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Resumen

Los glucésidos de esteviol (GE) son compuestos diterpénicos de gran interés econémico
y medicinal presentes en las hojas de la planta S. rebaudiana. Debido a estas cualidades
algunos estudios han intentado analizar como se encuentra relacionada la expresion
genética con la sintesis de los GE. Por otro lado, la elicitacién con Metil Jasmonato
(MeJA) es una estrategia que altera el metabolismo celular de las plantas que, por lo
general, ocasiona un aumento en la produccién de metabolitos secundarios. Este
trabajo se realizé con el objetivo de evaluar los niveles de expresion de los genes SrDXS,
SrIDI, SrKS1-1 que codifican para las enzimas 1-desoxi D-xilulosa-5-fosfato sintasa
(DXS), Isopentil difosfato isomerasa (IDI) y la kaureno sintasa (KS) de la ruta de
biosintesis de los GE, en plantulas in vitro de S. rebaudiana en condiciones de elicitacion
con MeJA. Para ello se realizaron dos cinéticas elicitando con diferentes
concentraciones de MeJA 25 pM, 50 uM y 100 uM, se extrajo ARN integro para evaluar
la acumulaciéon de transcritos, a continuacién se sintetizé la cadena de ADN
complementario (ADNc) y se amplificé por PCR punto final. Los amplificados fueron
cuantificados por la determinacién de absorbancia a 260 nm, estos resultados fueron
usados para la determinacion de la abundancia de transcritos y consecuentemente los
niveles de expresion. Los geles con las muestras de amplificacion sobre cDNA fueron
analizados para determinar su intensidad mediante el software Image]
(https://imagej.net).

De acuerdo a los resultados la elicitacion con 25 pM de Me]A representa una estrategia
confiable para aumentar representativamente el flujo de expresion de los tres genes de
estudio, principalmente dentro de las primeras 24 horas de exposicién. Al mismo
tiempo se observd un aumento en la acumulacidn del estevidsido y el rebaudidsido A,
principales metabolitos secundarios presentes en S. rebaudiana. E1 aumento en los
perfiles de expresion de los genes que codifican para DXS, IDI y KS elicitados con MeJA,
permite proponer que los genes responsables de la biosintesis de GE estan

ampliamente regulados, principalmente por mecanismos transcripcionales.



1. Introduccion

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta herbacea, que crece en forma de arbusto de
forma perenne, pertenece a la familia de las plantas compuestas (Asterdcea) y es
originaria de ciertas regiones de América del Sur (Kinghorn., 2002). Esta planta se abri6
camino por toda la costa del Pacifico hasta llegar a paises como: México, Estados Unidos
de América, Japén, China, Malasia, Espana, Italia y Reino Unido, hoy en dia aun se
pueden encontrar variedades de Stevia en estado silvestre en algunos paises como
Paraguay en el departamento de Amambay, donde es conocida por los nativos guaranis
por el sobrenombre de “kaa he-he” y en la provincia de Misiones Argentina (Kobus y

Michalowska., 2015).

La principal aplicacion de S. rebaudiana y su potencial interés econdmico se debe al
contenido de los glucésidos de esteviol (GE), una familia de compuestos diterpénicos
que representan del 4 % al 20 % del peso seco de la planta y que son responsables de
brindarle una dulzura hasta 300 veces mas intensa que la sacarosa (Kaur et al, 2014).
El estevidsido y el rebaudidsido A son los principales GE presentes en las hojas de
Stevia, sin embargo también existen otros GE presentes en menor concentracién como

el esteviolbidsiodo, el rebaudidsido B, C, D, E, F y el dulcésido A (Geuns., 2003).

Debido a laimportancia de los GE presentes en S. rebaudiana se ha profundizado en los
mecanismos por los cuales son sintetizados, sugiriendo en un principio la implicacion
de diversas vias metabdlicas, como la via de sintesis del acido mevalonico (MVA), sin
embargo ensayos mas recientes han demostrado que la biosintesis de los GE se lleva a
cabo, en un principio a través de una la via metileritritol-4 fosfato (MEP) (Estévez et
al, 2001). Hasta ahora se han hecho estudios importantes para describir los pasos
cataliticos por los cuales se sintetizan los esteviésidos teniendo en cuenta a las enzimas
que se encuentran implicadas en este proceso (Guevara et al., 2005). Sin embargo atn

falta profundizar en la investigacion enfocada hacia el area molecular, para describir



como se encuentra relacionada la expresion genética con la sintesis de los GE en Stevia
(Rodriguez y Boronat., 2004). Algunos estudios previos demostraron que los genes que
codifican para la copalil pirofosfato sintasa (CPPS), la kaureno sintasa (KS) y la kaureno
oxidasa (KO) tienen un papel importante en la determinacion del contenido de GE en la
planta, esta conclusidn se baso en la expresion relativa de estos genes y el volumen de

GE en diferentes 6rganos de la planta (Richman et al., 1999; Brandle y Telmer 2007).

Por otro lado, la elicitacién es una estrategia que consiste en someter células, tejidos u
organismos a un agente externo llamado elicitor, este compuesto altera el metabolismo
celular de las plantas, desencadenando una serie de mecanismos de defensa que, por lo
general, ocasiona un aumento en la producciéon de metabolitos secundarios (Ramirez
Estrada 2016). Se sabe que la elicitacién con Metil-Jasmonato (MeJA) modulan diversos
procesos fisiolégicos, los cuales incluyen: el crecimiento de la raiz, senescencia, sintesis
de metabolitos secundarios y la respuesta de defensa por parte de la planta contra los
patégenos y el ataque de insectos (Baenas., 2014). Estudios previos demostraron que
la elicitacion con MeJA en S. rebaudiana desencadena una serie de respuestas sobre la
expresion genética en la ruta de biosintesis de los glucosidos de esteviol (Kumar et al,

2011).

Debido a estas razones en este trabajo se propuso como objetivo realizar un estudio
sobre niveles de expresion de los genes SrDXS, SrIDI, SrKS1-1 que codifican para las
enzimas 1-desoxi D-xilulosa-5-fosfato sintasa, Isopentil difosfato isomerasa y la
kaureno sintasa respectivamente, en plantulas in vitro de S. rebaudiana en condiciones

de elicitacion con MeJA (Kumar et al,, 2011).



2. Antecedentes

2.1. Stevia rebaudiana Bertoni

El entorno natural de S. rebaudiana se localiza en las praderas tropicales, a una altitud
de 200 a 500 metros sobre el nivel de mar, puede resistir temperaturas que abarcan
desde los -6 °C hasta los 43 °C, sin embargo su estado de crecimiento 6ptimo se

encuentra alrededor de los 23 °C (Brandle y Rosa., 1992).

La morfologia de la planta estd conformada por hojas en forma de elipse y flores
blancas, llegando a alcanzar una altura de entre 20 a 65 cm (Lemus et al., 2012 ). Las
condiciones en que se desarrolla son muy variadas, crece en distintos tipos de suelo
como son: humedos, arenosos y limosos, llegando a crecer incluso a orillas de suelos

pantanosos (Kobusy Michalowska., 2015).

Stevia es una anomalia en la plantas de este género, ya que en ninguna otra de las
aproximadamente 230 especies de esta familia se ha podido demostrar hasta el
momento, una produccion de GE o algtin homologo con la misma capacidad edulcorante
(Kinghorn., 2002). Pese a ello se ha logrado detectar en extractos de hojas secas,
algunos GE presentes cantidades traza, procedentes de diferentes cultivares como: la
Stevia phlebophylla en México, la Rubus suavissimus en China y la Angelica keiskei en

Japon (Ceuneny Geuns., 2013).

Los extractos estandarizados de Stevia y el estevidsido purificado, se han utilizado
como suplemento alimenticio en América del Sur, Japon, China, en diferentes paises de
la Union Europea y Estados Unidos de América desde 1995 (Geuns et al., 2003). En
México segun el Codex para los aditivos alimentarios publicado en el Diario Oficial de
la Federacién adaptado para el 2016, s6lo se permite el empleo de los estevidsidos en
mezclas, es decir, su uso esta restringido como aditivo de bebidas, congelados, polvos,

jarabes y concentrados, no se permite su comercializacién como extracto puro.



Tras su lanzamiento al mercado, los estevidsidos recibieron criticas severas que
sugerian un posible potencial cancerigeno, sin embargo multiples estudios han
sefialado que el consumo de productos obtenidos a partir de extractos de Stevia no se
acumulan en el cuerpo humano, ingiriendo una dosis diaria por debajo de los 750 mg
(Geuns et al,, 2003). Por el contrario, se ha demostrado que el consumo de estevidsidos
brinda beneficios a la salud humana, en la mayoria de casos han sido utilizados como
sustituto de la sacarosa en personas con diabetes tipo II, ayudando a mermar los niveles
de glucosa en sangre hasta en un 35%, ademas de contribuir a disminuir la presién
arterial en pacientes con hipertension leve (Gregersen et al, 2004). En base a los
estudios anteriores, la Organizacién Mundial de la Salud reconocié que el consumo de
los GE no resulta téxico para el cuerpo humano, con un consumo diario por debajo de

los 0.2 mg/Kg peso corporal (Beneford et al, 2006).

2.1.1. Clasificacion de S. rebaudiana

La primera clasificaciéon botanica de S. rebaudiana (Tabla 1), se atribuye al M. S. Nicolas
Bertoni, por su alta produccién de estevidsidos, Stevia es una anomalia de los 950
miembros de la familia Asteracea, consiste en un grupo de hierbas anuales y arbustos
perenes que habitan en las regiones montafiosas, fronteras de rios y valles (Soejarto.,

2002).



Tabla 1. Clasificacion taxondmica de S. rebaudiana

Dominio Eucariota

Reino Plantae

Clase Magnoliopsida

Grupo Monoclamidea

Orden Asterales

Familia Asteracea
Subfamilia Asteroidea

Género Stevia

Especie rebaudiana

Fuente: Soejarto., 2002
2.2, Componentes bioquimicos de S. rebaudiana

Han sido muchos los estudios para determinar los constituyentes bioquimicos que
componen a S. rebaudiana, un analisis proximal realizado en extractos de hojas secas
revel6 que los principales componentes bioquimicos incluyen el grupo de las proteinas,
grasas y carbohidratos, a su vez los analisis para determinar el contenido de GE
demostré que el estevidsido es el compuesto mas abundante (Tabla 2) seguido del
rebaudiosido A y C (Yadav et al, 2012). El analisis mineral (Tabla 3) reveld que el
potasio, calcio, magnesio, fosforo, sodio y azufre se encuentran presentes en mayor
cantidad que el cobre, cobalto, manganeso, zinc, selenio y molibdeno (Mishra et al.

2010).



Tabla 2. Principales compuestos bioquimicos identificados en S. rebaudiana

Componentes Valor (g/100 g peso seco de

hoja)
Carbohidratos 35.2
Proteinas 12-20.42
Lipidos 2.7-4.34
Ceniza 13.12
Esteviosido 4-14
Rebaudidsido A 2-4
Rebaudidsido C 1-2
Dulcoésido A 0.4-0.7
Rebaudiésido D, E, F: >0.4
esteviolbidsido

Fuente: Yadav., 2002

Tabla 3. Principales compuestos minerales identificados en S. rebaudiana

Mineral Contenido (mg 100 g*)

hoja seca S. rebaudiana

Calcio 464.4
Fésforo 11.4
Sodio 190
Potasio 1800
Hierro 55.3
Magnesio 34.9
Zinc 1.5

Fuente: Yadav., 2002



2.3. Requerimientos para el cultivo de S. rebaudiana

Stevia es una planta que no necesita requerimientos nutricionales exigentes para su
desarrollo, ya que se adapta a distintas condiciones climaticas y de suelo, esto debido al
entorno natural de donde es endémica en su natal Paraguay, sin embargo existen
algunos factores que pudieran llegar a influir en su desarrollo, principalmente el
fotoperiodo, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes del suelo (Ramesh et al,

2006).

2.3.1. Fotoperiodo y duracion del dia

Stevia es una planta que necesita del sol, ya que habita principalmente en climas calidos,
se considera una planta de dia corto, con una longitud de dia critico menor a 14 horas,
lo cual provoca una floracion alrededor de los 46 dias de desarrollo (Valio y Rocha et al
1977). Se sabe que las condiciones de dia largo prolongan el crecimiento vegetal
mediante la anulacion de la floraciéon temprana, promoviendo el aumento de la longitud

entre nudos, el area foliar y la biomasa de las hojas (Viana y Metivier., 1980).

El aumento en el tiempo de la exposicién a luz en Stevia, se ha utilizado en el laboratorio
como estrategia de cultivo in vitro para aumentar la produccion de esteviosidos, ya que
al aumentar la biomasa de las hojas, aumenta el contenido de carbohidratos, proteinas
y por ende la sintesis de metabolitos secundarios, en plantulas in vitro el fotoperiodo
optimo para lograr una mayor produccion de GE oscila en un rango de entre 16 y 20

horas de exposicion a luz (Ceunen y Geuns., 2013).

2.3.2. Temperatura de cultivo

El rango de temperatura de cultivo in vivo de S. rebaudiana se encuentra entre los 15 °C
y los 30°C, se sabe que Stevia soporta intervalos de temperaturas muy amplios,
pudiendo adaptarse a diversas condiciones climaticas, existen reportes de plantas que
sobrevivieron a temperaturas por debajo de los 0°C (Brandle y Rosa., 1992). La

temperatura éptima para sistemas de cultivo in vitro en los que se ha requerido



aumentar la produccion de GE se encuentra en el rango de entre 20 °Cy 25 °C (Ramesh

etal., 2006).

2.3.3. Disponibilidad de nutrientes

Debido a que S. rebaudiana prefiere suelos acidos para crecer, podria garantizarse la
presencia de algunos nutrientes esenciales en el suelo tales como: sodio, magnesio y
nitrogeno. Los primeros estudios realizados en campo con respecto a la nutricion de
Stevia, indicaron que la implementacién de nitrogeno y potasio aumenta el tamafio y
grosor del tallo, asi como el nimero de ramificaciones en la planta (Kinghorn., 2002;
Mitra y Pal,, 2007). Los sintomas visuales con respecto a la deficiencia de nutrientes
incluyen cambios de color verde a un amarillento si se trata de deficiencia de sodio,
hojas de color negro por deficiencia de fésforo y un color café moteado por deficiencia

de potasio (Ramesh et al., 2006).

Con respecto a la relacién entre los nutrientes y la produccién de GE, los estudios
indicaron que las deficiencias de potasio, calcio y sodio disminuyen la concentracién de

esteviosidos en las hojas (Utumi et al., 1999).

2.4. Propagacion de S. rebaudiana

2.4.1. Propagacion in vivo

La propagacion vegetal en campo se puede realizar a través de un corte en el tallo, la
raiz o mediante la semilla, sin embargo, la propagacion vegetal a través de la raiz
requiere de una considerable cantidad de insumos y un costo de mano de obra elevado,
por otro lado, la propagacién vegetal en campo a través de la semilla resulta muy pocas
veces viable debido a la baja tasa de germinacién (Debnath., 2008). Es por ello que la
propagacién en campo a través de un corte en el tallo resulta ser el método tradicional
ideal para cultivar Stevia, a grandes rasgos, se debe cortar una rama vigorosa desde la
base de la planta, la cual se siembra en el campo manteniendo de dos a tres nodos por
encima del suelo, el tallo se debe sumergir en aceite de neem o en cualquier otra fuente

fangica (Shock., 1982). Se sabe que el rendimiento de los esquejes con una altura de 15



centimetros o superior es mayor, comparada con esquejes de menor tamafio, esto
debido a que los retofios de mayor tamafio extraen mayor cantidad de nutrientes del
suelo, por lo que facilita el inicio del proceso de enraizamiento, con lo cual cuentan con

mayores posibilidades de establecerse (Yadav et al.,, 2010).

2.4.2. Propagacion in vitro

La micropropagacion in vitro resulta ser una alternativa viable para el establecimiento
y multiplicacién del cultivo, ya que podemos obtener plantas homogéneas y libres de
patégenos en un sistema de cultivo bajo condiciones controlables (Sivaram y

Mukundan., 2003).

La micropropagacion en Stevia se puede realizar partiendo de diferentes tejidos como
hojas, raiz, brotes axilares, primordios de lanzamiento, explantes nodales, callo
embriogénico entre otros (Salahim et al, 2007; Ejaz et al., 2013). Los primeros cultivos
in vitro de S. rebaudiana se reportaron a mediados de los afios 90°s, estos estudios
partian del tallo como tejido cultivado en un medio de agar LS (Linsmaier y Skoog.,
1965) suplementado con Kinetina, la cual es un tipo de citoquinina que promueve la
division y la diferenciacion celular (Linmaier y Skoog., 1964; Pande y Gupta., 2012). Se
sabe que S. rebaudiana puede formar multiples brotes a partir de explantes nodales,
por lo que diversos protocolos han partido de este tejido para el establecimiento de
material vegetal, por ejemplo los explantes se han cultivado en un medio basal MS
suplementado con IAA (Acido indol acético), Kinetina, BAP (Benciladenina) e IBA
(Acido indol butirico)con el objetivo de promover la proliferacién y multiplicacién de

brotes (Murashige y Skoog., 1962; Miltra y Pal., 2007).

Debido a la importancia econémica de Stevia, son muchos los protocolos de
micropropagacion que se han enfocado al mejoramiento en la produccién de los GE. En
estos estudios, los reguladores de crecimiento vegetal han tenido un impacto
significativo en la composiciéon del medio de cultivo, en la mayoria de los casos los

reguladores de crecimiento vegetal como BAP y NAA (4cido naftalenacético) se
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denominan como esenciales para el desarrollo de brotes y produccion de estevidsidos

(Laribi et al, 2012; Pande y Gupta., 2012).

2.5. Relevancia de los glucésidos de esteviol

Los GE poseen un inmenso potencial econémico, aplicable en distintos campos de la
industria quimica, farmacéutica, alimenticia y medicinal (Mulabagal y Sheng., 2004).
Japoén fue el primer pais en comercializar los esteviésidos como un edulcorante de uso
comun en los alimentos, desde entonces esta practica se ha extendido a otros paises del
continente asiatico como China, Malasia, Singapur, Corea del Sur, Taiwan y Tailandia

(Chatsudthipong y Muanprasat., 2009).

Ademas del poder edulcorante, se ha demostrado que los GE son capaces de brindar
beneficios terapéuticos a las personas que los consumen, ya que tiene un efecto
antihiperglucémico, anti hipertensivo, antidiarreico, diurético e inmunomodulador
(Lemus et al., 2012). Desde hace unos afos, se han recomendado a los GE como
tratamiento contra enfermedades como la diabetes, caries dental, obesidad e

infecciones del estomago (Debnath., 2008).

2.6. Acumulacion diferencial de esteviosidos en S. rebaudiana in vivo e in
vitro

La acumulacién de los GE en Stevia varia dependiendo del 6rgano de la planta y la etapa
de crecimiento en que se encuentre. Durante el desarrollo reproductivo la expresion
del estevidsido y el rebaudiésido A en el tallo son menores que las del dulcésido A y el
rebaudiésido C (Ceunen y Geuns. 2013). Un estudio en campo realizado en 300
ejemplares de Stevia, revel6 que el contenido de GE varia de 0.5 a 3.7% en el estadio de

plantula y de 6.7 a 18.6% en el tiempo de la cosecha (Bondarev et al., 2002a).

La aplicacion de las técnicas de cultivo in vitro en S. rebaudiana promueven una
disminucién sobre la cantidad de GE producidos comparados con el cultivo in vivo,
siendo esta cantidad aproximadamente de 5 a 10 veces menor (Bondarev et al., 2002b).

Los sistemas de cultivo como los callos y células en suspension solo han sido capaces
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de producir pequefias cantidades de algunos GE tales como el esteviosido A, el
rebaudiosido B y cantidades ain mas bajas del esteviolbidsido (Bondarev et al,, 2001).
Para contrarrestar esta desventaja, las técnicas de cultivo in vitro se han apoyado en el
uso de medios suplementado con fitoreguladores, con lo cual, se halogrado mejorar el
rendimiento y aumentar la sintesis de metabolitos secundarios, induciendo una

produccion similar promedio comparada con el cultivo in vivo (Gauchan et al., 2014).

2.7. Biosintesis de los glucésidos de esteviol

El Isopentil difosfato es la unidad fundamental de todos los isoprenoides, el cual se
forma generalmente por condensacion de la acetil coenzima A, a través de la via del
MVA, por lo tanto, era la respuesta mas légica al momento de dilucidar la biosintesis de
los esteviosidos, ya que los GE son compuestos diterpénicos con un esqueleto de
isopreno, sin embargo algunos estudios empleando marcadores de glucosa han
revelado que las plantas, especificamente los cloroplastos utilizan una via
independiente del MVA para la formacidn del esqueleto que conforma la estructuracion

de los GE (Lichtenthaler et al,, 1997;Totté et al, 2000).

Como se menciond anteriormente la biosintesis de los GE opera en las hojas, lugar
desde donde son transportados a varias partes de la planta. Este antecedente fue crucial
para poder determinar una dicotomia bastante clara entre la biosintesis de diterpenos
en general he isoprenoides: la via del MVA opera en el citoplasma, mientras que la via
alternativa conocida mas tarde como la via MEP se localiza en el plastidio (Brandle y

Rosa., 1992).

Los GE son moléculas diterpénicas tetraciclicas derivadas del acido kaurenoico, mismo
precursor del acido giberélico (GA por sus siglas en inglés). El esteviol es una molécula
diterpénica que comparte muchas caracteristicas estructurales con el GA, el esqueleto
de isopreno del esteviol y el GA son idénticos, esta observaciéon ha llevado a la
prediccién de que los primeros pasos que conducen a la formacién de esteviol son los
mismos pasos para la biosintesis de las giberelinas (figura 1) (Richman et al, 1999;

Brandle y Telmer., 2007). Todos los diterpenos se derivan del geranilgeranil difosfato
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(GGDP), de estos diterpenos policiclicos el acido giberélico (GA) es el mejor conocido,
siendo la biosintesis de GA ubicua entre las plantas (Bohlmann et al., 1998). Diversos
estudios empleando marcadores de secuencia demostraron que la via de sintesis de los
GE diverge en el kaureno, en comparacion con otros terpenos como las giberelinas, este
a su vez se convierten en esteviol, en principio a través de la via MEP que abarca desde
la formacidn de la xilulosa fosfato sintasa a partir de gliceraldehido y piruvato, hasta la

biosintesis de la Isopentil difosfato isomerasa (Totté et al 2000).

‘“‘E' geranilgeranil difosfato
- T

P

"),\r (<) copalil difosfato sintasa
F -

r;f,__:(/m (<) copalil difosfato

. —

Kaureno sintasa

Kaureno

Kaureno 19-oxidasa

Acido kaurenoico

st

GA1z aldehido esteviol

Fuente: Richman et al., 1999

Fig. 1. Pasos en comun para la sintesis de giberelinas y glucdsidos de esteviol. La
biosintesis de giberelinas muestra un reordenamiento quimico similar a los
esteviosidos a partir de la formacion de geranilgeranil difosfato divergiendo en el acido

kaurenoico.
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2.7.1. Lavia MEP

La via MEP es una ruta que abarca gran parte de la sintesis de los GE (Fig. 2), esta se
compone de diversos pasos de conversion y reordenamiento molecular hasta llegar a
la sintesis final de los estevidsidos (Geuns 2003). El primer paso para la sintesis de los
GE es la formacion de 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP) a partir de piruvato y
gliceraldehido (paso. 1) por la enzima deo-xilulosa fosfato sintasa (DXS), la cual
representa una region altamente conservada en las diferentes especies de S. rebaudiana
(Eisenreich et al, 2001). El siguiente paso en la via involucra a la deoxilulosa fosfato
reducoisomerasa (DXR) que se encarga de disminuir y reordenar la cadena de DXP
para formar 2C-metil-D-eritritol 4 fosfato (paso. 2 y 3), el gen en especifico para este
paso fue clonado por primera vez en Arabidopsis thaliana (Totté et al,, 2000). Los genes
para los préximos 5 pasos de en la via MEP también se han clonado y caracterizado en
Arabidopsis thaliana, lo que ha llevado a la secuenciacién de genes de la via MEP (paso.

3,4y 5) en muchas otras especies incluyendo a Stevia (Guevara et al, 2005).
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Figura 2. Via de sintesis de los glucdsidos de esteviol en S. rebaudiana.

Los numeros dentro de los circulos representan la enzima que cataliza la etapa
correspondiente: 1 DXS: 1-deoxy-D-xilulosa 5-fosfato; 2 DXR 1-deoxy-D-xilulosa 5-
fofato reductoisomerasa; 3 MCT: 4-(citidina 5" difosfo)-2-C-metil-D-eritritol 4 fosfato
sintasa; 4CMK:4-(citidina 5’difosfo)-2-C-metil-D-eritritol kinasa; 5 MDS: 2-C- metil-D-
eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa; 6 HDS: (E)-4-hidroxi-3-butmetil-2-difosfato sintasa;
7 HDR: (E)-4-hidroxi-3-butmetil-2-difosfato reductasa; 8 IDI: isopentil difosfato
isomerasa; 9 GGDPS: geranilgeranil difosfato sintasa; 10 CPPS: copalil difosfato sintasa;
11 KS: kaureno sintasa; 12 KO: kaureno oxidasa; 13 KAH: 4cido kaurenoico hidroxilasa;

14 UGT85CZ; 15 UGT; 16 UGT74G1;y 17 UGT76G1.
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Tabla 4. Genes de estudio pertenecientes a la ruta de sintesis de los GE en

Stevia
Enzima Gen Numerode Criterio se seleccion Bibliografia
acceso

1-deoxy-  DXS  AJ429232 Se ha reportado que DXS, Estévezetal,
D-xilulosa podria ser un paso limitanteen 2001
5-fosfato la velocidad de reaccién en la

via MEP, permitiendo la

entrada hacia la biosintesis de

isoprenoides, acido abscisico,

estevidsidos y giberelinas.
Kaureno KS AF097310 Estudios previos realizados en Kumar et al.,
sintasa S. rebaudiana demostraron 2011

que la expresion de KS se

encuentra intimamente

relacionado con el contenido

GE.
[sopentil  IDI KT276235.1 Los reportes indican que IDI Page etal, 2004
difosfato juega un papel esencial para la
isomerasa biosintesis de terpenos, el

silenciamiento de IDI en
Nicotiana benthamiana redujo
hasta un 80% la produccién de
pigmentos en comparacion

con el control.
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2.8. La elicitacion

En cultivo de células y tejidos vegetales, un elicitor puede ser definido como: un
compuesto introducido en bajas concentraciones a un medio de cultivo, capaz de
promover la sintesis de metabolitos secundarios (Ramirez et al, 2015).
Convencionalmente, los elicitores se clasifican de acuerdo a su naturaleza: en bioticos
y abioticos, de acuerdo a la interaccién que existe entre la planta y el elicitor o debido a

su naturaleza quimica (Zhao., 2005).

La elicitaciéon es una de las técnicas mas eficaces que se utilizan actualmente para
mejorar la produccion de metabolitos secundarios, ya que estos actian como
inductores que estimulan a la planta a promover el metabolismo secundario (Baenas et

al, 2001).

2.8.1. La elicitacion como estrategia de mejoramiento de produccién

Los elicitores como el 4cido jasmdnico (JA) y su derivado el metil-jasmonato (MeJA)
nombrados en general como jasmonatos, actian naturalmente como reguladores
celulares implicados en diversos procesos de desarrollo vegetal como: la germinacion
de semillas, crecimiento de la raiz, fertilidad, maduracién de frutos, senescencia y
activacion de diversos mecanismos moleculares (Schaller y Stintzi., 2008). Se sabe que
la aplicacidon del Me]A de forma exdgena estimula positivamente el flujo de trabajo de
muchas vias metabdlicas las cuales incluyen la produccion de terpenos, flavonoides,

alcaloides y fenilpropanoides (Browse, J. 2009).

La forma en que los jasmonatos regulan este proceso se ha analizado mediante el
estudio de patrones de expresion génica, el analisis por microarreglos ha permitido la
deteccién masiva de numerosos genes activados por la aplicacion de jasmonatos, tal es
el caso del gen COI1 identificado en Arabidopsis thaliana que regula la expresion del 84
% de genes que se inducen por la presencia del acido jasménico (Schenk et al, 2000;

Devoto et al.,, 2005).
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2.8.1.1. Respuesta al MelJA

La elicitacién con Me]A desencadena una extensa reprogramacion transcripcional que
conduce a la activacion génica del metabolismo secundario en las plantas (Fig. 3), esta
respuesta comienza por lo general cuando los receptores que se encuentran en la
membrana plasmatica son activados por la aplicacion exdgena de MeJA, posteriormente
ocurre un intercambio de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno que a su vez activan
alos factores de transcripcion que se encargan de promover la expresion genética (Vom

etal, 2001).

La podofilotoxina es un compuesto de interés comercial muy importante como
tratamiento contra el cancer, un cultivo de células en suspension de Linum dlbum
elicitado con 100 uM de MeJA aumenté la produccién de podofilotoxina con respecto al
control hasta en un 20 % (Van Furden y Humburg., 2005). Por otro parte un estudio
realizado en Catharanthus roseus demostré que MeJA al 250 uM regula los niveles de
transcripcion de la via metabdlica para la produccion de alcaloides (Goklany et al,

2009).

Con respecto a S. rebaudiana un analisis de expresion de 15 genes demostré que la
elicitacién con MeJA a 100 uM regula la activacion de algunos genes que se encuentran
involucrados en la ruta de biosintesis de los esteviosidos, en este estudid se concluy6
que la expresion de DXS y KO mostrd una correlacion positiva respecto al contenido de

GE en la planta (Kumar et al, 2011).

Los resultados indican que existe un alto grado de especificidad con respecto a cada
especie de plantas y las vias metabolicas que pueden inducirse mediante la elicitacion
con MeJA, ademas de la estrecha relacion que existe entre la concentracion de MeJA que
se aplique y la producciéon de metabolitos secundarios. En términos generales se

proponen tres tipos de metabolitos secundarios que pueden ser inducidos por MeJA,
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estos son el grupo de: los terpenos, alcaloides y fenilpropanoides (Tabla 5) (Pauwels L.,

et al, 2009; Zhao., 2005).
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NADPH oxidasa, 02
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Expresion de genes

(nicleo)

Figura 3. Posible respuesta de la planta ante la elicitacion con MeJA.
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Metabolitos
secundarios

Moléculas de
sefalizacion

QEM: Enzima quinasa mitogénica. La respuesta de la planta comienza en los receptores

que se encuentran en la membrana plasmatica, MeJA es conocido por ser un elicitor de

alta potencia, llegando a tener efecto a nivel de factores de transcripciéon y expresion

genética.

19



Tabla 5. Elicitacién con MelJA de plantas en cultivo in vitro

Especie

Metabolito

secundario (MS)

Tiempo de

exposicion

Concentracion

de MEJA (UM )

Referencia

Linum album

Linum
tauricum

Panax ginseng

Panax ginseng

Taxus baccata,
Taxus media

Menta piperita

Lavandula vera

Scopolia
parviflora

Taxus media

Centalla
asiatica

S. rebaudiana

Podofilotoxin; 6-
methoxipodofiloto
xin

Lignina

Ginsenésidos

Ginsenésidos

Paclitaxel y

taxanos

Acido rosmarico

Acido rosmarico

Alcaloides

Taxanos

Centellosidos

Estevidsidos

4,6,8,10,12y 14
(dias)

1,2,3,4,5,6 y 7 (dfas)

1-40 (dias)

1-10 (dfas)

8,16,24y38
(horas)
6,12,24,48y 72
(horas)

4,8,12,24,36y48
(horas)

0.5,12,24,48y 72
(horas)
05,1,2,4,8,12
(horas), 4, 8, 12, 16,
20y 24 (dias)
1-30 (dias)

2,4y 6 (horas)

100

50,100, 150 y

250

100

100

100y 200

50,100y 200

12.5, 25, 50,

100y 150

10,100,1000y

2000

100

100y 200

100

Van Furden

etal, 2005

Lonkova.,
20009.

Kim, Y. S et
al 2007

Hu et al,
2003
Bonfill et
al., 2005
Krzyzanow
ska, J. et al,,
2011
Georgiev,
M. et al,
2006

Kang et al.,
2003
Onrubia et

al, 2013

Bonfill et al,
2011
Kumar et

al, 2011
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2.9. Reaccion en cadena de la polimerasa y transcripcion inversa

La reaccién en cadena de la polimerasa conocida como PCR en tiempo final o PCR convencional,
es un método cualitativo para amplificar o aumentar la cantidad de una sola, o pocas copias de
ADN especifico denominado ADN molde, con lo cual se facilitara la deteccién del producto de la
amplificacién (amplicén) en los analisis pos-PCR como la electroforesis en gel de agarosa

(Mullis et al, 1986; Flaige y Pfaftl 2006).

La reaccidon de transcripcién inversa RT-PCR es una variante de la PCR convencional, es
conocido por ser un método altamente sensible y especifico, ttil cuando se desea evaluar la
presencia de transcritos en una muestra, la RT-PCR es un proceso catalizado por la
transcriptasa inversa, una enzima capaz de sintetizar ADN de doble cadena a partir de ARN de

cadena sencilla (Temin., 1972; 1985).

Una variante de la RT-PCR es la RT-PCR semicuantitativa, la cual es muy utilizada para
evaluar la acumulacién de transcritos de ARN especificos y detectar cualquier variacion
en sus niveles de expresion en diferentes condiciones experimentales. Para calcular la
abundancia de los transcritos de los genes “blancos”, se pueden seguir estrategias como
la cuantificacion relativa, ampliamente usada para evaluar los cambios en la expresion
de ciertos genes en distintos estados fisiologicos (Marone et al., 2001). Estos cambios
se basan en los niveles de ARNm del “gen blanco” comparados con el gen de referencia
o control constitutivo, el cual no cambia su expresion a pesar de que los estados
fisiologicos se modifiquen (Wong y Medrano., 2005). Los datos obtenidos por la
cuantificacion relativa son expresados como relativos al gen de referencia y
generalmente son referidos como el nimero de veces en que aumentan o disminuyen

en comparacion al control (Ibarra et al, 2013).
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3. Justificacion

En la dltima década ha ocurrido un aumento significativo en la aparicion de
enfermedades que dependen de la dieta, tales como: la obesidad, diabetes, cancer,
enfermedades cardiovasculares y también diversos problemas relacionados con
patologias dentales. Se sabe que las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de muerte a nivel mundial, cada afio mueren mas personas en el mundo por
enfermedades cardiovasculares que por cualquier otro motivo, segiin la OMS en el 2012
murieron mas de 17 millones de personas. La mayoria de estas enfermedades son
consecuencia directa de una dieta inadecuada relacionada con un alto consumo de

carbohidratos y falta de actividad fisica, entre otros.

Desde hace ya muchos afos, las grandes corporaciones alimenticias se han apoyado en
el uso de edulcorantes sintéticos para la elaboraciéon de sus productos comerciales,
especialmente él aspartame, un edulcorante sintético ampliamente utilizado que se
encuentra presente en mas de 5000 alimentos y bebidas procesados, se cree que el
aspartame podria ser causa de diversas patologias como tumores, sindrome de fatiga
crénica, diabetes, migrafia, artritis, lupus, enfermedades cardiovasculares, cancer, entre

otros.

Desde su descubrimiento, S. rebaudiana una hierba dulce de origen Sudamericano con
un poder edulcorante hasta 300 veces superior a la sacarosa, se ha acreditado como una
alternativa viable con el poder de sustituir a los edulcorante clasicos y sintéticos.
Aunado al poder edulcorante, la Stevia es una planta que cuenta con maultiples
propiedades medicinales entre las que destacan las accion hipotensora, antimicrobiana,
dietética, digestiva e hipoglucémica, por lo que su estudio puede extenderse a distintas
areas de interés. Se ha demostrado que el uso de extractos obtenidos a partir de S.
rebaudiana, disminuye los niveles de glucosa en sangre en personas con diabetes tipo

Il y controlan la presion arterial en pacientes con hipertension leve.
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Pese a estos beneficios, los esteviosidos obtenidos a partir de extractos de S.
rebaudiana, se enfrentan con algunas limitaciones biotecnoldgicas para su produccidn,
como el bajo rendimiento de los metabolitos secundarios en sistemas de cultivo in vitro.
Se cree que dichas limitaciones no estan estrictamente relacionadas a los sistemas de
cultivo in vitro como tal, sino a la poca informacion disponible sobre la via de biosintesis

de los glucésidos de esteviol.

Diversos estudios sugieran que la elicitacién con Me]A, podria activar la respuesta
genética por parte de la planta estimulando la via metabdlica para la produccién de GE,

ocasionando un aumento en la acumulacién de estevidsidos.

Abordando esta problematica, este trabajo pretende evaluar el efecto que tiene la
elicitaciéon con tres diferentes concentraciones de MeJA, sobre los niveles de expresion
de los genes que codifican para las enzimas SrDXS, SrIDI y SrKS1-1 de la ruta de
biosintesis de los glucésidos de esteviol, suponiendo que alguna de las concentraciones
producira un aumento en la produccién de GE. Con el conocimiento generado se
pretende profundizar en los aspectos basicos que tiene el efecto de la elicitacion con
Me]JA sobre los perfiles de expresién de los genes implicados en la ruta de biosintesis
de los estevidsidos, pensando en que en un futuro préximo esta estrategia pudiera ser

aplicada para mejorar las caracteristicas de valor econémico en S. rebaudiana.

4. Hipotesis

La elicitacion con metil jasmonato aumentaran los niveles de expresion de los genes

que codifican para las enzimas SrDXS, SrIDI y SrKS1-1.
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5. Objetivo General

Evaluar los niveles de expresion de los genes que codifican para las enzimas SrDXS,

SrIDI y SrKS1-1 en cultivos de plantulas S. rebaudiana en condiciones normales y de

elicitacion.

6. Objetivos especificos

L. Validar el protocolo de regeneracién y propagacion a partir de plantulas in vitro

de Stevia rebaudiana.
IL. Realizar y monitorear las cinéticas de elicitacion.

[II.  Analizar los niveles de expresion de los ARNm seleccionados.
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7. Materiales y Métodos

7.1. Estrategia experimental de trabajo

|

[ Regeneracion de plantulas in vitro J

i At
Corroboracion de oligos
provenientes de la literatura

Implementacion y
seguimiento de las cinéticas
de elicitacion con MeJA

(Obtencion de las curvas de
amplificacion

s N
} [ Extraccion de ARN a partir } Disenio de oligos especificos

de plantula para actina en S. rebaudiana

Cuantificacion del ARN por Analisis de la integridad
absorbancia del ARN
[ Montaje dE gtecmca de J——{ Sintesis de ADNc } [ Analisis bioinformatico }

f Interpretacion de W
L resultados J

absorbancia

[ Cuantificacion del ADN por

Fig. 4. Estrategia experimental de trabajo. La estrategia experimental se llevé a cabo en

respuesta a los objetivos planteados anteriormente.
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7.2. Material vegetal

7.2.1. Induccion de Brotes

Para la generacién de brotes se partié de plantulas in vitro establecidas previamente
por Montes-Palmeros (2016), estas plantulas fueron donadas para el experimento por
el Laboratorio de Cultivo de Células Vegetales de la Universidad del Papaloapan. A
partir de este tejido se obtuvieron explantes internodales, los cuales que fueron
cultivados en un medio regeneraciéon Murashige y Skoog (MS) (medio MS 2.2 g/L,
sacarosa 20 g/L, BAP 1 mg/L, IAA 0.5 mg/L, se ajusté para un pH de 6, agar 8
g/L)(Razak et al,, 2014). Se procedi6 a regenerar en anaquel durante dos semanas a
una temperatura de 25°C £ 2°C y un fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de

oscuridad.

7.2.2. Obtencidon de plantulas

Los brotes obtenidos anteriormente fueron traspasados a un medio de enraizamiento
MS (medio MS 2.2 g/L, sacarosa 20 g/L, IBA 0.5 mg/L, se ajusté para un pH de 6, agar
8 g/L)(Murashige y Skoog., 1962). Se dejo crecer y enraizar en anaquel durante 45 dias
a una temperatura de 25 + 2°C y un fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de

oscuridad.

7.3. Elicitacion con MelA

Se preparo6 una solucidn stock de MeJA 174.4 mM (Sigma Aldrich No. Cat. 39924-52-2)
la cual se disolvié en 1 ml de etanol al 99 %. La solucion se esterilizé con filtros de nylon
de 0.48 uM previo a su uso (Georgiev et al, 2007).

A partir de la solucidn stock, se prepararon 3 soluciones diluidas con concentraciones
distintas de MeJA (25 uM, 50 uM, 100 uM), con estas soluciones se saturé una torunda
de algodén. La torunda de algodoén fue esterilizada y posteriormente se procedié a
realizar la elicitacién en campana, depositando una torunda de algodén sobre el medio

de cultivo (Mathew y Sankar, 2012).
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7.3.1. Cinéticas de elicitacion

Antes de realizar las cinéticas con Me]A, se planted una cinética para evaluar el control
de disolvente (100 uM de etanol). Se estableci6é un disefio experimental factorial con
dos factores: la concentracion de MeJA (4 niveles 0, 25, 50 y 100 uM) y el tiempo de
exposicién (4 niveles 0, 24, 72 y 120 horas).

La primera cinética de elicitacién con MeJA (cinética exploratoria), se realiz6 posterior
a los 45 dias de enraizamiento. Se estableci6 un disefio experimental factorial con dos
factores: la concentracién de MeJA (4 niveles 0, 25, 50 y 100 pM) y el tiempo de
exposicion (4 niveles 0, 24,72 y 120 horas).

La cinética para el control de disolvente, sirvi6 para descartar un posible sesgo en el
efecto fisioldgico del etanol que pudiera afectar la expresion de los genes de estudio y
por ende la produccién de GE.

La cinética de exploracidn sirvié de referencia para obtener una perspectiva global
sobre los perfiles de crecimiento de los cultivos y la produccion de los GE. En el
transcurso de ambas cinéticas se monitoreo el efecto fisioldgico en el desarrollo de la
plantula y los perfiles de expresion de los genes que codifican para las enzimas DXS, KS,

IDI'y ACTINA.

La toma de muestra se realiz6 por triplicado. Se recolecté 300 mg de material vegetal
para las extracciones de ARN total. El tejido fue congelado en nitrégeno liquido y se

almacené a -80°C hasta su procesamiento.

Para la segunda cinética el disefio experimental se planteé basado en los resultados
obtenidos de la cinética de exploracion. Se establecié un disefio experimental factorial
con dos factores: la concentraciéon de MeJA (dos niveles 0 y 25 pM) y el tiempo de

exposicion (7 niveles 0, 6, 12, 24, 48, 72 y 120 horas). Los parametros monitoreados en
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el transcurso de esta cinética fueron los mismos que los parametros antes

mencionados.

7.4. Extraccion de ARN

Para la extraccién de ARN se utilizé el protocolo de extraccién convencional de trizol
(Life Techologies 15596-026) siguiendo las instrucciones del fabricante con ligeras

modificaciones.

Para ello se partié de 100 mg del tejido, el cual fue macerado en nitrégeno liquido con
la ayuda de un mortero y pistilo hasta obtener un polvo fino color verde pastel. Se
colocé el tejido triturado en un microtubo nuevo y estéril. Se adicioné 1 mL del reactivo
de trizol (tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo). Se agit6 en el vortex hasta
homogeneizar la muestra y se dejé reposar por 3 min. Posteriormente, se agregé 0.2
mL de cloroformo grado biologia molecular y se agité manualmente por inversiéon de
20 a 30 seg. Se incubd en hielo por 3 minutos y se centrifug6 a 34,965 g por 15 minutos

a4 °C.

Después de este paso la mezcla se separ6 en dos fases. Se recuperé la fase acuosa y se
colocé en un micro tubo nuevo y estéril. Se afiadié 0.5 mL de isopropanol absoluto y se
incubd a temperatura ambiente por 10 minutos. Seguidamente, se centrifugé a 34,965
g durante 10 minutos a 4°C. Se decant6 la solucién teniendo precaucion de no perder la
pastilla de RNA, que fue lavada posteriormente con 1 mL de etanol al 80%. Continuando

con la extraccion se centrifug6 a 22,377 g durante 5 minutos a 4 °C.
Se deseché el lavado conservando solo la pastilla de ARN. Por ultimo, la pastilla se

resuspendid en 50 pL de agua tratada con DEPC (dietil-pirocarbonato) y se procedi6 a

almacenar las extracciones a -80°C en el ultracongelador.
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7.5. Cuantificacion del ARN

La determinacidn de la concentracion y pureza del ARN se realiz6 empleando un equipo
espectrofotométrico (NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific) en base al criterio de la
relacion (A260/280) correspondiente a la absorbancia de acidos nucleicos y proteinas.
Si la proporcién es mayor de 1.8 es aceptado como ADN de buena calidad y pureza,
mientras que una proporcion superior a 2.0 es laindicada como pura o de buena calidad
para ARN. Si la relacién es menor en cualquiera de los dos casos, pudiera indicar la
presencia de proteinas, fenoles u otros contaminantes que absorben fuertemente cerca
de los 280 nanémetros (NanoDrop Technical support bulletin). Se utiliz6 1 pL de agua
tratada con DEPC para calibrar el lector y emplearlo como blanco en el transcurso de

las mediciones.

7.6. Determinacion de la integridad del ARN

La integridad de los productos de la extraccion se analizd por electroforesis en gel de
agarosa desnaturalizante al 1 %, con el fin de evidenciar la integridad de las especies

principales y descartar las muestras que exhibieran degradacion.

El protocolo utilizado para la electroforesis se describe a continuacion. Se pes6 1 gramo
de agarosa, se disolvio y fundié en 72 ml de agua DEPC, se agregaron 10 mL de MOPS
(acido sulfonico 3-morpholinopropano-1) 10 Xy 18 ml de formaldehido.. Se mezclaron
600 nanogramos de muestra con 1 pL del buffer de carga para RNA 5X. Las muestras en
el gel se separaron aplicando un campo eléctrico de 80 voltios por 1 hora, con un buffer
de corrida MOPS 1X. Por ultimo, se revel6 el gel en el fotodocumentador mediante la

exposicion a luz UV (Sambrook y Russell., 2001).
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7.7. Sintesis de ADNc

Para las sintesis de ADNc se utilizé el kit GeneAmp RNA PCR Corekit, (N8080143
Applied Biosystems) siguiendo la metodologia del fabricante. El kit GeneAmp RNA PCR
Corekit es un sistema disefiado para la deteccion de alta fidelidad y sensibilidad para el
analisis de moléculas de ARN. La sintesis de ADNc se realiz6 utilizando el oligo d(T)1e
cuya secuencia se encuentra en la gran mayoria de los ARNm eucariotas y es
recomendado cuando se requiere amplificar el mayor nimero de ARNm posibles
presentes en la muestra.

Se descongeld, mezclé y centrifugé brevemente cada componente antes de su uso, esto
para evitar la formacién de burbujas al mezclar las enzimas. El Master Mix se preparé
en campana como se indica en Tabla 6, la muestra y los oligos fueron los ultimos
componentes afiadidos a la mezcla. A continuacidn la reaccién se incub6 con el apoyo
del termociclador como se indica en la Tabla 7. Una vez terminado el programa, los

productos de PCR fueron almacenados a -80°C en el ultracongelador.

Tabla 6. Preparaciéon del master mix para la sintesis de ADNc

Componentes Volumen

Agua DEPC ~20 pL
Buffer Il de PCR 10X 2 uL
25uM MgCl2 4 uL
10puM dNTPs (X4) 8 uL
Inhibidor RNasa 1 uL
Transcriptasa inversa 1 uL

MuLV

Oligo d(T)1e 1L
Muestra 3 pL
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Tabla 7. Programa para sintesis de cDNA

Temperatura Tiempo
65°C 5 minutos
4°C 2 minutos
37°C 30 minutos
95°C 5 minutos
4°C o
7.8. PCR semicuantitativa

Para la amplificaciéon del ADN de doble cadena se utiliz6 la enzima Platinum ® Taq DNA
Polimerasa (Cat. 10966-018). Como control de normalizacién se utilizé el gen
constitutivo que codifica para actina en S. rebaudiana, sobre el cual se realiz6 un disefio
de oligos especificos para amplificar un fragmento de la secuencia (acceso NCBI
AF548026.1). El disefio de estos oligos se efectué considerando las condiciones de
amplificacion estandar para temperatura de fusion y extension de los mismos mediante
la herramienta bioinformatica Primer 3 (Untergasser et al,, 2012) la cual se encuentra
disponible en linea (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Los analisis de hibridacion
de los oligos tomados la literatura se realizaron en la herramienta Primer Blast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Los genes de analisis para este estudio (Tabla 4) fueron seleccionados en base al papel
que cumplen en la regulacion de la ruta de biosintesis de glucdsidos de esteviol de
acuerdo a lo reportado en la literatura. Los iniciadores de ADN utilizados para las

amplificaciones por PCR (Tabla 8) fueron los reportados por Kumar et al., (2011).

Para determinar la abundancia de los transcritos para DXS, KS e IDI se sigui6é una

estrategia de cuantificacion relativa, los datos obtenidos fueron expresados como
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relativos al gen que codifica para actina en Stevia y fueron referidos como el nimero de

veces en que aumentan o disminuyen en comparacion a este.

El procedimiento de amplificacion fue el siguiente. Se descongeld, mezclé y centrifugo
brevemente cada componente antes de su uso para evitar la formaciéon de burbujas al
mezclar las enzimas. El Master Mix se prepar6 como se observa en la Tabla 9, 1a muestra
y los oligos fueron los dltimos componentes afiadidos a la reaccion. A continuacién las
reacciones se incubaron en el termociclador (95 °C, 1 min; 60 °C, 15 seg; 72 °C, 30 seg
(35 ciclos)). Una vez terminado el programa las muestras se almacenaron a -20°C en el

congelador.

Los amplificados fueron cuantificados por la determinacién de absorbancia a 260 nmy
su pureza respecto a proteinas fue determinada por la relaciéon A260nm/280nm, y
estos resultados fueron usados para la determinacién de la abundancia de transcritos
y consecuentemente los niveles de expresion. Los geles con las muestras de
amplificacion sobre cDNA fueron analizados para determinar su intensidad mediante

el software Image] (https://imagej.net).
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Tabla 8. Iniciadores de ADNc para la PCR semiconstitutiva

Templado

Oligo directo(5°-3")

Oligo Reverso (5°-3)

Producto

Programa de
PCR punto

final

SrDXS

SrKS1-1

SrIDI

GATCTACAAAAGTTACCGGTTC

GAGAGAAGCTATATGGACAAGAG

TATGAGTTACTCCTTCAGCAAC

TCCTCTACGGTAAGTAAGACTTC

GATGTCCTTCACAGTATCAAGA

AGGTAGTCAAGTTCATGTTCTC

476

493

269

94 °C, 30 s;
55 °C, 1min;
72 °C, 1 min
(29 ciclos)
94°C, 30 s;
55 °C, 1 min;
72 °C, 1 min
(33 ciclos)
94°C, 30s;
55°C, 1 min;
72 °C, 1 min
(31 ciclos)
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Tabla 9. Preparaciéon del Master Mix para la amplificacién de ADN

Componentes Volumen ()
Agua libre de nucleasas 14.12
Buffer PCR 10X 2
MgClz 50 mM 0.6

Mix dNTP’s 10 mM 0.4
Oligo directo 10 uM 0.4
Oligo reverso 10 uM 0.4
Platinum ® Taq DNA Polimerasa 0.08

Templado cDNA 2




8. Resultados

8.1. Regeneracion de plantulas in vitro

8.1.1. Induccion de brotes

El cultivo de los explantes en frascos gerber permitié colocar al menos 6 explantes en
cada unidad experimental. La respuesta de generacion de brotes fue similar en todos
los frascos, de manera general se observé que cada explante produjo de 8 a 12 brotes
adventicios (Fig. 5). Después de 2 semanas los brotes alcanzaron el desarrollo adecuado
(altura aproximada de 4 cm), al término de esta lapso de tiempo fueron transferidos a

un medio de enraizamiento (IBA 0.5 mg/l1).

Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Razak et al., (2014), los
cuales indican que el mayor nimero de brotes en plantulas de S. rebaudiana en cultivo
in vitro se obtiene a partir de segmentos nodales. De manera congruente este trabajo,
Sivaram y Mukundan (2003) observaron que la mayor induccion de brotes se obtiene
con la adicién combinada de IBA e IAA al medio de cultivo. Por otro lado, Ghauri et al,,
(2013) reportaron que la adicion de BAP (1.25 mg/L) fue el tratamiento con el que se
obtuvo la mayor respuesta morfogénica de brotes, los cuales alcanzaron una altura

mayor a los tres centimetros después de tres semanas de desarrollo.
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Fig. 5. Brotes de S. rebaudiana después de dos semanas de crecimiento.

8.1.2. Multiplicacion de plantulas

Los brotes multiplicados generaron raices principales, secundarias y adventicias en el

intervalo entre 30 a 45 dias después del trasplante (Fig. 6 A).

Desde el punto de vista morfologico, las plantulas micropropagadas, mostraron un buen
desarrollo foliar, en la mayoria de los casos se present6 un engrosamiento del tallo y
eventualmente en algunas plantulas se observo una coloracidn ligeramente marron
(Fig. 6 B), lo que podria explicarse por el acortamiento de la longitud del tallo como
consecuencia de la estimulacién y desarrollo de brotes secundarios.

Referente a lo mencionado diversos autores como Salahin et al.,, (2007) y Laribi et al,
(2012) quienes han reportado resultados similares obteniendo la mayor induccién de

raices con la adicion de IBA (0.5 mg/L).
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Fig. 6. Induccion de raices y generacion de plantulas in vitro. A) Induccién de raices en
plantulas después de 45 dias de desarrollo. B) Plantulas de S. rebaudiana después de 45

dias de crecimiento.

8.2. Respuesta fisiologica ante la elicitacion con MelA

Durante la cinética de exploracidn se evalu6 el efecto fisiolégico del Me]A, con el fin de
seleccionar las condiciones que pudieran afectar minimamente el desarrollo y
sobrevivencia de las plantas, principalmente por los efectos de los tiempos de

exposicion extendidos y la respuesta de senescencia inducida (Zhao et al, 2005).

En torno a la respuesta morfolégica de las plantulas elicitadas con MeJA se observé que
alas 24 horas de exposicion en las tres diferentes concentraciones 25 uM, 50 uM y 100
UM no hubo dafio fisiolégico aparentes con respecto al control (Fig. 7. C, D, E), con
respecto a lo observado a las 72 y 120 horas de elicitaciéon con una concentracién de
MeJA de 25 pM se observo un afectacion fisiolégica menor (Fig. 7. H y M), contrario a lo
observado al aplicar las concentraciones mas altas (50 uM y 100 uM) dénde se observd
un dafo fisiolégico sustancial caracterizado por oscurecimiento de los tejidos, clorosis
y adelgazamiento de los tallos durante los tiempos de exposicion a 72 y 120 horas (Fig.

7.1,], Ny N).
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La respuesta morfologica por parte de las plantulas correspondientes al control de
disolvente fue visiblemente similar a las plantulas control sin tratamiento (0 uM de

MeJA).

Las observaciones realizadas fueron validadas y apoyadas por la determinacion
experimental del contenido de clorofila y la acumulacion de biomasa por Montes-
Palmeros (2017). Montes (2017) encontré que los contenidos de clorofila se
mantuvieron constantes a la concentracion de 25 puM, sin embargo estos cayeron entre
15-20% y de 48-58% en los tiempos de exposicion de 72 y 120 horas respectivamente.
Estas observaciones llevaron a seleccionar la concentraciéon de 25 pM como la idénea

para los siguientes experimentos sin afectar el desarrollo primario de la planta.

Control Control EtOH 25 uM 50 uM 100 puM

R ™ B

NP

120 hrs

Fig. 7. Respuesta fisioldgica de las plantulas elicitadas con diferentes concentraciones
de MeJA (25 uM, 50 uM y 100 pM), y plantulas elicitadas con etanol. Figura: A, F y K;
control (0 uM MeJA); figura: B, G y L; control etanol; figura: C, H y M; plantulas elicitadas
con 25 pM; figura: D, [ y N; plantulas elicitadas con 50 uM de MeJA; figura: E, | y N;
plantulas elicitadas con 100 uM de Me]A.
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8.3. Corroboracion y disefio de oligos

El andlisis de la especificidad de los oligos se realiz6 con la herramienta Primer Blast, la
cual se encuentra disponible en linea a través del NCBI. Primeramente se corroboré que
efectivamente los oligos provenientes de la literatura que codifican para las enzimas
DXS, KS e IDI hibridaban con la secuencia genética correspondiente (Fig. 8) y amplifican

para un determinado nimero de bases.

El planteamiento de los oligos especificos para actina (gen control) en S. rebaudiana se
realizé un disefio propio a partir de la secuencia que se encuentra reportada en la base
de datos (No. Acceso AF548026.1). El disefio del par de oligos se realiz6 con ayuda de
la herramienta Primer 3, teniendo en cuenta la consideraciones generales para el
disefio de cebadores especificos (Caceres y Montoya., 2002). El uso de este software nos
permitié calcular y controlar ciertos parametros pertinentes al disefio de los oligos
como el tamano del producto amplificado, estabilidad de cada producto, contenido de
guaninas y citosinas, temperatura de alineamiento (Tm), formacién de estructuras
secundarias, falso apareamiento de cada oligo, entre otros. La secuencia del oligo
directo hibrida especificamente entre los nucledtidos 775 y 794, mientas que el oligo
reverso lo hace entre los nucleétidos 924 y 905 (Fig. 8), el par de oligonucleétidos

amplifican una region de 150 pb del gen que codifica para actina en S. rebaudiana.
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Fig. 8. Ubicacién grafica de los oligo directo y reverso utilizados para las amplificaciones
en este trabajo. Las flechas rayadas representan la hibridacion grafica de los oligos con
la secuencia del gen de la enzima correspondiente, la linea negra simboliza el producto
de amplificacion. A: hibridacion de los oligos directo y reverso del gen que codifica para

DXS; B: para KS; C: para IDI; D: para actina.
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8.4. Extraccion, cuantificacion y analisis de integridad de ARN total

Las muestras obtenidas de las unidades experimentales de cada punto de muestreo
considerado en las cinéticas de elicitacion fueron sometidas al proceso de extraccion
por la técnica de Trizol mencionada anteriormente. Inicialmente, para cada extracto se
determind la concentracion y pureza del ARN presente en la muestra a través de sus

lecturas de absorbancia a 260nm y 280nm.

Las muestras analizadas en el espectrofotémetro correspondientes a cinética de
exploracion, a las tres diferentes concentraciones de MeJA se muestran en la tabla 10.
De manera general se observé una media de 1.76 con respecto a la relacién de pureza
(A260/280), mientras que la media con respecto a la concentracién de las muestras fue
de 223 ng/pl. Para la segunda cinética (Tabla 11) a una solo concentracién de MeJA (25
uM), la media correspondiente a la relacion A260/280 fue de 1.81, por otro lado la
media para la concentracion de las muestras fue de 369 ng/ul. De acuerdo con
Sambrook y Russell.,, (2001) los valores de lectura de densidad 6ptica entre 1.8 y 2.0
proporcionan una estimacion de pureza de los acidos nucleicos obtenidos, por lo tanto
los resultados observados son indicativos de una pureza aceptable para ARN

practicamente libre de proteinas y con buenos rendimientos de recuperacion.
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Tabla 10. Valores de concentracion y pureza de las extracciones de RNA total

de la cinética de exploracion (25 uM, 50 uM, 100 uM).

Muestra Relacion A260/280 Concentracion (ng/ul)
Control TO 1.86 415.4
Control EtOH 1.78 358.4
Control 24 1.80 294
Control EtOH 1.77 346.3
MeJA 24 (25 uM) 1.86 347.9
MeJA 24 (50 uM) 1.71 136.3
MeJA 24 (100 uM) 1.72 171.9
Control 72 1.65 172.4
Control EtOH 1.80 296.5
MeJA 72 (25 uM) 1.7 171.6
MeJA 72 (50 uM) 1.8 106.3
MeJA 72 (100 uM) 1.8 136.9
Control 120 1.7 125.1
Control EtOH 1.83 254.8
MeJA 72 (25 uM) 1.75 153.1
MeJA 72 (50 uM) 1.71 181.1
MeJA 72 (100 uM) 1.75 135.9

Tabla 11. Valores de concentracidn y pureza de las extracciones de RNA total

de la cinética a una sola concentracién (25 pM).

Muestra Relaciéon A260/280 Concentracion (ng/ul)
Control TO 1.9 307.5
Control 6 1.7 382
Me]A 6 25 pM 1.7 381
Control 12 2.06 371
MeJA 12 25 uM 1.79 491
Control 24 1.63 278
Me]JA 24 25 pM 1.86 271
Control 48 1.81 317
Me]JA 48 25 pM 1.6 574
Control 96 1.94 429
Me]A 96 25 uM 1.81 360
Control 120 1.94 429
MeJA 120 25 pM 2.13 202
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Una vez que los extractos de ARN total estuvieron cuantificados, fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante para evaluar su integridad. Todas las
muestras fueron analizadas buscando la integridad de las especies principales ARN en
el extracto y descartar las muestras que exhibieran degradacién para los siguientes

andlisis de semicuantificacion.

Segin Hernandez y Guzman (2013) la presencia de las bandas de RNAs ribosomales
25S y 18S son una prueba concluyente sobre la ausencia de degradaciéon aparente. En
la figura 9 se observa una imagen representativa sobre la calidad de las extracciones,
las muestras cuya calidad no fue suficiente para realizar los experimentos posteriores

fueron descartadas repitiendo la extraccion de ARN correspondiente a ese punto.

— 205
15 5

= ARMty ARNs

Fig. 9. Gel de integridad de ARN. CTO: Control tiempo cero; M 25: Plantula elicitada con
25 pM a las 24 horas; M 50: plantulas elicitada con 50 pM durante a las 24 horas; M
100: plantula elicitada con 100 uM de MeJA a las 24 horas.

43



8.5. Estandarizacion de las condiciones de PCR

Los juegos de oligos utilizados se probaron por primera vez dentro del grupo de trabajo
en este proyecto, debido a esta situacion se procedié a realizar experimentos de
estandarizacion y validacidn con el fin de fijar los parametros que se emplearon para
las amplificaciones semicuantitativas. Los principales factores que se consideraron
fueron la temperatura de alineamiento de los oligos y la concentracién del templado

utilizado.

Se calculé la Temperatura de fusiéon (Tm) de los 4 juegos de oligos (DXS, KS, IDI y
control ACTINA), mediante el programa Tm Calculator, el cual se encuentra disponible

en linea (http://wwwé6.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc/).

Posteriormente se realizé un barrido de temperaturas para determinar la temperatura
de alineamiento que rindiera mejores resultados de amplificacién para los 4 juegos de

oligos durante la PCR (Tabla 12).

Elbarrido de temperaturas se realiz6 ubicando el limite inferior dos grados centigrados
hacia abajo y el limite superior dos grados hacia arriba de la Tm promedio calculada
por el programa para cada par de oligos. Adicionalmente, para cada mezcla de reaccion
se utilizaron dos cantidades diferentes de templado proveniente de las reacciones de

sintesis de cDNA 1 pL y 2pL.

Tabla 12. Barrido de temperaturas sobre los oligos seleccionados

Oligo Tm LI (°C) Tm promedio (°C) Tm LS(°C)

DXS 58 60 62
KS 58 60 62
IDI 56 58 60
ACTINA 56 58 60

LI: limite inferior, LS: limite superior.
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Los productos de la amplificacion fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa
al 1 % (Fig. 10). Se mezclaron 3 pl de la reaccidn de PCR con el buffer de carga TAE 10X
(Tris Acetato EDTA), el gel se corrid a 80 voltios por 40 minutos en un buffer de corrida
TAE 1 X, para la visualizacidn de los productos se tifi6 con una solucién de bromuro de

etidio (0.01 mg/mL).

1 kb =)
500 pb mp |

Fig. 10. Verificacion de los productos de la amplificacion de PCR. Carril 1: marcador (M);
carril 2: xilulosa sintasa (DXS); carril 3: kaureno sintasa (KS); Carril 4: dimetil

pirofosfato isomerasa (IDI); Carril 5: actina (ACT, control).
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8.6. Analisis semicuantitativo de las curvas de amplificacion

8.6.1. Efecto de la elicitacion con etanol

Como fue mencionado anteriormente, el agente elicitor Me]A fue disuelto en etanol para
su aplicacién en los tratamientos con diferentes concentraciones del compuesto, por
este motivo fue necesario evaluar si el efecto sobre los perfiles de expresion genética
eran consecuencia del tratamiento directo con MeJA y no del etanol.

Debido a esta razon se compararon los niveles de expresion de los tres genes de estudio
sin tratamiento (0 uM MeJA) contra el control de disolvente representado por un grupo

de plantulas tratadas con 100 uM de etanol (Fig. 11).

De manera general se observo un comportamiento similar en la expresion genética de
las plantulas control sin tratamiento con MeJA y las plantulas tratadas con etanol. La
prueba de medias t de Student revel6 que no existen diferencias estadisticamente

significativas entre ambos sistemas, empleando un nivel de significancia del 0.5%.

El motivo de realizar esta cinética fue el de minimizar un posible sesgo en el efecto de
elicitacion y aislar el efecto real, ya que estudios recientes realizados por Alvarez et al,,
(2016), indicaron que la adicién de metanol al 368 mM en el medio de cultivo de
plantulas de Stevia, propicia la acumulacién diferencial de diversos compuestos
bioquimicos tales como fenoles, flavonoides y acidos hidroxicinamicos. Este mismo
estudio propone que la adicién de metanol al 24.5 mM, aumenta los niveles de
acumulacion de los GE dos veces mas, respecto a las plantas control sin tratamiento.
Con nuestros resultados pudimos corroborar que la modificaciéon en los patrones de
expresion de los genes que codifican para las enzimas DXS, KS e IDI, en particular para
nuestro trabajo, se debe inicamente a la elicitacion con MeJA. Debido a que el MeJA es
un compuesto volatil, la metodologia empleada para la elicitacién permitié que el etanol
empleado como disolvente no se adicionara al medio de cultivo, por lo que no tuvo

contacto directo con las raices de las plantulas (Georgiev et al., 2006).
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Fig. 11. Expresion de los genes que codifican para las enzimas DXS, IDI y KS a 0 uM de
MeJA comparados contra las plantulas elicitadas con 100 puM de etanol. Letras iguales
indican que no existen diferencias estadisticas significativas, de acuerdo a la prueba t

de Student empleando un nivel de significancia del 0.05 %.

8.6.2. Efecto de la elicitacion con MelJA

8.6.2.1. Efecto de la elicitacion con MelA en la cinética exploratoria

Para la realizacion de las perfiles de expresion se procedi6 a determinar la
concentracion de los productos de la amplificaciéon por PCR punto final mediante su
absorbancia a 260 nm. Las mediciones fueron normalizadas tomando en cuenta la

concentracion inicial del cDNA y el par de oligos usados para cada caso.

De los tratamientos de elicitacién con MeJA planteados para el experimento a 25 uM,
50 uM y 100 uM se observo que la elicitacién a una concentracion de 25 pM, fue la que
produjo una mayor expresion de los tres genes de estudio respecto a la plantula control
sin elicitar. Ademas, se observo que dentro de las primeras 24 horas fue dénde se

produjo la mayor expresion para los tres genes en comparacion con la planta control;
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el incremento en el punto de mayor expresion fue 2.66 veces mayor para DXS (Fig. 12),
2.34 veces para IDI (Fig. 13) y 2.15 veces para KS (Fig. 14). Respecto a los tratamientos
con 50 uM y 100 pM no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
las plantulas tratadas con MeJA y las plantulas control de acuerdo a la prueba t de

Student con un nivel de significancia del 0.05%.

900 - BT 25 UM M eJA

1 _a. 77450 pM MeJA

800+ | B 100 M MeJA
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' o | %
72
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Fig. 12. Expresion del gen que codifica para la enzima deoxilulosa sintasa. Letras iguales

indican que no existen diferencias estadisticas significativas, de acuerdo a la prueba t

de Student empleando un nivel de significancia del 0.05 %.
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Fig. 13. Expresion del gen que codifica para la enzima Isopentil difosfato isomerasa.
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Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticas significativas, de acuerdo

ala prueba t de Student empleando un nivel de significancia del 0.05 %.
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Fig. 14. Expresion del gen que codifica para la enzima kaureno. Letras iguales indican

que no existen diferencias estadisticas significativas, de acuerdo a la prueba t de

Student empleando un nivel de significancia del 0.05 %.
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8.6.2.2. Efecto de la elicitacion con MelA en la cinética especifica

De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente, se realiz6é una segunda cinética
elicitando iinicamente a 25 uM de MeJA con mayor definicion y frecuencia de muestreo,
esto por ser la concentracién en la que se observd una mayor expresion genética
respecto a la planta control sin elicitar. Los tiempos de toma de muestra fueron
reducidos durante las primeras 24 horas, cada 6 horas, debido a que fue dentro de este
lapso de tiempo de exposicién a MeJA donde se observaron los mayores picos de

expresion.

Para evaluar los cambios en la expresién de los genes de estudio se sigui6 una estrategia
de cuantificacion relativa, como se explicé anteriormente. Los datos obtenidos por la
cuantificacion relativa fueron normalizados con respecto al gen de referencia y se
expresaron como el nimero de veces en que aumentan o decrecen en comparacion al
gen que codifica para actina especifico para Stevia. Se observé que durante las primeras
24 horas de exposicion a MeJA fue dénde se produjo la mayor expresion para los tres
genes, el aumento percibido en el punto maximo de expresion para cada gen en
comparacioén con el control de normalizacién de actina fue de 21 % para DXS, 18 % para

IDIy de 11 % para KS (Fig. 15).
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Fig. 15. Andlisis de expresion por absorbancia. Expresion del gen que codifica para
actina (=), para DXS (), para IDI (¥) y para KS (), elicitados con 25 uM de Me]A. Nota:

La desviacion estandar para esta grafica en especifico no se aprecia debido al amplio

intervalo entre las concentraciones de las muestras.

Existen relativamente pocos reportes sobre la comprensién de los mecanismos de
regulacion y efecto de elicitores en la produccion de GE en Stevia . Un estudio previo
realizado en S. rebaudiana, en condiciones ex vitro, en el que se aplic6 un estrés por la
exposicion a MeJA (100 uM) muestra que los niveles de expresién de una bateria de 15
genes de la ruta de biosintesis (entre ellos DXS, IDI y KS) estan regulados negativamente
por la elicitacion (Kumar et al., 2011). El tnico efecto de regulacion positiva, en este

reporte, fue observado por la exposicién a100 uM de acido giberélico (GA).
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Contrastantemente con lo encontrado en este trabajo, los niveles de expresion de los 3
genes observados se ven regulados positivamente por la exposicion a MeJA (Fig. 15).
Esta comparacion permite sugerir que las condiciones de cultivo y edad de la planta
influencian la forma en que algunos genes son regulados por agentes elicitores, ademas
se ha demostrado que la concentracion de MeJA que se aplique y el tiempo de
exposicion a este compuesto se encuentra estrechamente relacionado con la respuesta
fisiolégica de la planta (Devoto et al., 2005). Cabe recordar que cuando en este estudio
se aplicaron las concentraciones de 100 uM de MeJA, los niveles de expresion de los
genes seleccionados también disminuyeron. Adicionalmente, resulta interesante
resaltar que los mayores niveles de expresion se presentan en tejido joven, tal es el caso

de este estudio en el que se usaron plantulas de aproximadamente mes y medio de edad.

El MeJA, el acido giberélico y la kinetina son compuestos que son conocidos
ampliamente por influenciar la biosintesis de isoprenoides y en consecuencia de
terpenoides también (Choi et al., 2005; Zeneli et al, 2006; Amini et al, 2009), no
obstante se han evaluado otros agentes elicitores y condiciones de crecimiento, y su
efecto sobre los niveles de expresion y produccion de GE. Por ejemplo, Hajihashemi et
al., (2013) utilizaron poli etilenglicol, paclobutrazol y GA como agentes modificadores
de los patrones de expresion y encontraron que la expresion del gen de KS, entre otros
relacionados con la fase tardia de biosintesis de GE, permanecia relativamente estable
bajo las condiciones experimentales aplicadas. De manera similar, también se ha
observado que el efecto simulado de sequia por la aplicacion de poli etilenglicol a
diferentes concentraciones sobre plantas de Stevia crecidas en invernadero regul6
negativamente los niveles de expresion del gen de KS (Hajihashemi y Geuns, 2016).
Modi et al., (2014) encontraron que los niveles de expresiéon de casi la totalidad de los
genes que conforman la ruta biosintesis de GE, entre ellos DXS, IDI y KS, se regularon
positivamente durante el periodo de aclimatacion de plantas micropropagadas de
Stevia, y que estos niveles de expresién correlacionaron con aumentos en la

acumulacion de GE.
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Estos reportes, con resultados aparentemente contrastantes, soportan la evidencia de
que los genes responsables de la biosintesis de GE estan ampliamente regulados,
principalmente por mecanismos transcripcionales, aunque por el momento la
propuesta de una ruta canoénica de regulacion resulta impractica, debido a la actual falta
de estudios centrados en la busqueda de factores de transcripcion especificos de la
respuesta en Stevia. A pesar de lo anterior, los resultados que se encontraron en este
trabajo muestran que, al menos para las condiciones de elicitacion probadas, los genes
que codifican para DXS, IDI y KS ejercen control metabdlico importante sobre la
biosintesis de GE, esto evidenciado por la estrecha correlacién entre los perfiles de

expresion y acumulacion.

Integrando estos datos particularmente con los obtenidos por el grupo de trabajo, la
cuantificacién de GE realizada por Montes-Palmeros (2017) mostré un patrén muy
similar con los perfiles de expresiéon mostrados aqui (Fig. 16), sobre todo en las
primeras 24 horas de tratamiento, en donde se encontrd el pico maximo de GE,
sugiriendo una correlacidon fuerte y positiva de los niveles de expresién con la
acumulacion de GE; este comportamiento también fue observado por Kumar et al,

(2011).

El efecto de MeJA en sistemas vegetales diferentes a Stevia ha sido abordado
ampliamente, por ejemplo Goklany et al., (2009) realizaron un analisis de expresion por
RT-PCR cuantitativa en condiciones de elicitacion con 250 uM de MeJA sobre raices
pilosas en Catharanthus roseus, evaluaron un tiempo de exposicién a MeJA de 0, 8, 16
y 24 horas, analizaron los genes G10h, Tdc, Str, y Sgd los cuales se encuentran
involucrados en la ruta de biosintesis de los alcaloides, observaron que el mayor
aumento de expresion para los 4 genes de estudio se produce durante las 24 horas de
exposicién a MeJA, siendo esta de entre 3.1 y 9.1 veces mayor respecto al control, a su
vez también observaron el incremento de 160, 440 y 420% en la produccién de
estrectosidina, amalicina y tabersonina respectivamente, metabolitos asociados a la via
de produccidon de alcaloides. Por otro lado, Kim et al (2010) analizaron el papel

regulador del gen BfSS1 que codifica para la escaleno sintasa, una enzima reguladora
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del proceso de sintesis de saponinas, en Bupleurum falcatum, estudiaron un sistema
plantas modificadas genéticamente en condiciones de elicitaciéon con 20 uM de MeJA, la
acumulacion del transcrito se monitoreo por un periodo de tiempo de 3, 24, 48 y 96
horas, los resultados indican que la mayor expresion del gen BfSS1 ocurrié durante las

primeras 3 horas de exposicién al elicitor.

8.7. Determinacion de los patrones de expresidon por analisis de
imagen

Como técnica alternativa para la determinacion de los niveles de expresion se utiliz6 el
analisis de imagen de geles con los productos de PCR para cada muestra de la cinética.
De manera general se observo que la intensidad de las bandas fue mayor durante las
primeras 24 horas del tratamiento, indicando mayor expresiéon. También se encontro,
a simple vista, que la sefial con mayor intensidad fue la correspondiente al gen que
codifica para la enzima deoxilulosa sintasa DXS, seguido por la isopentil difosfato

isomerasa IDI y, finalmente, la kaureno sintasa (Fig. 16).

Adicionalmente, la intensidad de los productos en los geles se analizé con el software
Image]. Se calcul6 el area bajo la curva de cada pico generado, los histogramas de las
imagenes analizadas se muestran en la figura 17, 18, 19 y 20; y correlacionan
directamente con las observaciones hechas previamente con el andlisis de
cuantificaciéon de amplificados por absorbancia y, por lo tanto, validan los resultados

previamente discutidos.

El analisis de expresion por visualizacion en gel de agarosa es util cuando se requieren
analizar los perfiles de expresion durante distintas tomas de muestra, en donde se
intuye pudieran existir cantidades variables de ARNm (Gottwald et al 2001, Marone et
al, 2001). Diversos autores han aplicado esta técnica para evaluar la expresion de un
gen o grupo de genes cuando se aplica un tratamiento en condiciones diferenciales

(Antiabong et al.,, 2016).
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Fig. 16. Analisis de expresion en gel de agarosa. Analisis de expresion de los genes que

codifican para las enzimas deoxilulosa sintasa, kaureno sintasa, Isopentil difosfato
isomerasa y actina.
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Fig. 17. Andlisis de expresién con el software Image] del gen que codifica para DXS. Los

picos en la imagen representan la intensidad de la banda correspondiente (0, 6, 12, 24,
48,72y 120 hrs).
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Fig. 18. Analisis de expresion con el software Image] del gen que codifica para IDI. Los

picos en la imagen representan la intensidad de la banda correspondiente (0, 6, 12, 24,

48,72y 120 hrs).
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Fig. 19. Andlisis de expresion con el software Image] del gen que codifica para KS. Los

picos en la imagen representan la intensidad de la banda correspondiente (0, 6, 12, 24,

48,72y 120 hrs).
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Fig. 20. Analisis de expresion con el software Image] del gen que codifica para actina

Los picos en la imagen representan la intensidad de la banda correspondiente (0, 6, 12,
24,48, 72 y 120 hrs).
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9. Conclusiones

El protocolo implementado de regeneracion de Stevia rebaudiana, a partir de explantes
nodales resulto mas eficiente que lo reportado hasta el momento, permitiendo generar

mayor cantidad de plantulas en menos tiempo.

La estrategia propuesta para utilizar tres diferentes concentraciones de MeJA permitié
determinar una concentracion para evaluar satisfactoriamente las diferencias en los
perfiles de expresidn de los tres genes seleccionados (DXS, KS e IDI), ademas de que con
la definicion de las cinéticas se pudo identificar el tiempo de mayor expresion, y por

ende, el punto de mayor efecto del tratamiento.

El aumento en los perfiles de expresion de los genes elicitados con Me]A, permite
proponer que los genes responsables de la biosintesis de GE estdn ampliamente
regulados, principalmente por mecanismos transcripcionales; los reportes indican que
los mayores niveles de expresion se presentan en tejido joven, tal es el caso de este

estudio en el que se usaron plantulas de aproximadamente mes y medio de edad.

Los perfiles de expresiéon encontrados en este trabajo (Fig. 16), particularmente en las
primeras 24 horas de tratamiento, mostraron un patrén similar a lo obtenido en la
cuantificacion de GE realizada por Montes-Palmeros (2017), sugiriendo una

correlacion fuerte y positiva de los niveles de expresion con la acumulacion de GE.
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10. Perspectivas

Analizar la expresion de otros ARNm involucrados en la biosintesis de los GE en
Stevia rebaudiana, con la finalidad de corroborar el papel de los genes ya
analizados en la regulacion de la ruta completa.

Evaluar la respuesta de expresion de estos genes, sometidos al efecto de otros
agentes elicitores.

Integrar los resultados de expresion encontrados para proponer una estrategia

de ingenieria metabdlica que permita generar cultivos hiper productores de GE.
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Apéndice: Preparacion de reactivos

e Agua tratada con dietil-pirocarbonato

Agregar 1 ml de dietil-pirocarbonato (DEPC) por 1 litro de agua destilada. Colocar en
agitaciéon por 24 horas. Autoclavar por lo menos 1 hora. Abrir s6lo en campana para

prevenir posibles agentes contaminantes.

e Preparacion del NaOH 2N (Hidroxido de Sodio)

Componente Cantidad
NaOH 8g
Agua desionizada 100 ml

e Preparacion del EDTA 0.5 M (Acido etilendiaminotetraacético)

Componente Cantidad
EDTA 9.305g
NaOH Ajustar a PH 8.0
Agua Desionizada Aforar a 50 ml

e Preparacion del Buffer MOPS 10X (3-morfolinopropano-1-sulfénico)

Componente Cantidad

MOPS 20927 g

Acetato de sodio 544 g

EDTA (0.5 M) 10 ml

Agua DEPC Aforar a 500 ml

NaOH (2 N) Agregar hasta obtener PH 7.0
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e Preparacion del Buffer de carga para RNA 5X

Componente Cantidad
Formamida 3084 ul
Formaldehido 720 ul
MOPS 10X 4.0 ul
EDTA (0.5 M) 80 ul
Azul de bromofenol 16 ul
Bromuro de etidio 10 mg
Glicerol 2 ml
Agua DEPC Aforar a 10 ml

e Preparacion de buffer de resolucion stock Tris-Acetato (TAE) 50 X

Componente Cantidad
Tris base 242 g
Acido acético glacial 57.1 ml
EDTA 0.5 M pH 8 100 ml

e Preparacion de Buffer de carga para ADN 10 X

Componente Cantidad
Glicerol 3.9ml

Azul de bromofenol 25 mg

Buffer TAE 10 X Aforara 10 ml
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