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Stevia rebaudiana
Familia Asteraceae
con 154 sp del género.
S. aristata y S.
rebaudiana B ertoni
producen esteviol
glicosidos
Habitat natural: 22 °-
24° L.Sy 55°-56° L.O
de la Reg. Del
Paraguay incluyendo
parte del Brasil.



Edulcorante unas 300
veces mas dulce que la
sacarosa, No calorico
Se le atribuye
propiedades
medicinales: Accion
hipoglicemiante
cardiovascular,
antimicrobiana,

tonica digestiva,
previene las caries y
formacion de placas, y
muchas otras
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Steviol Glycosides Stevioside _ Rebaudioside A

Tienen origen biosintético simliar al del &cido giberélico . Bandle . 1998



Cultivo alternativo para
la agricultura familiar

\ A4 Rubro agricola mas a ser

utilizado en pro de la
{ diversificacion agricola del
¥ pequeno productor




El sistema de produccidn es por propagacion clonal, ya
gue sus semillas poseen bajo poder de germinacion y
alto grado de heterocigosidad, por lo que no se
conservaria las caracteristicas varietales.

El cuello de la botella del cultivo de Stevia es la
propagacion de la planta madre.



Las técnicas de cultivo de tejidos proporcionan
una poderosa tecnologia

Aumentar el potencial de proliferacion celular
contribuira en la eficiencia de las técnicas de
cultivo in vitro



Obijetivo general

Aislar genes homeaticos y de resistencia (SERK1, WOX4,
LEC1, BBM) de Stevia rebaudiana

Objetivos especificos
Optimizar protocolos de extraccion de ARN totales de raiz,
hojas y apice.
Sintetizar cDNA de los genes de interés a partir de
cebadores degenerados
Clonar y secuenciar las secuencias amplificadas.
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HOMEOBOX4 Are Epigenetically Regulated in Coffea
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ESTRATEGIA

Obtencion del material vegetal

Preparacion del material para extraer ARN
total

Extraccion de las poblaciones de ARN
mensajero

Sintesis de amplicones por RT -PCR con
cebadores degenerados

Clonacion de amplicones en E. coli.

Secuenciacion de amplicones



RESULTADOS



EXTRACCION ARN TOTALES MEDIANTE
KIT COMERCIAL

Raiz Hoja Hoja

-‘—_‘

Extraccion de ARN totales
Kit Norgen Biotec.
Se pueden observar las bandas de ADN como contaminante.
El perfil de la muestra del carril cuatro sugiere degradacion. Se recomienda el
uso de la técnica del Trizol
Setiembre 4, 2015



EXTRACCION MEDIANTE METODO DE
TRI zoL

Raiz Raiz Hoja Raiz Raiz Hoja Tanto para raiz
s como para
o hojas se puede
observar
presencia de
' ADN genomico,
se procedi6 a la
cuantificacion

— por nanodrop
2000.

Setiembre 7, 2015



EXTRACCION DE ARN TOTALES METODO
DE TRI zoL

Hm Him R Hm Him R

Setiembre 10,
2015



CUANTIFICACION DE LOS ACIDOS
NUCLEICOS POR NANODROP 2000

Muestra Conc . 260/280 260/230
(ng/uL)

Apice 1,416 2.17 1,57

Hoja In. 127,9 2,03 0,27

Hoja Mad 43,1 1,62 0,11

Las muestras corresponden a apice, hojas
iInmaduras y hojas maduras, extraidas por el
protocolo de TRIzol modificado (lavados con
sales de NaCl y acetato de sodio).



Ghawana et al. BMC Research Notes 2011, 4:85
http://www.biomedcentral.com/1756-0500/4/85

BMC
Research Notes

TECHNICAL NOTE Open Access

An RNA isolation system for plant tissues rich in
secondary metabolites

Sanjay Ghawana'?, Asosii Paul', Hitesh Kumar'®, Arun Kumar', Harsharan Singh'#, Pardeep K Bhardwa;'”,
Arti Rani'®, Ravi S Singh', Jyoti Raizada', Kashmir Singh'” and Sanjay Kumar'™

(b) Protocol for Isolation of RNA

i. Grind 10-100 mg of tissue to a fine powder in
liquid nitrogen using a mortar and pestle.

ii. Add 2 ml of solution I, grind further. Solution I
gets frozen as added; make fine powder of the fro-
zen material; continue grinding so as to make a
homogenous mixture; this ensures close contact of
the tissue ingredients and the reagents that would
help in instantaneous denaturation of protein.
Allow to thaw completely with intermittent
grinding.

iii. Add 800 pl of DEPC-treated water, and mix it by
grinding.

iv. Transfer the contents to two, 2 ml micro-centri-
fuge tubes and leave for 5 min at room temperature.
v. Add 200 pl of chloroform to each tube, vortex
briefly (< 10 s) and leave for 10 min at room
temperature.

vi. Centrifuge at 13,000 rpm for 10 min at 4 °C and
transfer the upper aqueous phase into fresh tubes.
vii. Add 0.6 volumes of isopropanol, vortex briefly (<
10 s) and leave for 10 min at room temperature.

viii. Centrifuge at 13,000 rpm for 10 min at 4 °C and
discard the supernatant.

ix. Wash RNA pellet with 70% ethanol, air dry and
dissolve in 20 to 50 ul of DEPC-treated water.



PERFIL DE ARN TOTALES
Trizol Fenol/SDS/NaOAC/EDT

Apice: fue extraido el dia jueves 24.09.
segun el protocolo de TRIZOL modificado
por el maestro Ramon, consistente en
lavados con sales

H.M. : Hojas Maduras . Extraccion segun
protocolo de Ghawana et al., 2011 para
materiales con alto contenido de
metabolitos secundarios.

H.l.. Hojas Inmaduras. Extraccion segun
protocolo de Ghawana et al., 2011 para
materiales con alto contenido de
metabolitos secundarios.

Setiembre 28,
2105



Tratamiento con DNasa

DNA-free™ Kit
DNase Treatment and Removal Reagents

Catalog Number AM1906
Publication Number 1906M  Revision E

o
technologies”



Muestra Conc . (ng/uL) 260/280
Apice 516,1 2.21
Hoja In. 406,1 2,02
Raiz 342,5 2,01

Postratamiento
con DNAsa:

1: Apice
2: Hoja inmadura
3: Raiz

260/230

1,58
2,15

1,72
Septiembre 29, 2015



Amplificacion de los genes Saxkl,\Wusy Bbm
mediante la tecnologia SuperScript ®ne-Step RT-
PCR

¢ Invitrogenr

life technologies

SuperScript’ One-Step RT-PCR with Platinum® Tagq



Sintesis de cADN mediante RT -PCR con SuperScript. One -Step RT-

PCRcon cebadores degenerados (0.8 T1Tg
LEC1 BBM Wus Serkl
g A Hi R A Hi R A Hi R & A H R CP  CN g

Octubre 01, 2015
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A: Apice, Hi: Hoja inmadura, R: raiz Octubre 01,
2015
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Productos de RT-PCR-OneStep/Serkl; combinaciones de cebadores
serk1l (0.47 gARN de Raiz, control plasmido SerK1C.a)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1:Kb 11 Kb 21: Control 185
2:Dir 10 Rgv 2 12: Dir 20 S(_eco Rev 29: Control MAPK
3: Control Dir 10 Rev 2 13: Control Dir 2 8 SecoRev 23 1Kb
4: Control Dir 1 d Rev 2 (d) 14: Control Dir 2 d SecoRev
5: Dir 1 0 Seco Rev (d)
6: Control Dir 1 d SecoRev 15: Dir 30Rev 2
7: Control Dir 1 6 SecoRev (d) 16: Control Dir 30 Rev 2
8: Dir 20Rev 2 17: Control Dir 3 d Rev 2(d)
9: Control Dir 2 6 Rev 2 18: Dir 3 d Seco Rev
10: Control Dir 2 6 Rev 2(d) 19: Control Dir 3 8 SecoRev
20: Control Dir 3 0 SecoRev
(d) Octubre 2,

S5N1 L



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
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1:Kb 11: Kb 21: Control 185
2:Dir 10Rev 2 12: Dir 2 0 Seco Rev 29: Control MAPK
3: Control Dir 16 Rev 2 13: Control Dir 2 8 SecoRev 23 1Kb
4: Control Dir 10 Rev 2 (d) 14: Control Dir 2 8 SecoRev (d)
5: Dir 1 0 Seco Rev 15: Dir 30 Rev 2
6: Control Dir 1 0 SecoRev 16: Control Dir 36 Rev 2
7: Control Dir 18 SecoRev (d) 17: Control Dir 3 6 Rev 2(d)
8: Dir 20 Rev 2 18: Dir 3 @ Seco Rev
9: Control Dir 2 6 Rev 2 19: Control Dir 3 8 SecoRev
10: Control Dir 2 6 Rev 2(d) 20: Control Dir 3 d SecoRev (d)




Productos de RT-PCR, OneStep (Diferentes R N A @ aebadores especificos)
D2 x R2: Serk -1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1:1kB 7: Stevia/cebadores MAPK 13: Chile hab/ cebadores especificos
2: pAtSerk /cebadores esp. serkl 8: Cafe/cebadores especificos serkl serkl
3: pAtSerk /cebadores deg serkl 9: 1Kb 14: Chile hab/ cebadores degenerados
4: Stevia /cebadores esp serkl 10: Cafe/cebadores degenerados serkl serkl
5: Stevia /cebadores deg serkl 11: Cafe/cebadores especificos actina 15: Chile hab/cebadoresactina
6: Stevia /cebadores actina 12: Cafe/cebadores MAPK 16: Chile hab/cebadores MAPK

17: 1 Kb

Octubre 5, 2015



Generacion de un pool de dcADNc

SMART cDNA Library Construction Kit User Manual

Poly A* RNA

Clontech Laboratories, Inc. FuAAAAAAAAAAN DA §
) -
G - COS 1l Primer {STiIB)
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M A R Oliganucleotide (Sfilk) First-strand synthesis
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I r ry (dC} wailing by AT
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. . 5 5 VAAAAAAAAAS polyA Incomplote transcripts,
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User Manual mpssems T
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I

Enriched full-length ds cDNA
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Packaging
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Clontech Laboratories, Inc.

A TakaraBio Com|

1290 Terra Bella Avenue Mountain View, CA 94043, USA
U.S. Technical Support: tech@clontech.com

United States/Canada ~ Asia Pacific Europe Japn
800.662.2566 +1.650.919.7300  +33.(0)1.3904.6880  +81.(0)77.543.6116

Figure 1. Flow chart of the SMART ¢DNA Library Construction Kit protocols. The right side of the flow chart shows the fate of incomplete
transcripts caused by RNA degradation or premature termination of reverse transcription.
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Sintesis de csADN y
dcADN (17 gde RNA de

Ralz) 1 2 3 4

1 2 3 4

!

1: 1Kb, 2: oligo d(T) 3: SMART, 4: dcADNc

Octubre 6,
2015






