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Introduccién

El uso de plantas medicinales es una practica que a existido por
cientos de afios; sin embargo, los estudios sobre el metabolismo
secundario vegetal han ido en constante aumento en los Ultimos
60 afios. Las moléculas derivadas del metabolismo secundario,
para el ser humano, representan una gran fuente de compuestos
con actividad farmacoldgica. Los fitosteroles son un ejemplo de
esto, los podemos encontrar en forma libre (FS), conjugados con
ésteres (SE), glucosilados (SG) o acetil-glicosilados (ASG).
Estos dos ultimos han demostrado tener importantes efectos
farmacoldgicos. Estudios recientes han observado que presentan
propiedades  antiinflamatorias, antibidticas (1) vy
anticancerigenas (2) asi como efectos neuroprotectores en
modelos de enfermedades neurodegenerativas (3). El cultivo in
vitro de células vegetales y plantas constituye una potente
tecnologia para la produccion de metabolitos secundarios
vegetales; ademds la ingenieria metabolica (IM) puede
contribuir positivamente a aumentar produccién y variedad de
estos compuetsos. Este trabajo se enfocd en caracterizar enzimas
involucradas en el metabolismo de los SGs de tomate, para que
posteriormente puedan ser utilizadas para mejorar cultivos
celulares o planta entera por IM y generar mejores producciones
de fitoesteroles de interés.

Metodologia

Los genes de tomate candidatos a codificar sterol-
glucosiltransferasas (SGT) se identificaron realizando una
busqueda en la base de datos Phytozome utilizando como base
la secuencia aminoacidica de las SGTs de A. thaliana. Las
secuencias codificantes de las SGTs de tomate (SISGT) fueron
clonadas mediante el sistema Gateway ® en el plasmido binario
pEarley-Gate101 para generar fusiones C-terminal con la YFP.
Las proteinas fusionadas se expresaron transitoriamente por
agroinfiltracion en plantas de N. benthamiana. Después de 3
dias, el envés de las hojas fue infiltrado con yoduro de propidio
(IP) y analizado por microscopia confocal de fluorescencia, el
analisis de recuperacion de la fluorescencia (FRAP) fue
realizado seguin previamente se ha descrito (4). Los esteroles
totales se extrajeron de las hojas agroinlfiltradas con una mezcla
de cloroformo/metanol, los SGs fueron purificados por TLC y
cuantificados por GC-MS.

Resultados y discusion

Con el objetivo de caracterizar las enzimas que catalizan la
glicosilacion de esteroles en tomate y los genes que las
codifican, se buscaron secuencias aminoacidicas con potencial
actividad SGT en la base de datos de Phytozome, el andlisis
identifico 4 posibles candidatas; SISGT1-4. Las secuencias
codificantes fueron clonadas para producir fusiones en C-
terminal con la YFP. La expresion transitoria en N.
benthamiana de las proteinas de fusion y posterior analisis por
microscopia confocal y FRAP demostr6 que estas fusiones se
encuentran localizadas en distinta proporcion asociadas a la
membrana y en citosol. Las proteinas SISGT-YFP, demostraron
ser activas en un ambiente homélogo, pues aumentaron los
niveles de SGs en las plantas agroinfiltradas de N. benthamiana.

Conclusiones

Se comprob¢ la actividad de 4 isoenzimas (SISGT1-4) de
tomate. Las cuales se encontraron localizadas en citosol y
membrana citoplasmatica. Se demostr6 que dichas enzimas son
capaces de ser activas en un sistema homologo, por lo que
pueden ser utilizadas para aumentar los niveles de SGs en
cultivos vegetales o plantas
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