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RESUMEN

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta dicotiledonea que destaca por producir
glucésidos de esteviol (GE) los cuales son edulcorantes no caléricos y son hasta
300 veces mas dulces que la sacarosa y no elevan la glucosa en sangre. Algunas
de las estrategias utilizadas para mejorar la produccion de este tipo de metabolitos
son la ingenieria metabdlica y las técnicas de biotecnologia vegetal. En el campo
de la ingenieria metabdlica, el disefio in silico de genes permite modificar
racionalmente sistemas bioldgicos silvestres ya existentes a través de la eleccion
promotores, terminadores, secuencias potenciadoras y péptidos sefial, ademas de
realizar modificaciones como la optimizacion de uso codonico. Para la movilizacion
de estas construcciones se hace uso de la agrotransformacion que genera raices
transformadas al cocultivar explantes con cepas de Agrobacterium rhizogenes.
Existen pocos estudios de agrotransformacion de Stevia rebaudiana, y ninguno de
ellos ha evaluado la expresion heterdloga de genes modificados y su efecto sobre
la produccién de GE. Asi, en este trabajo se modific6 una secuencia codificante
para la enzima 1l-desoxy-d-xylulose-5-fosfato sintasa (DXS) al optimizar su uso
codonico e introducir la mutacion K281N fuera del sitio activo y que se ha
reportado aumenta la eficiencia catalitica en Vitis vinifera. Esta enzima cataliza el
primer paso de la ruta de biosintesis de GE en plastidios. La movilizacion de esta
secuencia hacia el genoma de S. rebaudiana se realizé por agrotransformacion y
permiti6 establecer cinco diferentes tipos de cultivos, cuya transformacion se
confirmd por PCR y expresiéon del gen reportero GUSPIus. Después de comparar
la produccion y productividad de GE, se encontré que las lineas transformadas
M5R4 y M1sDXS acumularon la mayor cantidad de esteviosido (108.63 + 13.03 y
93.07 £ 11.16 mg/gPF respectivamente), mientras que para rebaudiosido A las
lineas M5R4 y M7sDXS tuvieron la mayor produccion (549.71 + 60.46 y 716.53 +
78.81 mg/gFW respectivamente). Los resultados indican que la sobreexpresion de
srDXS tuvo efectos positivos en la produccion y productividad de GE, comparado
con las raices no transformadas. Por otro lado, la similitud estadistica de estos
pardmetros (Tukey p<0.05) con los de la linea M5R4 sugiere que la produccion
puede estar afectdndose por el evento de transformacion y la posicion de la
insercién del T-DNA en el genoma de S. rebaudiana.



ABSTRACT

Stevia rebaudiana Bertoni is a dicotyledon plant noted for producing steviol
glycosides (SG) which are natural sweeteners that do not provide calories to the
consumer; they are also up to 300 times sweeter than sucrose and are beneficial
to health due to not raising blood glucose levels. Some of the strategies used to
improve the production of this type of metabolites are metabolic engineering and
plant biotechnology techniques. In the field of metabolic engineering, in silico gene
design allows to modify existing wild biological systems through the rational
election of promoters, terminators, enhancing sequences and signal peptides, in
addition to modifications such as the codon usage optimization. For the
mobilization of these genetic constructions it is often used the agrotransformation
process that generates hairy roots through the co-culture of plant explants with
Agrobacterium rhizogenes strains. So far, there are few agrotransformation studies
of regarding Stevia rebaudiana, and none of them, have evaluated the
heterologous expression of modified genes and their effect on the SG production.
Thus, in this work it was modified a sequence coding for the enzyme 1-Deoxy-d-
Xylulose-5-Phosphate Synthase (DXS) to optimize its codon usage and introduce
the K281N mutation, not in the active site, that have been reported enhances
catalytic activity in Vitis vinifera. This enzyme catalyzes the first step in the
biosynthesis of SG in plastids. The mobilization of this sequence to the genome of
S. rebaudiana was performed by agrotransformation and allowed to establish five
different types of root cultures, whose transformation was confirmed by PCR and
reporter gene GUSPIus expression. After comparing the production and
productivity of SG, it was found that transformed lines M5R4 and M1sDXS
accumulated the largest amount of stevioside (108.63 + 13.03 and 93.07 £ 11.16
mg/gFW respectively), while for rebaudioside A lines M5R4 and M7sDXS had the
largest production (549.71 + 716.53 and 60.46 + 78.81 mg/gFW respectively). The
results indicate that over-expression of srDXS had positive effects on the
production and productivity of SG, in comparison to non-transformed roots. On the
other hand, the statistical similarity (Tuckey p<0.05) of these parameters with those
from M5R4 line suggest that production may be also affected by the event of
transformation and the T-DNA position in the genome of S. rebaudiana



1. ANTECEDENTES

1.1 El modelo vegetal: Stevia rebaudiana

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta originaria de Paraguay (Fig. 1) que ha
sido utilizada y estudiada extensivamente por su capacidad de producir
metabolitos secundarios, llamados glucésidos de esteviol (GE), que son

compuestos ampliamente conocidos por ser potentes edulcorantes (Jarma 2008).

Figura 1. Stevia rebaudiana

Actualmente, en México el Instituto Nacional de Investigaciones, Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) trabajando conjuntamente con la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, pesca y Alimentacién (SAGARPA) han
realizado investigaciones y financiamiento para la transferencia de tecnologia en el
sur-sureste, con el objetivo de potenciar la produccion de Stevia rebaudiana y dar
una oportunidad al campo asi como a los agricultores de forma econdmica
(Sagarpa 2016).

En el 2011 se implementé el cultivo en Quintana Roo, posteriormente en el 2017
se estimd que existe 250 mil hectareas cultivadas de Stevia rebaudiana, en los
estados de Quintana Roo, Veracruz, Oaxaca, Yucatan, Chiapas, Campeche,
Puebla, Michoacan y Jalisco (Fig. 2). Con respecto a la produccion por cada
hectarea se obtiene de 4 a 8 toneladas por afo, donde interviene y depende

mucho el clima y manejo de cultivo. Sin embargo, por cultivo tradicional de



acuerdo a estudios la produccién de glucésidos de esteviol es variable en la
planta, debido a que durante la floracion estos compuestos disminuyen hasta un
50%, de ahi la busqueda de alternativas como el uso de enfoques biotecnoldgicos,
por mencionar el cultivo de tejidos para la propagacion intensiva de genotipos, la
comprension del mecanismo y la via de la biosintesis de los glucésidos de esteviol
mediante la regulacion positiva de los genes, por ende mejorar el rendimiento y

obtencion de estos metabolitos secundarios (Yadav et al., 2011).

Figura. 2 Cultivo de Stevia rebaudiana en México. Los estados que resaltan son actualmente
productores de esta planta que tiene gran importancia a nivel mundial (SAGARPA 2016).

1.2 Sintesis de GE en Stevia rebaudiana

1.2.1 Precursores isoprenoides

Los isoprenoides son compuestos que proceden de la polimerizacion del isopreno,
un hidrocarburo formado por 5 &tomos de carbono, que da origen a los
compuestos conocidos como terpenos. En las plantas la biosintesis de los
isoprenoides se deriva principalmente de dos moléculas, el isopentenil difosfato
(IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP) que participan en el metabolismo primario,
secundario y estan involucrados en procesos celulares importantes como la

fotosintesis (clorofilas y carotenoides), la respiracion (ubiquinonas), la arquitectura



de las membranas (esteroles), la regulacion del crecimiento y desarrollo de las
plantas (brasinosteroides, citoquininas, giberelinas, acido abscisico) (Vranova et
al., 2012). EI IPP Y DMAPP se sintetizan por dos rutas metabdlicas
independientes, la ruta del mevalonato o mevalénica (MVA) que se lleva a cabo en
el citoplasma y la via plastidica del 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) que esta
presente en la mayoria de las eubacterias y en organismos fotosintéticos como
algas y plantas superiores (Cordoba et al., 2009). Los isoprenoides han sido
clasificados de acuerdo al numero de unidades basicas que los constituyen, como
se muestra en la Tabla 1 (Wallach, 1987) y tienen una amplia gama de
aplicaciones en los sectores de salud, nutricion e industria, de ahi la necesidad de

obtener y mejorar la produccion de metabolitos secundarios o productos naturales.

Tabla 1. Clasificacidén de isoprenoides

Nombre Numero de unidades basicas
Hemiterpenos 1 unidad de isopreno (5 C)
Monoterpenos 2 unidades (10 C)

Sesquiterpenos 3 unidades (15 C)
Diterpenos 4 unidades (20 C)
Triterpenos 6 unidades (30 C)
Tetraterpenos 8 unidades (40 C)
Politerpenos mas de 10 unidades isoprenoides

1.2.2 La via mevalonica

La via del mevalonato es una via metabdlica esencial presente en arqueas,
algunas bacterias y eucariotas, inicia a partir de la condensacion de dos moléculas
de acetil-coenzima A (CoA) por la accion de tres enzimas que producen el acido
mevaldnico, siendo el primer intermediario comprometido de la via (Fig. 3).
Seguidamente, a través de la accion de las enzimas mevalonato quinasa
(MVK),fosfo-mevalonato quinasa (PMK) y mevalonato-5-pirofosfato descarboxilasa
(PMD), el acido mevaldnico es convertido a isopentenil difosfato y finalmente, la
enzima isopentenil difosfato isomerasa (IDI) utiliza este compuesto como sustrato

para producir dimetil-alil difosfato (Goldstein y Brown, 1990; Hemmerlin, Harwood,



y Bach 2012). La via del mevalonato es la responsable de la produccion de
sesquiterpenos (C15) y triterpenos (C30), como los esteroles (Gershenzon y
Croteau, 1993).

Figura 3. Via Mevalonica: Inicia con acetil-CoA, donde intervienen las siguientes enzimas en cada
reaccion: acetil-coenzima A tiolasa AACO0AS, 3-hidroxi-3-metilglutarii CoA sintasa HMGS, 3-
hydroxy 3 methilglutaril-CoA reductasa HMGCoAR, mevalonato cinasa MEVK, fosfo mevalonato
cinasa PMK, difosfo-mevalonato descarboxilasa MPDC generando isopentenil difosfato y dimetilalil

difosfato, para la sintesis de isoprenoides (Hemmerlin, Harwood, y Bach 2012).

1.2.3 Lavia MEP

Los genes de la via MEP inicialmente fueron identificados en E. coli y
consecutivamente sus ortdlogos en A. thaliana (Rodriguez-Concepcion y Boronat,
2002). Esta via comprende 7 pasos biosintético, en el primer paso de la via MEP
el piruvato y el gliceraldehido 3-fosfato (GA3-P) se condensan a través de la

accion de la enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS), produciendo 1-



desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP). En el segundo paso biosintético, el DXP es
convertido a 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), por la accién de la enzima 1-
desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reducto isomerasa (DXR), a través de la accion de
otras cinco enzimas (Fig. 4) el MEP es convertido a IPP y DMAPP para la sintesis
de isoprenoides plastidicos. Esta via es la responsable de la produccién del
isopreno, monoterpenos, diterpenos (C20) como las giberelinas y tetraterpenos
(C40) como los carotenoides (Fig. 5) (Rodriguez-Concepcién y Boronat, 2002;

Vranova et al., 2013).

Figura 4. Via MEP: Las enzimas que intervienen en cada reaccion; DXS (1-desoxixilulosa-5-fosfato
sintasa), DXR (1-deoxi-D-xilulosa 5 fosfato reductoisomerasa), CMS (4-difosfocitidil-2-C-metil-D-
eritritol  sintasa), CMK (4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritrol cinasa), MCS (Metil eritritol-2,4-
ciclodifosfato sintasa), HDS (1-hidroxi-2-metil-2(E)-butenil 4 difosfato sintasa),HDR(1-hidroxi-2-
metil-2(E)-butenil 4 difosfato reductasa),IDI(Isopentenil difosfato isomerasa) (Rodriguez-

Concepcién y Boronat, 2002).



Figura 5. Representacion de la biosintesis de isoprenoides en los dos compartimentos

subcelulares (Vranova et al., 2013).



1.2.4 La 1- desoxixilulosa-5-fosfato sintasa primera enzima de la via MEP

Diversos estudios sugieren que DXS es una enzima crucial de la velocidad en la
biosintesis de isoprenoides, debido al impacto de esta enzima se ha estudiado en
bacterias y plantas, principalmente. Sin embargo, el grado de control ejercido por
cada enzima depende del organismo y las condiciones de crecimiento (Cordoba et
al., 2009).

La comision de enzimas de la Unidn Internacional de Bioquimica (IUB) clasifica a
1- desoxixilulosa-5-fosfato sintasa (DXS) con el prefijo EC: 2.2.1.7 donde el primer
numero corresponde a la clase de enzima, el segundo a la subclase, tercero sub-
sub clase y cuarto el nUmero de serie, por lo que se trata de una enzima de tipo
transferasa que transfiere un grupo aldehido. La enzima requiere como cofactor al
difosfato de tiamina para llevar acabo la actividad enzimatica asi como también de
Mn o Mg, un pH de 7 a 9, una temperatura de 32°C a 45°C y cataliza los dos

primeros sustratos de la via MEP como se muestra en la Figura 4.

En el contexto de la ingenieria y modificaciones realizadas a DXS, por mencionar
algunos trabajos, en Arabidopsis thaliana se ha mostrado que la sobreexpresion
de DXS o la disminucién de su actividad se acomparia de cambios correlativos en
los niveles de productos terpenoides derivados de la ruta MEP como clorofilas y
carotenoides (Estévez et al., 2001). Asi mismo, en fruto de tomate transgénico, la
sobreexpresion de una enzima DXS bacteriana genero incrementos significativos

en la produccion de carotenoides (Enfissi et al., 2005).

Quevedo et al., 2010, realizaron la sobreexpresién de DXS en Morinda citrifolia,
dichas plantas aumentaron los niveles de transcritos (ARNm) y la actividad de

DXS en comparacién con la linea celular de control.

Particularmente en la modificacion de la secuencia, en 2011 Battilana y
colaboradores, efectuaron una sustitucién aminoacidica de lisina por asparagina
en la posicion 284 (K284N) para la DXS de Vitis vinifera. Esta sustitucion influyé
en la cinética de la enzima aumentando la eficiencia catalitica e incrementando los

niveles de monoterpenos debido a la expresion heterdloga. Cabe resaltar que



actualmente existen secuencias reportadas del gen DXS, sus mRNASs y proteinas
asociadas en diferentes organismos, por ejemplo; Arabidopsis thaliana, Vitis

vinifera, Nicotiana tabacum, Zea mays y Stevia rebaudiana.

Aungue la informacion con respecto a la regulacién de la ruta MEP en Stevia es
escasa puede pensarse con cierta seguridad que DXS juegue un papel
predominante en la regulacion también en este organismo. Asi, tomando como
referencia los pasados datos puede fundamentarse el importante papel que tiene
DXS en el control de flujo metabdlico de los terpenoides y el potencial que tiene la

ingenieria dirigida a esta enzima en particular para mejorar rendimientos.
1.3 La biosintesis de los GE

La sintesis de los GE en Stevia rebaudiana ocupa los precursores isoprenoides
generados por la via del MEP (Fig. 4) (Totté et al., 2000). Una vez que se
generaron el IPP y DMAPP, la ruta continda hasta la formacion del kaureno, que
es el precursor para la formacion del esteviol en el reticulo endoplasmico (Brandle,
1998), posteriormente en el aparato de golgi las cadenas laterales de glucosa
(ADP glucosa) se agregan al grupo hidroxilo del C13 y al grupo carboxilo del C19
del nacleo de esteviol por accién de dos enzimas glucosil transferasas (GTasa | y
lIB). La GTasa |, cataliza la transferencia de la glucosa a esteviol y
esteviolmondsido, mientras que la enzima GTasa |IB muestra una alta
especificidad en la transferencia de las unidades de glucosa al esteviol para
formar los principales edulcorantes; estevidsido, rebaudiésido A, rebaudiosido C y
dulcésido A, los cuales son transportados finalmente a las vacuolas para ser
almacenados (Orozco et al., 2010). En el caso particular de Stevia rebaudiana
estos glucosidos se acumulan hasta 13.8% en hojas secas y de esta proporcion se
dividen el esteviésido (Est) con un 9.1% vy rebaudidésido A (Reb A) con 3.8%
seguido del rebaudiésido C (0.6%) y dulcosido A (0.3%) (Goyal et al., 2010).

10



1.3.1 Laregulacién de laruta de la biosintesis

La informacién disponible sobre la regulacion de la biosintesis de GE en Stevia
rebaudiana es escasa, no obstante la regulacion de terpenoides ha sido estudiada,
principalmente por analisis de niveles de expresion, en otros sistemas vegetales
como en Lavanda (Lavandula latifolia) (Mufioz et al., 2006) y Arabidopsis thaliana
(Estévez et al.,, 2001; Wright et al., 2014). Estos estudios han encontrado que
existen pasos limitantes de transformacion, principalmente en la formacion de los
precursores de isoprenoides producidos por la via MEP (Estévez et al., 2001,
Wright et al., 2014). Han sido reportados con mayor impacto en la regulacion de la
produccion de GE y se ubican en las reacciones catalizadas por las enzimas DXS,
DXR, MCS y HDR (Estévez et al., 2001; Mufoz et al., 2006; Kumar et al., 2011).
Aunado a esto, se ha observado que en muchas plantas, incluida Stevia
rebaudiana, los precursores de isoprenoides son un factor limitante para la sintesis

de terpenoides y que son provenientes de la via MEP (Mahmoud y Croteau, 2002).

En Arabidopsis thaliana, utilizando analisis de control metabdlico (MCA) se
determiné que el coeficiente de control metabdlico para la enzima DXS es de 0.82
(Wright et al., 2014), y de acuerdo con el teorema de adicion de los flujos del MCA
indica claramente que es la enzima que mayor influencia tiene sobre la regulacion

del flujo metabdlico en la ruta MEP.
1.4 Propiedades bhioldgicas y comerciales de los GE

Stevia rebaudiana se ha convertido en una planta muy valiosa por producir
glucosidos de esteviol que son ampliamente utilizados en medicamentos, bebidas
y diversos productos. Estos compuestos han sido de gran interés por sus
aplicaciones multiples y propiedades bioldgicas, dentro de los cuales los mas
importantes comercialmente son el esteviosido que es 110-270 veces mas dulce
gue la sacarosa y rebaudiosido A de 150-320 veces mas dulce (Jarma 2008). Se
ha demostrado que los GE no tienen efectos secundarios al consumirlo, ademas

son antimicrobianos y no toxicos.
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1.4.1 Los GE como edulcorantes

Los glucésidos de esteviol son edulcorantes naturales y con propiedades
funcionales superiores a muchos otros edulcorantes artificiales, ademas que son
absorbidos en el tracto gastrointestinal, por o que son hidrolizados y no aportan
calorias, ademas previene la caries dental (Yong-Heng et al., 2014) siendo una
alternativa en la dieta diaria para disminuir la obesidad e hipertension,
considerando que son los principales trastornos por consumo de edulcorantes

artificiales o sacarosa.

En el 2011 la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) autorizé a los
glucésidos de esteviol como edulcorantes comerciales y se consideran no
cancerigenos o asociados con cualquier toxicidad reproductiva y desarrollo, por lo
gue se han realizado pruebas de toxicidad (in vitro e in vivo estudios en animales y
algunos estudios de tolerancia humanos). Asi mismo el Comité Conjunto de
Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) establecié una ingesta diaria aceptada
(ADI) para los glucésidos de esteviol (expresado como equivalentes de esteviol)
de 4 mg / kg de peso corporal / dia (JECFA 2008).

Asi mismo, existen estudios sobre la aplicaciéon de los GE como edulcorantes, por
mencionar Ruiz et al., (2015) elaboraron pan de trigo endulzados con 50% de
extracto acuoso de Stevia rebaudiana realizando una comparacion con pan de
trigo tradicional, teniendo como resultado un pan méas blando, crecimiento
microbiano menor durante su estudio de vida util. Con respecto a lo nutricional el
contenido de carbohidratos es menor y el contenido de fibra dietética mayor. Por lo
gue el pan es adecuado como alimento funcional en la nutricibn humana y se

demuestra que los GE son estables y beneficiosos.
1.4.2 Glucdsidos de esteviol antidiabético

Por otro lado, México ha trascendido de ser un pais de enfermedades infecciosas,
desnutricién a un pais con problemas de obesidad y diabetes, esto derivado a una
mala nutricion y a la inactividad fisica entre otros. Se ha documentado que desde

el afio 1980 al 2000 se incrementé la mortalidad por diabetes mellitus tipo 2,
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actualmente la diabetes mellitus tipo 2 es la tercera causa de mortalidad en
México segun lo indica el INEGI en el 2016, y una de las primeras razones por las
gue muere la poblaciéon adulta mayor (Mendoza, 2003), se trata de un desorden
metabdlico crénico resultado de un defecto en la secrecién de insulina. Los GE en
particular el esteviésido son una alternativa de los edulcorantes cal6ricos para las
personas con esta enfermedad ya que estos compuestos reducen el exceso de
glucosa en la sangre (Anton et al., 2010) potenciando la secrecion de insulina y
regulando positivamente la actividad de genes del metabolismo de los &cidos
grasos (Lailerd et al., 2004) lo que hace del estevidsido un compuesto potente

antidiabético.
1.5 La biotecnologia vegetal y sus aplicaciones

La biotecnologia vegetal se define como la aplicacion de herramientas de cultivo in
vitro, metabdlicas y genéticas para el mejoramiento de plantas o para producir
nuevos productos (Calva et al., 2005). Es una de las areas con mayor potencial en
el desarrollo productivo, en especial en la busqueda de optimizar los rendimientos
a partir de las denominadas “producciones sustentables”, minimizando la

degradacion del ambiente y protegiendo los recursos naturales.

La biotecnologia vegetal moderna se apoya basicamente en la puesta en practica
de la ingenieria genética, que consiste en introducir informacion genética nueva en
un organismo para dotarlo de capacidades que no poseia para su posterior
reproduccién, obteniendo individuos modificados y asignados para ese uso 0O

funcioén.

1.5.1 Cultivo de células y tejidos vegetales

El cultivo de células y tejidos vegetales comprende un grupo heterogéneo de
técnicas para crecer células, tejidos u érganos vegetales in vitro, bajo condiciones
asépticas, libres de microorganismos en un medio de composicion quimica

definida e incubados en condiciones ambientales controladas (Calva et al., 2005).

De entre los cultivos de 6rganos vegetales existen dos tipos que comunmente son

cultivados para la produccion de metabolitos secundarios: raices y brotes; éstos se
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caracterizan por tener un modelo metabdlico muy similar al de los 6rganos en la
planta y pueden o no estar transformados genéticamente. Con respecto a las
células no trasformadas el tejido se obtiene a partir de un explante utilizando una
combinacion apropiada de reguladores de crecimiento mientras que los érganos
transformados se obtienen utilizando Agrobacterium rhizogenes en el caso de

raices, o Agrobacterium tumefaciens en el caso de brotes ( Satdive et al., 2007).

Las raices transformadas, son utilizadas para estudiar el metabolismo secundario
en plantas para la produccién de compuestos biolégicamente activos. Tienen un
crecimiento acelerado comparado con el de raices no transformadas, son

genéticamente homogéneas y morfolégicamente estables (Twyman et al., 2004).

1.5.2 Transformacion genética de plantas

La transformacion genética en plantas ha tenido un gran impacto no solo en la
biologia molecular sino como estrategia para el mejoramiento genético de los
cultivos ex vitro e in vitro. Algunos estudios describen la transferencia estable y la
expresion de genes foraneos en plantas de interés medicinal que producen

compuestos de actividad farmacolégica (Zhu et al., 2009).

Entre los métodos mas usados para introducir fragmentos de ADN dentro de una
célula vegetal, estan la biobalistica y el uso de Agrobacterium tumefaciens o
Agrobacterium rhizogenes. Primeramente la biobalistica consiste en bombardear a
las células que se desean transformar con particulas de metal (oro) cubiertas con
las moléculas de los genes que se desea introducir a la célula, el bombardeo se
realiza a altas velocidades y presion, utilizando aire o helio comprimido (Sanford,
2000). Los tejidos a transformar pueden ser fragmentos de hojas, tallos, raiz,
meristemos o callos. Debido a la fuerza y presion que se ejerce en esta técnica
muchas de las células mueren por el impacto mecéanico, salvo que las particulas
metalicas que contiene el material genético penetran hasta el nucleo de la célula
sin dafarlas, estas tienen la posibilidad de que el ADN exdgeno se incorpore al

material genético de la célula vegetal y sea transformada. Cabe mencionar que la
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insercion del fragmento de ADN exogeno puede darse en cualquier region del

ADN (al azar), ya que la técnica no tiene control sobre el sitio de insercion.

El segundo método empleado es mediante Agrobacterium tumefaciens o
Agrobacterium rhizogenes (Broothaerts et al., 2012), por resaltar Agrobacterium
rhizogenes es una bacteria gram-negativa que se encuentra de manera natural en
el suelo e induce raices pilosas en plantas por lo general dicotiledoneas, esta
bacteria introduce un fragmento de ADN, conocido como ADN de transferencia (T-
ADN) foraneo en la célula vegetal que se incorpora al ADN gendémico de la planta
(Fig. 6). Naturalmente el T-ADN contiene genes caracteristicos (rolA, rolB y rolC)
los cuales causan el desarrollo de las raices pilosas durante la infeccion,
induciendo genes involucrados en la proliferacion celular (Gelvin, 2009). Se ha
aplicado la capacidad de transferencia del fragmento de ADN de la bacteria a la
planta mediante la sustitucion de los genes que se localizan en el fragmento de T-
ADN por genes de interés, como por ejemplo la introduccion de un gen con
capacidad de resistencia a herbicidas (Senior et al., 2002).

Figura 6. Proceso de agrotransformacion. Inicia con la liberacion de compuestos fenolicos por la
herida (acetosiringona), se activan los genes vir, prosigue con la transferencia e integracion del T-

DNA, expresion del T-DNA y desarrollo de tejidos transformados.
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El cultivo de raices trasformadas por A. rhizogenes presenta muchas ventajas en
comparacion con el cultivo de células y de raices sin transformar. Algunas de estas
ventajas son: mayor estabilidad genética; en muchos casos un crecimiento
acelerado y una mayor productividad de metabolitos secundarios (Nobukazu
1997). Las raices pilosas o transformadas se han utilizado para diversos
propositos desde la produccion de proteina recombinante (Ono y Tian, 2011)

hasta la ingenieria metabdlica.

Existen diferentes factores que intervienen en la transformacién de plantas
mediada por Agrobacterium determinando el éxito o fracaso en la transferencia del
gen de interés y su posterior integracion y expresion. Estos factores varian de
acuerdo a la especie vegetal pero se deben tener en cuenta los siguientes
aspectos: edad de la planta, tipo de tejido a transformar, cepa de Agrobacterium
seleccionada para transformar, tiempo y condiciones de inoculacion del tejido con
Agrobacterium, densidad y periodo de precultivo de la bacteria y presencia de

necrosis en el tejido de la planta causada por Agrobacterium (Ko et al., 2003).

Posterior al tipo de transformacién que se opte de las técnicas anteriormente
descritas, se puede elegir por la regeneracion de una planta completa a partir de
las células transformadas o bien al establecimiento de cultivos de tejidos
transformados, en donde las células son manipuladas para que durante su division
formen diferentes tejidos y oOrganos, esto requiere combinar, en un medio de
cultivo sintético, diferentes fitoreguladores como por ejemplo auxinas vy
citoquininas, dando como resultado la division, diferenciacion y organizacion de las

células en un 6rgano, como raiz, hoja o brote (Henry et al., 1994).
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2. Justificacion

La demanda de productos naturales con interés farmacéutico y alimentario, como
los GE obtenidos de S. rebaudiana, se ha incrementado en los ultimos afos. Esto
hace que el estudio de los metabolitos presentes en las plantas sea un enorme
reto y que plantee la necesidad de utilizar diversas tecnologias para su
identificacidn, caracterizacion y mayor produccion. Por tal motivo en este trabajo
se pretende, mediante la implementacion de la ingenieria metabdlica y técnicas de
biotecnologia vegetal, estudiar el efecto de la expresion heteréloga de una DXS
modificada en raices transformadas de Stevia rebaudiana sobre la produccién de
GE.

3. Hipotesis
La sobreexpresion de DXS modificada en raices transformadas de Stevia

rebaudiana aumentara la produccién de glucoésidos de esteviol comparada a las

raices no transformadas.
4. Objetivos
4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la sobreexpresion de DXS modificada en raices

transformadas de Stevia rebaudiana sobre la produccién de glucésidos de

esteviol.

4.2 Objetivos especificos

Disefiar la secuencia modificada de DXS (srsDXS)
Construir el vector binario pPCAMsrDXS

Implementar el método de agrotransformacion en Stevia rebaudiana

0w NP

Confirmar la transformacion de los cultivos de raices Stevia rebaudiana
mediante PCR y expresion del gen reportero GUSPIlus

5. Comparar la produccion y productividad de GE de los cultivos de raices
transformadas por cromatografia de capa fina y andlisis de intensidad de

bandas.

17



5. Estrategia experimental

Disefio in silico de la
secuencia DXS
modificada

Construcciéon del vector
binario pCAMsrDXS y su
introduccién en E. coli y A.
rhizogenes

Induccién de raices
transformadas mediante
Agrotransformacion

Establecimiento de cultivos

de raices transformadas y

no transformadas

18

Generacion de cepario
bacteriano de A.
rhizogenes 'y E. coli

Obtencién de plantulas
de S. rebaudiana in
vitro

Confirmacion de la
transformacion de los
cultivos de raices por
PCR y expresion de
GUSPIlus

Determinacion de la
produccion de GE en
los cultivos de raices
por TLC



6. Materiales y métodos

6.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado fueron plantulas de S. rebaudiana crecidas in vitro de
dos meses de edad generadas en el laboratorio de cultivos vegetales (Montes et
al., 2016) de la Universidad del Papaloapan, fueron utilizadas completas y como

explantes.
6.1.2 Medio de cultivo para células vegetales
Medio de cultivo en medio MS (1000 ml)

El medio de cultivo que se utilizé para el mantenimiento del material vegetal fue el

medio MS con la siguiente formulacién (Tabla 2) (Murashige y Skoog 1962).

Tabla 2. Medio de cultivo MS
Sales MS 2.2g/L
Sacarosa 20 g/L

Fitagel 2.29g/L
Vitaminas 10 mi/L
pH 5.8

En un matraz Erlenmeyer de acuerdo a la cantidad necesaria, se mezclaron todos
los compuestos de la solucion antes mencionados y estuvo en continua agitacion
para ajustar el pH a un valor de 5.8, posteriormente se agregé el fitagel como
agente gelificante, seguidamente se calenté la solucién hasta la fusion del fitagel y
se colocé en frascos tipo gerber, finalmente se procedié a esterilizar en autoclave
durante 15 minutos a 1 atmdésfera de presiéon y 121 °C (Borgues et al., 2009). Una
vez el medio esterilizado, los cultivos se realizaron e incubaron a, 25 = 2 °C, con
un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad. La linea vegetal fue subcultivada cada
15 dias.
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6.1.3 Stock de Vitaminas 100X

La solucion de vitaminas se prepar6 de manera independiente con un factor de

concentracion 100X de acuerdo a la siguiente formulacion (Tabla 3).

Tabla 3. Stock de vitaminas 100X
Glicina 20mg
Acido nicotinico 5 mg
Piridoxina-Hcl 5mg
Tiamina 1mg
Mionisitol 1000 mg (1 g)

Los compuestos se disolvieron en 70 ml de H20 estéril, mas 30 ml de etanol al

96% Yy se refrigero a 4°C en alicuotas hasta el momento de su uso.

6.2 Material bacteriano

Se utilizaron las cepas LBA9402, AR4 y K599 de Agrobacterium rhizogenes y la
cepa de E. coli DH5a proporcionada amablemente por el Dr. Graciano Calva
Calva, del CINVESTAV-IPN unidad Zacatenco.

6.2.1 Medio de cultivo para Agrobacterium rhizogenes y E. coli

Para reactivar las cepas y verificar su pureza de A. rhizogenes y E. coli DH5a se

cultivd en medio liquido Luria Bertani (Tabla 4).

Tabla 4. Medio de cultivo LB

Triptona 10 g/L
Extracto de levadura 5g/L
Nacl 10 g/L
Agar 15g/L

pH 7

Previo a la inoculacion, la cepa mantenida en conservacion a 4°C se puso a crecer

en cajas petri con el medio de crecimiento antes mencionado. Posteriormente se
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inocul6 y se dej6 crecer por 48 h a 28°C y 120 rpm. El mismo procedimiento es
seguido para E. coli, sin embargo, las condiciones fueron dejar crecer por 24 h

para que esté en su fase exponencial, a 37°C y a 180 rpm.
6.3 Obtencion células electrocompetentes

Para la transformacién de células de E. coli y A. rhizogenes con el plasmido
pCAMsIDXS es necesario que la bacteria se encuentre en estado de competencia
es decir que presente alteraciones en su pared y membrana celular para que

permita la entrada de &cidos nucleicos en la célula.

Para ello, se cultivd por 24 h en un tubo de 5 ml con LB a 28°C a 120 r.p.m en el
caso de Agrobacterium y 37°C 180 r.p.m en E. coli, posteriormente se inoculd con
un centésimo (50 pl) en un matraz de 25 ml con LB, se monitore6 la densidad
Optica con respecto a A. rhizogenes hasta 0.3-0.4 nm y E. coli 0.5 nm, una vez
alcanzada la densidad deseada se enfrid el matraz en hielo por 30 minutos. Se
continud centrifugando en tubos falcon de 15 ml a 5000 r.p.m. y se desechd el
sobrenadante, se resuspendio en el volumen inicial (10 ml) con agua estéril fria'y
centrifugo el cultivo a 5000 r.p.m por 10 minutos y se desecho el sobrenadante, se
resuspendié en la mitad del volumen inicial con agua estéril y se procedié a
centrifugar a 5000 r.p.m. y desecho el sobrenadante, se resuspendié con 1/10 (1
ml) del volumen inicial con glicerol al 10% frio, volvio a centrifugarse a 5000 r.p.m.
y desechO el sobrenadante, nuevamente se resuspendié 1/100 (300 pl) del
volumen inicial con glicerol 10% frio, se alicuoto con 50 ul en tubos eppendorf

estériles se congel6 con nitrégeno liquido y se mantuvo a -80°C.
6.4 Disefo in silico y sintesis DXS modificada

Como parte de la caracterizacion de la secuencia de ARNm silvestre de la enzima
1-desoxixilulosa-5-fosfato sintasa (DXS) de Stevia rebaudiana (nUmero de acceso
en NCBI FJ214107.1) se realizd un analisis general tomando en cuenta los
siguientes rubros: indice de adaptacion coddnico (CAI), numero efectivo de
codones (Nc) y % de GC mediante el software Visual Gene Developer (VGD) 1.3

(http://www.visualgenedeveloper.net/Download.html) asi como la localizacién del
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péptido de transito plastidico con la ayuda de la herramienta bioinformatica PrediSi
(http://www.predisi.de/index.html). Después de estos analisis se procedio a realizar
la optimizacion de codones mediante el software VGD utilizando la tabla de uso
codonico del cloroplasto de S. rebaudiana obtenida de la base de datos Kazusa
(http://www.kazusa.or.jp/codon/), puesto que la mayoria de especies tienen
diferentes codones preferidos para la traduccion de proteinas, el principio es que
los codones desfavorables puedan ser reemplazados con codones favorables

mientras se mantiene la misma secuencia aminoacidico.

Una vez realizada la optimizacion codonica se realizé un alineamiento multiple de
secuencia de nucleétidos y proteinas con respecto a la secuencia silvestre de S.
rebaudiana para conocer el porcentaje de identidad en ambos casos y puntualizar

la modificacién correspondiente.

La modificacion puntual se introdujo sobre la secuencia previamente optimizada
sustituyendo el triplete AAG por AAC en la posicion nucleotidica 905 para lograr el
cambio aminoacidico K281N basado en una sustitucion reportada en DXS de Vitis
vinifera involucrada en el aumento de la actividad enzimética (Battilana et al.,
2011).

Una vez definida la secuencia optimizada y modificada de DXS a la cual se le
nombré srDXS, se disefid el cassette de expresion para la movilizacién del T-ADN
en el vector pCAMsrDXS al genoma de S. rebaudiana (Fig.7). Este cassette
incluye al promotor fuerte y constitutivo CaMV35S (presente en el vector
pCAMsrDXS), la sefial de transito a cloroplasto (CTP), la secuencia srsDXS y
finalmente la secuencia TNOS y T35S, terminadores de A. tumefaciens (presentes

en el plasmido binario).

Figura. 7 Cassette de expresién disefiado para srsDXS a) promotor CaMV35S b) sefial de
transito a cloroplasto posicion 36 de la secuencia c) secuencia optimizada y modificada srsDXS d)
secuencia terminadora.

22



El vector binario base para la construccion fue el pCAMBIA 1105.1 (Fig. 8 y 9) que
contiene el gen de resistencia a higromicina (aph) para la seleccion de plantas y el
gen reportero GUSPIus como reportero para investigar la transferencia de genes.
P35S y Pe35S, promotor y potenciador mas promotor de CaMV35S,
respectivamente; TNOS y T35S, terminadores de A. tumefaciens gen de la
nopalina sintasa y CaMV35S, respectivamente; cat, catalasa intron; LB la

izquierda y RB la secuencia de borde derecho del T-ADN.

Figura 8. Disposicidn de las secuencias en el T-ADN del vector pC1105.1

Figura 9. Diagrama del vector pCAMBIA 1105.1

23



El siguiente paso fue la sintesis y clonacién de srDXS en el plasmido binario
pCAMBIA 1105.1 mediante el proveedor GenScript teniendo como resultado

pCAMsrDXS, por otra parte se cloné en el plasmido pUC57.
6.5 Electroporaciéon de E. coli y A. rhizogenes

La transformacion permite introducir plasmido en bacterias ya que las células
competentes captan ADN libres presentes en el medio, la técnica mas utilizada es
la electroporacion que consiste en la aplicacion de un pulso eléctrico muy breve e

intenso que permite la permeabilidad de la membrana plasmatica celular.

Para llevar a cabo la electro transformacién en E. coli con pCAMsrDXS con el fin
de obtener copias del mismo plasmido y verificar su autenticidad asi como también
en A. rhizogenes con el objetivo de insertar el plasmido pCAMsrDXS vy
posteriormente infectar a plantulas de S. rebaudiana, en un tubo con 50 pl de
células se afiadio de 1 a 5 pl (1 yl) de ADN (pCAMsrDXS) se mezclo bien y se
dejé reposar en hielo por 1 minuto. Se transfiri6 la mezcla de células y ADN
(PCAMsrDXS) a una celda de electroporacion fria de 0.2 cm y electroporé segun
las condiciones establecidas en el equipo para E. coli 1.80 Kv 5 ms y A.
rhizogenes 2.20 Kv 5 ms, se removio la celda del electroporador y se afiadio de
inmediato 1 ml de LB sin antibiético a la celda, se resuspendieron las células y
transfirio la suspension a un tubo de 1.5 ml. Se procedi6 a incubar para
Agrobacterium por 3 h a 30°C a 250 r.p.m y E. coli a 37°C por una hora a 225
r.p.m posteriormente se plaqued las células en cajas petri con medio LB con
estreptomicina a 100 pg/ml e incubd por 24 h a 37°C en el caso de E. coliy 48 h

28°C para Agrobacterium rhizogenes.
6.6 Extraccion de ADN plasmidico

Con el fin de verificar si se llevé acabo bien la transformacion con el plasmido en
las bacterias, se procedid con la extraccion mediante el protocolo descrito por
Sambrook 2001.

La bacteria conteniendo el plasmido se inocul6 en 5 ml de medio LB e incubo a
28°C 120 r.p.m. por 48 h para A. rhizogenes y a 37°C 180 r.p.m por 24 h con
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respecto a E. coli, transcurriendo este lapso de tiempo se centrifugé a 13 000
r.p.m durante 2 minutos formando un pellet de bacterias, se descarto el
sobrenadante y se resuspendié cada pellet en 100 ul de la solucién | (Tabla 5) y se
transfirio a un tubo de 2 ml estéril, posteriormente se aplicdé vortex por 30
segundos e incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se
afiadio 200 ul de la solucién Il a cada tubo, se tapd y mezclo bien por inversion e
incub6 en hielo por 5 minutos. Nuevamente se afiadié 150 pl de la solucion |l
(fria), se tapd el tubo, se mezcld por inversion dando vortex por 30 segundos e
incubd en hielo por 5 minutos. Enseguida se efectu6 vortex por 30 segundos y
centrifugd por 5 minutos a 13,000 r.p.m. Se transfiri6 el sobrenadante a un
eppendorf estéril. Aiadiendo 500 pl de etanol 100% y se mezclo invirtiendo el
eppendorf, se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Se centrifug6 por 5
minutos a 13,000 rpm y descartdé el sobrenadante cuidadosamente. Se lavo el
sedimento afiadiendo 1 ml de alcohol al 70% (etanol) y se mezclé invirtiendo
varias veces, se centrifugd por 3 minutos a 13,000 rpm y se descarto el
sobrenadante cuidadosamente. Se dejé secar el etanol para que no quedara
restos en las paredes del tubo (5-10) min. Se resuspendid el sedimento en 50 pl

de agua desionizada estéril.

La cuantificacion de ADN se realizd en un espectrofotometro nanodrop ND2000
thermo scientific, mediante la determinacion de los valores de absorbancia a 260
nm para nucleétidos y 280 nm para proteinas, la relacion de absorbancia 260/280
fue tomada como parametro de pureza considerando un valor minimo de calidad
de 1.8. Los valores se calcularon usando la relacion de 1 unidad de densidad
Optica equivalente a 50 ug/ml de ADN en la muestra. Este fue el procedimiento
seguido rutinariamente para la determinacion de ADN gendémico y plasmidico y por

ultimo se procedié a almacenar a -20°C.

Tabla 5. Solucién | Glucosa/Tris/EDTA (GTE)

Glucosa 50 Mm
Tris Base 25 Mm
EDTA 10 mM

Nota: La solucion | debe permanecer en hielo
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Tabla 6. Solucién Il NaOH/SDS
NaOH 0.2 N

SDS 1% (Wiv)

Tabla 7. Solucion Il Acetato de potasio 5M

Acido acético glacial 29.5 ml
KOH En grano hasta pH de 4.8
Agua destilada estéril Hasta 100 ml

6.6.1 Patrones de digestion del ADN plasmidico

Se realizé un analisis de digestion in silico con el software Vector Nti express
Designer y con la secuencia del plasmido pCAMsrDXS con el fin de visualizar las

bandas que se observarian en el gel de electroforesis.

Las enzimas de restriccion, también llamadas endonucleasas, son enzimas que
cortan enlaces fosfodiester del material genético a partir de una secuencia que
reconocen. Primeramente se realizd una digestion con EcoR1, para realizar la
digestion se considerd 1 ug de ADN, 0.5 ul de enzima EcoR1, 2 pl de Buffer H y
agua desionizada estéril para a completar los 20 pl de reaccién e incubando a
37°C por una hora en el termociclador. Y por dltimo se realizé electroforesis con
gel de agarosa al 1% para plasmidos sin digerir y digerido cargando para ambos

0.5 pg.

Para el caso de pCAMsrDXS extraido de E. coli se realiz6 una digestion doble con
Xbal y Spel, se utilizaron 3 ug de ADN, 2 ul de Spel de una dilucién 1/10, 0.5 ul de
Xbal, 2 ul de Buffer M, 2 ul de BSA y el resto de agua desionizada completando la
reaccion de 20 pl. Asi mismo se procedié con electroforesis con gel de agarosa al

1% considerando 1.5 ug de ADN y 1 ul de marcador de peso molecular (MPM).

Por otro lado la digestion de PUC 57 con pCAMsrDXS se realiz6 con Pstl
considerando 3 ug de ADN, Pstl 3.5 ul, 2 pl de Buffer H y agua desionizada para

20 pl de reaccién.
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Considerando que se realizé la transformacion con el plasmido pCAMsrDXS en las
tres cepas 9402, AR4 y K599 de Agrobacterium rhizogenes se procedié con la
digestion haciendo uso de la enzima Pstl, tomando 10 ug de ADN, 3.5 pl de Pstl
de una dilucién 1/10, 2 ul de buffer H y agua desionizada estéril para 20 ul de

reaccion.
6.7 Agrotransformacion

El procedimiento descrito a continuacion fue utilizado para todos los tipos de
plasmidos binarios, silvestres, vector vacio (pCAMBIA 1105.1) y la construccién
gue contiene la secuencia de DXS modificada (pCAMsrDXS). Explantes de
hipocotilos provenientes de plantulas de S. rebaudiana se infectaron por inmersion
en una suspension de A. rhizogenes de 48 h de crecimiento (fase exponencial),
posteriormente fueron colocados en medio MS suplementado con sacarosa al 2%
y vitaminas, sin reguladores de crecimiento y se mantuvieron en fotoperiodo 16/8
horas de luz/oscuridad a 25°C hasta la aparicion de raices pilosas. Paralelamente
a plantulas in vitro se les corté la parte aérea y se infectaron en la herida de la
forma antes descrita (Garcia E. et al., 2014). Las raices presuntamente
transformadas emergidas en los puntos de infeccion fueron escindidas de los
explantes y colocadas en frascos con medio MS semisolido con cefotaxima (300
pg/ml) para eliminar las bacterias remanentes. Se realizaron resiembras cada 5
dias para evitar la colonizaciébn de Agrobacterium rhizogenes y asi establecer

cultivos axénicos (Garcia E. et al., 2010).
6.7.1 Extraccion de DNA gendmico de raices putativas

Posterior a la infeccién con las cepas LBA9402, K599 Y AR4 de Agrobacterium
rhizogenes, las lineas de raices putativas o presuntamente transformadas, que
crecieron independientemente en medio MS semisdlido, se procedio a la

extraccion de ADN para continuar con la verificacion en PCR.

La extraccion de ADN gendémico (ADNg) se realiz6 de acuerdo al protocolo
descrito por Edwards et al., 1991, con modificaciones; 200 mg de raiz fueron

triturados en un mortero estéril con nitrégeno liquido hasta la obtencion de un
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polvo fino. Se afiadieron 500ul de buffer de extraccion (SDS 0.5%, NaCl 250 mM,
Tris-HCI pH 8 1M, EDTA 0.5 M), posteriormente se transfirio el material a un tubo
eppendorf de 1.5 ml, se incub6 por 30 minutos a 65°C transcurrido este tiempo se
le agregd 500 pl de cloroformo isoamilico en una proporcion 24:1, se homogeniz6
dandole vortex por 30 segundos y se centrifugé a 14800 r.p.m. por 10 minutos a
temperatura ambiente (RT). Se transfirio el sobrenadante a un tubo estéril y se
afadié un volumen igual de isopropanol (500 ul), se mezclé por inversion, las
muestras se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
centrifugd a 14800 r.p.m. por 15 minutos RT. Se decantd el isopropanol y se
agrego 750 pl de etanol al 70% y se homogeniz6é en vortex para posteriormente
centrifugar a maxima velocidad por 7 minutos. Se retirg el etanol con cuidado y se
dej6 secando el exceso de etanol a temperatura ambiente colocando los tubos
sobre una toalla de papel absorbente limpio. La pastilla libre de etanol se
resuspendio en 50 ul de agua desionizada estéril y se almacend a 4°C para su uso

inmediato.
6.7.2. Verificacion de la transformacion en raices via PCR

La verificacion de la transformacion en las diferentes raices putativas se realizé via
PCR, en el caso de las raices obtenidas mediante la infeccion de plantulas e
hipocotilos con las cepas de A. rhizogenes silvestre, se amplificaron los genes rol
B y rol-D de A. rhizogenes en el ADN de las lineas de raices presuntamente
transformadas, debido que en el T-ADN contiene los genes rol A, B, C y D, estos
genes tienen un papel fundamental en la induccion de la raiz pilosa. Para la
amplificacion de los genes se disefiaron los cebadores descritos en la tabla 8. Asi
mismo, se diseflaron cebadores para raices putativas obtenidas mediante la
infeccidbn en plantulas con A. rhizogenes pCAMBIA 1105.1 (plasmido vacio)
amplificando a 35S y para K599 pCAMsrDXS (plasmido con la construccion) la

secuencia srDXS.
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Tabla 8. Descripcion de cebadores para las diferentes raices putativas

Tipo de raiz Cebadores TM | Amplificacién

Directo 5’-tccagcaggtgaatgaacaa-3’

Obtenida de | RolB

infeccion con  A. Reverso 3'-gaccacgatgcaaccctatc-5' | 60 °C 150 pb
rhizogenes

silvestre

Rol D | Directo 5’-gggtacctggatccaacaga-3’

Reverso 3’-ataagctaagggcccatcca-5

Obtenida de

infeccion con A. Directo 5°- gaactcgccgtaaagactgg-3™ | 64 °C 250 pb
rhizogenes 35S

pCAMBIA 1105.1 Reverso 3 -agccaccttcttccttttccact-5

Obtenida de Directo

infeccion K599 | srDXS | 5'-cctcagtctctctctaacttcgatctt-3°

pCAMsrDXS 64 °C 162 pb

reverso 3’ -ttcagcgtctgaattcgttg-5~

Los componentes que se utilizaron en las mezclas de reaccion para la PCR se

describen en la tabla 9.

Tabla 9. Componentes PCR

Kits KAPA3G Planta PCR Final [ ] 20 pl reaccién PCR
ADN polimerasa (2.5 U/pl) 1U/20 pl 0.8 pl
Buffer con dNTPs y MgClz (2X) 1X 10 ul
Enhancer (100X) 1X 1ul
Cebadores rol By D (10 pM) 0.2 uM 0.8 ul
ADN

Agua

Total reaccion 20 ul

Las etapas para la PCR punto final fue primeramente desnaturalizaciéon fase 1:
95°C por 1 minuto, fase 2: 95°C 15 segundos 40 ciclos, para el alineamiento se
realiz6 un gradiente de temperatura 55°C, 58°C y 61°C por 15 segundos y
extension 72°C 30 segundos. Mientras para pCAMBIA 1105.1 y srDXS el
gradiente de temperatura para el alineamiento fueron de 62°C, 64°C, 66°C y 68
°C.
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6.8 Anadlisis electroforéticos

Para revisar la integridad del ADN y evaluar el producto de PCR se utilizé geles de
agarosa de 0.8 % y 1.2 %( p/v) respectivamente, buffer de corrida TAE 1X, buffer
de carga azul de bromofenol a 100 Volts por 45 minutos, para el revelado bromuro
de etidio [final] 0.5 pg/ml por 5 minutos y para retirar el exceso de bromuro se
enjuago en agua desionizada. Asi mismo, se observO el gel en un
fotodocumentador marca syngene el cual esta acoplada a una computadora y por
medio del software se logra observar el gel exponiéndolo a luz media UV en cierto

periodo.

Tabla 10. Buffer TAE 10X

Tris 2429 40mM
Acido acético 5.71 ml
Naz EDTA 2H20 3.72g 2mM
Agua desionizada estéril 500 ml

Tabla 11. Buffer carga 6X

Azul de bromofenol 25mg
Glicerol 3ml
Agua desionizada estéril. 10 ml

Tabla 12. Bromuro de etidio 20X (10 mg/ ml)

Bromuro de etidio

50 mg

10 mg

Agua destilada

5ml

1ml

Tabla. 13 Preparacién Agarosa

TAE 10X Agua desionizada
Agarosa 0.8¢g 10 ml 90 ml
0.8%
Agarosa 129 10 ml 90 ml
1.2%

Nota: El bromuro de etidio es sensible

precauciones al momento de preparar.
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6.9 Tincion histoquimica de B-glucuronidasa

La actividad de glucuronidasa fue determinada de acuerdo a lo reportado por
Jefferson (1987) y Sundaresan et al., (1995), con algunas modificaciones. Los
explantes de raiz (1-2 cm) fueron puestos en tubos Eppendorf de 200 ul con 100
pl de buffer de tincion GUS compuesto por 100 mM fosfato de sodio, pH 7, 10 mM
EDTA (pH 8), 0.1% Tritbn X-100, y 2 mM 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-B-D-
glucuronato de ciclohexil-amonio; (X-Gluc B8049 Sigma Aldrich). Los tubos fueron
sometidos a vacio por 10 minutos en un desecador para permitir la infiltracion del
reactivo-sustrato X-Gluc dentro del tejido radicular. El vacio se rompié lentamente
y se repitié el procedimiento 2 veces mas. Después de la infiltracion, los tubos

fueron incubados toda la noche a 37°C.

6.10 Extraccion de glucosidos de esteviol de raices

Para la extraccion de GE en raices in vitro transformadas y no transformadas de
S. rebaudiana, las raices se pesaron y congelaron a -4 °C, posteriormente se
liofilizaron (LABCONCO, modelo freeZone 4.5 PLUS) y almacenaron en tubos
falcon (previamente en peso constante) a -4 °C, hasta su andlisis. La biomasa
liofilizada se maceré y homogenizé con metanol al 80%, se sonicd por 30 min y
se incubd en agitacion constante durante 24 h, a continuacién las muestras se
centrifugaron a 15000 r.p.m. durante 15 min, en seguida se separ6 el
sobrenadante en tubos estériles (peso constante) y se dejé secando a 50 °C hasta
la obtencion del extracto completamente seco. Los extractos se concentraron y

almacenaron de acuerdo a lo descrito previamente por Bondarev et al., (2001).

6.11 Cromatografia en capa fina (TLC) y analisis de intensidad de imagen

El extracto obtenido de raices de S. rebaudiana se resuspendié en 100ul de
MeOH al 80%, posteriormente se utilizaron placas de silica gel 60 F25 Merck y
para la separacion de las muestras, se colocaron las placas en una camara
cromatografica, los estandares utilizados fueron rebaudiésido A (1432-Sigma
Aldrich) y estevidsido (50956-Sigma Adrich), se usé como disolvente (fase movil)
mezcla de acetato de etilo-EtOH-Agua (10:2:4:4) (Londhe y Nanaware 2013). Para
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el revelado se realiz6 con la solucién de orcinol (01875 Sigma Aldrich) al 5% que
consisti6 en una mezcla de acido sulfarico (95:5) (Reis et al.,, 2011).
Posteriormente de haber aplicado el revelador, las placas se calentaron con la
ayuda de una secadora para cabello por 20 segundos. La identificacién de los GE
presentes en las muestras se comprobo por la comparacion del factor de retencion
(Rf) de los estandares utilizados y se calculé con la distancia recorrida por el frente

disolvente entre la distancia recorrida por el soluto.

Las placas de TLC fueron digitalizadas y analizadas en el software GelAnalyzer

(http://www.gelanalyzer.com) donde se obtuvieron los valores de intensidad de

bandas y se interpolaron en una curva patron construida en TLC para los

compuestos Est y RebA en el intervalo de 0 hasta 1.7 mg/ml.

6.12 Andlisis estadisticos

El andlisis estadistico de los disefios experimentales se realiz6 usando el modelo
lineal general con significancia del 5% en el software MINITAB 16 y analisis de

comparacion multiple de medias (Tuckey).

7. Resultados y discusién

7.1 Disefio in silico de secuencia srsDXS y construccién del vector
pCAMsIDXS

7.1.1 Analisis de la secuencia enddégena de DXS y optimizacion de uso
cododnico

La DXS es, hasta el momento, la enzima que predominantemente regula la
primera parte de la biosintesis de GE, es decir, la sintesis de los precursores
isoprenoides. Es por esta principal razén que en este trabajo se propuso analizar y
modificar la enzima DXS para evaluar su efecto in vivo y ofrecer informacion sobre
posibles mecanismos de regulacién que afectan a esta enzima. Asi, a partir de la

secuencia nucleotidica de la enzima DXS nativa de S. rebaudiana obtenida de la
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base de datos GenBank (FJ214107.1), correspondiente al ARNm completo con

una extension de 2,430 pb.

El disefio in silico del gen srsDXS, se inicid con la caracterizacion y la posterior
optimizacién del uso codénico en el programa Visual Gene Developer, utilizando la
tabla de uso codonico del cloroplasto de S. rebaudiana obtenida de la base de
Datos de Uso Coddénico del Kazusa DNA Research Institute

(http://www.kazusa.or.jp/ codon/).

La secuencia de DXS tuvo un indice de adaptaciéon codonico (CAIl) de 0.7315 y
%GC de 45.83. El parametro CAIl es un indicativo de la preferencia de uso de
codones en la secuencia analizada (Sharp et al., 1987). Se consideran valores de

referencia 6ptimos de estos pardmetros tendientes a CAl mayor a 0.7 y %GC 50.

Seguidamente, se utilizé la funcion de optimizacién codoénica en el software antes
mencionado y se ejecutaron rondas iterativas de optimizacion hasta y alcanzar un
aumento en el valor de CAIl de 5% (Tabla 14). ElI porcentaje de GC también se
modifico en consecuencia del cambidé en los codones pasando de 45.83% a
43.46% en la tercera iteracion de optimizacion.

Tabla 14. Valores de CAl y %GC de la secuencia tras las iteraciones de
optimizacion.

Secuencia/lteracion CAl %GC
Secuencia original 0.7315 45.83
Primera iteracion 0.7346 45.49
Segunda iteracion 0.7362 45.72
Tercera iteracion 0.7685 43.46

Se observé que la secuencia original de DXS de Stevia rebaudiana pudo ser
optimizada a pesar de ser una secuencia perteneciente de manera endégena a S.
rebaudiana, sin embargo, fue importante considerar las limitaciones en el aumento
del CAI pues valores de CAI por encima de 0.9 llegan a favorecer sesgo de uso
codonico que puede llegar a afectar de manera negativa la expresion de la
secuencia (Gustafsson et al., 2004).
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En la figura 10 se muestra un fragmento del alineamiento de la secuencia original

de DXS con la secuencia resultante de la tercera iteracion.

Figura 10. Alineamiento de las secuencias nucleotidica de DXS original con la secuencia de

tercera iteracion de optimizacion.

El pasado alineamiento muestra que hubo 6.56% de no coincidencias de
nucleétidos entre las secuencias, que se ve reflejado en una modificacién del
17.74% de los codones presentes en la region codificante, sin embargo; después
de la traduccion in silico de las secuencias se encontré que las ambas secuencias

tienen un 100% de identidad, como se muestra en el alineamiento de la Figura 11.
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Figura 11. Alineamiento de las secuencias de proteinas de DXS original con la secuencia

optimizada y traducida in silico.
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Por otro lado, de acuerdo a lo encontrado por Battilana et al., (2011) que
introdujeron la sustitucion aminoacidica K284N en la DXS de Vitis vinifera y que
estuvo involucrada en el aumento de la actividad enzimética, las secuencias de
ambas enzimas (DXS de V. vinifera y DXS modificada de S. rebaudiana) se
alinearon y se sustituyo el triplete AAG por AAC en la posicién nucleotidica 905
basada para lograr el cambio aminoacidico K281N en la posicion adecuada (Fig.
12).

Figura 12. Alineamiento aminoacidico de DXS modificada de Stevia rebaudiana (Query) y DXS
Vitis vinifera (Sbjct). El recuadro rojo indica el aminoacido Lisina en la posicién 281 de S.

rebaudiana y 284 de V. vinifera.
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7.1.2 Construccién del vector pCAMsrDXS

Finalmente, a través del proveedor GenScript se sintetiz6 srDXS y cloné en el
plasmido pCAMBIA 1105.1 obteniendo pCAMsrDXS (Fig. 13) de forma liofilizada.

Figura. 13. Diagrama del vector pCAMsrDXS. La secuencia srDXS se inserté entre el promotor
constitutivo y GUSPLUS.

7.2 Electroporacién de E. coli y A. rhizogenes

7.2.1 Insercion del vector pCAMBIA 1105.1 en E. coli y A. rhizogenes

Posterior a la sintesis de pCAMsrDXS y la recuperacion del vector vacio
(pCAMBIA 1105.1), se procedié con la transformacion de estos plasmidos en
células competentes de E. coli y A. rhizogenes para su posterior utilizacion en el

proceso de agrotransformacion.

37



Asi, primeramente, plasmidos pCAMBIA 1105.1 extraidos de las colonias
resultantes de la transformacion, tanto de E. coli como de A. rhizogenes, fueron
analizados por patrones de digestion con la enzima EcoRI de (nico corte,

seguidos de electroforesis (Fig. 14).

Figura 14. Productos de digestion del plasmido pCAMBIA 1105.1 con la enzima de
restriccién EcoRI. Agarosa 1% 100 V 45 minutos. M marcador de peso molecular, carril 1,3,5y 8
pertenece al plasmido pCAMBIA 1105.1 sin digerir extraido de E. coli, por otro lado los carriles
2,46 y 9 se trata del plasmido antes mencionado digerido con EcoRI, mientras que los carriles
10,12,14,16 y 18 corresponden al plasmido pCAMBIA 1105.1 sin digerir extraido de Agrobacterium
rhizogenes K599. Por dltimo los carriles 11, 13, 15,17 y 19 corresponden al plasmido digerido con
EcoRl.

Del gel anterior se comprueba el tamafio del plasmido pCAMBIA 1105.1 (12,136
pb), dado que en el producto de digestién, el pldsmido digerido con la enzima de
restriccion EcoRI tiene como resultado la forma linealizada de dicho plasmido y

corresponde al tamafio de éste.

Por otra parte, se comprobdé la transformacion de la cepa K599 con el plasmido
pCAMBIA 1105.1 y dicha cepa se utilizé posteriormente para la infeccion de
plantulas de S. rebaudiana para la obtencion de raices transformadas y hacer la
comparacion final de produccion de glucosidos de esteviol con raices no
transformadas, raices transformadas con cepas silvestre de A. rhizogenes vy
raices transformadas con pCAMsrDXS, esto con el objetivo de evaluar qué tipo de

raiz presenta una mayor produccion de GE.
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7.2.2 Insercion del vector pCAMsrDXS en E. coli y A. rhizogenes

Asi mismo, se efectud la clonacion del plasmido pCAMsIDXS, primeramente, en
células competentes de E. coli DH5a con el fin de comprobar su integridad y
propagar dicho plasmido para posteriores trabajos. Para ello previo se realiz6 un
andlisis in silico de digestion (Fig. 15) con las enzimas de restriccion Xbal y Spel,

teniendo como resultado 2 bandas, una de 3444 pb y otra de 11,134 pb.

Figura 15. Sitios de corte de las enzimas Xbal y Spel en el vector pCAMsrDXS dando como

resultado 2 bandas de 3444 pby 11,134 pb.
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Asi, se procedié con la comprobacion de transformacién de pCAMsrDXS en
diferentes colonias de E. coli a través de las dobles digestiones mencionadas
anteriormente (Fig. 16). En este gel las bandas observadas en los carriles 3,5y 7
fueron las esperadas y correspondieron con el previo analisis in silico
comprobando la identidad e integridad del vector transformado en E. coli. Estas

colonias fueron criopreservadas y adicionadas al cepario del laboratorio.

Figura 16 Producto de Doble Digestion del Plasmido pCAMsrDXS con las enzimas de
restriccién Xbal Y Spel en E. coli. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular. Carril
2,4y 6 concierne a pCAMsrDXS sin digerir mientras que los carriles 3,5y 7 se tratan del plasmido
binario digerido con las enzimas Xbal y Spel.

Por otra parte, inmediatamente de la transformacion de las cepas LBA9402, AR4 y
K599 de A. rhizogenes con el vector pCAMsIDXS, se extrajeron plasmidos de las
colonias resultantes para ser digeridos con la enzima Pstl. Aquellas colonias que
fueron positivas a la integracion del vector mostraron como resultado de la
digestion dos bandas, una de 12,132 pb (aproximadamente el vector base
pCAMBIA 1105.1) y otra de 2,446 pb (aproximadamente el tamafio de la
secuencia srDXS) (Fig. 17).
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Figura 17. Sitios de corte por la enzima Pstl en el vector pCAMsrDXS dando como resultado 2
bandas de 12,132 pb y 2,446 pb.

Los productos de digestion (Fig. 18) mostraron que solo 2 colonias de la cepa
K599 captaron el plasmido pCAMsrDXS vya que liberan las bandas
correspondientes al analisis in silico por lo que se puede comprobar que estas
colonias estan transformadas, mientras que las cepas LBA9402 y AR4 no
captaron dicho plasmido, esto muy probable debido a que las células que se
utilizaron para la electroporacion no se encontraban en estado 6ptimo de

competencia.

De esta manera, los experimentos subsecuentes de agrotransformacion de S.
rebaudiana se realizaron con la cepa K599 de A. rhizogenes que albergan el

vector pCAMsrDXS, cepa que se denominé K599DXS.
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Figura 18. Productos de digestion del plasmido pCAMsrDXS con la enzima de restriccion
Pstl provenientes de cepas de A. rhizogenes. Carril 2 y 3: pCAMsrDXS en la cepa LBA9402 de
A. rhizogenes, carril 4: pCAMsrDXS en la cepa AR4 de A. rhizogenes, carril 5y 6 pCAMsrDXS en
la cepa K599 de A. rhizogenes.

7.3 Agrotransformacion de plantulas de Stevia rebaudiana con cepas
silvestres

La generacion y el cultivo de raices transformadas son de gran importancia para la
produccion de productos naturales o metabolitos secundarios mediante A.
rhizogenes, que fundamentalmente se trata la transferencia del T-ADN del

plasmido Ri al genoma de la célula vegetal, en este estudio fue S. rebaudiana.

Asi, se cocultivaron explantes con una cepa silvestre de A. rhizogenes que
contenia aparte del plasmido Ri un vector binario con srDXS con la finalidad de

aumentar la produccion de GE, concretamente Estevidsido y Rebaudidsido A.

Es por ello que primeramente se evalud el efecto de tres cepas de A. rhizogenes
en plantulas e hipocoétilos de S. rebaudiana para la obtencién de raices
transformadas, asi como también, la infeccion con A. rhizogenes con el plasmido
pCAMBIA 1105.1, esto con la finalidad de establecer cultivos que sirvieran de
referencia de los efectos sobre la produccion de glucdésidos ejercida por diferentes

eventos de transformacion.

Como resultado de la primera parte de la agrotransformacion con las cepas
silvestres LBA9402, AR4 y K599, las plantulas e hipocotilos expuestos
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desarrollaron raices en los puntos de infeccion, presentando la mayor generacion
de raices en plantulas infectadas con la cepa LBA9402 a los 7 dias posteriores a
la infeccién (Fig. 19), seguidamente de la cepa AR4 y K599, manifestando las
caracteristicas morfolégicas tipicas de las raices transformadas como rapido
crecimiento comparado con las raices normales, gran ramificacion y vellosidad
abundante (Fig. 20), estas raices en su momento se llamaron putativas antes de
comprobar su transformacibn 'y se escindieron para propagarlas
independientemente para mantener la homogeneidad genética de los cultivos que

serian establecidos.

A los 30 dias posteriores a la infeccion se realizaron los conteos totales de raices
emergidas independientemente por cepa Yy tipo de explante (Fig. 21), siendo las
plantulas el tipo de material vegetal de partida que presentdé mayor generacion de
raices en todas las cepas y la cepa LBA9402 la que tuvo mayor virulencia hacia S.

rebaudiana, es decir, la que indujo la mayor cantidad de raices en menor tiempo.

a) b)

Figura 19: Raices emergidas a los 7 dias posterior a la infeccion. a) Raices emergidas en
plantulas infectadas con la cepa LBA9402, b) raices emergidas en hipocétilos infectados con la
cepa LBA9402.
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Figura 20. Raices putativas obtenidas por infeccién con cepas silvestres de A. rhizogenes a)
linea de raices inducida con la cepa LBA9402 b) linea de raices inducida con la cepa K599 c) linea
de raices inducida con la cepa AR4.
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Figura 21. Raices en plantulas e hipocétilos a los 30 dias posterior a la infeccién.

Después del analisis de varianza (ANOVA) (Tabla 15) considerando como factores
al tipo de cepa y tipo de explante, se determiné que ambos factores influyeron
significativamente en la induccion de raices por lo que se infiere que la virulencia
de Agrobacterium rhizogenes hacia S. rebaudiana depende del tipo de explante
con el que se trabaja asi como de la cepa, esto concuerda con las

recomendaciones de Ko et al.,, 2003. No obstante, las medias de induccion de
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raices fueron aceptables entre cada cepa, por lo que se concluyé que las tres
cepas tienen una virulencia similar hacia S. rebaudiana. También se observé en
otro analisis de varianza que incluy6 al tiempo como factor que su efecto es
significativo puesto que al pasar de los dias se observa un incremento de raices
emergidas este efecto indica que la planta no despliega mecanismos para impedir
la transformacion, al menos en el periodo de tiempo evaluado, favoreciendo que
esta especie no sea considerada recalcitrante a la transformacién genética

mediada por Agrobacterium.

Tabla 15. Andlisis de varianza del efecto del tipo de cepa y tipo de explante sobre la

induccidn de raices usando cepas silvestres.

Fuente de Sumade Grados de Promedio de o
o ) F Probabilidad
variacion cuadrados libertad los cuadrados
Tipo de cepa 63.281 1 63.28125 20.754026 9.33666 E-05
Tipo de
47.531 1 47.53125 15.58858 0.000482687
explante
Interaccion 0.281 1 0.28125 0.0922401 0.763593848
Error 85.375 28 3.049107143
Total 196.468 31

Analisis realizado con @ = 0.05y n=8

En la literatura hay hasta el momento escasos estudios sobre la
agrotransformacion de S. rebaudiana, sin embargo se han encontrado resultados
similares al de este trabajo en el estudio reportado por Michalec-Warzecha et al.,
2016 con respecto a S. rebaudiana, donde la mayor virulencia y eficiencia de
transformacion fue dada por la cepa LBA9402 sobre explantes de hojas en los
cuales aparecieron raices pilosas a los 13 dias después de la infeccion tiempo
semejante al reportado en este trabajo, no obstante con el protocolo actual se
logré la induccion a los 7 dias posterior a la infeccion, por lo que LBA9402 es una
de las cepas silvestres de A. rhizogenes mas virulentas hacia S. rebaudiana y
cabe resaltar que para obtener mayor eficiencia de transformacion es

recomendable hacer uso de plantulas u hojas ya que hipocétilos o entrenudos en
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lo que se recuperan por el estrés ocasionado por la bacteria tardan mayor tiempo

en presentar la respuesta.
7.3.1 Verificaciéon de la transformaciéon de los cultivos de raices inducidos
con cepas silvestres de A. rhizogenes

Como se mencion6 anteriormente, los genes rol estan presentes en el plasmido Ri
de A. rhizogenes y tienen gran importancia en la induccion de raices
transformadas, por lo que la presencia de estos genes suele ser utilizada como
indicativo para confirmar la transformacién. En este trabajo una vez que las raices
putativas crecieron independientemente y se contaba con suficiente biomasa,
aproximadamente 200 mg, para la extraccion de ADNg se procedio a confirmar la

integracion del T-ADN de A. rhizogenes por analisis de PCR.

En la Figura 22 se muestra un analisis de PCR de tres lineas establecidas, una
con cada cepa, que sobrevivieron a los subcultivos y al estrés de ser escindidas
del explante de donde fueron inducidas y se logré comprobar que solamente sobre
DNAg proveniente de las raices inducidas con la cepa AR4 (linea designada
M5R4) se observo el amplificado esperado (150 pb) con los cebadores para el
gen rolB en todas las temperaturas con el gradiente de temperaturas de
alineamiento utilizados (55°C, 58°C y 61°C), aunque dicho gradiente no fue
adecuado para la amplificacion del fragmento del gen rolD; no obstante la falta de
amplificacion de este ultimo gen no fue restriccion para confirmar estas raices
como transformadas, ya que se sabe que la amplificacion del gen rolB es
suficiente para validar la transformacion del tejido, puesto que estos genes, junto
con otros de la familia rol, son transferidos conjuntamente en el proceso de
agrotransformacion, por lo tanto la presencia de uno conlleva a la presencia de los

demas.
Por otro lado las lineas inducidas con las cepas LBA9402 y K599 no amplificaron

con ninguno de los cebadores antes mencionados evidenciando que no estaban

transformadas, este resultado coincide con lo observado en el laboratorio posterior
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a un mes de la infeccién, ya que dichas raices no crecieron de una forma
acelerada como lo hicieron las raices de la linea M5R4 y eran susceptibles a
estrés por corte al momento de los subcultivos en medio MS y consecuentemente
perdian viabilidad, este resultado puede ser debido a que existen factores que
intervienen en la transformacion de plantas por Agrobacterium por lo que se debe
de tener en cuenta la edad de la planta, tipo de tejido a transformar, tipo de cepa
de Agrobacterium y sobre todo las condiciones de inoculacion, el tipo de herida o
el lugar de la infeccién y densidad de la bacteria (Salas et al., 2001; Ko et al.,
2003).

Figura 22. Resultado de amplificacion de los genes rolB y D por PCR sobre ADNg. Los carriles 3, 9
y 15 muestran la banda de 150 pb esperada de la amplificacién del gen rolB para todas las
temperaturas del gradiente. Para cada condicidn de amplificacidon se cargaron secuencialmente
mezclas de reaccién provenientes de DNAg de raices inducidas con LBA9402, K599 y AR4.

7.4 Infeccion de plantulas con la cepa K599 albergando el vector pCAMBIA
1105.1 y el vector pCAMsrDXS

Con lo observado anteriormente en la infeccion con cepas silvestres y notando
gue las plantulas fueron la mejor opcion para inducir raices putativamente
transformadas, se siguié trabajando con el mismo protocolo, sin embargo en este
caso se optd por la cepa K599 albergando el vector pCAMBIA 1105.1 (K599.1) ya

gue, como se observd previamente, S. rebaudiana fue susceptible a todas las
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cepas a las que fue expuesta; ademas de que K599 fue la Unica cepa que captd

dicho plasmido y se logréo comprobar su integridad.

Es asi como a los 6 dias posteriores a la infeccion con la cepa K599.1 emergieron
raices en las plantulas infectadas, al cabo de 15 dias se escindieron y se
propagaron independientemente en medio semisélido MS adicionado con
cefotaxima, estas raices presentaban caracteristicas tipicas de las raices
transformadas como crecimiento acelerado comparado con las raices no
transformadas, vellosidad y ramificacion abundante (Fig. 23). Al cabo de 30 dias
se tenian 26 raices putativas creciendo independientemente, sin embargo solo 3
lineas (M2, m5 y m8) conservaron las caracteristicas antes mencionadas; y la
mayoria de las restantes no lograron sobrevivir a los subcultivos una vez

escindidas del explante del que emergieron.

Figura 23. Raices putativas inducidas con la cepa K599.1 a) raices escindidas a los diez dias
posteriores a la infeccién b) raices propagadas independientemente en medio semisélido MS c)
raices con caracteristicas tipicas de las raices transformadas.

Por otro lado, con respecto a la agrotransformacion de plantulas de S. rebaudiana
con K599DXS, a los 5 dias posteriores a la infeccidn se generaron raices putativas
y a los 10 dias estas raices presentaban las caracteristicas tipicas de las raices
transformadas como rapido crecimiento, gran ramificacion y vellosidad abundante.

Después de 30 dias se contaba con 50 lineas de raices creciendo
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independientemente y 4 lineas (ml1, m3, m5 y m7) conservaron dichas
caracteristicas; al igual que lo observado en la induccion de raices con K599.1, la
gran mayoria de estas lineas no pudieron mantenerse viables en el transcurso de
los subcultivos denotando sefiales de estrés derivadas de la manipulacion. No
obstante, las raices que sobrevivieron proliferaron y algunas de ellas desarrollaron
callos en el meristemo apical y fueron de color verde intenso debido a que

crecieron con luz que a su vez estimuld la produccion de clorofila (Fig. 24).

a) b) c)

Figura 24. Lineas de raices inducidas con la cepa K599DXS a) raices putativas a los cinco dias
posteriores a la infeccion b) A los diez dias presentaban caracteristicas tipicas de raices
transformadas como rapido crecimiento, vellosidad abundante y ramificacion c) generacién de
plantula a partir de raices putativas a los diecisiete dias, el cuadro rojo remarca el callo donde se
formo dicha plantula.

La linea m7 de estas ultimas raices a diferencia de las obtenidas con las cepas
silvestres y de la infeccion con K599.1; después de 17 dias mostrd respuesta de
regeneracion de parte aérea de la plantula con mayor vigor, crecimiento y otras
caracteristicas deseables como hojas mas grandes y tallos mas gruesos
comparadas con las plantulas originales in vitro de las que se parti6 para la
induccion de raices. Todas las caracteristicas antes mencionadas sin la necesidad
del suplemento adicional de reguladores de crecimiento, dicha plantula present6
enraizamiento sin presencia de fitohormonas (Fig. 25), lo que permite tener en las
raices pilosas un punto de partida para la generacion de plantas transgénicas
completas. La regeneraciéon de plantas completas a partir de raices transformadas,

se ha reportado con anterioridad y se teoriza que la integracion del T-ADN,
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presente en los plasmidos silvestres inductores de raices (Ri) y en muchos
vectores binarios, favorece la correcta diferenciacion celular (David et al., 1984) y
frecuentemente sin la necesidad de la adicion de reguladores de crecimiento
vegetal, de acuerdo a lo observado en este estudio. Ademas de lo anterior, se han
observado menor ocurrencia de fenotipos aberrantes frecuentemente observados
en eventos de regeneracion a partir de A. tumefasciens y otros procesos de
mutagénesis quimica o fisica (Chen y Otten 2017). La regeneraciéon de plantulas a
partir de tejido transformado ha sido reportada recientemente aunque no con
raices transformadas como tejido de partida como en este trabajo, tal es el caso
de Khan et al., (2016) que reportaron la generacion de brotes transformados de S.
rebaudiana usando métodos de transformacion fisica, como la radiacion gamma y
métodos de transformacion quimica usando metanosulfonato de etilo, no obstante
dicha regeneracion de plantulas necesitdo de la adicion de 1 mg/L de BAP y 1
mg/L de acido a-naftalén acético (NAA), a diferencia de lo observado en este
trabajo. Otro caso fue el reportado por Mubarak et al., (2015), que reportaron el
desarrollo de brotes transformados a partir de tejido transformado Biobalistica con
mejores caracteristicas fisiolégicas que las plantulas no transformadas usadas
como control; al igual que el reporte de Khan et al. (2014) requirieron de la adicién

de fitorreguladores de crecimiento (0.5 mg/L de BA) para lograr esta respuesta.

a) b)

Figura 25. Regeneracién de plantula a partir de raices putativas inducidas con K599DXS.a)
Plantula de S. rebaudiana creciendo a partir de callo en raiz putativa b) plantula creciendo
independientemente después de 15 dias de escindida del explante.
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7.4.1 Andlisis de la expresion del gen reportero GUSPIlus en raices inducidas
con K599.1 y K599DXS

Con el fin de comprobar si las raices inducidas con K599.1 y K599DXS estaban
transformadas, primeramente, se evalud la expresion del gen reportero GUSPlus
codificante para la enzima B-glucuronidasa y que estd presente en ambos

vectores.

Dicha expresion seguida a través de una tincién histoquimica usando como
sustrato el compuesto X-Gluc que genera un precipitado azul en el sitio de
actividad de la enzima. En la Figura 26 se muestra un ejemplo de contraste de
expresion entre un explante de raiz transformado y uno no transformado
proveniente de plantulas in vitro, estos cultivos fueron usados posteriormente

como controles para los siguientes andlisis provenientes de los cultivos putativos.

a) b)

Figura 26. Actividad enzimatica de B-glucuronidasa a) explante transformado b) explante no

transformado.
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Primeramente, derivado de la transformacion con la cepa K599.1, se analizaron 3
lineas mencionadas anteriormente m2, m5 y m8. En la Figura 27c se muestra la
Unica linea (m2) que expresé el gen GUSPIlus a través de la coloracién azul
debida a la actividad de la B-glucuronidasa. Este resultado esta contrastado con el
obtenido de un cultivo de raices normales o no transformadas (Fig. 27a) y un
cultivo de raices transformadas con cepas silvestres (Fig. 27b); ninguno de ellos

posee el gen GUSPIus y no se observé la coloracion.

a) b) c)

Figura 27. Analisis de expresién de B-glucuronidasa para confirmar la transformacién con
K599.1. a) Raiz no transformada b) raiz transformada con A. rhizogenes silvestre y c¢) raiz

transformada con la cepa K599.1.

Por otro lado, con la actividad enzimatica de B-glucuronidasa en raices inducidas
con la cepa K599DXS, se comprobd la transformacion de 3 de las 4 lineas
establecidas con anterioridad (m1, m3 y m7) (Fig. 28). Asi, considerando que
srDXS se colocé en medio de 35S y la secuencia del gen GUSPIlus se puede
concluir que estas células expresan a srDXS, observando una expresion estable
en haz vascular, meristemo apical y uniforme en el tejido analizado, esto demostro
adicionalmente la homogeneidad de la transformacion en las células que integran

el tejido.
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Figura 28. Analisis de expresiéon de B-glucuronidasa para confirmar la transformaciéon con
K599DXS. a) Linea m1, b) m3y c) m7.

Por otra parte, se evalu6 la expresién del gen GUSPIlus en la linea de plantulas
(Fig. 29) regeneradas a partir de una de las raices transformadas con K599DXS
gue mostré la coloracién azul caracteristica de la actividad enzimatica del
reportero, lo cual indica que efectivamente se tratd de una plantula transformada.
Esta linea se propago y se mantuvo para estudios posteriores a nivel de plantulas

completas.

a) b)

) t o~

Figura 29. Analisis de expresion de B-glucuronidasa sobre explantes de hoja de la linea de
plantulas regeneradas de raices transformadas de m1srDXS. a) y b) analisis de expresién del

gen GUSPIus en diferentes iluminaciones. Las flechas indican la coloracidon azul mas intensa.
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7.4.2 Verificaciéon de la transformacion de las raices inducidas con las cepas
K599.1 y K599DXS por PCR

Para obtener mayor evidencia de transformacion de los pasados cultivos, aquellos
gue expresaron el gen reportero GUSPIlus se les extrajo ADN gendmico y se
procedio a la verificacion via PCR; amplificando para el caso de la cepa K599.1 un
fragmento del promotor 35S, mientras que para la cepa K599DXS un fragmento de
la secuencia srDXS. Para ambos analisis de expresion se realizé un gradiente de

temperaturas de alineamiento a 60°C, 62°C, 64°C y 66°C.

Primeramente, para las amplificaciones provenientes de la linea establecida con la
cepa K599.1, se observa en la Figura 30 que el amplicon de 260 pb esperado
estuvo presente en las cuatro temperaturas de alineamiento usadas indicando la
presencia del promotor 35S en el genoma de la linea m2, confirmando asi la

transformacion del tejido esta vez por PCR.

MPM 1 2 3 4

300 pb

200 pb _260pb.

100 pb

Figura 30. Amplificacion del fragmento 35S en ADNg de raices inducidas por la cepa K599.1
Carril 1: linea m2 a 60°C Carril 2: linea m2 a 62°C Carril 3: linea m2 a 64°C y Carril 4: linea m2 a
66°C.

En el caso de los andlisis de amplificacion a partir del ADN gendmico de las lineas
inducidas con la cepa K599DXS, las tres lineas de raices amplificaron el

fragmento esperado de 162 pb, indicando su transformacién (Fig. 31). Cabe
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mencionar que los iniciadores utilizados fueron diseflados para que solo

amplificaran la secuencia modificada y no la endégena de la planta.

MPM 1 2 3

200 pb
—  162pb

100 pb

Figura 31. Amplificacion del fragmento srDXS en ADNg de raices inducidas con K599DXS.
Carril 1: linea m1 Carril 2: linea m3 Carril 3: linea m7

7.5 Produccién de GE en los diferentes cultivos de raices por TLC

Los cultivos de raices establecidos y cuya transformacién se confirmé
anteriormente fueron comparados en términos de su capacidad para producir y
acumular GE. Los cultivos analizados fueron las raices no transformadas (NT),
raices transformadas linea m5 obtenidas de la infeccion de plantulas con la cepa
silvestre AR4 (M5R4), raices transformadas linea m2 con K599.1 plasmido vacio
(M2PV) y raices transformadas con K599DXS (M1sDXS, M2sDXS y M7sDXS).

En la Figura 32 se observa la separacion por TLC (silica gel 60 F2s4) con cantidad
normalizada de los extractos correspondientes a los cultivos anteriormente
mencionados y que muestra los perfiles tipicos obtenidos de compuestos
glucosidados en estos extractos después de 30 dias de crecimiento en
condiciones homogéneas. De manera general se puede observar que los
extractos provenientes de todos los cultivos revelan bandas a lo largo de cada
carril desde las tonalidades moradas a las cafés tipicas de la reaccion de
compuestos glucosidados con el compuesto revelador orcinol. De manera
particular, en todos los carriles se logran definir bandas de los glucésidos de
referencia, es decir, el esteviésido y rebaudiésido A, con RFs 0.43 y 0.34

respectivamente, aunque con intensidades diferentes.
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Esteviésido e—
Rebaudi6sido +—

A B C D E F G

Figura 32. Cromatografia en capa fina de los diferentes extractos de GE. Carril A: Estandares
de estevidsido (Est) y rebaudidsido A (Reb A), Carril B: extracto de raices no transformadas (NT),
Carril C: extracto de raices M5R4 control de agrotransformacién, Carril D: extracto de raices
vector vacio, Carril E: extracto de raices M1sDXS, Carril F: extracto de raices M2sDXS y Carril G:
extracto de raices M7sDXS

De acuerdo a lo reportado por Morlock et al., (2014), reportan un perfil detallado
de GE en formulados de Stevia, las bandas que se observaron mas intensamente
sobre la banda identificada como Est, en la figura 32, podrian ser rebaudiésido B
(Reb B) y dulcésido A (Dulc A) respectivamente, con RFs 0.5 y 0.6 que fueron
similares a los determinados en este trabajo para las bandas hipotéticas de estos
compuestos Reb B RFs 0.54 y Dulc A 0.62

Por otro lado, en los extractos provenientes de raices no transformadas, el
esteviésido se logra detectar con una banda muy tenue lo que indica una baja
concentracion comparada con los otros cultivos de raices, especialmente contra el
cultivo M5R4 y el M1sDXS donde se observan las bandas més intensas, por lo
gue cualitativamente se observa que estos Ultimos cultivos producen mayor

cantidad de estevidsido.

Para el caso de la banda del rebaudiosido A, esta se ve interferida probablemente
por la presencia de aductos glucosilados (observados como bandas o manchas
marrones) presentes en todos los extractos y debe e interfiere con la

determinaciéon de la intensidad de banda del rebA, por lo que los resultados
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semicuantitativos de este compuesto deben examinarse considerando este efecto

y en estudios posteriores optar por técnicas cuantitativas como HPLC.

La intensidad de las bandas en la Figura 32 fue analizada mediante el software
GelAnalyzer y correlacionandola con una curva patron (Anexo 3) de los
compuestos de referencia que permitid la determinacién semicuantitativa de la
produccion (Tabla 16) y la productividad (Tabla 17) de GE en los diferentes tipos
de cultivos de raices. Asi los analisis de varianza mostraron que el efecto del tipo
de cultivo de raices o, en otras palabras, el evento de transformacién que las

origind tuvo efecto significativo en la produccién y productividad de GE (Anexo 1).

Tabla 16. Produccion de esteviésido y rebaudidsido A en los diferentes extractos de raices
de lafigura 31 después de 30 dias.

Tipo de cultivo Estevidsido (mg/gPF) Rebaudiésido A (mg/gPF)
NT

<0.01° 50.60 + 6.07 ¢
M5R4 108.63 +13.03 2 549.71 + 60.46"
M2PV 24.6 +2.70 °¢ 291.14 + 34.93 ¢
M1sDXS 93.07 +11.16 2 368.99 + 40.58 ©
M2sDXS 69.21+7.61° 302.26 + 36.27°
M7sDXS 14.23 +1.70 716.53 + 78.81°¢

Las letras indican diferencia significativa entre las medias en una prueba de Tukey con P<0.05

Los datos calculados y utilizados para realizar los mencionados analisis de
varianza y después de un analisis de comparacion multiple de medias de Tukey
indican que las raices transformadas de las lineas M5R4 y M1sDXS acumulan la
mayor cantidad de esteviosido, mientras que para el caso de RebA fueron las
lineas M5R4 y M7sDXS las que tuvieron la mayor produccion. Cabe hacer la
mencién que los aumentos en produccién de Est fueron altamente significativos si
se toma en cuenta que en el caso de las raices no transformadas la banda no
alcanzo los limites de deteccion de la técnica. Reis et al., (2011) tuvieron similares

utilizando cultivos de raices adventicias (no transformadas) de S. rebaudiana, en
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los cuales, de igual manera, no lograron detectar estevidsido. Yamazaky et al.,
(1991), en uno de los primeros estudios sobre la produccion de GE en raices
transformados de Stevia tampoco encontraron GE en cultivos de raices incubados
en oscuridad, que tenian una coloraciébn amarilla/blanca a diferencia de la

tonalidad verde observada en este estudio.

Tabla. 17 Productividad de estevidsido y rebaudiésido A en los diferentes extractos de
raices delafigura 31.

Tipo de cultivo Esteviosido (mg/gPF*dia) Rebaudiésido A (mg/gPF*dia)

NT

1.04 £0.11° 1.68+0.20 ¢
M5SR4 3.62+0.432 18.32 £2.01"
M2PV 0.82 +0.09 o 9.70 +1.16
M1sDXS 3.10 +0.37 2 12.29+1.35¢
M2sDXS 2.30+0.25° 10.07+120°
M7sDXS 0.47 +0.05¢ 23.88 +2.62°

Las letras indican diferencia significativa entre las medias en una prueba de Tukey con P<0.05

En términos de la productividad, para el caso del Est las lineas M5R4 y M1sDXS
fueron las que obtuvieron los valores mas altos, y las lineas M5R4 y M7sDXS
exhibieron las mejores productividades de RebA; cabe mencionar que fueron los

mismos patrones observados en productividad.

Las raices transformadas de Stevia rebaudiana han sido estudiadas por otros
autores como Abdy et al., (2016) y Pandey et al., (2016); y también detectaron GE,
aungque no cuantificaron o semicuantificaron los contenidos; pero apoyan la
suposicion de que los cultivos de raices transformadas de S. rebaudiana son
capaces de producir GE en mayor cantidad que sus contrapartes no

transformadas.

Los tres tipos de cultivos transformados que se establecieron teodricamente

permitirian aislar el efecto de la sobreexpresion de srDXS del efecto de la
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insercion de los genes rol y del ADN-T del vector binario pPCAMBIA1105.1, de esta
manera se esperaba que las raices que sobreexpresaban srDXS acumularan
mayor contenido de estevidsido y rebaudiésido A comparadas con las otras raices
transformadas, sin embargo, se observé que se comportan de manera similar,
particularmente la linea M1sDXS, al cultivo transformado con cepa silvestre M5R4
gue no sobreexpresa DXS pero que si tiene los genes rol. El cultivo M2PV tuvo
valores de acumulacion de GE por debajo de los observados en los otros cultivos
mencionados sugiriendo que la insercion del T-ADN del vector binario vacio no
tuvo un efecto potenciador por si mismo en este particular evento de
transformacion. Sin embargo, cabe mencionar, que todos los -cultivos
transformados tuvieron significativamente mejor produccion y productividad que
los cultivos de raices normales, lo que soporta el efecto positivo de la
transformacion genética mediada por A. rhizogenes en la produccion de
metabolitos secundarios, que de acuerdo a lo reportado por Murthy et al., (2014)
dicha produccion aumentada en cultivos de raices transformadas es afectada por
la incorporacion de los genes presentes en el T-ADN al genoma del hospedero y
el tamafio o nivel de ploidia del genoma de las células a las que se incorpora.

Si bien el efecto de la sobreexpresién de srDXS no se pudo ver directamente
relacionado con el aumento de la produccién y productividad de GE, debido a la
similitud estadistica entre el cultivo M5R4 y el cultivo M7sDXS, dicha sobre
expresion pudo haber beneficiado a la ruta de biosintesis de las giberelinas,
recordando que la hidroxilacion del 4cido ent-kaurendico en la posicién C13 es el
punto de divergencia para la sintesis del esteviol y las giberelinas (Brandle 1998).
No obstante, en otros trabajos la sobreexpresion de la enzima DXS se ha
encontrado correlacion directa con el aumento de metabolitos secundarios
derivados de los precursores que produce, tal es el caso de lo reportado por
Quevedo et al., (2010), que obtuvieron un aumento de la produccién de
antraquinona (AQ) por la sobreexpresiéon de la 1-desoxi-D-xilulosa- 5-fosfato
sintasa de Catharanthus roseus en cultivos de células transgénicas en suspension
de Morinda citrifolia, esta linea celular aumenté la produccion de AQ en

aproximadamente un 24% en comparacion con la linea celular de control.
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Battilana et al.,, (2011) en el sistema de Vitis vinifera derivado de la
sobreexpresion de una DXS modificada, con la mutacion implementada en este
estudio K284N, también encontraron una correlacion positiva con la acumulacion
de monoterpenos relacionados con el aroma del fruto y sugirieron que
adicionalmente al efecto de sobreexpresion; la modificacion realizada a la
secuencia influencio la actividad catalitica de la enzima al aumentar su eficiencia.
Si solo se considera la comparacion entre la produccién de Est en los presentes
cultivos de raices no transformadas y la linea M1sDXS el efecto de la

sobreexpresiéon podria estar aumentando dicha produccion méas de 9,000 veces.

Otro aspecto interesante sobre el posible papel regulador de DXS en la sintesis de
GE y otros compuestos es discutido por Kim et al., (2015) que encontraron cuatro
genes o variantes codificantes de DXS en Stevia rebaudiana designados como
SrDXS1-SrDXS4 que aparentemente tienen diferentes papeles regulatorios,
destacando que SrDXS4 era la Unica secuencia reportada de esta enzima para S.
rebaudiana por Totté en 2003. Los autores argumentan que el producto de
SrDXS1 puede estar involucrado en el metabolismo primario dado que pertenece
al clado DXS1 de la clasificacion de las enzimas DXS, mientras que SrDXS2 y
SrDXS4 probablemente estan relacionados con el metabolismo secundario dado
su pertenencia al clado DXS2. Dada la disponibilidad de secuencias durante el
arranque de este estudio la secuencia nativa utilizada muy probablemente fue
analoga a SrDXS4 puede explicar que la sobreexpresion de srDXS haya dirigido
su efecto regulatorio a la biosintesis de diterpenoides de acido giberélico
(GA) que es esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas mas que a
potenciar directamente la produccion de GEs, como lo soporta la similitud de la
produccion entre el cultivos M1sDXS y los transformados con el plasmido inductor
de raices silvestre solamente. El efecto en la producciéon de giberelinas pudo
haber sido también el responsable de la regeneracién espontanea y el fenotipo de
las plantulas transgénicas (hojas mas grandes y verdes, tallo grueso y
posiblemente mayor acumulacion de GE en sus hojas) mostradas anteriormente.
Por otra parte, en el andlisis de la separacion cromatografica en capa fina de

extractos de GE (Fig. 33), especificamente los extractos provenientes de raices
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transformadas M5R4, M2PV, M1sDXS, M2sDXS y M7sDXS denotan una banda
muy intensa con Rf de 0.427, que debido a la coloracion que desarrollo, puede ser
otro tipo de glucésido, ya que Stevia rebaudiana produce no solo un grupo de
glucosidos diterpenoides, sino también otros diterpenoides de tipo labdano, por lo
gue resulta interesante en estudios posteriores analizar e identificar de qué tipo de

posibles diterpenoides se trata y las posibles aplicaciones.

8. Conclusiones

Se logro el establecimiento de un protocolo de transformacion, reproducible, de
Stevia rebaudiana mediada por A. rhizogenes con las cepa silvestres LBA9402,
AR4 y K599 y las cepas transformadas K599.1 y K599DXS.

La secuencia modificada srDXS, fue optimizada cuyo uso coddnico se mejor6

significativamente a pesar de partir de una secuencia enddégena de DXS.

Se establecieron cinco diferentes tipos de cultivos de raices de S. rebaudiana,
cuya transformacion fue confirmada por PCR y expresién del gen reportero
GUSPIlus, que permitieron aislar estudiar los efectos de diferentes eventos de

transformacion en la produccion y productividad de GE.

Basados en la determinacion semicuantitativa de GE en los diferentes tipos de
cultivo, las raices transformadas de la linea M5R4 y M1sDXS acumulan la mayor
cantidad de Est y son significativamente similares; aunque la mayor cantidad de

RebA la acumuldé la linea M7sDXS.

El efecto regulador que se esperaba ver de la sobreexpresion de srDXS hasta el
momento puede relacionarse mas con la mejora de las caracteristicas fenotipicas
de los cultivos de raices que con el aumento de produccion de GE, lo que sugiere
otros mecanismos regulatorios sobre la enzima DXS ademas de la

sobreexpresion.
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9. Sugerencias y perspectivas

Evaluar la actividad enzimatica de DXS en los diferentes cultivos establecidos para
poder determinar concretamente el efecto de la modificaciébn aminoacidica en la
secuencia modificada de DXS sobre su actividad enzimética y eficiencia catalitica.

Determinar los niveles de expresion de la DXS endbgena y modificada en los

cultivos establecidos para validar la sobreexpresion y sus efectos.

Generar un protocolo de regeneracion de plantulas reproducible, a partir de raices
transformadas para contar con un sistema mas amigable para la extraccion de GE

en las cantidades necesarias para la cuantificacion por métodos analiticos

Evaluar el crecimiento de estos cultivos transformados en diferentes condiciones
experimentales para mejorar la produccion de GE y determinar sus parametros

cinéticos.

Utilizar el vector de binario pCAMsrDXS en la transformacion de otras especies
vegetales y estudiar su efecto en la producciéon de metabolitos secundarios,

particularmente los terpenoides.
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Anexos
Anexo 1

Comprobacién de liberacion del inserto srDXS del vector de clonacion

comercial pUC57

El proveedor GenScript quien sintetizo la secuencia srDXS, clon6 dicha secuencia
en el vector pUC57 adicionalmente al vector pCAMsrDXS, por lo que se realizd
una digestion con la enzima de restriccion Pstl de doble corte (Fig. Al), con el
objetivo de comprobar la presencia de la secuencia srDXS en el vector, pUC57
tiene una longitud de 2,710 pb y estd optimizado por la cepa DH5a de E. coli,
mientras que la secuencia sintetizada srDXS tiene una longitud de 2,442 pb. El
producto de digestion con Pstl gener6 2 bandas, una de 3,451 pb y otra de 1,701

pb confirmando la identidad e integridad de la secuencia srDXS.

MPM 1 2 3 4

5000 —»
5000 3451 pb
1650 — 1701 pb
1000 —»

Figura Al. Producto de digestion del Vector pUC57srDXS con la enzima Pstl.
Agarosa 1.2 % 100 Volts 50 minutos. Carril 1: Colonia 1 pUC57srDXS sin digerir Carril 2:
Col 1. pUC57srDXS digerido con Pstl Carril 3: Col. 2 pUC57srDXS sin digerir Carril 4:
Col.2 pUC57srDXS digerido Pstl.
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Anexo 2

Andlisis de varianza para la evaluacion del efecto del tipo de cultivo sobre la
produccion y productividad de EST y RebA

ANOVA unidireccional: Produccion EST vs. Tipo de cultivo

Fuente GL SC MC F P

Tipo de cultivo 5 15428.6 3085.7 177.81 0.000

Error 6 104.1 17.4

Total 11 15532.7

S = 4.166 R-cuad. = 99.33% R-cuad. (ajustado) = 98.77%

ANOVA unidireccional: Produccion RebA vs. Tipo de cultivo

Fuente GL SC MC F P

Tipo de cultivo 5 533435 106687 85.75 0.000

Error 6 7465 1244

Total 11 540900

S = 35.27 R-cuad. = 98.62% R-cuad. (ajustado) = 97.47%

ANOVA unidireccional: Productividad EST vs. Tipo de cultivo

Fuente GL SC MC F P

Tipo de cultivo 5 17.1429 3.4286 177.81 0.000

Error 6 0.1157 0.0193

Total 11 17.2586

S = 0.1389 R-cuad. = 99.33% R-cuad. (ajustado) = 98.77%

ANOVA unidireccional: Productividad RebA vs. Tipo de cultivo

Fuente GL SC MC F P

Tipo de cultivo 5 592.71 118.54 85.75 0.000

Error 6 8.29 1.38

Total 11 601.00

S =1.176 R-cuad. = 98.62% R-cuad. (ajustado) = 97.47%
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Anexo 3

Curva patron para analisis de TLC
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R? =0.9544
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concentracion mg/ml

Figura A2. Compuestos de referencia que permitio la determinacion semicuantitativa de
la produccion de GE en raices no transformadas, raices transformadas m5AR4, raices

transformas con plasmido vacio y raices transformadas con srDXS.
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