.68

35.22

159

17.5
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K4CWLO

glutathione-disulfide reductase
[Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc09g091840.2
PE=3 SV=1 - [K4CWLO_SOLLC]

8.88

6.83

454

49.4

K4D025

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc10g047630.1
PE=4 SV=1 - [K4D025_SOLLC]

8.48

7.32

410

45.7

P25306

Threonine dehydratase biosynthetic,
chloroplastic OS=Solanum
lycopersicum GN=TD PE=1 SV=1 -
[THD1_SOLLC]

8.34

5.71

595

64.9

ABW7B5

Heat shock protein 70 OS=Solanum
lycopersicum GN=HSP70 PE=2 SV=1
- [A8W7B5_SOLLC]

7.73

4.05

692

74.2

K4AX10

probable glutamyl endopeptidase
[Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc01g079450.2
PE=4 SV=1 - [K4AXJ0_SOLLC]

7.45

3.78

978

108.9

K4BX34

Fructose-bisphosphate aldolase
OS=Solanum lycopersicum
GN=Solyc05g008600.2 PE=3 SV=1 -
[K4BX34_SOLLC]

7.44

9.87

395

43.0

P28032

Alcohol dehydrogenase 2
0OS=Solanum lycopersicum GN=ADH2
PE=2 SV=2 - [ADH2_SOLLC]

7.36

8.16

380

41.0

Q381D4

Temperature-induced lipocalin
0S=Solanum lycopersicum GN=TIL
PE=2 SV=1 - [Q38ID4_SOLLC]

6.98

9.73

185

21.5

A3FMH5

Ubiquitin (Fragment) OS=Solanum
lycopersicum PE=4 SV=1 -
[ASFMH5_SOLLC]

6.78

32.89

12

76

8.5

K4CPW9

purple acid phosphatase 27
[Arabidopsis thaliana]

Uncharacterized protein OS=Solanum
lycopersicum GN=Solyc08g083250.2
PE=4 SV=1 - [K4CPW9_SOLLC]

6.59

4.61

608

68.6

F8WS84

Leucine rich repeat receptor protein
kinase CLAVATA1 OS=Solanum
lycopersicum GN=SIpCLV1 PE=2
SV=1 - [F8WS84_ SOLLC]

6.39

2.56

1016

111.1
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Anexo V: Secuencias de aminodcidos de las proteinas SGAT, PSAT, ASAT y SGT
de Solanum lycopersicum, S. tuberosum, S. melongena, Oryza sativa y
Arabidopsis thaliana. Proteinas PLA2 y LCAT de Homo sapiens.

>PSAT_SI | XP_004247505.1| PREDICTED: phospholipid--sterol O-acyltransferase isoform X2 [Solanum
lycopersicum]
MRGGHVGFVVIFILLATAGNLGGEFAGDYSKLSGIIIPGFASTQLRAWSILDCPYSPLDFNPLDLVWLDTTKLLSAVNCWLKCM
MLDPYNQTDHNECKSRPDSGLSAITELDPGYITGPLSSVWKEWIKWCIEFGIEANAIIAVPYDWRLSPSKLEERDLYFHKLKLTFE
TALKLRGGPSIVFAHSLGNNVFRYFLEWLKLEIAPKEYGRWLDDHIHAYFAVGAPLLGAIETVKATLSGSTFGLPVSEGTVRLMF
NTFGSSIWMLPFSKYCTTDNVYRRHFSGGNRKYHHAYHCDEHELKSKYSGWPTNIINIEVPSNRGNEVYPSVVETPQTNLSGKE
CGFPTQLSFSAREVSDGTFFKAIKNYDPDSERLFHLLKKSYHDDPILNPLTPWERPPLKNIFCIYGVDSKTEVGYYFAPSGKPYPDN
WIITDVIYEIEGSLYSRSGNLVEGNPGATSGDETVPYHSLSWCKNWLGPKVNITRTPQSEHDGSDVQVHLNIEHQHGEDIIPNM
TKLPTMKYITYYEDSESFPGTRTAVWELDKANHRNIVRSPALMRELWLEMWHDIHPDKKSKFVTKAKRGPLRDEDCYWDYGK
ARCAWAEHCEYRYVFGDVHLGQSCRLKSSTSHILSHYV

>SGAT1_SI | XP_004250069.1| PREDICTED: phospholipase A(1) LCAT3 [Solanum lycopersicum]
MLSEYFSCLLPGRRSDSGNDVVADRNPVLLVSGIAGSILHSKSKKFGSFETRVWVRILLAEHEFKKKLWSIYNPKTGYTEALDDST
EIVVPQDDYGLYAIDILDPSLMVKCVHLTGVYHFHDMIDMLVKCGYKKGTTLFGFGYDFRQSNRIDKAMNDLKEKLATAYKAS
GGRKVDIISHSMGGLLIKCFISLYSDVFSKYVNKWITVATPFQGAPGCIHDSLLTGVQFVDGFESNFFVSRWTVHQLLIECPSIYE
MLPNPDFKWEKQPEILVWRKKSKDGNTVVKLERYDASTSVTLFEEALKCNELNLNGKTVPLPFNLSILDWAASTRKILNDAQLP
KGIPLYNIYGTSFDTPLDVSYGSEASPIEDITNVCHTMPHYSYVDGDGTVPAESAMADNCEAVERVGVQAGHRGLLRDEKVFEL
IKKWLGVSDKKKVHSTTSRVMDLYAGQ

>SGAT2_SI | NP_001234755.1| lecithine cholesterol acyltransferase-like protein [Solanum lycopersicum]
MAMLIEELIKSIEMWLKLIKKPQEYIDPTLDPVLLVPGVAGSILNAVDKKTGRTERVWVRILGADHEFCDKLWCRFDPSTGKTTN
LDPDTSIEVPEDRYGLYAIDNLDPDMIIGSDCVYYYHDMIVEMLSWGYQEGKTLFGFGYDFRQSNRLQETMECFAQKLESIHTA
SGGKKINIISHSMGGLLVKCFMALHSDIFEKYVKNWIAIAAPFQGAPGYITSSLLNGTSFVHGWEERFFISKWSMHQLLIECPSIY
ELMGCPDFHWEHAPVLEIWKEKSNSNGESSVVLESYSPLEAVSVYELALANNKVTYNGEKISLPFNLELLKWANKTREILCHAKV
PDKVKFYNIYGTNYETPHSVCYGSQNAPISDLQQLPFVQSNYISVDGDGTVPTESAKADGLKAEARVGVPGDHRGIVCDRHVF
RVIKHWLRADHDPYYNPINDYVILPTSFDIERHHEKGLDVTSLREEWEIVSESQDGKENADSGKTKVGSISVSHVGDDNTTWEE
AHATLIVHPKSEGKQHVELNAMSVSARA

>SGT1_SI | XP_004240463.1| PREDICTED: sterol 3-beta-glucosyltransferase UGT80A2-like isoform X2 [Solanum
lycopersicum]
MDQTSPEVSMAEPSTKFNKRSSSSSSGELSVTVVKEDDISTAGAGADVGSREEAVGGSASNGVTNSSGTSGMELTRVSTLPSE
NPQSPSDQPKLGRSKTEKPTHSSGFAQEAAKIFDDKISEQQKLKLLKRIATVKDDGTVEFEIPGDVETTEVLGTGSESVHTAVEDE
PLDATELQYFPPMQIVVLIVGTRGDVQPFTAIGKRLODFGHRVRLATHANFKEFVLSAGLEFYPLGGDPKVLAGYMVKNKGFLP
SGPSEIPVQRNQMKEIIYSLLPACKEPDMDTGVPFKADAIIANPPAYGHVHVAEALQIPIHIFFTMPWTPTSEFPHPLSRVKQPA
GYRLSYQIVDSLIWLGIRDMINDLRKKKLKLQPVTYLSGSQSSELDIPHAYIWSPHLVPKPKDWGPKIDVVGFCFLDLATGYEPPE
ALVNWLKAGPKPIYIGFGSLPVQDPQGMTDTIVKALEITNQRGIINKGWGGLGNLAEPKDFVYLLDNVPHDWLFLQCAAVVH
HGGAGTTAAGLKAACPTTIVPFFGDQPFWGERVHARGVGPQPIEADQFTLDKLVHAIRFMLNPEVKERAIELAKAMENEDGV
TGAVKAFFKQLSRTKNEPPRLPKPASTFSLRSCFGCSST

>SGT2_SI | XP_004247104.1| PREDICTED: sterol 3-beta-glucosyltransferase UGT80A2-like isoform X1 [Solanum
lycopersicum]

MSKEKTVVDDYGDYYAITELDSREIVGGSVSNVVSHSSETSGTEVARFTTLPHNIFSSDKSESHSGHLKLGRSKTEPPTHSSQFAE
EAANISDDSDSEQQKLKLLKRIATVKDNGTVEFEIPGDEESRVLGVESQSVSNEVEDEPLDEIELHYIPPMQIVMLIVGTRGDVQP
FIAIGKRLQEYGHRVRLATHANFKEFVLTAGLEFYPLGGDPVVLAGYMVKNKGFLPSAPSEIPVQRNQLKEIISSLLPACEEPDMD
TGVPFKADAIIANPPAYGHTHVAEALKIPIHIFFTMPWTPTSEFPHPLSRIKQPAGYRLSYQIVDSLIWLGIRDMINDTRKRKLKLR
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PVTYLSSSQVSVLDIPHGYIWSPHLVPKPKDWGPKVDVVGFCFLDLASGYEPPESLVNWLKDGQKPIYIGFGSLPVQEPEKMTQ
IIVEALERTGQRGIINKGWGGLGNLAEPKDFVYLLDNCPHDWLFLQCSAVVHHGGAGTTAAGLKAACPTTIVPFFGDQPFWGE
RVHARGVGPPPIPIDEFSLPKLVEAIEFMLDPKVKENAVELAKAMENEDGVTGAVKAFFKHLLRNNEPDLDETPAPRSLFSLRRC
LGFC

>SGT3_SI | XP_004237799.1| PREDICTED: sterol 3-beta-glucosyltransferase UGT80B1 [Solanum lycopersicum]
MDSSGLNGNQSTRDSEVPNNADERCDATFSDELDGWRTSSSSLKDIRSSDEHTDECLTPEMKYESTHRSSSPPPQARRGLEHCI
TAPVTIGGGLFPEGQDMAFSRSLTERRVSPRHNVILDRLSERGKQKLIAELVKIQGDGTVEVDLTKSTPETSELLELRSVEEPTLTV
DRITDFNKSVPKLKIVVLIVGTRGDVQPFLAMAKRLQAFGHHVRLATHSNFRDFVKSGGIDYYPLGGDPRVLAGYMARNKGLI
PSGPGEISVQRKQLKAIIESLLPACTEPDIETGEPFRAQAIIANPPAYGHAHVAEALGVPLHIFFTMPWTPTSEFPHPMARVPQP
AAYWLSYILVDLLVWWGIRGYINDFRKKKLNLPPIAYFSTYHGSISHFPTGYMWSPHVVPKPKDWGSLVDIVGYCFLNLGRNYQ
PPEEFIKWIQNGPKPVYIGFGSMPLEDTIKTTDIILEALRNTGQRGILDRGWGDLGTFQEIPEDVFLVAEYPHDWLFPQCAAVVH
HGGAGTTAAGLRAGCPTTIVPFFGDQFFWGDRIHEKGLGPAPIPIDKLSVEGLSDAITFMLQPDVKSRVMELAVLLENEDGVAG
AVDAFHRHLPSEMPLPTPTPAYEDIDGPNPLQWLFTRIGRICCLPCGSWL

>SGT4_SI | XP_004237491.1| PREDICTED: sterol 3-beta-glucosyltransferase UGT80A2-like [Solanum
lycopersicum]
MDDSLEKNNGLKDSGEVPVDFELVIQGDNGNQTNKESTVDNSINVQGSVSGDETGHSATNVEKPVKKSEPGTSQPDKAGRHI
QNKNKGLGVLAAKLFDDRVPLRKKLKLFNRLATIQDDGTVQFEVPGDIKPGKLDFGTGVVYNGASDEAANDVADIPVLPPLQIV
MLIVGTRGDVQPFVAIGKKLQENGHRVRLATHANFKEFVLGAGLEFYPLGGDPKVLAAYMVKNKGFLPSGPSEILIQRNQIKDI
VFSLLPACVDPDPESNVPFRVNAIIANPPAYGHMHVAEALQVPLHLFFTMPWTATSEFPHPLSRVKQSVANRLSYQVVDGLIW
LGIRDVVNDFRKKKLKLRRLTYLSNSNSFHSDVPFGYIWSPHLVPKPKDWGQKIDVVGFCFLDLASNYEPPESLVKWLEDGENP
VYIGFGSLPVQEPEKMTEIIVQALEITGQRGIINKGWGGLGSLKEPKDFVYLLDNCPHDWLFLHCAAVVHHGGAGTTAAGLKAA
CPTTVVPFFGDQQFWGERVHARGVGPAPIPVDEFSLEKLVAAIRFMLDPEVKERAVELAKAMEHEDGVTGAVKAFYKHFPLES
LEPKPEVSPRPPRFFSLRRCIGHS

>ASAT1_SI | XP_004250264.2| PREDICTED: acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1-like, partial [Solanum
lycopersicum]
MEGNIKDVIIYWIEGEIENFIKVWLLIYVSLCYCYLSSKILPKGLFRLSSFLPVILFFLYVPLKINSVHLCGNTGFFISWLCNFKLILLAFD
QGPLSDSSLSIIKFVFLACLPIKIQQKSQIYVENRDKFHQNNHFQETPSNEKKDFAKNDHFQETQFPSSIDKIENNPFQDGYFYET
PSKKLVENGSSVQNGKDFAKSGYFKESSVPSFAKSNKGQKLNYGIKTLIFALIIRVYDYSDYIHPYIIMVIYCFHIYLSLDIILAIVSGLA
RGLLGLQLEPQFNEPYLSTSLODFWGRRWNLIVTRILRPTIYKPVLSLSANILGRKWAPIPAVMATFVVSGLMHELIFYYLGRVKP
TWEITWFFLLHGVCLNLEIYAKKVINGRFKLPRIGTILTVGFVMITGLWLFFPQLLRCNSDVRALAEYEAIGAFFKDFTRAVKSTFS
R

>ASAT3.1_SI | XP_010312740.1| PREDICTED: acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1-like [Solanum lycopersicum]
MEGEIHNFIVVWVIVLASLCYSHTIAKFIPKGKSRFVATFPIVCLFYILPLYFTSINLGATTSFFITGLATFKLILFAFGKGPLSSTSPLPL
STFIPLACLPIKLKKSSKTKDVETTKKATNSTENLVTKIAILAILIRVYNYKENLHPKFILFCYCLHIYFMLEIMLNIVSIMVRVVSRVEL
EPAINNPHLASSLODFWGKRWNLMVTNILRLTIYDHVRLVIVDQIPRKWAPIPAVLATFFVSGLMHELFFYYIGRLKPSGEAMTF
FLIHGVALSVEIVVKKILNGKFLVPRIISGPLTLAFIIFTSFWLFFPPFLRGNTELKLCNEYIAFFKFIRYGQLLSPTNITCPFL

>ASAT3.2_SI | XP_010312741.1| PREDICTED: acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1-like [Solanum lycopersicum]
MEGEIHNFIVVWAIVLVSLCYSHTIAKFIPIGKSRFVAVFPIVCLFLFLPLYLTSIHLGGTTSFFIAWLATFKLILFAFGKGPLSSTPPLP
LSTFIPLACLPIKFQKNSINDNVETKKKTTKSTLNHVTKIALLAIFIRVYSYKDYLHPKIILSFYCFHIYFMLEIIFNMISAVVRGVSRVEL
EPPFYEPYLASSLODFWGKRWNLMVTNILRPTVYDPVRSIVADRIARKWAPLPAILATFFVSGLMHELIFNYNGRLMPNGDYIIF
FLIHGVTLSVEITIKKNSKGNFFLPRIISCPLALGFIFFTSFWMFFPSFLRGNTEFKACSESIAFFKFIRYGQLISPANITCPLL

>ASAT3.3_SI | Solyc11g012220.1.1 Wax synthase isoform 3 [Solanum lycopersicum] (Solgenomics DB)
MEGEIHNFIVIWVIVLASLSYSHTIAKFIPKGKSRFVAIFPIVCLFFILPLYLTSIHLGATTFFFITGLATSKLILFAFGKDPLSSTPPLPLS
TFIPLACLPIKLGKKSSKTKDVETIKKATNSTFNLVTKITLLAILVRVYDYKDNLHPKFILFCYCINIYIMLEIILNMVSAAVRRVSRVDL
DPPFNEPYLTSSLODFWGKRWNLMVSNILRLAVYDPVRLIVADRIPSMWAPISAVFVTFFVSGLVHELLLYYIIERSKPSGEAMM
FFLIHGVALCVEIVIKKMANGKILVPRTISGPLTLAFIIFTSFWLFFPPFLRSNTEFKLCTEYIAFFKFIRYGQLISPTNITCSFL

>ASAT3.4_S| | XP_010312742.1| PREDICTED: acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1-like [Solanum lycopersicum]
MEGEIHNFIVVWTIVLASLCYSHTIAKFIPKGKARFVAIFPIVCLFLTLPLYLTSINLGCTTSFFIAWLATFKILLFVFGKGPLSSTPSLPL
STFIPLACLPIKFQKYSTSDDVETTKKATNSTFNLVIKIALLATLIRVYNYKDNLHPKIILFCYCLHIYFMLEILIMVSATVRRVSRVELE
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PPFNEPYLASSLODFWGKRWNLMVTNILRPTIYDPIHSMVANRISRKWAPLPAVIATFFVSGLMHELIFYYNGRLKPNGEVMM
FFLIHGVALSVEIVIKKILNGKFLVPRIISGPLALSFIIFTSFWLFFPPFLRGNTELKACTEFIAFLEFIRYGKLISPTNITCPLL

>ASAT3.5_S| | XP_010312743.1| PREDICTED: acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1-like [Solanum lycopersicum]
MKGEIHNFIVVWTIVLISLCYCHTIKFFPNGKSRFVAIIPIVCLFFILPLYLTSINLGGTTCFFIAWLANFKILLFAFGKGPLSSIPPLPLS
TFIPLACLPIKYQKHSPSDNVETTKKTTNSTLNLVTKITLLAILIRVYNYKDNLHPKLLLFCYCLHIYFFLEILLTMVSTMVRVASQVEL
EPPFDEPYKTSSLODFWGKRWNLMVTNILRPTVYNLVRSLMLDRIPRKWAPLPAVLATFFVSGIMHELIFYYISREKPSWEVTCF
FIIHGVALSVEIMVKKLLNGKLLVPRFISGPLTLGFIILTSFWLFFPPLLRGKPDVKGCNESIAFLEFVRYGKLVSPDNITCPFM

>ASAT3.6_SI | XP_004250553.2 | PREDICTED: acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1-like [Solanum lycopersicum]

MVGEIHNFIVIWTIVLTSLCYCHTIVKFFPNGKSRFVAIIPIVCLFFILPLNLTSINLGAITSFFIAWLATFKLILFAFGKGPLSSTTPLPLL
TFIPLACLPIKFQTPSTNTTQKSTNSTLNIVIKIALLATLIWVYSFKAHLHPYILLLYCFHIYFSLEIILTMVSTMVRVVSQVELEPPFDE
PYKTSSLQDFWGKRWNLMVTNILHPTVYVPVRLMMTERISRKWAPLPAVLATFFVSGLMHELIFYNIGRLKPSGEVTCFFIIHG

VALTLEIVIKKLLNGTVLVPKIISGPLALGFIILTSFWLFFPPFLRGKAEIKACTEFIAFLEFVKYGKLVSPSNITCPLVL

>ASAT4_S| | XP_010314632.1| PREDICTED: acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1-like [Solanum lycopersicum]
MENYKIMIIKFLENPFLIFFLLLLSLNYSYFIIPKFPKGIPRIILISPIFYILYFLPWCFSFAFLRGILSFFITWITSFKLILFCFNKGPLSLCKN
PIDFILISILPLKISIFDEKSVRNTSEKSIHDEKIVDRKYEISDKTSIKKLISDLKDVSQKYEIFDMSIYKRYEMEEIFKQPYLATSFRDFW
GKRWNRYSSKMLRLTIYDPTNEALKNLGKNTSNLLAIVCTFVVSAIMHELMFYYITCGLCLKPTCEVMWEFFVLQGICISCEKFFYA
KNWVIMDARISILLKRIFIVFSFYFLLVLPVVREGKNTCEVTK

>PSAT_St | XP_006367219.1| PREDICTED: phospholipid--sterol O-acyltransferase-like isoform X1 [Solanum
tuberosum]
MRGGHVGFVVTFILLAAAGNLCGEFAGDYSKLSGIIIPGFASTQLRAWSILDCPYSPLDFNPLDLVWLDTTKLLSAVNCWLKCM
MLDPYNQTDHRECKSRPDSGLSAITELDPGYITGPLSSVWKEWIKWCIEFGIEANAIIAAPYDWRLSPSKLEERDLYFHKLKLTFE
TALKLRGGPSIVFAHSLGNNVFRYFLEWLKLEIAPKEYGRWLDDHIHAYFAVGAPLLGAIETVKATLSGSTFGLPVSEGTARLMF
NTFGSSIWMLPFSKHCTTDNVYRRHFSGGNRKYHHAYHCDEHELKSKYSGWPTNIINIEVPSIRGNEVYPSVVETAQTNLSGM
ECGFPTQLSFSAREVSDGTFFKAIKNYDPDSERLFHLLKKSYHDDPILNPLTPWERPPLKNIFCIYGVDSKTEVGYYFAPSGKPYPD
NWIITDVIYEIEGSLYSRSGNLVEGYPGATSGDETVPYHSLSWCKNWLGPKVNITRTPQSEHDGSDVQVHQNIEHQHGEDIIPN
MTKLPTMKYITYYEDSESFPGTRTAVWELDKANHRNIVRSSALMRELWLEMWHDIHPDKKSNFVTKAKRGPLRDEDCYWDY
GKARCAWSEHCEYRYVFGDVHLGQSCRLKCSTSHLLSHYV

>SGAT1_St | XP_006353270.1| PREDICTED: phospholipase A(1) LCAT3-like [Solanum tuberosum]
MLTDYFSCLLPGRSSDSGDSVVADRNPVLLVSGLAGSILHSKSKKFGSFETRVWVRLLLAEHEFKKKLWSIYNPKTGYTEALDDST
EIVVPQDDYGLYAIDILDPSLMVKCVHLTGVYHFHDMIDMLVKCGYKKGTTLFGFGYDFRQSNRIDKAMNDLKEKLAAAYKAS
GGRKVDIISHSMGGLLIKCFISLYSDVFSKYVNKWITIATPFQGAPGCINDSLLTGVQFVDGFESNFFVSRWTMHQLLIECPSIYE
MLPNPDFKWEKQPEILVWRKKSKDGNTVVKLERYDASTSVTLFEEALKTNELNLHGKTMPLPFNLSILDWAASTRKILNDAQLP
KGMPLYNIYGTSFDTPFDVSYGSEASPIEDLTNVCHTMPQYSFVDGDGTVPTESAMADNCEAVERVGVQAGHRGLLRDEKVF
ELIKKWLGVSDKKKVHSRTSRVMDLYAGQ

> SGAT2_St | XP_006362589.1| PREDICTED: lecithin-cholesterol acyltransferase-like 4-like [Solanum
tuberosum]
MAMLIEELIKSIEMWLKLIKKPQEYIDPNLDPVLLVPGVAGSILNAVDKKTGRTERVWVRILGADHEFCDKLWCRFDPSTGKTTN
LDPDTSIEVPEDRYGLHAIDNLDPDMIVGSDCVYYYHDMIVEMLSWGYQEGKTLFGFGYDFRQSNRLQETMECFAQKLESIHT
ASGGKKINIISHSMGGLLVKCFMALHSDIFEKYVKNWIAIAAPFQGAPGYITSSLLNGTSFVHGWEERFFISKWSMHQLLIECPSI
YELMGCPDFHWEHAPLLEIWKEKSNSNGESSVVLESYSPLEAVSVYELALSNNKVTYNGEKISLPFNLELLKWANKTREILCHAK
VPDKVKFYNIYGTNYETPHSVCYGSQNAPISDLQQLPFVQSNYISVDGDGTVPTESAKADELKAEARVGVPGDHRGIICDRHVF
RVIKHWLRADHDPYYNPTNDYVILPTSFDIERHREKGLDVTSLREEWEIVSESQDGKENADSGKTKVGSISVSHVGDDNTTWEE
AHATVIVHPKSEGKQHVELNAMSVSARA

>SGT_St | XP_006364544.1| PREDICTED: sterol 3-beta-glucosyltransferase UGT80A2-like [Solanum tuberosum]
MDHQKQTSPEVPMAEPSTNFDRRSSSSSSGEVSVTVKKENDINTAGAGADVDSREEAVGGSASNGVTNSSGTPGMELTRVN
TLPPEKPQSSTDHLKLERSKTEKPTHSSGFAQEAAKIFDNKISEQQKLKLLKRIATVKDDGTVEFEIPGDVETTEVLGTGSESVLTA
VEDEPLDATELQYFPPMQIVILIVGTRGDVQPFTAIGKRLOQDFGHRVRLATHANFKEFVLSAGLEFYPLGGDPKILAGYMVKNKG
FLPSGPSEIPVQRNQMKEIIYSLLPACKEPDMDTGVPFKADAIIANPPAYGHVHVAEALQIPIHIFFTMPWTPTSEFPHPLSRVKQ
PAGYRLSYQIVDTLIWLGIRDLINDLRKTKLKLRPVTYLSGSHISELDIPHAYIWSPHLVPKPKDWGPKIDVVGFCFLDLVTGYEPPE
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SLVNWLKAGPKPIYIGFGSLPVQDPQRMTDTIVKALEVTNQRGIINKGWGGLGTLAEPKDFVYLLDNVPHDWLFLQCAAVVH
HGGAGTTAAGLKAACPTTIVPFFGDQPFWGERVHARGVGPLPIEADQFTLDRLVHAIRFMLNPEVKERAIELAKAMENEDGVT
GAVKAFFKQLSRTKSEPPQLPKPTSTFSLRSCFGCS

>ASAT_St | XP_006352358.1| PREDICTED: acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1-like [Solanum tuberosum]
MEGEIHNFIVVWTIVIASLCYSHTIAKFVPKGKSRFVAIFPIICLFFILPLYLTSINLGCTTSFFIAWLANFKILLFVFGKGPLSSTPPLPL
STFIPLACLPIKFQKNSTSDNVETTKKATNSTFNLVTKIALLATLIRVYNYKDNLHPKIILFCYCLHIYFMLEILIMVSATVRRVSRVEL
EPPFNEPYLASSLODFWGKRWNLMVTNILRPTIYDPIHSMVADRISRKWAPLPAVIATFFVSGVMHELIFYYNGRLKPNGEVM
MFFLIHGVALSLEIVIKKIFNGKFLVPRIISGPLALSFIIFTSFWLFFPPFLRSNTELKACTEFIAFLEFIRYGKLINPTNITCPLL

>PSAT_At | NP_171897.2| phospholipid sterol acyl transferase 1 [Arabidopsis thaliana]
MGANSKSVTASFTVIAVFFLICGGRTAVEDETEFHGDYSKLSGHIPGFASTQLRAWSILDCPYTPLDFNPLDLVWLDTTKLLSAVN
CWFKCMVLDPYNQTDHPECKSRPDSGLSAITELDPGYITGPLSTVWKEWLKWCVEFGIEANAIVAVPYDWRLSPTKLEERDLYF
HKLKLTFETALKLRGGPSIVFAHSMGNNVFRYFLEWLRLEIAPKHYLKWLDQHIHAYFAVGAPLLGSVEAIKSTLSGVTFGLPVSE
GTARLLSNSFASSLWLMPFSKNCKGDNTFWTHFSGGAAKKDKRVYHCDEEEYQSKYSGWPTNIINIEIPSTSVTETALVNMTS
MECGLPTLLSFTARELADGTLFKAIEDYDPDSKRMLHQLKKLYHDDPVFNPLTPWERPPIKNVFCIYGAHLKTEVGYYFAPSGKP
YPDNWIITDIIYETEGSLVSRSGTVVDGNAGPITGDETVPYHSLSWCKNWLGPKVNITMAPQPEHDGSDVHVELNVDHEHGS
DIANMTKAPRVKYITFYEDSESIPGKRTAVWELDKTNHRNIVRSPVLMRELWLQMWHDIQPGAKSKFVTKAKRGPLRDADCY
WDYGKACCAWQEYCEYRYSFGDVHLGQSCRLRNTSANMLLQY!

>SGAT1_At | NP_566201.1| phospholipase A(1) LCAT3 [Arabidopsis thaliana]
MGWIPCPCWGTNDDENAGEVADRDPVLLVSGIGGSILHSKKKNSKSEIRVWVRIFLANLAFKQSLWSLYNPKTGYTEPLDDNIE
VLVPDDDHGLYAIDILDPSWFVKLCHLTEVYHFHDMIEMLVGCGYKKGTTLFGYGYDFRQSNRIDLLILGLKKKLETAYKRSGGR
KVTIISHSMGGLMVSCFMYLHPEAFSKYVNKWITIATPFQGAPGCINDSILTGVQFVEGLESFFFVSRWTMHQLLVECPSIYEM
MANPDFKWKKQPEIRVWRKKSENDVDTSVELESFGLIESIDLFNDALKNNELSYGGNKIALPFNFAILDWAAKTREILNKAQLPD
GVSFYNIYGVSLNTPFDVCYGTETSPIDDLSEICQTMPEYTYVDGDGTVPAESAAAAQFKAVASVGVSGSHRGLLRDERVFELIQ
QWLGVEPKKAKRKHLRTHKVVDSG

>SGAT2_At | NP_193721.2| calcium-independent phospholipase A [Arabidopsis thaliana]
MSLLLEEIIRSVEALLKLRNRNQEPYVDPNLNPVLLVPGIAGSILNAVDHENGNEERVWVRIFGADHEFRTKMWSRFDPSTGKTI
SLDPKTSIVVPQDRAGLHAIDVLDPDMIVGRESVYYFHEMIVEMIGWGFEEGKTLFGFGYDFRQSNRLQETLDQFAKKLETVYK
ASGEKKINVISHSMGGLLVKCFMGLHSDIFEKYVQNWIAIAAPFRGAPGYITSTLLNGMSFVNGWEQNFFVSKWSMHQLLIEC
PSIYELMCCPYFKWELPPVLELWREKESNDGVGTSYVVLESYCSLESLEVFTKSLSNNTADYCGESIDLPFNWKIMEWAHKTKQ
VLASAKLPPKVKFYNIYGTNLETPHSVCYGNEKMPVKDLTNLRYFQPTYICVDGDGTVPMESAMADGLEAVARVGVPGEHRGI
LNDHRVFRMLKKWLNVGEPDPFYNPVNDYVILPTTYEFEKFHENGLEVASVKESWDIISDDNNIGTTGSTVNSISVSQPGDDQ
NPQAEARATLTVQPQSDGRQHVELNAVSVSVDA

>SGT_At | CAB06082.1| UDP-glucose:sterol glucosyltransferase [Arabidopsis thaliana]
MPEISPAELAKVSSSSSSSSSSSSGRASVKIEEIEGGAAASGVVIVSEELETNPKTVVASIADETVAESSGTGNKSFSRVWTMPLEG
SSSSDRAESSSTNQPRLDKSKTERQQKVTHILAEDAAKIFDDKISAGKKLKLLNRIATVKHDGTVEFEVPADAIPQPIVVDRGESK
NGVCADESIDGVDLQYIPPMQIVMLIVGTRGDVQPFVAIAKRLODYGHRVRLATHANFKEFVLTAGLEFYPLGGDPKVLAGYM
VKNKGFLPSGPSEIPIQRNQMKDIIYSLLPACKEPDPDSGISFKADAIIANPPAYGHTHVAEALKIPIHVFFTMPWTPTSEFPHPLS
RVKQPAGYRLSYQIVDSLIWLGIRDMVNDLRKKKLKLRPVTYLSGTQGSGSNIPHGYMWSPHLVPKPKDWGPQIDVVGFCYLD
LASNYEPPAELVEWLEAGDKPIYIGFGSLPVQEPEKMTEIIVEALQRTKQRGIINKGWGGLGNLKEPKDFVYLLDNVPHDWLFPR
CKAVVHHGGAGTTAAGLKASCPTTIVPFFGDQPFWGERVHARGVGPSPIPVDEFSLHKLEDAINFMLDDKVKSSAETLAKAMK
DEDGVAGAVKAFFKHLPSAKQNISDPIPEPSGFLSFRKCFGCS

>ASAT_At | NP_190765.1| acyl-CoA sterol acyl transferase 1 [Arabidopsis thaliana]
MASFIKAWGLVIISLCYTFFIAKLVPKGIKRLILFFPVFLIFFIVPFLIYSLHLLGITAFFIAWLANFKLLLFALGRGPLSSNHKPLSLPIFL
AVSCLPIKIQLSPKPTKTHSHEGSTEGPLIYTIKAVFVVLIIKAYEYSTKLPEKVVLTLYAIHIYFALEIILAATAAAVRAMSDLELEPQF
NKPYLATSLQDFWGRRWNLMVTGILRPTVYEPSLQLFSVLGPNYSQILAAFGTFVVSGIMHELIFFYMGRLRPDWKMMWEFFLI
NGFCTTVEIAIKKTINGRWRFPKAISQVLTLTFVMVTALWLFLPEFNRCNIVEKALDEYAAIGAFAVEVRRKLTAYLF

>PSAT_Sm | Sme2.5_02896.1_g00002.1 | S. melongena
MRGGHVGFVVTFILLSAVGIVSTEFAGDYSKLSGIIPGFASTQLRAWSILDCPYSPLDFNPLDLVWLDTTKLLSAVNCWLKCMM
LDPYNQTDHSECKSRPDSGLSAITELDPGYITGPLSSVWKEWIKWCIEFGIEANAIAVPYDWRLSPSKLEERDLYFHKLKLTFETA
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LKLRGGSSIVFAHSLGNNVFRYFLEWLKLEIAPKEYKRWLDDHIHAYFAVGAPLLGAIETVKATLSGATFGLPVSEGTARLMFNTF
GSSLWMLPFSKYCTTDNVYRKHFSGGNRKTHHAYHCDENELQSKYSGWPTNIINIEVPSIRGNEAYPSFVETAQTNLSGMECG
FPMQLSFSAREVSDDPIFNPLTPWERPPLKNIFCIYGVDSKTEVGYYFAPSGKPYPDNWIITDVIYEIEGSLYSRSGNLVEGNPGAT
SGDETAGDKKLAAGKWKLLESSTRS

>SGAT1_Sm | Sme2.5_09108.1_g00001.1 | S. melongena
MFSDYFSCLLPGRSSDSVNDVVADRNPVLLVSGLAGSILHSKSKKFGFETRVWVRLLLAELEFKKKLWSIYNAKTGYTESLDDSTE
IVVPQDDYGLYAIDVLDPSLMVKCVHLTNVYHFHDMIDMLVKCGYKKGTTLFGFGYDFRQSNRIDKAMNDLKEKLAAAYKAS
GGRKVDIISHSMGGLLIKCFISLHSDNYHSSMSGIPNASNTFQVFSKYVNKWISIATPFQGAPGCINDSLLTGVQFVDGFESNFFV
SRWTMHQLLVECPSIYEMLPDPDFKWEKQPEILVWRKKSKDGNIVVKLERYDASTSVTLFKKALKSNELNLNGKTVALPFNLSIL
DWAERTRKILNDAQLPEVIPFYSIYGTSFDTPFDVSYGSEASPIEDLEDVCHTMADNFEAVERVGVQAGHRGLLRDEKVFALIKT
WLGVSDKMKVHSRTSRVMDLYSGQ

>SGAT2_Sm | Sme2.5_01492.1_g00005.1 | S. melongena
MAMLLEELIKSMEMWLKLIKKPQEYIDPTLDPVLLVPGIAGSILKATDKKTGRTERVWVRILGADHEFCDKLWCRFDPSTGRTE
NLDPDTSIEVPEDRYGLYAIDNLDPDMIIGSDCVYYYHDMIIEMLSWGYQEGKTLFGFGYDFRQSNRLQETMECFAQKLESIHT
ASGGKKINIISHSMGGLLVKCFMALHSDIFEKYVKNWIAIAAPFQGAPGYIASSLLNGTSFVHGWEEKFFISKWSMHQLLIECPSI
YELMGCPDFQWEHAPLLEIWKEKSNSNGESTVVLESYTPLEAVSVYELALSNNKVTYDGEKISMPFNFELLNWANKTREILCHA
KVPDKVKFYNIYGINYETPHSVCYGSQNAPISDLQQLPFVQSNYITVDGDGTVPTESAKADGLNAEARVGVAGDHRGIICDRHV
FRMVKHWLRADHDPYYNPVNDYVILPTAFDIEKHHEKGLDVTSVREEWEIVSEREDGKENAASGKTKVGSISVSHVGSVDTMF
EEAHATVIVHPKSEGKKHVELNAMSLSASA

>SGT_Sm | Sme2.5_08093.1_g00002.1 | S. melongena
MPQKTSGEESVTAEKENGSNTGGAVGGAVAEVASNEAVDGSVSNGSNGTSGTPGMGLTRVNTLPPEILSSEKPQEPSDDFKL
GRSKTETPTHSSGFAQEAAKIFDNKISEQQKLKLLKRIATVKDDGTVEFEIPGDVEPTGVLGTGSESVHTAVEDEPLDATELQYFP
PMQIVMLIVGTRGDVQPFTAIGKRLQDFGHRVRLATHANFKEFVLAAGLEFYPLGGDPKILAGYMVKNKGFLPSGPSEIPVQR
NQMKEIYSLLPACKEPDMDTGVPFKADAIIANPPAYGHVHVAEALQIPIHIFFTMPWTPTTEFPHPLSRVKQPAGYRLSYQIVD
SLIWLGIRDLINDVRKKKLKLRPVTYLSGSQGSELDLPHAYIWSPHLVPKPKDWGPKIDVVGFCFLDLATGYEPPESLVKWLEAGP
KPIYIGFGSLPVQDPQRMTETIVKALEITNQRGIINKGWGGLGNLAEPKDFVYLLDNCPHDWLFLQCSAVCPTTIVPFFGDQPF
WGERVNARGVGPQPIPADQFTLDRLVHAIRFMLDPPVKQRAIELAKAMENEDGVTGAVKAFFKQLPRNKHESELPPKTTSFFS
VRSCFGCS

>ASAT_Sm | Sme2.5_00983.1_g00010.1 | S. melongena
MDVNMELQNFIRVWFAAIGALCYCYYCVTRIPSGILRLLFVLPIVYFFLILPLDLSSFHLGAPTIFYLVWLANFKLLLFCFDRGPLSSY
SSLPLLHFLSIALLPVKPKQSGQSTERPGLFWGKIILLAAIIRAYKYRELLHSNVILVLYCLHIYLAVELILAITVVPVQAFLGLEIEPQFN
DPYLATSLQDFWGRRWNLMVPGILRPAVYFPVRAISTCYLGKELANLPAIFATFLVSGLMHELIYYYLSRVRPTWEVTWFFVLH
GFCVCTEVTVKKFFHGGWQMNRLVSGVLTLAFVAWTGDWLFFPQIIRNEMDRKTINEYYVLLDLVKHRLLPWDGPWS

>PSAT_Os | BAD21662.1| phosphatidylcholine acyltransferase-like [Oryza sativa Japonica Group]
MPRRRLRRGDLACSVAVAVAVAAVAVAAVGAVGGGDGGADFDYRKLSGIIIPGFASTQLRAWSVLDCPYSPFDFNPLDSVWL
DTAKLLSAVNCWLKCMLLDPYNQTDHPECKSRPDSGLSAITELDPGYITGPLSSVWKEWVKWCVEFGIEANAIIAVPYDWRLPP
SMLEERDLYFHKLKLTFETALKLRGGPSLVFAHSMGNNVFRYFLEWLKLEIAPKHYIRWLDEHIHAYFAVGAPLLGSTEAVKAALS
GATFGLPVSEGTARLMFNAFGSSLWLMPFSEYCKADNIYWKHFFEGKGGCHHRQQCDEMEYKSEYSGWPTNLVSIEVPTVR
DTEAYPSIMDTTENITSSMECGKPTLLSFSAREVSDGTLFKTIKDWDPQSIGLIHQLEKYYQGDPVLNPLTPWERPPIKNVFCIYG
LDSKTEVGYYFAPSGKPYPDNWIITDIIYEFEGSLLSRQNKIVTQFILSRSGNSVTGKPNNSSGDGTVSYNSLSWCKNWLGPKVNI
TRAPQAEHDGSDLQTKMNVDHHVGQGILPNMTRTPHVKYITYFEDAESIPGWRTAVWELDKANHRNIVRMPVLMRELWLE
MWHDMHPDAKSKFVTKAFRGPLRNDDCHWDYAKARCGFPEHCEYRYTFGDVHLGMSCKLKNSSTNLLQQYL

>SGAT1_Os | EEE55027.1| hypothetical protein OsJ_02688 Oryza sativa Japonica Group]
MAVLGVGAAVRLRLRVLGRHLRLRGRRRTRRRRGGGGVEDEEEGGREAVVLVSGMGGSVLHARRRSNPRFDLRVWVRILRA
DADFRKYLWSLYNPDTGYVEPLDDDVEIVVPEDDHGLFAIDILDPSWFVEILHLSMVYHFHDMIDMLVDCGYKKGTTLFGYGY
DFRQSNRIDKVMVGLRAKLETAYKASGGKKVNIISHSMGGLLVSCFMSMNRDIFAKYVNKWICIACPFQGAPGCINDSLLTGL
QFVYGFESFFFVSRWVMHQLLVECPSIYEMLPNPHFKWKKAPVVQVWRKKPEKDGIAELVLYEATDCLSLFQEALRNNELKYN
GKTIALPFNMSVFKWATETRRILEDAELPDTVSFYNIYGTSYDTPYDVCYGSESSPIGDLSEVCHTMPVYTYVDGDGTVPIESTM
ADGFAAKERVGIEADHRGLLCDENVFELLKKWLGVKEESTRRRRLSKSKVTDFAPS
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>SGAT2_Os | NP_001053867.1| 0s04g0615100 [Oryza sativa Japonica Group]
MAVLEDLIRAIELWLRIAKEQVPLVDPTLDPVLLVPGIGGSILEAVDEAGKKERVWVRILAADHEFRAHLWSKFDASTGKTVSVD
EKTNIVVPEDRYGLYAIDTLDPDMIIGDDSVCYYHDMIVOMIKWGYQEGKTLFGFGYDFRQSNRLSETLDRFSRKLESVYIASGE
KKINLITHSMGGLLVKCFMSLHSDVFEKYIKSWIAIAAPFQGAPGYITTSLLNGMSFVEGWESRFFISKWSMQQLLLECPSIYELL
ANSTFQWEDTPYLQIWRQKLDTNGKKSAMLESYEPDEAIKMIREALSKHEIISDGMHIPLPLDMDILRWAKETQDVLCNAKLPK
SVKFYNIYGTDYDTAHTVRYGSEHHPISNLSDLLYTQGNYICVDGDGSVPVESAKADGLDAVARVGVAADHRGIVCDRHVFRII
QHWLHAGEPDPFYDPLNDYVILPTAFEIEKYHEKHGDITSVREDWEIISHRDDESKRPAELPPMFNTLSASREGEDGSLEEAQAT
IFVHPESKGRQHVEVRAVGVTHDG

>SGT_Os | NP_001052094.1| Os04g0131900 [Oryza sativa Japonica Group]
MASAAEEAKGVEEGGGGASANGGDNPATATASASAAAAASSSSPADDRGLPRSSTMPGGINNVEITNETAGPSNLERSRTER
RRQNNPADDPTKQLFDDKISLKKKLEMLNRIATVKDDGTVVVDVPSSLETSTTDGVAYDGYSDVTVEEPLDGADISVRPPMDIV
ILIVGTRGDVQPFIAIGKRLQDYGHRVRLATHANFKEFVLTAGLEFFPLGGDPKILAEYMVKNKGFLPSGPSEIPIQRKQMKEIIFS
LLPACKEPDPDTGIPFKVDAIIANPPAYGHTHVAEALKVPIHIFFTMPWTPTSEFPHPLSRVKQAAGYRLSYQIVDSMIWLGIRD
MINEFRKKKLKLRPVTYLSGAQGSGNDIPHGYIWSPHLVPKPKDWGPKIDVVGFCFLDLASNYVPPEPLVKWLEAGDKPIYVGF
GSLPVQDPAKMTEVIVKALEITGQRGIINKGWGGLGTLAEPKDFVYLLDNCPHDWLFLQCKAVVHHGGAGTTAAGLKAACPT
TIVPFFGDQPFWGDRVHARGVGPLPIPVDQFSLQKLVDAINFMMEPKVKDNAVELAKAMESEDGVSGAVRAFLRHLPSRAEE
TAPQQTSSFLEFLGPVSKCLGCS

>ASAT_Os | NP_001046772.1| 0s02g0454500 [Oryza sativa Japonica Group]
MATAVMDSEFGSLVKVSAAVWAAMFYARLAAASLRPGAPRLAALLPVVALFCVVPFSFSTTTFRGCSAFFLSWLGVFKLLLLAA
GRGPLNPTHPLHHFVFSASLPVKLRHLASAKPAKGVDPAPANESAAGKILVSGAVIPLIYTYQFKNAMSRYQLLILYTGHIYFSLQ
LLLAVVHGLIHGVLGMEMEPQVDRPYLASSLRDFWGRRWNLMVPAILRPSVYRPVRARLGDAAGVLAAFLVSGLMHEAMFF
YIMWRPPSGEVTVFFLLHGVCTAAEAWWARHAGWWRPPRAAAVPLTLAFVAGTGFWLFFPAMIKAGLDEMVLHECQGM
VAVMEQSGRWLAGATNLTFATR

>LCAT_Hs | NP_000220.1| phosphatidylcholine-sterol acyltransferase precursor [Homo sapiens]
MGPPGSPWQWVTLLLGLLLPPAAPFWLLNVLFPPHTTPKAELSNHTRPVILVPGCLGNQLEAKLDKPDVVNWMCYRKTEDFF
TIWLDLNMFLPLGVDCWIDNTRVVYNRSSGLVSNAPGVQIRVPGFGKTYSVEYLDSSKLAGYLHTLVQNLVNNGYVRDETVRA
APYDWRLEPGQQEEYYRKLAGLVEEMHAAYGKPVFLIGHSLGCLHLLYFLLRQPQAWKDRFIDGFISLGAPWGGSIKPMLVLAS
GDNQGIPIMSSIKLKEEQRITTTSPWMFPSRMAWPEDHVFISTPSFNYTGRDFQRFFADLHFEEGWYMWLQSRDLLAGLPAP
GVEVYCLYGVGLPTPRTYIYDHGFPYTDPVGVLYEDGDDTVATRSTELCGLWQGRQPQPVHLLPLHGIQHLNMVFSNLTLEHI
NAILLGAYRQGPPASPTASPEPPPPE

>PLA2_Hs | NP_036452.1]| group XV phospholipase A2 precursor [Homo sapiens]
MGLHLRPYRVGLLPDGLLFLLLLLMLLADPALPAGRHPPVVLVPGDLGNQLEAKLDKPTVVHYLCSKKTESYFTIWLNLELLLPVII
DCWIDNIRLVYNKTSRATQFPDGVDVRVPGFGKTFSLEFLDPSKSSVGSYFHTMVESLVGWGYTRGEDVRGAPYDWRRAPNE
NGPYFLALREMIEEMYQLYGGPVVLVAHSMGNMYTLYFLQRQPQAWKDKYIRAFVSLGAPWGGVAKTLRVLASGDNNRIPV
IGPLKIREQQRSAVSTSWLLPYNYTWSPEKVFVQTPTINYTLRDYRKFFQDIGFEDGWLMRQDTEGLVEATMPPGVQLHCLYG
TGVPTPDSFYYESFPDRDPKICFGDGDGTVNLKSALQCQAWQSRQEHQVLLQELPGSEHIEMLANATTLAYLKRVLLGP
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