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Resumen

Las plantas medicinales forman parte de la cultura de los pueblos desde tiempos inmemorables,
pero los estudios sobre los procesos de sintesis de sus metabolitos secundarios son insuficientes.
Por tanto, las tecnologias de transcriptomica y metabolémica han ganado credibilidad como
opciones bioldégicamente mas certeras para la caracterizacion del material vegetal, incluyendo
estudios muy especificos en términos de expresion génica.

Esta investigacion tuvo por objetivo la busqueda de genes de ruta de sintesis de glicosidos
en Stevia rebaudiana, asi como el analisis de regiones promotoras, para establecer relaciones
entre sitios de interaccion en el ADN vy proteinas de anclaje reguladoras de la transcripcion
de Arabidopsis thaliana. Se secuencié una muestra de ARN mensajero a partir de tejidos de
hoja de S. rebaudiana y se alined contra las secuencias génicas reportadas. Algunos de los
genes seleccionados se encontraron menos representados en el transcriptoma, 1o que podria
ser un indicador de la produccion controlada de glicosidos regulada por ciertos genes; esto
concuerda con los estudios correlativos, que han puesto de manifiesto la importancia de los
genes SrCPPS, SrKS y SrKO en la regulacion del contenido de glicdsidos. El aprovechamiento
de estos resultados involucra el estudio de los estimulos a los factores de transcripcion que
regulan la expresion génica dentro de la ruta metabdlica de interés, como la respuesta al estrés
hidrico y altos niveles de salinidad.
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Abstract

Medicinal plants are part of world culture since immemorial times, but studies about the
processes of secondary-metabolites synthesis, are insufficient. Therefore, transcriptomics and
metabolomics technologies have gained credibility as more accurate biologically options for
characterization of plant material, including very specific studies in terms of gene expression.
This research aimed to search in databases, glycosides synthesis pathway related genes in
Stevia rebaudiana, and the analysis of promoter regions, to establish relationships between DNA
interaction sites and transcription regulation proteins in Arabidopsis thaliana. A sample of mMRNA
was sequenced from S. rebaudiana leaf and was aligned against gene sequences reported.
Some of the selected genes were found underrepresented in the transcriptome, which would
signal the controlled production of glycosides regulated by certain genes; this is consistent
with the correlative studies that have shown the importance of SrCPPS, SRKs, SrKO genes in
regulating the content of glycosides. The use of these results involves the study of the stimuli to
transcription factors that regulate gene expression in the metabolic pathway of interest, as the
response to water stress and high levels of salinity.

Introduccion

Los numerosos estudios sobre especies medicinales aun son pocos en comparacion con todo
lo que falta por conocer acerca de los procesos de sintesis de metabolitos secundarios, tanto
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en términos de las rutas metabdlicas y enzimas involucradas como de los factores internos y
externos que afectan su acumulacion (Crispin & Wurtele, 2013). En consecuencia, recientemente
se ha adicionado la secuenciacion y analisis de transcriptomas, ya sea por mapeo contra un
genoma o bien mediante el ensamblaje de novo, como una estrategia innovadora para generar
informacion sobre la expresion de genes de ruta como de regulacion (Sitakanta et al., 2006).

En Stevia rebaudiana se han identificado mas de 100 compuestos, siendo los mas conocidos
los esteviol glucésidos, que comprenden el esteviésido, los rebaudiosidos A, B, C, D, E y
F y dulcésido A, compuestos de sabor dulce, cuyas concentraciones varian ampliamente
dependiendo del genotipo y el medio ambiente de producciéon de la planta (Karakése et al.,
2011; Puri et al., 2011; Wélwer, 2012).

En la ruta metabdlica de sintesis de glicosidos en esta especie participan numerosos genes
y enzimas, algunos de los cuales han podido ser identificados y caracterizados. Entre estos
destacan los denominados SrDXS, SrDXR, SrCPPS, SrKS, SrKO vy las tres glucosiltransferasas
(UGTs) SrUGT85C2, SrtUGT74G1 y SrtUGT76G1; ademas, recientemente se dio la clonacion de
otros siete genes, SIMCT, SrCMK, SrMDS, SrHDS, SrHDR, SrIDI 'y SrtGGDPS. Para los 15 genes
anteriores se ha realizado el respectivo anélisis de su expresion dentro de la ruta de esteviol
glicésidos (Kumar et al., 2012). Una mejor comprension de la regulacion genética de las vias
de biosintesis podria ser muy util para manipular el rendimiento de compuestos edulcorantes
en Stevia (Guleria & Kumar, 2011; Urban et al., 2013).

Muchos de los compuestos bioactivos de las plantas medicinales se han descrito con
detalle gracias a las herramientas de la biologia molecular y la bioinformatica, que facilitan la
identificacion de los genes implicados en el metabolismo de compuestos, ya sea de los que
participan en la conversion de un compuesto a otro (genes de biosintesis) o de aquellos que
participan en la regulacion de la ruta metabdlica (genes de regulacion) (Muir et al., 2001).

La naturaleza modular de los factores de transcripcion ha llevado a la idea de que se puede
ejercer un control en la expresion de estos a través de la ingenieria de proteinas, para regular a
su vez la expresion del gen o genes de ruta deseados. De manera que coordinar el control de
la transcripcion de genes de biosintesis ha surgido como un enfoque eficaz para la produccion
de metabolitos secundarios en plantas (Sitakanta et al., 2006).

El objetivo de esta investigacion fue la busqueda de posibles mecanismos de regulacion de
los factores de transcripcion, con el fin de ejercer un control que a la vez pueda incidir en el
incremento de la expresion de los genes de sintesis de glicosidos.

Materiales y métodos

El presente trabajo se realizd en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del
Tecnoldgico de Costa Rica (TEC) en Cartago, Costa Rica.

Identificacion de secuencias génicas reportadas para S. rebaudiana:

La identificacion de las secuencias génicas reportadas para la especie S. rebaudiana se hizo
empleando la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). La
busqueda se centrd en identificar enzimas participantes en la ruta metabdlica de sintesis de
glicosidos con o sin regiones promotoras descritas.
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Andlisis de regiones promotoras, identificacion de sitios de union
al ADN vy relacion con factores de transcripcion:

Las secuencias génicas reportadas como regiones promotoras en S. rebaudiana fueron
analizadas mediante la herramienta Database of Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements
(PLACE, 2014, Higo et al., 1999) para predecir sitios de unién de factores de transcripcion al ADN,
gue se ubican en los genes de estevia seleccionados. Posteriormente, se empled la herramienta
Plant Interactome Database (Center for Cancer Systems Biology, Dana-Farber Cancer Institute,
Harvard Medical School) creada para la especie Arabidopsis thaliana, para relacionar dichos
sitios de union al ADN, con secuencias codificantes de factores de transcripcion de A. thaliana.

Secuenciacion y analisis de transcriptoma

Material biologico

El material bioldgico utilizado en la extraccion de ARN total correspondié a clones de plantas
jovenes de S. rebaudiana cuyo origen se encuentra en la comunidad ElI Millén, en Pococi,
Limoén, Costa Rica. Para la extraccion se utilizaron hojas procedentes del segundo y tercer nudo
de plantas seleccionadas al azar, mezcladas en una sola muestra.

Extraccion de ARN total.

La extraccion de ARN total se hizo a partir de 150 mg de muestra de hoja, siguiendo el protocolo
Total RNA Isolation from Plant, del NucleoSpin RNA Plant kit marca Macherey-Nagel®. La muestra
de ARN se cuantificd con el equipo NanoDrop Lite® y se verificé la presencia de ARN mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1,3% durante 45 min a 80 V. Para la precipitacion de la
muestra se agrego6 0.1 V de acetato de sodio 3M a pH 7-8 y 2 V de etanol absoluto.

Secuenciacion del ARN

La secuenciacion fue realizada por la empresa Axeq Technologies, con el equipo Illlumina HiSeq
2000 Sequencer. El software utilizado fue el lllumina Pipeline (CASAVA) v1.8.2.

Analisis de calidad de la secuenciacion

La calidad de los fragmentos de secuenciacion se verificO con las herramientas Fastgc
(Babraham Institute) y RobiNA (Lohse et al., 2010). Se realizaron cortes tipo clipping de la base
1 a la base 15 empleando la herramienta FastX-Toolkit (Hannon Lab) y cortes tipo trimming
eliminando colas con calidad inferior a 30% con RobiNA; el filtrado de fragmentos inferiores a
las 70 bases también se hizo con esa herramienta.

Alineamiento de genes contra el transcriptoma

El alineamiento de fragmentos se realizd contra los genes participantes en la ruta metabdlica de
sintesis de glicésidos usando la herramienta RobiNA.

Resultados

Identificacion de secuencias génicas reportadas para S. rebaudiana:

La busqueda bioinformatica de genes de S. rebaudiana determind que existen al menos 20
genes de la ruta de sintesis de glicésidos descritos para esta especie (cuadro 1). La funcion
asociada a dichos genes se muestra en el cuadro 2.
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Cuadro 1. Genes de Stevia rebaudiana reportados en el National Center for Biotechnology Information.

N° de gen Nombre del gen Accesion nggnc?itg Acpcrgfriléor;o?el
1 UDP-glicosiltransferasa 79A2 AY345985.1 No -
2 UDP- glicosiltransferasa 89B2 AY345983.1 No -
3 UDP- glicosiltransferasa 88B1 AY345981.1 No -
4 UDP- glicosiltransferasa 73E1 AY345979.1 No -
5 UDP- glicosiltransferasa 76H1 AY345977 1 No -
6 UDP- glicosiltransferasa 85A8 AY345975.1 No -
7 UDP- glicosiltransferasa 85C1 AY345984.1 No -
8 UDP- glicosiltransferasa 91D1 AY345980.1 No -
9 UDP-glicosiltransferasa 71E1 AY345976.1 No -
10 4-difosfocitidil-2-C-methil-D-eritritol kinasa DQ269453.5 Si FJ755687.1
11 IPP/DMAPP sintasa (ispH) DQ269451.4 Si FJ755690.1
12 geranilgeranil difosfato sintasa DQ432013.3 Si FJ755692.1
13 copalil pirofosfato sintasa (Cpps1) AF034545.1 No -
14 kaureno sintasa (KS22-1) AF097311.1 No -
15 kaureno sintasa (KS1-1) AF097310.1 No -
il kaurenoic 138'-?1ii(<jj(r)o€>}<ﬂta_sa (KA13H) DOt -8 < feriesee el
17 UDP-glicosiltransferasa 85C2 AY345978.1 No -
18 UDP-glicosaltransferasa 74G1 AY345982.1 No -
19 UDP-glicosiltransferasa 76G1 AY345974 1 No -
20 NADPH citocromo P450 reductasa DQ269454.4 Si FJ755694.1
21 Actina AF548026 No -

Fuente: NCBI (2014).

Analisis de regiones promotoras, elementos en cis y factores de transcripcion

De los sitios identificados como posibles sitios de anclaje de factores de regulacion de la
transcripcion, se seleccionaron aquellos descritos en la especie modelo A. thaliana (cuadro 3).
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Cuadro 2. Funcion de 20 genes descritos en el National Center for Biotechnology Information para la especie Stevia
rebaudiana y su relacién con la sintesis de glicésidos.

N° de reaccion catalizada

Ciz FUineen en la ruta metabdlica
1al9 Sintesis de UDP-glicosiltransferasas No definido
10 Sintesis de 4—(Citidinla_5’ldifosfq)—2—metiI—D—(_eritritol_ 2_—fosfato a partir de 4
4-(Citidina5’difosfo)-2-metil-D-eritritol
11 Isomerizacion de dimetilallil difosfato a isopentenildifosfato 8
12 Sintesis de geranilgeranil difosfato a partir de dimetilallil difosfato 9
13 Ciclacion de geranil geranil pirofosfato (ggpp)en copalil pirofosfato 10
(cpp)
14y 15 Sintesis de (-)-kaureno por ionizacion dependiente de la ciclacién del 11

copalil difosfato

Sintesis de esteviol (ent-kaur-16-en-13-ol-19-oic acido) por
16 hidroxilacion del acido ent-kaurenoico (ent-kaur-16-en-19-oic acido) 13
con la participacion de NADPH y oxigeno molecular

17 Sintesis de esteviolmondsido a partir de esteviol 14
18 Sintesis de estevidsido a partir de esteviobidsido 16
19 Sintesis de rebaudiésido A partir de esteviésido 17
20 No definida No definido

Fuente: NCBI (2014), Kumar et al. (2012).

Cuadro 3. Funcion de 11 sitios de regulacion de la transcripcion descritos en Arabidosis thaliana'y sus proteinas de

anclaje.

Nombre de los sitios en
cis seleccionados

Funcion de los sitios en cis

Factor de regulacion
relacionado

Accesion factor de
transcripcion

ABRELATERD1
(S000414)

Respuesta a la deshidratacion por
activacion de una proteina quinasa
dependiente de acido fosfatidico

Arabidopsis thaliana
3’-phosphoinositide-
dependent protein
kinase 1

NM_203001.3

ACGTATERD1
(S000415)

Respuesta temprana a la deshidratacion
por la Clp proteasa como subunidad
reguladora dependiente de ATP

Arabidopsis thaliana
chaperone protein
ClpD

NM_124486.2 (3202
pb)

ARR1AT (S000454)

Regulador de respuesta por activacion
transcripcional mediante proteina

Arabidopsis thaliana

AK316883.1 (2346

reguladora dependiente de citoquinina ATECIEES T pb)
DEECETCORET Respuesta temprana a la deshidratacion Arabidopsis thaliana
SO por accion de una histidina quinasa y un P NM_105305.4

dominio de respuesta regulatoria

ethylene receptor

Continda...
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Nombre de los sitios en
cis seleccionados

Funcién de los sitios en cis

Factor de regulacion
relacionado

Accesion factor de
transcripcion

EVENINGAT (S000385)

Control circadiano de la expresion

MYCATRD22 (S000174)

oxidativo, ABA relacionado con sintesis
de triptéfano

LIFIECOFEATCO S Respuesta a bajas temperaturas -- --
(S000153) P ) P
Sitios de reconocimiento del factor
MYB2CONSENSUSAT de transcripcion MYB que posee un Arabidopsis thaliana
(S000409) dominio de union de ADN MYB R2R3 y R2R3 MYB DNA NM 130287 2
es conocido por regular la expresion de binding domain - ‘
genes de respuesta a deshidratacion y transcription factor
salinidad
MYBCORE (S000176) Respuesta a estrés hidrico y estimulo a | Arabidopsis thaliana
auxina, etileno, acido jasménico, acido | myb domain protein NM_128674.3
salicilico y sal 14
MYCATERD1 (S000413) | Respuesta temprana a la deshidratacion - -
Respuesta a la deshidratacion, estrés | Arabidopsis thaliana NM_102998.3

transcription factor
MYC2

MYCCONSENSUSAT
(S000407)

Sitios de reconocimiento del factor
de transcripcion bHLH de desarrollo
morfolégico de hoja

Arabidopsis thaliana
transcription factor
EGL1 mRNA

NM_001198373.1

Fuente: Interactome (2014), NCBI (2014), PLACE (2014).

Secuenciacion y analisis de transcriptoma

Las condiciones de la muestra de ARN total a partir de muestras de hoja, previamente a su
secuenciacion, se resumen en una concentracion de 84,6 ng/ pl, OD,,,, 1.9y RIN de 9.3.

Los datos de secuenciacion se dividieron en dos librerias tipo paired-end, cada una con 28 360
329 fragmentos, con una proporcion de guanina-citosina de 52,7%. El porcentaje de fragmentos
con calidad Sanger superior a 30% fue de 88,81%. Del total de 56 720 658 fragmentos
generados con la secuenciacion, 53 998 440 fragmentos pasaron el sistema implementado con
la eliminacion de bases de baja calidad (27 627 790 en la libreria 1y 26 236 583 en la libreria 2).

La calidad de los fragmentos de la libreria 1 fue superior al 30% en su totalidad, incluyendo el
rango de la desviacion estandar. En la libreria 2 la calidad promedio también fue superior al 30%
y los valores de la desviacion estandar superiores al 25% (figura 1).

Alineamiento de genes contra el transcriptoma:

El alineamiento entre los fragmentos de secuenciacion correspondientes a los ocho genes de
ruta metabdlica de sintesis de glicésidos en S. rebaudiana se presenta en el cuadro 4.
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Figura 1. Distribucion de la calidad a lo largo de los fragmentos amplificados de ADN copia de Stevia rebaudiana
con secuencias depuradas: a. Libreria 1, b. Libreria 2. Fuente: RobiNA (2014).

Cuadro 4. Alineamiento de ocho genes descritos para Stevia rebaudiana contra el transcriptoma de esta misma

especie.
Ne de gen N° de nucledtidos N° de.fragmentos N° ml’nimq de nucledtidos % de alineamiento
del gen (pb) alineados alineados
13 2590 6 547 458 290 0.02
14 2792 170 11 900 0.00
15 3117 230 16 100 0.00
16 1678 384 26 880 0.00
17 1586 4479 313 530 0.02
18 1555 521 36 470 0.00
19 1616 1407 98 490 0.01
21 1396 1347 94 290 0.01

Fuente: RobiNA (2014).

Discusion
En total se identificaron 20 genes de S. rebaudiana, los cuales pudieron ser relacionados con la
ruta metabdlica de sintesis de glicésidos, de acuerdo con la funcién descrita en la base de datos

del NCBI asi como aquella descrita en la investigacion que Kumar et al. (2012) han desarrollo,
documentando comportamientos fisioldgicos y describiendo genes para esta especie.

De los 20 genes de estevia descritos en las bases de datos, Unicamente de cinco de ellos se
conocia la region promotora, que fue analizada para determinar los posibles sitios de anclaje
a ADN por parte de proteinas de regulacion. En 2013 se realizé un estudio similar (Kumar &
Guleria, 2012), para determinar los sitios en cis correspondientes a las cajas TATA y GATA, con
la finalidad de evaluar la produccién de glicodsidos ante estimulos luminicos en estevia.
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En relacion con las regiones promotoras descritas en S. rebaudiana, la herramienta de andlisis
seleccionada generd predicciones acerca de la posible ubicacion de las cajas TATA, GATA
y CAAT, ademas, también se pudo sefalar la ubicacion de posibles sitios de anclaje a otros
factores de regulacion como los factores de transcripcion.

La seleccion de los sitios de interés se efectué mediante una discriminacion de acuerdo con
su descripcion para la especie modelo A. thaliana, especificamente para tejidos de hoja. Esto
se debe justamente a que la complejidad de las interacciones que ocurren entre el ADN vy las
proteinas reguladoras de la transcripcion depende de los diferentes tejidos del organismo,
sus tipos celulares, estadios de desarrollo, estados fisiolégicos y condiciones ambientales y/o
hormonales (Carlberg & Molar, 2014; Ceunen & Geuns, 2013; Latchman, 2003; Zhang, 2003).

Por la razon anterior es que también se escogieron sitios promotores que se relacionaran
con respuestas tipicas en hojas, como ante condiciones de estrés hidrico y deshidratacion,
principalmente porque las hojas se encargan del proceso de fotosintesis y respiracion, durante
los cuales puede darse la pérdida de agua a través de los estomas (Audersik et al., 2008).
De igual manera, se escogieron sitios que se vincularan con respuesta a niveles de salinidad
y ataque de insectos, porque la literatura reporta investigaciones al respecto en estevia,
Cuyo objetivo ha sido comprender y relacionar la sintesis de compuestos bioactivos como los
glicosidos, segun diversos estimulos ambientales.

En este estudio, una vez establecida la funcion concreta de los factores de regulacion
seleccionados de A. thaliana, se determind que solo tres de ellos correspondieron a factores
de transcripcion propiamente dichos, estos fueron proteinas con dominios MYC y MYB. Las
proteinas MYB se relacionan con la respuesta de estrés de las plantas, como exposicion a
luz ultravioleta, heridas, estrés anaerobico y entrada de patdégenos (Singh et al., 2002). Las
proteinas MYC se relacionan con la diferenciacion de las células epidérmicas y patrones de
tricomas, actuando como cofactores con otras proteinas (Schwechheimer et al., 1998).

Tras el final de la etapa de busqueda de genes, se continud con el proceso de secuenciacion
del transcriptoma. Si bien la estrategia para medir la expresion génica es la comparacion del
transcriptoma contra un genoma de referencia, muchas veces, dependiendo del organismo
en estudio, esta aproximacion se dificulta cuando no se cuenta con un genoma de referencia
conocido o este estd parcialmente descrito (Grabherr et al., 2011). Una de las estrategias
propuestas para solventar este problema es la comparacion de los fragmentos o los
transcriptomas ensamblados de novo, contra organismos modelo filogenéticamente cercanos
(Hornett & Wheat, 2012). Los niveles de expresion génica para cada unidad de ARN pueden
aproximarse de acuerdo con el numero de fragmentos secuenciados que se alinean con un
genoma de referencia, relacionandolos directamente con niveles de abundancia (Trapnell et
al., 2010).

Con el analisis de calidad de la secuenciacion de estevia se eliminaron 2 722 218 fragmentos,
lo que representa casi un 5% del total secuenciado. Un 5% representa un porcentaje bajo, por
lo que se reafirma la idea de que la secuenciacion realizada fue de alta calidad. Ademas se
verificd que todos los fragmentos restantes presentaban una calidad promedio superior al 30%
y una longitud de entre 70 y 80 bases.

En el analisis de alineacion entre los ocho genes de estevia y el transcriptoma, todos los
genes de ruta metabdlica de sintesis de glicésidos estaban presentes en la muestra de ARN
secuenciada, ya que, aungue se considera que un mapeo es valido si se genera mas de un
80% de alineamiento contra un transcriptoma y que con menos de un 50% cuestiona si los
fragmentos representan un transcriptoma incompleto o son contaminacién de la muestra (Lin,
2013)., esto Unicamente es valido cuando el mapeo se realiza contra la totalidad de un genoma,
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pero en este caso no, porque se trabajo con genes de entre 2000 y 3000 pb; por tanto, los bajos
porcentajes de alineacion son esperables vy justificados.

Es decir, el resultado obtenido en esta seccion fue positivo para la comprobacion molecular de
sintesis de compuestos bioactivos (glicésidos) en la muestra de hoja trabajada. Ahora, con base
en el principio de que la expresion de un gen puede relacionarse con estos datos de alineacion
obtenidos, es importante notar que algunos de los genes seleccionados se encontraron menos
representados en el transcriptoma, 1o cual puede ser un indicador de lo que algunos autores
describen como la produccion controlada de glicésidos dada por ciertos genes.

Con respecto a lo expuesto con anterioridad, los genes 14, 15, 16, al alinear con un menor
numero de fragmentos, podria considerarse que su expresion en la muestra era menor en
comparacion con los demas genes. Esto concuerda con los estudios correlativos entre las
enzimas de ruta, que han puesto de manifiesto la importancia de los genes denominados
como SrCPPS (13), SrKS (14 y 15), SrKO en la regulacion del contenido de glicosidos (Kumar
et al., 2012). En esta investigacion, el paso de copalil difosfato a kaureno, de kaureno a acido
kaureonico y de este ultimo a esteviol fueron los pasos mas regulados.
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