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I NTRODUCCIÓN  

Stevia rebaudiana  
Familia Asteraceae 

con 154 sp del género. 

S. aristata  y S. 

rebaudiana B ertoni 

producen esteviol  

glicosidos 

Hábitat natural: 22 °-

24° L.S y 55°-56° L.O 

de la Reg. Del 

Paraguay incluyendo 

parte del Brasil.  



Edulcorante unas 300 

veces mas dulce que la 

sacarosa, No calórico  

Se le atribuye 

propiedades 

medicinales: Acción 

hipoglicemiante , 

cardiovascular, 

antimicrobiana, 

tónica digestiva, 

previene las caries y 

formación de placas, y 

muchas otras  



Tienen origen biosintético  simliar  al del ácido giberélico  . Bandle  . 1998 



Cultivo alternativo para 
la agricultura familiar  

Rubro agrícola más a ser 
utilizado en pro de la 
diversificación agrícola del 
pequeño productor  



ºEl sistema de producción es por propagación clonal, ya 

que sus semillas poseen bajo poder de germinación y 

alto grado de heterocigosidad , por lo que no se 

conservaría las características varietales.  

 

ºEl cuello de la botella del cultivo de Stevia es la 

propagación de la planta madre.  

 



º Las técnicas de cultivo de tejidos proporcionan 

una poderosa tecnología 

 

ºAumentar el potencial de proliferación celular 

contribuirá en la eficiencia de las técnicas de 

cultivo in vitro  

 



ºObjetivo general  
ºAislar genes homeóticos y de resistencia (SERK1, WOX4, 

LEC1, BBM) de Stevia rebaudiana  

 

ºObjetivos específicos 
ºOptimizar protocolos de extracción de ARN totales de raíz, 

hojas y ápice. 

ºSintetizar cDNA  de los genes de interés a partir de 

cebadores degenerados 

ºClonar y secuenciar las secuencias amplificadas.  





ESTRATEGIA  

I. Obtención del material vegetal  

II. Preparación del material para extraer ARN 

total  

III. Extracción de las poblaciones de ARN 

mensajero 

IV. Síntesis de amplicones por RT -PCR con 

cebadores degenerados 

 

V. Clonación de amplicones en E. coli .  

 

VI. Secuenciación de amplicones 

 



RESULTADOS  

 



EXTRACCIÓN  ARN TOTALES  MEDIANTE  

KIT COMERCIAL  

Setiembre 4, 2015  

Raíz Hoja  Hoja  

Extracción de ARN totales  

Kit Norgen  Biotec.  

Se pueden observar las bandas de ADN como contaminante.  

El perfil de la muestra del carril cuatro sugiere degradación. Se recomienda el 

uso de la técnica del Trizol  



EXTRACCIÓN   MEDIANTE  MÉTODO  DE  

TRI ZOL  

Setiembre 7, 2015  

Raíz Raíz Hoja  Raíz Raíz Hoja  Tanto para raíz 

como para 

hojas se puede 

observar 

presencia de 

ADN genómico, 

se procedió a la 

cuantificación 

por nanodrop  

2000. 



EXTRACCIÓN  DE  ARN TOTALES  MÉTODO  

DE  TRI ZOL  

Hm  HIm  R 

Setiembre 10, 

2015 

Hm  HIm  R 



CUANTIFICACIÓN  DE  LOS ÁCIDOS  

NUCLÉICOS  POR NANODROP  2000 

Las muestras  corresponden a ápice, hojas 

inmaduras  y hojas maduras,  extraídas  por el 

protocolo de TRIzol  modificado  (lavados con 

sales de NaCl  y acetato de sodio). 

Muestra  Conc . 

(ng /uL ) 

260/280 260/230 

Ápice 1,416 2.17 1,57 

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

Hoja Mad  43,1 1,62 0,11 





PERFIL  DE  ARN TOTALES  

Ápice  H. M  H. I.  H. I.  Ápice:  fue extraído el día jueves 24.09. 

según el protocolo de TRIZOL modificado 

por el maestro Ramón, consistente en 

lavados con sales 

H.M. : Hojas Maduras . Extracción  según 

protocolo de Ghawana  et al ., 2011 para 

materiales con alto contenido de 

metabolitos secundarios.  

H.I.: Hojas Inmaduras.  Extracción según 

protocolo de Ghawana  et al ., 2011 para 

materiales con alto contenido de 

metabolitos secundarios.  

Setiembre 28, 

2105 

Trizol  Fenol/SDS/NaOAC /EDT

A 



Tratamiento con DNasa 



Postratamiento  

con DNAsa : 

 

 

Septiembre 29, 2015  

1: Ápice 

2: Hoja inmadura  

3: Raíz  

1 2 3 1 2 3 

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

Ápice 516,1 2.21 1,58 

Hoja In.  406,1 2,02 2,15 

Raíz 342,5 2,01 1,72 



ºAmplificación de los genes Serk1, Lec 1, Wus y Bbm 

mediante la tecnología SuperScript ™ One-Step RT-

PCR 
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Octubre 01, 2015  

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

PCR con cebadores degenerados (0.8 ȋg de ARN de Ra²z) 
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A: Ápice, Hi: Hoja inmadura, R: raíz  Octubre 01, 

2015 



Productos de RT-PCR-OneStep/Serk1; combinaciones de cebadores 

serk1 (0.4 ȋg ARN  de Raíz, 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 

2: Dir  1 ð Rev  2 

3: Control Dir  1 ð Rev 2 

4: Control Dir  1 ð Rev 2 (d) 

5: Dir  1 ð Seco Rev  

6: Control Dir  1 ð Seco Rev 

7: Control Dir  1 ð Seco Rev (d) 

8: Dir  2 ð Rev  2 

9: Control Dir  2 ð Rev 2 

10: Control Dir  2 ð Rev 2(d) 

11: Kb  

12: Dir  2 ð Seco Rev   

13: Control Dir  2 ð Seco Rev  

14: Control Dir  2 ð Seco Rev 

(d) 

15: Dir  3 ð Rev  2 

16: Control Dir  3 ð Rev 2 

17: Control Dir  3 ð Rev 2(d) 

18: Dir  3 ð Seco Rev  

19: Control Dir  3 ð Seco Rev 

20: Control Dir  3 ð Seco Rev 

(d) 

 

21: Control 18S  

22: Control MAPK  

23: 1Kb 

Octubre 2, 

2015 



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 

2: Dir  1 ð Rev  2 

3: Control Dir  1 ð Rev 2 

4: Control Dir  1 ð Rev 2 (d) 

5: Dir  1 ð Seco Rev  

6: Control Dir  1 ð Seco Rev 

7: Control Dir  1 ð Seco Rev (d) 

8: Dir  2 ð Rev  2 

9: Control Dir  2 ð Rev 2 

10: Control Dir  2 ð Rev 2(d) 

11: Kb 

12: Dir  2 ð Seco Rev   

13: Control Dir  2 ð Seco Rev  

14: Control Dir  2 ð Seco Rev (d) 

15: Dir  3 ð Rev  2 

16: Control Dir  3 ð Rev 2 

17: Control Dir  3 ð Rev 2(d) 

18: Dir  3 ð Seco Rev  

19: Control Dir  3 ð Seco Rev 

20: Control Dir  3 ð Seco Rev (d) 

 

21: Control 18S  

22: Control MAPK  

23: 1Kb 



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

1: 1kB  

2: pAtSerk  /cebadores  esp. serk1 

3: pAtSerk  /cebadores  deg serk1 

4: Stevia /cebadores  esp serk1 

5: Stevia /cebadores  deg serk1 

6: Stevia /cebadores  actina  

7: Stevia/cebadores  MAPK  

8: Cafe/cebadores  específicos serk1 

9:  1Kb 

10: Cafe/cebadores  degenerados serk1 

11: Cafe/cebadores específicos actina 

12: Cafe/cebadores MAPK  

13: Chile hab/ cebadores  específicos 

serk1 

14: Chile hab/ cebadores degenerados 

serk1 

15: Chile hab/cebadores actina  

16: Chile hab/cebadores MAPK  

17: 1 Kb 
Octubre 5, 2015  

Productos de RT-PCR, OneStep (Diferentes RNAõs / cebadores específicos) 

D2 x R2: Serk -1 



Clontech Laboratories, Inc.  
A Takara Bio Company 

1290 Terra Bella Avenue, Mountain View, CA 94043, USA 

U.S. Technical Support: tech@clontech.com 

United States/Canada 

800.662.2566 

Asia Pacific 

+1.650.919.7300 

Europe 

+33.(0)1.3904.6880 

Japan 

+81.(0)77.543.6116 
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Clontech Laboratories, Inc. 

SMARTÈ cDNA Library 
Construction Kit  
User Manual 

Cat. No. 634901  

PT3000-1 

(041315) 

Generación de un pool de dcADNc 



Octubre  6, 

2015 

Síntesis de csADN y 

dcADN  (1 ȋg de RNA de 

Raíz) 
1 2 3 4 

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

1 2 3 4 




