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Introduccién. Tetrahidrofolato (THF) y sus derivativos (fo-
latos) son cofactores esenciales para las reacciones de trans-
ferencia de un carbono necesarias para formar metionina, se-
ring, purinas y timidilato (1). Mientras que las plantas y los
microorganismos son capaces de producirlo, € ser humano
carece de la ruta completa para su sintesis y requiere consu-
mirlo en la dieta. La principal fuente de folatos para el ser
humano son los vegetales (1), siendo las semillas y las hojas
los tejidos con mayor contenido de esta vitamina, en contras-
te con los frutos y tubérculos, los cuales son popularmente
consumidos y son relativamentes pobres en folato. Asi, el
consumo de folato es inadecuado en paises pobres y es
subdptimo aln en paises desarrollados. Las consequencias
de un bagjo consumo de folatos incluyen, defectos de naci-
miento, anemia e incremento en el riesgo de enfermedades
vasculares y algunos canceres (2).

Nuestro objetivo es aumentar el contenido de folatos en
tomate por medio de ingenieria metabdlica. La molécula del
folato estd formada por pteridina, p-aminobenzoato (PABA)
Y uno o varios glutamatos en cadena (Fig. 1). En plantas, la
pteridina es formada en el citoplasma, PABA es sintetizado
en plastidos y ambos son condensados y glutamilados en mi-
tocondria. En tomate, la primera enzima en la sintesis de
pteridinas es la GTP ciclohidrolasa | (GCHI). Esta enzima
desaparece en tomate cuando éste empieza a madurar (3),
por lo que nuestra estrategia de ingenieria es la expresion di-
rigida a fruto en maduracion de una enzima no vegetal que
no esté regulada en plantas, con € fin de aumentar €l flujo de
pteridinas en fruto y en consecuencia de folatos.
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Fig. 1. Estructura quimica del tetrahidrofolato
M etodologia. Se transformd Lycopersicon esculentum var.
Microtom utilizando Agrobacterium tumefaciens llevando el
vector de expresion pMON10086 que contiene €l gen modi-
ficado de GCHI (GenBank BE136861) asi como el promotor
especifico para en fruto maduracion E8 y el gen npt Il de
resistecia a kanamicina. Las plantas transgénicas fueron
regeneradas mediante cultivo de tejidos. Los andlisis de
pteridinas, PABA y folatos en fruto maduro, fueron hechos
con técnicas de HPLC con detectores de fluorescencia (para
pteridinasy PABA) y electroquimico (parafolatos).

Resultados y discusion. Se obtuvieron doce plantas
transformadas las cuales fueron PCR positivas para €l gen
sintético GCHI. Se utilizaron como control plantas transfor-

madas con el vector vacio. Laenzima GCHI fué detectada en
tomate en maduracidon por medio de técnica Western. Las
pteridinas fueron caracterizadas en fruto, siendo éstas neo-
pterina, monapterina y 6-hidroximetilptering, las cuales son
precursoras de folatos. En comparacion con € control, los
tomates GCHI* acumularon de 3 a 140 veces més pterinas.
El contenido de folatos en los tomates control estuvo en el
rango de 0.8-2.3 nmol/g de peso fresco, mientras que casi
todos los frutos transformados excedieron estos valores (Fig.
2). Lamedia para la poblacién GCHI" fue € doble que la del
control (2.99 vs. 1.47 nmol/g, diferencia significativa a
P<0.001, pruebat). Sedeterminé el contenido PABA enlos
frutos y se compar6 con el contenido de folatos, encontran-
dose una correlacion negativa significativa. Con el fin de
comprobar que PABA es un factor limitante para lograr ma-
yores aumentos de folatos en tomate, se aimento € fruto
transformado con PABA en solucién (o agua, como control)
através del pedidnculo y sele dejo madurar. El contenido de
folatos en frutos alimentados con PABA fue de 2.5 a 10
veces mas alto que los controles con agua.
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Conclusiones. La expresion de la enzima GCHI insensible a
inhibicién en células vegetales en tomate, ocasiond un au-
mento en €l flujo de pteridinas en fruto de hasta 140 veces €l
promedio de los frutos controles. Esta hiperacumulacién
causd un incremento de hasta 3 veces en el contenido de fo-
latos en frutos GCHI". Estos resultados confirman el éxito de
laestrategia de ingenieria. Sin embargo, para obtener mayo-
res incrementos en folatos, es necesario aumentar e conte-
nido de PABA en fruto ya que hemos demostrado que este
precursor es también limitante parala sintesis de la vitamina.
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