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Resumen

Stevia rebaudiana es una planta herbdcea perenne
que pertenece a la familia Asteraceae. Es originaria
del norte de Paraguay y crece en climas tropicales
y subtropicales. Debido a la dulzura natural de sus
hojas, se le conoce como edulcorante natural, sin
calorfas y con muchas aplicaciones en la industria
alimentaria. Por lo tanto, resulta de gran importancia
comercial contar con técnicas que permitan
determinar la calidad y pureza de la materia
prima procesada en polvo para la produccidén de
edulcorantes. Se ha recurrido a la implementacién
de técnicas moleculares mediante marcadores ISSR,
que permiten amplificar las secuencias que se
encuentran entre los microsatélites, con lo que se
obtiene un patrdn de bandas caracteristico de cada
organismo.

En este estudio se analizé la amplificacion de los ISSR
S3,54,55 SI10,S11,S12 y SI5 a partir de muestras
de ADN de S. rebaudiana, provenientes de plantas
cultivadas en invernadero. Las muestras de ADN se
obtuvieron mediante tres diferentes protocolos de
extraccion a partir de material seco y fresco de la
planta. De acuerdo con los resultados obtenidos, los
ISSR S3,54,S5 v SI| representan una buena opcién
para la deteccidn de polimorfismos en esta especie,
y por tanto para la identificacién molecular de la
especie. Se debe comprobar si los ISSR SI0, SI12 y
SI5 son capaces de amplificar segmentos de ADN
de Stevia, ya que bajo las condiciones de trabajo de
esta investigacion no se logré la amplificacién de
ADN con estos imprimadores. Se considera que
los ISSR son marcadores universales y se podria
identificar individualmente cada cultivar de Stevia
que vaya a destinarse a la produccién comercial de
estevidsidos, pero es necesario repetir los protoco-
los descritos con diferentes variedades e incluso se
puede trabajar con diferentes especies del género
Stevia, para obtener una caracterizacion general.
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Abstract

Stevia rebaudiana is a herbaceous and perennial
plant belonging to the Asteraceae family, it is native
of Paraguay and grows in tropical and subtropical
climates. Due to the natural sweetness of its leaves,
is known as a natural sweetener with no calo-
ries and with many applications in food industry.
Therefore, it is of great commercial importance to
have techniques for determinate the quality and
purity of the raw material processed into powder
for the production of sweeteners. Been used for the
implementation of molecular markers ISSR, enabling
amplify sequences that are between the microsate-
llites, which yields a characteristic banding pattern
for each organism.

In this study we examined the amplification of ISSR
S3,54,55,510,S11,S12 and SI5 from DNA samples
of S. rebaudiana, from greenhouse-grown plants.
DNA samples were obtained by three different
extraction protocols from dry and fresh material
from the plant. According to the results, the ISSR
S3, 54, S5 and SII are a good choice to detect
polymorphisms in this species, and therefore the
molecular identification of the species. It is neces-
sary to check whether the ISSR SI10, S12 and SI5
are able to amplify DNA segments in stevia , since
under the conditions of this research work was not
successful DNA amplification with these primers. It
is considered that ISSR markers are universal and
could be used to identify every stevia cultivate for
commercial production of stevioside , but it is neces-
sary to repeat the protocols described with differ-
ent varieties and work with different species of the
genus Stevia sp., to obtain a general characterization .
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Introduccidn

La especie Stevia rebaudiana, perteneciente a la
familia Asteraceae y originaria del norte de Paraguay
y Suramérica, es una planta herbacea, perenne, que
crece en climas tropicales y subtropicales (Shreeder
et al, 2008). Debido a la dulzura natural de sus hojas,
S. rebaudiana ha llamado la atencidn en los campos
cientfficos e industriales como un edulcorante
natural sin calorfas con muchas aplicaciones en la
industria alimentaria. Las hojas contienen glucdsidos,
que comprenden el estevidsido, rebaudiosidos A,
B, C, D, Ey F vy dulcdsido A (Karakdse, Rakesh y
Kuhnert, 201 1).

Hasta la fecha se han identificado mas de 100 com-
puestos en S. rebaudiana y los esteviol glucdsidos
varfan ampliamente su concentracion, dependiendo
del genotipo y el medio ambiente de produccidn
de la planta. Actualmente esta planta se cultiva com-
ercialmente en varios paises, especialmente Japdn,
Taiwan, Corea, Tailandia e Indonesia (Prakash, Upreti
y Prakash, 2011).

La especie ha cobrado gran importancia comer-
cial en los Ultimos afios, por considerarse que sus
extractos son un exitoso sustituto de la sacarosa,
ante lo cual es necesario contar con herramientas
que permitan determinar la identidad genética del
material que se utilizard en la produccién de edul-
corantes, de tal forma que corresponda a la especie
y/o variedad necesaria, como Stevia rebaudiana var.
Bertoni. Debido al procesado en materia molida y
seca, su contaminacién con otros materiales podria
ser frecuente, asi como la probabilidad de ser con-
fundida durante los envios entre los centros de la
cadena productiva. Por otro lado, cabe mencionar
que existen otras variedades, como Stevia rebaudiana
var. morita, o incluso con otras especies como Stevia
eupatoria, Stevia ovata y Stevia plummerae, que no
presentan un valor comercial (Chdvez y Chavarria
2011) y que podrian ser usadas para suplantar a la
variedad comercial de forma fraudulenta.

Con este objetivo y gracias al avance en la biologfa
molecular, se han desarrollado métodos de iden-
tificacion y caracterizacién basados en el uso de
marcadores moleculares, los cuales se definen como
cualquier diferencia no tipica controlada genética-
mente, es deci, moléculas de proteina, ARN o
ADN, de tamafio o peso molecular conocido que
sirven para monitorear o calibrar la separacion de
las mismas moléculas utilizando electroforesis o

cromatografia, para diferenciar individuos; estos mar-
cadores son neutrales a las interacciones entre la
expresion genética y el ambiente, presentan mayor
segregacion o polimorfismo que los morfoldgico vy
pueden ser evaluados desde los primeros estados
de desarrollo de los organismos (Azofeifa, 2006;
Sanchez vy Jiménez, 2009).

Entre estos marcadores estan: los polimorfismos de
la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP),
amplificacion aleatoria del ADN polimdrfico (RAPD),
polimorfismo en la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP), secuencias simples repetidas
(SSR) o microsatélites y secuencias intercaladas
entre los microsatélites o ISSR (por su nombre en
inglés, Interspread single sequence repeats) (Sambrook
y Russell 2001).

Los marcadores ISSR fueron desarrollados por
Zietkewicz y colaboradores en 1994 vy la técnica
se fundamente en la amplificacion por PCR uti-
lizando un solo primer de 14 pb o mads, que es
complementario a secuencias en los microsatélites;
la amplificacion se da si el imprimador se puede unir
adecuadamente a dos microsatélites que tienen
una distancia de separacion entre si de 100 a 2500
pb, lo que permite amplificar las secuencias que se
encuentran entre los microsatélites, con lo que se
obtiene una patrén de bandas caracteristico de cada
organismo (Zietkewicz, Rafalski y Labuda, 1994; Chia
2009; Aga, Bekele y Bryngelsson, 2005; Masumbuko
y Bryngelsson 2006).

Para la caracterizacion se debe realizar una
amplificacion de secuencias de ADN por la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
imprimadores anclados o no anclados, la separacién
de los productos mediante electroforesis en geles
de agarosa, poliacrilamida o geles de secuenciacidn
(Chia, 2009; Azofeifa, 2006), con lo cual se puede
visualizar por la formacién de un patrén de bandas,
que se debe a la presencia o ausencia de elementos
gendmicos reconocidos por el imprimador v a la
longitud de las secuencias intermedias amplificadas, a
este patrdn se le llama huella genética, caracteristica
para esta especie (Chia, 2009; Azofeifa, 2006;
Zietkiewicz et al, 1994).

Es por estas razones que se pretende utilizar los
marcadores ISSR para caracterizar material fresco
y molido de S. rebaudiana proveniente de cultivo
in vitro e invernadero del Centro de Investigacién
en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica.



Materiales y métodos

Material vegetal: Las plantas de Stevia rebaudiana
var. Bertoni utilizadas para la extraccion de
ADN procedian de los invernaderos y cuartos
de crecimiento controlados del CIB. Para las
extracciones de ADN a partir de material fresco
de S. rebaudiana se seleccionaron hojas de material
cultivado in vitro en medio semisdlido y sometido a
una temperatura controlada de 2542 °C, asi como
de material procedente de invernadero. Por otra
parte, para la obtencién de material seco y molido,
se procedid a recolectar 100 gramos de hojas
frescas de esta especie provenientes de invernadero,
para ser sometidas a un proceso de secado a una
temperatura de 45 °C durante 48 horas, para luego
moler el tejido, obteniéndose un total de 20 gramos
de peso seco.

Extracciones de ADN: El material vegetal, tanto
fresco como seco y molido, fue utilizado para la
extraccion de ADN mediante los protocolos CTAB,
Bench Protocol del DNeasy Plant MiniKit marca
QIAGEN vy lIsolating Genomic DNA from Plant
Tissue del Wizard Genomic DNA Purification Kit
marca PROMEGA. El material seco se pesd hasta
una cantidad de 50 mg para ser utilizados directa-
mente en las extracciones siguiendo los diferentes
protocolos. Del material fresco se pesaron 40 mg
de hoja para ser utilizados en el protocolo QIAGEN,
|00 mg para el protocolo Wizard y 50 mg para
el protocolo CTAB. El material fresco requirié ser
colocado inicialmente en un tubo Eppendorf para
macerarlo con nitrégeno liquido en un macerador
Retsch, mediante tres repeticiones de 25 golpes
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por segundo durante un minuto, hasta obtener un
polvo fino de hoja. Una vez preparada la muestra,
se procedid a continuar con los protocolos cor-
respondientes.

Cuantificacion de ADN: Todas las muestras de ADN
fueron sometidas a una electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiido con gel red 10000X, mediante
una corrida de 30 minutos a 100V, para visualizar
la presencia/ausencia del dcido nucleico en transilu-
minador: En las ocasiones en que la banda de ADN
fue visible en el gel, se procedid a cuantificar la
muestra mediante el uso del equipo NanoDrop®
del Centro de Investigacion en Biologia Celular y
Molecular (CIBCM) de la Universidad de Costa
Rica. Se seleccionaron las muestras con mayor con-
centracion de ADN para utilizarse en los andlisis
mediante ISSR.

Andlisis PCR-ISSR: Se utilizaron siete primers ISSR
basados en repeticiones de dos, cuatro o cinco bases,
los cuales fueron reportados vy utilizados por Heikal
et al. (2008) en S. rebaudiana; estos se presentan en
el cuadro I. Las reacciones de PCR consistieron en
la mezcla de 50 o 60 ng de ADN, I X de Buffer PCR
(Fermentas), 2 mM de MgCl, (Fermentas), 200 uM
de dNTPs (Fermentas), 1,25 yM del marcador ISSR
y U de Tag polimerasa (Fermentas), hasta alcanzar
los 25 pl de reaccién. El protocolo de termociclador
se basa en el propuesto por Yao et al. (1999), que
se inicia con una desnaturalizacién de las hebras a
94 °C por 2 min, seguida de 40 ciclos de 10 s a 94
°C,30sa 36 °Cy65sa72°Cy laextensidn final
de los productos se dio a 72 °C por 10 min para
culminar con el almacenamiento a 4 °C. Se realizd

Cuadro |. Cédigo, nombre y secuencia de siete imprimadores tipo marcadores ISSR utilizados en la caracterizacién

molecular de S. rebaudiana.

Cédigo Nombre Secuencia

S3 ISSR 844B 5-CTCTCT CTCTCT CTCTGC-3
S4 ISSR 17898A 5- CAC ACA CACACA AC -3
S5 ISSR 17898B 5- CAC ACA CAC ACA GT -3
S10 ISSR HB-10 5'- GAG AGA GAG AGA CC -3
Sl ISSR HB-1 | 5- GTGTGT GTGTGT CC -3
SI2 ISSR HB-12 5- CAC CAC CAC GC -3
SI5 ISSR HB-15 5- GTG GTG GTG GC -3

Fuente: Heikal et al. 2008.
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una modificacién al protocolo anterior; cambiando
la temperatura de hibridacién a 44 °C, que era el
promedio de las temperaturas especfficas para cada
imprimador en estudio. Los productos amplificados
con cada ISSR fueron separados mediante electro-
foresis en gel de agarosa al 1,5% tefiido con gel red
0000X, mediante una corrida a 100 v durante 30
min, para visualizar la presencia/ausencia en transilu-
minador de los productos amplificados.

Resultados y discusion

las muestras procedentes de las extracciones de
ADN se visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa y se seleccionaron las ocho muestras que
habfan generado las bandas de mayor intensidad,
como se muestra en el cuadro 2. Posteriormente
se continud con la cuantificacion de dichas muestras
con el equipo NanoDrop® vy los resultados se pre-
sentan en el cuadro 3.

Como es posible deducir del cuadro anterior,
todos los protocolos empleados para la extrac-
cion de ADN de S. rebaudiana dieron positivo en
la presencia de bandas intensas en al menos una
muestra Y, por ende, fueron seleccionadas para su
cuantificacion. A través de los afios las metodologias
para la obtencidén de dcidos nucleicos se han ido
optimizando. Las extracciones con fenol/cloroformo
estuvieron entre las primeras metodologias utili-
zadas (Collette et al,, 2006; Hiesh et al, 2005; Lin

et al, 2005), pero actualmente en el mercado se
encuentra una gran cantidad de kits que permiten
la obtencidén de dcidos nucleicos en poco tiempo
mediante protocolos sencillos. La mayoria de ellos
se basa en la utilizacion de columnas de silica en
las cuales, en presencia de altas concentraciones de
sales caotrdpicas, se adhiere el ADN, que luego es
recuperado por arrastre (lvanova et al,, 2006).

Debido a lo anterior se quiso comprobar la eficacia
de los tres protocolos propuestos, de manera que
se lograra obtener ADN de alta calidad para reali-
zar las pruebas de caracterizacidn mediante el uso
de los marcadores ISSR, para evitar sesgos en los
resultados por interferencias o contaminaciones de
los dcidos nucleicos.

Segln los datos presentados anteriormente, utili-
zando el Genomic DNA Purification Kit (WIZARD)
se obtuvo la mayor concentracién de ADN, seguido
por el método CTAB v finalmente el Kit DNeasy
Plant Mini (QIAGEN), el cual presentd el ADN en
menor concentracion.

No obstante, en cuanto a la calidad del ADN, se
tiene que cinco de las ocho muestras presentaron
una pureza aceptable del ADN extraldo, ya que la
relacion 260/280 se encuentra en el rango de 1,6 a
[,9. Las muestras WIZARD 3, y WIZARDINVER2
estuvieron por debajo del rango, mientras que
la muestra QIAGENINVITRO2 superd el rango
aceptable. La razén por la cual la absorcidn de luz

Cuadro 2. Muestras de ADN de S. rebaudiana procedentes de tres protocolos de extraccidn distintos, seleccionadas

para su cuantificacién en el equipo NanoDrop®.

Presentacion del material Protocolo de extraccidn N° de muestra |dentificacién de la muestra
vegetal
CTAB Muestra | CTABI
Molido Bench Protocol (QIAGEN) Muestra 2 QUIAGEN?2
Wizard (PROMEGA) Muestra 3 WIZARD3
CTAB Muestra 2 invernadero CTABINVER2
Muestra 2 in vitro QIAGENINVITRO2
Fresco Bench Protocol (QIAGEN) Muestra 2 invernadero QIAGENINVER2
. Muestra 2 in vitro WIZARDINVITRO2
Wizard (PROMEGA) Muestra 2 invernadero WIZARDINVER2
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Cuadro 3. Resumen de los resuftados de la cuantificacién de ocho muestras de ADN de S. rebaudiana procedentes de
tres protocolos de extraccién distintos.

|dentificacion de la | Concentracidn de | Absorbancia a | Absorbancia a Relacién Factor
muestra ADN (ng/pl) 260 nm 280 nm 260/280

AGUA CTABI 191,7 3,835 2,059 1,86 50
QIAGEN2 83 0,166 0,102 1,62 50
WIZARD3 77,3 1,546 I 1,55 50
CTABINVER2 57,2 [,144 0612 1,87 50
QIAGENINV2 338 0,677 0,363 1,86 50
QIAGENINVITRO2 6,3 0,126 0,053 2,38 50
WIZARDINVITRO2 101 2,021 [,122 1,8 50
WIZARDINVER2 8644 17,29 13,32 1,3 50
TE(IX) CTABI 191,1 3,823 2,046 1,87 50
QIAGEN2 6,5 0,129 0,074 1,75 50
WIZARD3 75 1,499 0,96 1,56 50
CTABINVER2 56,7 [,134 0,606 1,87 50
QIAGENINVER2 337 0,675 0,373 1,81 50
QIAGENINVITRO2 6,2 0,125 0,055 2,27 50
WIZARDINVITRO2 99,4 1,987 [,108 1,79 50
WIZARDINVER2 8495 16,99 13,19 1,29 50

UV es uno de los métodos mds utilizados para la
cuantificacion del ADN es que los nucledtidos
poseen maximos de absorcidn de alrededor de
260 nm, por lo que es posible obtener una esti-
macion precisa de la concentracién de una muestra.
Sin embargo, para evaluar la pureza de la muestra
debe determinarse la proporcién OD 260nm/OD
280nm, para contrarrestar la posibilidad de que
la lectura a 260 nm se altere por la presencia de
contaminacién por proteinas o solventes orgdnicos
que absorben a longitudes de onda cercanas (Lépez,
2007; Wilfinger et al,, 1997).

Para efectos de esta investigacién, para la
caracterizacién molecular de S. reabaudiana se
seleccionaron las muestras CTABI, WIZARD3,
CTABINVER?2, WIZARDINVITRO2 y
WIZARDINVER2 por ser las que presentaron
mayor concentracion de ADN. Las muestras se
trabajaron en las reacciones PCR/ISSR en dos
concentraciones, 50 y 60 ng.

Con el marcador S3, se logré una amplificacion del
ADN utilizando las dos concentraciones de ADN
para el material fresco proveniente de cultivo in
vitro, no obstante, al emplear 60 ng de ADN en la
reaccion, se logré ademds una amplificacion de la
muestra CTABINVER2: lo anterior se muestra en
la figura I.

Con el marcador S4, se logré una amplificacién
del ADN utilizando 60 ng de ADN de la muestra
CTABINVER?2 dnicamente, como se observa en la
figura 2.

Una vez comprobada la aparicién de bandas clara-
mente visibles, con el protocolo de termociclado
propuesto, para los productos de PCR empleando
los imprimadores ISSR S3 y S4, se continud con la
ejecucion de reacciones utilizando los imprimadores
S5,S10,S1'1,S12 y SI5 por separado. En la figura 3
se muestran los resultados de la amplificacién con
los siete imprimadores en estudio.
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Figura 2. Productos de PCR amplificados con el

Figura |. Producto de PCR amplificado con el
ISSR S4: | y |l) Marcador de peso molecular

ISSR S3: | y I'l) Marcador de peso molecular

Gene Ruler, 2 y 9) ADN CTABI (50 y 60 ng), Gene Ruler (1 KB), 2) 60 ng CTABI, 3) 60 ng
3y 10) ADN WIZARD3 (50 y 60 ng), 4 y 12) WIZARD3, 4) 60 ng WIZARDINVITRO?2, 5) 60
ADN WIZARDINVITRO2 (50 y 60 ng), 5 y ng WIZARDINVER2, 6) 60 ng CTABINVER2.

13) ADN WIZARDINVER2 (50 y 60 ng), 6 y
14) ADN CTABINVER2 (50 y 60 ng), 7 y I5)
ADN Sechium edule, 8 y 16) ADN Uncaria
tomentosa.

1 2 3 4 56 7 89 10111213 1415 16 1718 19 20

Figura 3. Productos de PCR amplificados con los ISSR S5, S10, S11,S12 y SI5: | 'y 21) Marcador de peso molecular
Gene Ruler; 2 a 6) Muestras | a 5* Multiplex® |, 7-11) Muestras | a 5 con ISSR S3, 12-16) Muestras | a 5 con ISSR $4,
[7-22) Muestras | a 5 con ISSR S5,23-27) Muestras | a 5 con ISSR S10, 28-32) Muestras | a 5 con ISSR SI'1, 33-37)
Muestras | a 5 con ISSR S12, 38-40) Muestras 3 a 5 con ISSR SI5.

a) Las muestras | a 5 corresponden a CTABI, WIZARD3, WIZARDINVITRO2, WIZARDINVER2 y CTABINVER?,
respectivamente. b) Ensayo para el establecimiento de un protocolo de PCR Multiplex, utilizando los imprimadores
ISSR S3, 54, S5,510,S11,S12y SI5.



Se realizé una nueva electroforesis con los produc-
tos de las reacciones S5, S10, SI'1,S12 y SI5 para
las muestras de ADN 3y 5 (WIZARDINVITRO?2 y
CTABINVER?2), ya que fueron las Unicas que genera-
ron bandas de amplificacion visibles, para la mayorfa
de los ISSR, como se presenta en la figura 4.

Tal y como se aprecia en las figuras anteriores, las
muestras WIZARDINVITRO?2 (3) y CTABINVER2
(5), al ser las que presentaron bandas amplificadas
con el uso de los ISSR, se tomaron como pardmetro
para la comparacién entre los marcadores, para
determinar cudles serfan los mds adecuadas para
la caracterizacidon de materiales de S. rebaudiana.
En este caso, los ISSR S5 y SI'| generaron bandas
solo en una de las muestras, por lo que quizd
representan una mejor opcién para la deteccién
de polimorfismos en esta especie, no obstante, esta
afirmacién debe constatarse entre un nimero mayor

500 pb
250 pb

Figura 4. Productos de PCR amplificados con
los ISSR S5, S10, SI'1, S12 y SI5: 1) Marcador
de peso molecular Gene Ruler (I Kb), 2 vy 3)
Muestras 3 y 5% con ISSR S5,4 y 5) Muestras 3y
5 con ISSR SI0, 6 y 7) Muestras 3y 5 con ISSR
SI1,8y9) Muestras 3y 5 con ISSRSI12, 10y I'1)
Muestras 3 y 5 con ISSR S15, 12-16) Muestras
I'a 5 Multiplex® |.

a) Las muestras | a 5 corresponden a
CTABI, WIZARD3, WIZARDINVITRO?2,
WIZARDINVER?2 y CTABINVER2, respectiva-
mente. b) Ensayo para el establecimiento de
un protocolo de PCR Multiplex, utilizando los
imprimadores ISSR S3, S4, S5, SI0, SII, S12 y
SI5.
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de muestras, preferiblemente de diversas variedades
de S. rebaudiana. Lo anterior también se aplica para
la comprobacidn de que el ISSR SI5 es capaz de
amplificar segmentos de ADN de Stevia, ya que en
esta investigacién ninguna de las cinco muestras
analizadas se amplificé con este imprimador.

Si se considera que los ISSR son marcadores uni-
versales, se podra identificar individualmente cada
cultivar de Stevia que vaya a destinarse a la produc-
cidn comercial de estevidsidos, pero sigue siendo
necesario determinar los perfiles por cada cebador
individualmente, para un determinado ndmero de
variedades, para poder definir un indice de genotipo.
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