INSTITUTO TECNOLOGICO DE COSTA RICA
VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y EXTENSION

DIRECCION DE PROYECTOS

INFORME FINAL DE PROYECTO

Cddigo del Proyecto:

5401-1510-9301

Nombre del proyecto:

Identificacién de factores de transcripcion putativos en Stevia rebaudiana y Tagetes patula
como herramienta para posterior uso en la descripcion de rutas metabdlicas de interés.

Departamento Académico responsable:

Escuela de Biologia.

Investigadora responsable:

MSc. Silvana Alvarenga Vetunolo.

Otros investigadores:
MSc.Giovanni Garro Monge
Dr. Francisco José Torres Rojas
MGP. Adriana Alvarez Figueroa
Licda. Karol Jiménez Quesada

MBA. Karla Valerin Berrocal

Periodo 2013 - 2014



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN . ..ot e ettt e e e et th e e ettt bt e et e ba oo e e e ba e e e eetan e eeeesba e e eeeban e eaeebanaaaaenes 3
INTRODUGCCION ... ..cueiieitiete ettt ettt te et et e e et e eae st et e et e eteeteesa et e eteese e s e teeteeaeersestesteeteeanereeneens 4
MARCO TEORICO ...ttt ettt ettt et ettt et e e te e s et e et e e ae et et e eteeaeenteteeteeteeaeereeneeas 6
METODOLOGIA ......ooeeeee ettt ettt ettt e et ettt et e et e et e e te e et e et e e te e e te et e eaeareetesteeteeanerenneens 9
RESULTADOS ...ttt ettt h e oo e et e ettt bbb o oo e et e et e bbb et e e e et eeeetbbaa e naeeeeaaeensnne 12

Secuenciacion y andlisis de tranSCrPtOMA ..........ccoiiiiiiiiie e e e e e e e 12

Identificacién de secuencias génicas rePOrtadas.........ccceeeeeeeeii e 24

Alineamiento de genes contra el tranSCIHPIOMA ........ooviiiiiiiiiie e e 28
IS0 ST [ N T 30
RECOMENDACIONES ...ttt e e e et et e e bbb e e e e e e e et eabb e e e e e e eeeennanes 37
AGRADECIMIENT OS ...t ettt e ettt e e et et e e e e e bb e e e e et e e e eetan e e e eesba e eaeebanaas 38
REFERENCIAS ... et e e e et ettt bbb e e e e e e ettt b b s e e e e e e eeeeabbaa e e e eeeaeeeennne 39
F NN | = @ TP 43



RESUMEN

En afios recientes, ha aumentado el interés por aprovechar y potencializar el uso de plantas
medicinales y/o sus metabolitos secundarios, no obstante, esto ha desencadenado a su vez, una
sobreexplotacién de ciertas especies, amenazando su supervivencia. Actualmente la investigacion
basica y aplicada se ha combinado para lograr propagar especies con potencial medicinal y dilucidar
las rutas biosintéticas pertinentes, con miras a su potencializacion. Esta investigacion tuvo por objetivo
identificar secuencias génicas relacionadas con factores de transcripcion putativos en Stevia
rebaudiana y Tagetes patula. En el caso de S. rebaudiana, 15genes de ruta metabdlica de sintesis de
glicosidos estaban presentes en la muestra de ARN secuenciada; para T. patula se obtuvo que los
genes reportados para esta especie en el NCBI, contando un factor de transcripcion, también se
encontraron presentes en el material biolégico trabajado. En el caso de Tagetes patula, se obtuvo un
resultado favorable para la identificacion de un factor de transcripcion cuya funcién no se define
satisfactoriamente en las bases de datos. En cuanto a los alineamientos contra factores de
transcripcion descritos en especies de la familia Asteraceae, los resultados fueron negativos para la
identificacion de alguno de ellos dentro del transcriptoma de T. patula y S. rebaudiana. Un futuro
analisis de expresion génica mediante secuenciacibn de ADNc, seria mas preciso mediante el
ensamblaje de un transcriptoma de novo proveniente de una secuenciacion completa.

PALABRAS CLAVE: factor de transcripcion, glicésidos, metabolito secundario, ruta metabdlica,
tiofenos, transcriptoma.

ABSTRACT

In recent years, there has been increasing interest in exploiting and maximize use of medicinal plants
and / or secondary metabolites, however, this has triggered turn overexploitation of certain species,
threatening their survival. Currently the basic and applied research have combined to achieve
propagate species with medicinal potential and to elucidate the relevant biosynthetic pathways, with a
view to its potentiation. This research aimed to identify gene sequences related to putative transcription
factors and Tagetes patula Stevia rebaudiana. In the case of S. rebaudiana, 15genes metabolic
synthesis pathway glycosides were present in the RNA sample sequenced; T. patula was obtained than
those reported for this species in the NCBI, genes having a transcription factor also were present in the
biological material worked. For Tagetes patula, favorable for the identification of a transcription factor
which is not defined function satisfactorily in databases result was obtained. As alignments against
transcription factors described species of the Asteraceae family, the results were negative for
identifying any of them within the transcriptome of T. patula and S. rebaudiana. Future gene expression
analysis by cDNA sequencing would be more accurate by assembling a transcriptome de novo from a
complete sequencing.

Keywords: glycosides, methabolic pathway, secondary metabolite, tiophene, transcription factor,
trancriptome.



INTRODUCCION

Las plantas medicinales y remedios naturales forman parte de la cultura del mundo desde tiempos
inmemorables y, aun en la actualidad, siguen empledndose en la medicina casera, a pesar de la
disponibilidad en el mercado de todo tipo de farmacos (Tachjian et al., 2010). En afios recientes, ha
aumentado el interés por aprovechar y potencializar el uso de plantas medicinales y/o sus metabolitos
secundarios, no obstante, esto ha desencadenado a su vez, una sobre explotacién de ciertas
especies, amenazando su supervivencia (Crispin y Wurtele, 2013).

Una alternativa a la problematica anterior, ha sido el planteamiento de nuevas técnicas de
propagacion, pero también es necesario idear propuestas para el incremento en los niveles de
produccion de los compuestos bioactivos; por tanto, la investigacion basica y aplicada se ha
combinado para lograr la propagacion de especies con potencial medicinal y dilucidar las rutas
biosintéticas pertinentes, con miras a su potencializacion. Algunos ejemplos son las especies Aloe vera
(Liao et al., 2004), Atropa belladona (Yang et al., 2011), Catharanthus roseus (Murata et al., 2008),
Digitalis purpurea (Einbond et al., 2010), Azadirachta indica (Prabhat, 2014) Echinacea purpurea (Perry
et al., 1997), y Hypericum sp. (Karppinen et al., 2006), Jatropha curcas (Mbakwe y Harry-Asobara,
2014) Stevia rebaudiana (Chaturvedi et al., 2014), Uncaria tomentosa (Goncalves et al., 2005)

Los numerosos estudios sobre las especies medicinales aln son pocos en comparacion con todo lo
que falta dilucidar acerca de los procesos de sintesis de metabolitos secundarios, tanto en términos de
las rutas metabdlicas y enzimas involucradas como de los factores internos y externos que afectan su
acumulacién, asi como la metodologia adecuada para la elaboracién de extractos para corroboracion
de la citotoxicidad y confirmacion validada del efecto curativo sobre los humanos. En respuesta a la
inquietud anterior, la evolucion de las tecnologias asociadas a la transcriptomica y metaboldmica, han
ganado credibilidad como opciones biolégicamente mas certeras, para la caracterizacion del material
vegetal, incluyendo estudios muy especificos en términos de expresion génica. Con estas estrategias,
ha sido posible ir, paulatinamente, dando respuesta a los temas mas incomprendidos asociados con la
acumulacion y bioactividad de los metabolitos secundarios de las plantas medicinales (Crispin y
Waurtele, 2013).

La naturaleza modular de los factores de transcripcion ha llevado a la idea de que se puede ejercer un
control en la expresiébn de estos a través de la ingenieria de proteinas, para regular a su vez la
expresion del gen o genes deseados. La capacidad de generar factores de transcripcion disefiados,
tiene potencial para ayudar en la comprension de la regulacion génica y es de interés biotecnoldgico
(Sitakanta et al., 2006). 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 informacioén acerca de la expresion, tanto de genes de ruta
como de regulacion.

Por todo lo expuesto anteriormente, el presente trabajo planted el objetivo de identificar in silico
secuencias genéticas relacionadas con factores de transcripcion participantes en la ruta metabdlica de



sintesis de glicésidos en Stevia rebaudiana y tiofenos en Tagetes patula, para su correspondiente
mapeo contra el transcriptoma de cada especie.

Si bien existe un extenso niumero de trabajos enfocados en el estudio de las propiedades y beneficios
de los edulcorantes naturales provenientes de plantas como S. rebaudiana, asi como en las cualidades
nematicidas de T. patula, ain es necesario profundizar en las caracteristicas genéticas de ambas
plantas, a través de técnicas moleculares, que faciliten la comprension y analisis de los genes que
intervienen en los procesos de sintesis de dichos compuestos de interés, de manera que en un futuro
pueda incrementarse su productividad con miras a la comercializacion de productos.

En el caso particular de compuestos bioactivos en plantas medicinales, muchos ya han sido
identificados o descritos con amplitud; en este punto, la Biologia Molecular y la Bioinformética, surgen
como herramientas para la identificacion de los genes implicados en el metabolismo de compuestos
bioactivos, ya sea de aquellos que participan en la conversién de un compuesto a otro (genes de
biosintesis), como de aquellos que participan en la regulacion de la ruta metabdlica (genes de
regulacion).

La gran ventaja de conocer las regiones y/o las condiciones en que se da la acumulacién de
compuestos bioactivos en una planta es que ofrece una base sdélida para proceder con la
transcriptomica comparada, en la cual se verifiguen altos y bajos niveles de sintesis segun las
condiciones dadas, para relacionar y dar seguimiento a los genes de biosintesis y de regulacion
involucrados (Crispin y Wurtele, 2013).



MARCO TEORICO

La Stevia rebaudiana perteneciente a la familia Asteraceae, es una planta herbacea, perenne, que
crece en climas tropicales y sub tropicales, y es originaria del norte de Paraguay y Sur América
(Bourlakis y Weightman, 2006 y Shreeder et al., 2008). En sus hojas se sintetizan edulcorantes sin
calorias y termo estables, ampliamente utilizados en la industria alimentaria y farmacéutica, que al ser
mas dulces que la sacarosa comun, pueden ser aprovechados adn en pequefios volumenes.

La sintesis de estos compuestos se debe a la formacion de glucésidos diterpenos con propiedades
edulcorantes en las hojas, como los estevidsidos y el rebauddsido A; se conoce también la existencia
de al menos ocho compuestos analogos mas, como rebaudésido B, C, D y D, dulcésido A vy
esteviolbiésidos. Todos estos compuestos poseen una estructura de esteviol en comun, y se
diferencian entre si, por el nimero y unién de los residuos de carbono, lo que ademas afecta la
intensidad del dulzor; sin embargo, sélo los dos primeros compuestos son generados por la planta en
niveles aprovechables industrialmente (Bourlakis y Weightman, 2006).

Fenotipicamente la Stevia sp. se describe como una hierba perenne herbacea, de tallo pardo y poco
ramificada, que alcanza entre 30 y 80 cm de altura, elevdndose desde una base corta y gruesa; posee
hojas sésiles, opuestas, ovoidales, de nervadura reticulada, de 5 a 10 cm, aserradas sobre todo en su
extremo final, que adquieren una textura resinosa al secarse. Presenta pequefias flores hermafroditas
blanquecinas de corona tubular que conforman inflorescencias tipo capitulo, y una raiz fibrosa que
abarca una cuarta parte del tamafio total de la planta (Djendoel, 2002 y U.V.A, 2003).

La Stevia sp. natural sin refinar contiene mas de 100 elementos y aceites volatiles identificados, siendo
el esteviosido, el principal glucosido de este vegetal usado comercialmente, el cual no puede ser
degradado y utilizado como fuente de energia; ademas la planta contiene carbohidratos, proteinas,
vitaminas y minerales, principalmente en sus hojas (Martinez, 2002). Las hojas secas de S.
rebaudiana presentan una concentracion de alrededor de 10% m/m de estevioles, no obstante esta
composicion es muy variable, y los protocolos de extraccion estudiados adn no son precisos en cuanto
a la purificacién del compuesto activo. Al menos se sabe que de acuerdo con el tipo de glucésidos
existentes éstos son 100 a 450 veces mas dulces que la sacarosa, por lo que se confirma su enorme
potencial (Bourlakis y Weightman, 2006).

Los compuestos edulcorantes de S. rebaudiana pueden ser aprovechados en la industria alimentaria,
al modificar los procesos de endulzado tradicionales, también puede darseles uso en la industria
farmacéutica al afiadirse a medicamentos de ingestion oral (Bourlakis y Weightman, 2006), o bien,
estos glucésidos ademas son reconocidos por su actividad antihipertensiva, antidiabética, e
insulinotrépica (Sharipova et al., 2011).



La importancia comercial de S. rebaudiana se resume en que los esteviésidos que la caracterizan,
aparte de resultar hasta 300 veces mas dulce que la sacarosa, no pueden ser degradados y utilizados
como fuente de energia por el cuerpo, ya que no se descompone quimicamente durante el proceso
digestivo, por lo que son aptos para consumo en personas diabéticas. En uniéon con lo anterior,
contribuye con las personas con problemas de obesidad endulzando sin calorias, restringiendo la
acumulacion de grasas, y disminuyendo la presion arterial. Incluso se ha encontrado su aplicacién en
el tratamiento de caries (Das et al., 2011 y Flores y Cortés, 2011).

Los compuestos glicosidicos pueden emplearse en la elaboracion de gran cantidad de alimentos,
como galletas, reposteria, bebidas, jugos de fruta, bebidas procesadas, helados, goma de mascar, o
bien afiadirse en forma pulverizada a bebidas como café y té; actualmente se comercializan en gran
variedad de productos sin resultar dafiinos para el ser humano (Ahmed et al., 2007 y Rafiq et al.,
2007). Actualmente en el mercado circulan productos como Herbal Coffee, Migra Spray, Natuvia,
Stevia clear, Stevia extracto, Stevia Spoonable, Stevita, Sweet Leaf Products, a base de esta planta
(Flores y Cortés, 2011).

El consumo de la planta o de los productos a base de la misma, al dia de hoy no han generado
reportes relacionados con efectos secundarios ni mutagénicos perjudiciales; por el contrario, los
estudios realizados por diferentes investigadores en distintos afios, determinaron que el esteviésido es
bien tolerado y efectivo, pudiendo ser tomado en cuenta como alternativa para pacientes diabéticos, ya
gue actua estimulando en forma directa las células beta del pancreas, generando asi una secrecion
considerable de insulina (Alvarenga, 2005 y Flores y Cortés, 2011).

Por su parte, Tagetes patula (marigold) es una especie vegetal perteneciente a la familia Asteraceae y
corresponde a una planta nativa de la regién tropical de América, que se extiende desde México hasta
Bolivia; aunque también actualmente se cultiva en Europa y Estados Unidos debido al atractivo visual
gue representan sus flores, su delicada fragancia y sus propiedades medicinales. Esta especie crece
en suelos arenosos o arcillosos con buen drenaje, y aunque sobrevive a temperaturas bajas, no es
capaz de resistir heladas o la ausencia de luz. Esta planta suele ser pequefia y de vivos colores; las
flores pueden ser sencillas, con pétalos periféricos que rodean a un gran nimero de estambres y
pistilos situados en el centro, o bien, completamente recubiertas de pétalos de silueta semiesférica. El
mayor atractivo de esta especie radica en su variedad de colores que incluyen variedades jaspeadas
(Vidal et al., 2008).

Sus flores le permiten catalogarse como una especia ornamental importante, y a partir de las mismas
se extraen colorantes para textiles. Durante su etapa de floracion pueden obtenerse aceites esenciales
para la elaboracién de perfumes y fragancias, y en la Ultima década, se ha prestado especial atencion
a los efectos antimicéticos que caracterizan a estos aceites, siendo aprovechados en el tratamiento de
la candidiasis y para atacar las infecciones de hongos en las plantas. Su consumo generalmente
consiste en la preparacion de infusiones de las hojas que alivian la tos, o su decoccion para
aprovecharse como antiinflamatorio, desinfectante y purgante. En forma molida, los tallos y hojas se
cuecen y se consumen dadas las facultades cicatrizantes que se le atribuyen (Vidal et al., 2008).



El creciente interés comercial en T. patula en la actualidad se debe a que la raiz de esta especie, y en
general la de todas en el género Tagetes sp. contienen unos compuestos denominados tiofenos, que
presentan un efecto inhibidor sobre los neméatodos y aléurodos, y de la invasién de ciertas malezas,
como las de los géneros Elytrigia, Cynodon, Calystegia y Convolvulus, ademas actlan como
repelentes de afidos y hormigas. Es por lo anterior que la especie suele sembrarse en asociacion con
otros cultivos vulnerables. Los tiofenos se definen como compuestos sulfurosos heterociclicos con una
fuerte actividad biocida; entre estos compuestos se encuentran el a-tertienilo y el 5-(3-buten-1-inil)-2,2'-
bitienilo (BBT)7 (Gomez y Zavaleta, 2001; Pupo et al.; 2007).

Por otro lado, la utilidad de especies como Tagetes patula se relaciona directamente con la
disponibilidad y uso de plantas con aplicaciones medicinales a manera de biocidas, que conlleva un
bajo costo y facil disponibilidad, accesibilidad y biodegradabilidad de los componentes, en relacién con
los productos quimicos que se sintetizan para tales fines. En el mundo agricola adquieren relevancia
aguellas plantas potencialmente utiles para el manejo de poblaciones de insectos plagas, cuyo efecto
biol6gico se debe a la accion de taninos, flavonoides, alcaloides, aceites esenciales entre otros
(Spainhour, 2005; Vu et al.; 2006, Medappa, 2003).

En el caso de T. patula, una investigacién concreta demuestra su accion antihelmintica contra
Haemonchus contortus lo que constituyen un aporte significativo en el control de artrépodos de
importancia en salud publica. Sin embargo, el conocimiento de sus actividades biolégicas, adecuado
procesamiento de la muestra y creacion de productos terminales conllevan a abrir una excelente
alternativa a mediano plazo, con desplazamiento competitivo, de los insecticidas sintéticos (Varshneya
& Telang, 2006).

Se han realizado muy pocos estudios enfocados en la definicion de los procesos bioguimicos
involucrados en la sintesis de compuestos glicosidicos en Stevia, uno de éstos, realizado por Richman
y colaboradores en 1999, resulta ser clave para el inicio de los estudios moleculares en la planta
medicinal. En su investigacion los autores explican como pueden descifrarse poco a poco las rutas
metabodlicas en plantas mediante técnicas moleculares que empleen las etiquetas de secuencias
expresadas (ESTS), que corresponden a pequefias secuencias dentro de una secuencia nucleotidica
transcrita, que puede ser codificante 0 no, y que se usan para identificar genes (Humphrey et al.,
2006). De esta forma es como ellos han establecido la ruta metabdlica en Stevia, y han identificado
cuatro enzimas participantes dentro de la misma.

Sin embargo, aparte de lo mencionado en el parrafo anterior, tanto para S. rebaudiana como para T.
patula no se conocen estudios moleculares enfocados en la caracterizacion genética, por lo que aun
faltan analisis moleculares para conocer con mayor certeza las secuencias de los genes directamente
involucrados en la sintesis de los compuestos de interés, de manera que estos puedan ser estudiados
con detenimiento, y se pueda comprender su expresion y afectacion dadas ciertas condiciones
ambientales, con el fin de que la sintesis de estas sustancias pueda ser incrementada y estimulada
con miras al escalamiento industrial.



METODOLOGIA

El presente trabajo se realizé en el Centro de Investigacién en Biotecnologia (CIB) del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR) en Cartago, Costa Rica.

Secuenciacion y analisis de transcriptoma

Material Biologico

El material biolégico utilizado en la extraccion de ARN total, se obtuvo en el caso de S. rebaudiana de
los invernaderos del CIB. ElI material bioldgico de T. patula fue comprado en el negocio comercial EPA
debido a su tradicional uso como planta ornamental.

En la extraccion se utilizaron hojas procedentes del segundo y tercer nudo de S. rebaudiana, asi como
raices de T. patula; en ambos casos las muestras fueron tomadas de plantas seleccionadas al azar,
mezcladas en una sola muestra, las cuales, una vez recolectadas, fueron manipuladas con guantes de
nitrilo y trasladadas en hielo al laboratorio.

Extraccion de ARN total

La extracciéon de ARN total se realiz6 a partir de 150 mg de la muestra (hoja o raiz), siguiendo el
protocolo Total RNA Isolation from Plant del NucleoSpin RNA Plant kit marca Macherey-Nagel® (Anexo
1). Se realizaron tres modificaciones al protocolo, la primera en el punto dos del protocolo cuando se
eligio el uso del reactivo RAP con mercaptoetanol en lugar del buffer RA1 para la lisis celular; la
segunda, en el punto 7, para la digestion de ADN la mezcla se dejé actuar por un periodo de 30 min
con las muestras colocadas en hielo y no a temperatura ambiente durante 15 min como lo sugiere el
fabricante; en la tercera modificacion, se emple6 agua calidad DEPC en el punto 9 en lugar del agua
libre de nucleasas que provee el kit, para la elucion del ARN de la columna de silica. Las muestras, los
reactivos y las columnas fueron manejados a una temperatura aproximada de 4°C durante todo el
proceso de extraccién, incluso durante la centrifugacién, desde la recoleccion de las muestras hasta su
precipitacion.

Las muestras de ARN se cuantificaron con el equipo NanoDrop Lite® y se procedié a corroborar la
presencia de ARN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,3% durante 45 min a 80 V, cargando
en el gel 5 pl de muestra con 2 pl de buffer de carga Mass Ruler de Fermentas® y 2 ul de marcador de
peso molecular Gene Ruler 1 kb de Fermentas®.

Comprobada la presencia de bandas de ARN se continué con la precipitacion de las muestras
agregando 0.1 V de acetato de sodio 3M a pH 7-8 mezclando generosamente; luego se afiadieron 2 V
de etanol absoluto y se volvid a mezclar generosamente. Las muestras se mantuvieron a una
temperatura de -20°C hasta el momento de su secuenciacion.
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Secuenciacion

El protocolo de secuenciacion utilizado para las muestras de ARN es propiedad de la empresa Axeq
Technologies, a quien se contratd el servicio. El equipo utilizado para este fin fue el lllumina HiSeq
2000 Sequencer. Las muestras se trasladaron a una temperatura de 0 a 4°C a Estados Unidos, en
donde lo primero en evaluar fue el RNA Integrity Number (RIN) como parametro estandarizado del
control de la integridad de éste acido nucleico. El software utilizado fue el lllumina Pipeline (CASAVA)
v1.8.2 y el lenguaje de codificacién de calidad para la secuenciacion fue el de Sanger, dentro del
cédigo ASCII. La codificacion de la calidad dentro del rango Sanger se confirm6 mediante la
herramienta File viewer de acceso libre.

Andlisis de calidad de la secuenciacion

Una vez con acceso a los resultados de ambas secuenciaciones, se procedio a verificar la calidad de
los fragmentos (reads) generados, utilizando las herramientas FastX-Toolkit (Hannon Lab), Fastqc
(Babraham Institute) y RobiNA (Lohse et al., 2010), siendo todos ellos softwares de acceso libre
disponibles en la red.

Se realizaron cortes al inicio de los fragmentos de la base 1 a la base 15 empleando la herramienta
FastX-Toolkit (tipo clipping), para continuar con otro corte para eliminar al final de los fragmentos los
segmentos a partir de la aparicion de una base con un porcentaje de calidad inferior a 30% (tipo
trimming). Concluidos los cortes de los reads se procedio a filtrar por tamafio, de manera que solo se
continuaran trabajando aquellos fragmentos con una longitud superior a 70 bases; tanto el trimming
como la discriminacién por longitud se realizaron con la herramienta RobiNA.

Identificacién de secuencias génicas reportadas

La identificaciobn de las secuencias génicas reportadas se hizo empleando la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI, U.S. National Library of Medicine); en el caso de
S. rebaudiana de acuerdo con las publicaciones cientificas de Kumar et al., 2012; Mohamed et al.,
2011; Richman et al., 2005 y Richman et al., 1999 y para T. patula se buscaron secuencias reportadas
en el NCBI para esta especie sin previa publicacién, asi como factores de transcripcidén reportados en
especies de la familia Astereaceae, especificamente dentro de las familia MYC y MYB de factores de
transcripcion.

La busqueda de secuencias para S. rebaudiana se centr6 en la identificacion de enzimas participantes
en la ruta metabdlica de sintesis de glicésidos con o sin regiones promotoras descritas, asi como la
ubicacién de al menos un gen constitutivo reportado para la especie en estudio. Para T. patula se
centré especificamente en la blusqueda de secuencias de factores de transcripcion para esta u otras
especies dentro de la misma familia. Se realizaron alineamientos empleando la herramienta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST del NCBI) para cada secuencia encontrada, para evitar
seleccionar secuencias repetidas.
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Analisis de regiones promotoras, elementos en cis y factores de transcripciébn en  S. rebaudiana

Las secuencias génicas reportadas como regiones promotoras en S. rebaudiana, fueron analizadas
mediante la herramienta Database of Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements (PLACE, National
Institute of Agrobiological Sciences, Higo et al., 1999) para predecir los posibles sitios de union de
factores de transcripcion al ADN, que se ubican en los genes de estevia seleccionados.

La informacion concerniente a todos los posibles sitios de activacion en cis presentes en las regiones
promotoras de genes de estevia, fue priorizada segun su relacion con actividades de sintesis de
metabolitos primarios y secundarios reportados en la especie modelo Arabidopsis thaliana;
posteriormente se empled la herramienta Plant Interactome Database (Center for Cancer Systems
Biology, Dana-Farber Cancer Institute, Harvard Medical School) creada para la especie A. thaliana,
para relacionar las secuencias reportadas como codificantes de factores de transcripcion de esta
especie, que podrian interactuar con los sitios en cis de las regiones promotoras de S. rebaudiana.

Alineamiento de genes contra transcriptomas

Una vez que los fragmentos secuenciados se encontraba dentro de los parametros de calidad
establecidos para este estudio, se continu6 con su alineacibn o mapeo contra los genes
seleccionados, siendo éstos de sintesis de glicésidos, un gen constitutivo de estevia, asi como factores
de transcripcion reportados en T. patula, A. thaliana y en especies de la familia Asteraceae.

Establecimiento de relaciones filogenéticas

Mediante un alineamiento mudltiple con la herramienta Clustalw (EMBL-EBI) se compararon las
secuencias nuecleotidicas de los factores de transcripcion seleccionados para los alineamientos contra
los transcriptomas de estevia y tagetes, con la finalidad de generar un arbol filogenético capaz de
relacionar las diferentes especies en términos de regulacion de la expresion.
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RESULTADOS

Secuenciacion y analisis de transcriptoma

Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total a partir de muestras de hoja de Stevia rebaudiana se realiz6 utilizando dos
kit, uno marca Macherey-Nagel y otro QIAGEN, no obstante, las dos concentraciones mayores del
acido nucleico se obtuvieron con el primer kit, como se muestra en el cuadro 1 para las muestra 1y 2,
ademds de generar valores de densidad 6ptica mas cercanos a 2.

Cuadro 1. Concentracion de ARN total obtenido a partir de tejido de hoja de Stevia rebaudiana
utilizando dos kits de extraccién comerciales.

. - Concentracion de ARN Densidad optica
Muestra Kit de extraccion utilizado (ng/i) (A260/280)

1 NucleoSpin RNA Plant k®|t 348.7 213
marca Macherey-Nagel

5 NucleoSpin RNA Plant kit 1594 1.99
marca Macherey-Nagel®

RNeasy Plant Mini Kit marca
3 QIAGEN® 33.8 1.85
4 RNeasy Plant Mini Kit marca 117.0 166

QIAGEN®

Fuente: CIB, 2014.

La extraccion de ARN total a partir de muestras de raiz de Tagetes patula se realizd utilizando el kit

Macherey-Nagel. En el cuadro 2 se presentan los valores de concentracion y densidad Optica
obtenidos.

Cuadro 2. Concentracion de ARN total obtenido a partir de tejido de raiz de Tagetes patula utilizando
un kit de extraccion comercial.

. - Concentracion de ARN Densidad optica
Muestra Kit de extraccion utilizado (ng/i) (A260/280)

1 NucleoSpin RNA Plant kit 1.84
marca Macherey-Nagel® 18.0

5 NucleoSpin RNA Plant kit 50.5 1.90
marca Macherey-Nagel®

3 NucleoSpin RNA Plant kit 93.9 202
marca Macherey-Nagel®

4 NucleoSpin RNA Plant kit 127.0 1.92

marca Macherey-Nagel®

Fuente: CIB, 2014.
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Para verificar la presencia del acido nucleico y visualizar su integridad, las muestras se sometieron a
una electroforesis que generd dos bandas para cada una de las muestras, las cuales tenian un tamafio
de entre 400 y 200 bases, como se observa en las figura 1 y 2.

Figura 1. Presencia de bandas de ARN total de Stevia rebaudiana en gel de agarosa al 1.3%:
1.Marcador de peso molecular Gene Ruler 1 kb®, 2. Muestra 1 kit Macherey Nagel®, 3. Muestra 2 kit
Macherey Nagel®, 4. Muestra 1 kit QIAGEN®, 5. Muestra 2 kit QIAGEN®,

Fuente: CIB, 2014.

Figura 2. Presencia de bandas de ARN total de Tagetes patula en gel de agarosa al 1.3%: A. Muestra
1, B. Muestra 2, C. Muestra 3, D. Marcador de peso molecular Gene Ruler 1 kb®.

Fuente: CIB, 2014.
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Secuenciacion

Las muestras 2 de ARN total de cada especie fueron seleccionadas para su secuenciacion; en los
cuadros 3 y 4 se presentan los resultados del analisis de calidad al que fueron sometidas una vez
resuspendidas.

Cuadro 3. Datos de calidad para la muestra 2 de ARN total de Stevia rebaudiana previo a su
secuenciacion.

., . Densidad
Muestra Concentracion Volumen (ul) Cantidad de RIN Optica
de ARN (ng/ ul) ARN (ug) (A260/280)
2 84.6 27 2.285 9.3 1.9

Fuente: AXEQ Technologies, 2013.

Cuadro 4. Datos de calidad para la muestra 2 de ARN total de Tagetes patula previo a su
secuenciacion.

., . Densidad
Muestra Concentracion Volumen (ul) Cantidad de RIN Optica
de ARN (ng/ ul) ARN (nM) (A260/280)
2 73.46 27 415.48 9.5 1.9

Fuente: AXEQ Technologies, 2013.

Los valores finales del proceso de secuenciacion, incluyendo el nimero de fragmentos generados, se
aprecia en los cuadro 5 y 6, en los cuales se hace notar el porcentaje de fragmentos que superaron el
30% de calidad Sanger, rango que se verificé con la herramienta File Viewer. Los datos se dividieron
en dos librerias tipo paired-end para ambas especies.

Cuadro 5. Datos de calidad de la secuenciacion de la muestra 2 de ARN total de Stevia rebaudiana.

Muestra N® total de bases N° de fragmentos %N 2 %GCh %QC20° %QC30¢
secuenciadas

2 5728 786 458 56 720 658 0.003 52.70 95.50 88.81

a: Porcentaje de bases no identificadas; b: Porcentaje de bases guanina-citosina; c: Porcentaje de fragmentos con calidad Sanger superior a 20%; d: Porcentaje
de fragmentos con calidad Sanger superior a 30%

Fuente: AXEQ Technologies, 2013.
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Cuadro 6. Datos de calidad de la secuenciacion de la muestra 2 de ARN total de Tagetes patula.

Muestra N° total de bases N° de fragmentos %N 2 %GCP %QC20° %QC30¢
secuenciadas

2 4685513 624 49 391 224 0.021 43.45 97.17 93.29

a: Porcentaje de bases no identificadas; b: Porcentaje de bases guanina-citosina; c: Porcentaje de fragmentos con calidad Sanger superior a 20%; d: Porcentaje
de fragmentos con calidad Sanger superior a 30%

Fuente: AXEQ Technologies, 2013.

Andlisis de calidad de la secuenciacion

Se verifico que el valor de calidad asignado a cada una de las bases de los fragmentos, se encontraba
en el rango de valores ASCII, correspondiente al porcentaje Sanger de calidad, ya que los caracteres
correspondieron a los ubicados en el rango de 33 a 73 de dicho cédigo, lo cual ubica el porcentaje de
calidad de los fragmentos entre 0 y 40%, resultado que permitié continuar con la valoracion de otros
pardmetros de calidad.

El primer dato verificado correspondié a la composicion de nucleétidos de las librerias, lo cual se
detalla en los cuadros 7 y 8.

Cuadro 7. Composicion nucleotidica para dos librerias de ADN copia de Stevia rebaudiana con
secuencias sin depurar.

Representatividad en los fragmentos (%)

Nucledtido Libreria 1 Libreria 2
Adenina 23.8 23.6
Timina 23.6 23.6
Citosina 26.4 26.5
Guanina 26.2 26.3

Desconocido 0.0 0.0

Fuente: RobiNA, 2014

Cuadro 8. Composicion nucleotidica para dos librerias de ADN copia de Tagetes patula con
secuencias sin depurar.

Representatividad en los fragmentos (%)

Nucledtido Libreria 1 Libreria 2
Adenina 28.3 28.3
Timina 28.2 28.2
Citosina 22.0 22.1
Guanina 21.4 21.4

Desconocido 0.0 0.0

Fuente: RobiNA, 2014
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Se continué con la valoracién de la calidad promedio de las bases nucleotidicas para el total de
fragmentos amplificados, como se presenta en las figuras 3 y 4, en las cuéles ademas se evidencia
gue la longitud promedio de los fragmentos fue de 101 bases.

Quality scores across all bases (Sanger | Ilumin 1.9 encoding)
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Figura 3. Calidad promedio por base para el total de fragmentos amplificados de ADN copia de Stevia
rebaudiana con secuencias sin depurar: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: FASTQC, 2014.
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Figura 4. Calidad promedio por base para el total de fragmentos amplificados de ADN copia de
Tagetes patula con secuencias sin depurar: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: FASTQC, 2014.
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Mediante una gréfica de distribucion de la longitud de las secuencias, la cual se presenta en la figura 5,
se confirmo la uniformidad en el tamafio de los fragmentos amplificados durante la secuenciacion, el
cual se mantuvo constante generando fragmentos de 101 bases.

Distribution of sequence lengths over all sequences

2.5€7
2.0E7
1.5€7
1.07

5000000

100 101 102
Sequence Length (bp)

Figura 5. Distribucion de la longitud de las frecuencias para las librerias 1y 2 de ADN copia de Stevia
rebaudiana y Tagetes patula con secuencias sin depurar.

Fuente: FASTQC, 2014.

En Stevia rebaudiana la calidad promedio de los fragmentos de la libreria 1 fue de 35%, tal y como se
muestra en la figura 6, para la libreria 2 la calidad promedio fue de aproximadamente 33.5%.

Per sequence quality Per sequence quality

Fraction
]
Fraction

Q[mliw - - B a. Qk_hfll‘l' - b.

Figura 6. Distribucion de la calidad a lo largo de los fragmentos amplificados de ADN copia de Stevia
rebaudiana con secuencias sin depurar: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: RobiNA, 2014.
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En Tagetes patula la calidad promedio de los fragmentos de la libreria 1 fue de 36%, tal y como se
muestra en la figura 7, para la libreria 2 la calidad promedio fue de aproximadamente 35%.

Per sequence quality Per sequence quality

Fracthon
Fra Lo

Quiality Quaity

Figura 7. Distribucion de la calidad a lo largo de los fragmentos amplificados de ADN copia de Tagetes
patula con secuencias sin depurar: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: RobiNA, 2014.

La frecuencia de aparicion de las bases a lo largo de los fragmentos para ambas especies se presenta
en las figuras 8 y 9; la proporcion de bases en los fragmentos parece equilibrarse en valores de entre
20 y 30% para todos los nucleétidos.

Base call frequencies Base call frequencies

Frequency
Frequency

Figura 8. Distribucion de la frecuencia de bases secuenciadas en los fragmentos amplificados de ADN
copia de Stevia rebaudiana con secuencias sin depurar: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: RobiNA, 2014.
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Figura 9. Distribucion de la frecuencia de bases secuenciadas en los fragmentos amplificados de ADN
copia de Tagetes patula con secuencias sin depurar: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: RobiNA, 2014.

Al evaluar los parametros de calidad de los fragmentos generados con la secuenciacion, se definié la
realizacion de un corte al inicio de todas las secuencias en ambas librerias, el cual se conoce como
clipping, eliminando de la base 1 a la 15. Posterior a este corte, se realizé otro, mediante el cual se
eliminaron las bases con porcentajes inferiores al 30% de calidad Sanger hacia el final de los
fragmentos, iniciando en el nucleétido 101 y devolviéndose en la secuencia hasta encontrar una base
con calidad igual o superior al 30%, sitio en el que terminé el corte, conocido como trimming. Las
secuencias que al final del proceso de corte tuvieron una longitud inferior a 70 bases fueron
eliminadas.

Del total de 56 720 658 fragmentos generados con la secuenciacion de S. rebaudiana, se mantuvieron
53 998 440 fragmentos después de los cortes, correspondiendo 27 627 790 a la libreria 1 y 26 236 583
a la libreria 2. En el caso de T. patula, del total de 49 391 224 se mantuvieron 45 126 895 fragmentos,
separados 22 729 639 en la libreria 1 y 22 397 256 en la libreria 2.

Concluidos los cortes de las secuencias, para depurar la informacién por utilizar en los alineamientos,
se evaluaron nuevamente los pardmetros de calidad. Se inicié con la evaluacién de la composicion de
nucleotidos de las librerias, lo cual se detalla en los cuadros 9y 10.
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Cuadro 9. Composicion nucleotidica para dos librerias de ADN copia de Stevia rebaudiana con
secuencias depuradas.

Representatividad en los fragmentos (%)

Nucledtido Libreria 1 Libreria 2
Adenina 24.2 24.2
Timina 23.8 23.9
Citosina 25.9 25.9
Guanina 26.1 26.0

Desconocido 0.0 0.0

Fuente: RobiNA, 2014

Cuadro 10. Composicion nucleotidica para dos librerias de ADN copia de Tagetes patula con
secuencias depuradas.

Representatividad en los fragmentos (%)

Nucleotido Libreria 1 Libreria 2
Adenina 28.5 28.6
Timina 28.3 28.3
Citosina 21.8 21.9
Guanina 21.4 21.3

Desconocido 0.0 0.0

Fuente: RobiNA, 2014

Se continué con la valoracion de la calidad promedio de las bases nucleotidicas para el total de
fragmentos amplificados, como se presenta en las figuras 10y 11.

Quality scores across all bases (Sanger / Tilumina 1.9 encoding)
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Figura 10. Calidad promedio por base para el total de fragmentos amplificados de ADN copia de
Stevia rebaudiana con secuencias depuradas: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: FASTQC, 2014.
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Figura 11. Calidad promedio por base para el total de fragmentos amplificados de ADN copia de
Tagetes patula con secuencias depuradas: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: FASTQC, 2014.

Mediante la gréfica de distribucién de la longitud de las secuencias que se presenta en la figura 12, se
muestra que el tamafio de las secuencias que se conservaron de acuerdo con su calidad, fue superior
a 80 bases y alcanzaron una longitud maxima de 87 bases para ambas especies.

Dustyudion of seeuence gt over o seguences Distritution of sequence lengthis pver al sequences

Figura 12. Distribucion de la longitud de las frecuencias para las librerias 1 y 2 de ADN copia con
secuencias depuradas: a.Stevia rebaudiana y b. Tagetes patula.

Fuente: FASTQC, 2014.
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Ademas, se verificd la calidad promedio de los fragmentos para ambas especies; como se muestra en
las figuras 13 y 14.

Per sequence quality Per sequence quality

Fraction

Fradtica

Quality a. Quality

Figura 13. 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.
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Figura 14. Distribucion de la calidad a lo largo de los fragmentos amplificados de ADN copia de
Tagetes patula con secuencias depuradas: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: RobiNA, 2014.

La frecuencia de aparicion de las bases a lo largo de los fragmentos depurados para ambas librerias
se presenta en las figuras 15 y 16. De acuerdo con las graficas, la frecuencia de aparicién de los
diferentes nucleétidos en las secuencias, se mantuvo proporcional en un rango entre 20 y 30% en

ambas especies.
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. Figura 15. Distribucion de la frecuencia de bases secuenciadas en los fragmentos amplificados de
ADN copia de Stevia rebaudiana con secuencias depuradas: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: RobiNA, 2014.
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Figura 16. Distribucion de la frecuencia de bases secuenciadas en los fragmentos amplificados de
ADN copia de Tagetes patula con secuencias depuradas: a. Libreria 1, b. Libreria 2.

Fuente: RobiNA, 2014.
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Identificacion de secuencias génicas reportadas

Analisis de regiones promotoras, elementos en cis y factores de transcripcion en  S. rebaudiana

Mediante la busqueda bioinformética de genes de Stevia rebaudiana en el NCBI, se logré determinar
gue existen al menos 20 genes diferentes descritos para esta especie, los cudles participan dentro de
la ruta de sintesis de glicésidos. La herramienta Blast permitié verificar que cada secuencia fuera
Unica, es decir, que no se contemplaran diferentes accesiones referentes a una misma secuencia; los
resultados de la busqueda se resumen en el cuadro 11.

Cuadro 11. Genes de Stevia rebaudiana reportados en el National Center for Biotechnology
Information.

N° de gen Nombre del gen Accesién F;rggzigr Acpiii%rt]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 (Cppsl) AF034545.1 No -
14 kaureno sintasa (KS22-1) AF097311.1 No -
15 kaureno sintasa (KS1-1) AF097310.1 No -
16 ém(:oiﬂ;::“’(f:fiszie" DQ398871.3 si FJ755693.1
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



La funcion asociada a los genes del cuadro 11 se presenta en el cuadro 12, asi como su participacion
dentro de la ruta metabdlica de sintesis de glicosidos (figura 17).

Cuadro 12. Funcién de 21 genes descritos en el National Center for Biotechnology Information para la
especie Stevia rebaudiana y su relacion con la sintesis de glicésidos.

N° de reaccion catalizada en

Gen Funcion .
la ruta metabdlica
lal9 Sintesis de UDP-glicosiltransferasas No definido
10 Sintesis de 4-(Citidina5’difosfo)-2-metil-D-eritritol 2-fosfato a 4
partir de 4-(Citidina5'difosfo)-2-metil-D-eritritol
11 Isomerizacion de dimetilallil difosfato a isopentenil difosfato 8
12 Sintesis de geranilgeranil difosfato a partir de dimetilallil 9
difosfato
13 Ciclacion de geranil geranil pirofosfato (ggpp)en copalil 10
pirofosfato (cpp)
14y 15 Sintesis de (-)-kaureno por ionizacién dependiente de la 11
ciclacion del copalil difosfato
16 Sintesis de esteviol (ent-kaur-16-en-13-ol-19-oic &cido) por 13
hidroxilacién del acido ent-kaurenoico (ent-kaur-16-en-19-oic
acido) con la participacion de NADPH y oxigeno molecular
17 Sintesis de esteviolmondsido a partir de esteviol 14
18 Sintesis de esteviésido a partir de esteviobiésido 16
19 Sintesis de rebaudidsido A partir de esteviésido 17
20 No definida No definido
21 Sintesis de actina -

Fuente: NCBI, 2014; Kumar et al., 2012.
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Figura 17. Esquema de la ruta metabdlica de sintesis de compuestos glicosidicos en S. rebaudiana a
partir de gliceraldehido-3- fosfato.

Fuente: Kumar et al., 2012.

Con los resultados de la busqueda de genes de estevia, se continué con el andlisis de promotores
para los 5 genes que reportaban estas secuencias. La herramienta PLACE permitié verificar la
presencia de las cajas CAAT, GATA y TATA corriente arriba de los genes respectivos, pero ademas
los relacion6 con la posible presencia de numerosos sitios de regulacion y sefalizacion de la
transcripcion.

Debido a que los sitios identificados por el programa como posibles sitios de anclaje de factores de
regulacién de la transcripcion eran muchos y muy diversos, se seleccionaron Unicamente aquellos
descritos en la especie modelo Arabidopsis thaliana, especificamente con funciones en procesos
biolégicos en tejido de hoja, como se detalla en el cuadro 13.
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Cuadro 13. Funcion de 11 sitios de regulacion de la transcripcién descritos en Arabidosis thaliana y

sus proteinas de anclaje.

Nombre de los sitios en
cis seleccionados

Funcién de los sitios en cis

Factor de
regulacion
relacionado

Accesion factor de
transcripcién

ABRELATERD1
(S000414)

ACGTATERD1
(S000415)

ARRI1AT (S000454)

DRECRTCOREAT
(S000418)

EVENINGAT (S000385)

LTRECOREATCOR15
(S000153)

MYB2CONSENSUSAT
(S000409)

MYBCORE (S000176)

MYCATERD1 (S000413)
MYCATRD22 (S000174)

MYCCONSENSUSAT
(S000407)

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

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

Regulador de respuesta por activacion
transcripcional mediante proteina
reguladora dependiente de citoquinina

Respuesta temprana a la deshidratacion
por accion de una histidina quinasa y un
dominio de respuesta regulatoria

Control circadiano de la expresion
Respuesta a bajas temperaturas

Sitios de reconocimiento del factor de
transcripcion MYB que posee un dominio
de union de ADN MYB R2R3 y es
conocido por regular la expresién de
genes de respuesta a deshidratacion y
salinidad.

Respuesta a estrés hidrico y estimulo a
auxina, etileno, acido jasmonico, acido
salicilico y sal.

Respuesta temprana a la deshidratacién

Respuesta a la deshidratacion, estrés
oxidativo, ABA relacionado con sintesis
de triptéfano

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

Arabidopsis thaliana
3'-phosphoinositide-
dependent protein
kinase 1

Arabidopsis thaliana
chaperone protein
ClpD

Arabidopsis thaliana
AT3G16857

Arabidopsis thaliana
ethylene receptor

Arabidopsis thaliana
R2R3 MYB DNA
binding domain

transcription factor

Arabidopsis thaliana
myb domain protein
14

Arabidopsis thaliana
transcription factor
MYC2

Arabidopsis thaliana
transcription factor
EGL1 mRNA

NM_203001.3

NM_124486.2 (3202
pb)

AK316883.1 (2346
pb)

NM_105305.4

NM_130287.2

NM_128674.3

NM_102998.3

NM_001198373.1

Seleccioén de factores de transcripcion para

Fuente: Interactome, 2014; NCBI, 2014; PLACE; 2014

T. patula y especies de la familia Asteraceae

Mediante la busqueda bioinformética de genes de Tagetes patula en el NCBI y Plant Transcription
Factor Database 3.0, se logré determinar que existen al menos 5 genes diferentes descritos para esta
especie. Ademas, se seleccionaron genes de las familias MYC y MYB de factores de transcripcion,
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dentro de especies de la familia Asteraceae. Los resultados de la busqueda se resumen en los

cuadros 14y 15.

Cuadro 14. Genes de Tagetes patula reportados en el National Center for Biotechnology Information.

Familia de factores

N° de gen Nombre del gen Accesion Especie s
de transcripcion
1 Tagetes patula apetala 1-1 mRNA, JX310277.1 Tagetes patula Apetala
complete cds

Tagetes patula chloroplast ndhF gene for

2 NADH dehydrogenase subunit F, partial AB530942.1 Tagetes patula -
cds

Tagetes patula cultivar guifei cyclophilin 2 Tagetes patula
3 (CYP2) mRNA, complete cds HQ454979.1
4 Tagetes patula TpPAP1 mRNA for acid AB029086.2 Tagetes patula i

phosphatase precursor, complete cds

5 Tagetes patula cultivar guifei cyclophilin 1 HQ454978.1 Tagetes patula i

(CYP1) mRNA, partial cds

Fuente: NCBI, 2014.

Cuadro 15. Factores de transcripcion en especies de la familia Asteraceae reportados en Plant

Transcription Factor Database.

Familia de factores de

N° de gen Transcription factor 1D Especie transcripcion
6 Lsa003257 Lactuca sativa MYB
7 Aan001331 Artemisia annua ARR-B
8 Han002636 Helianthus annus MICK
9 Han008835 Helianthus annus M-Type
10 Han001541 Helianthus annus MYB

Fuente: PlantTFDB, 2014.

Alineamiento de genes contra el transcriptoma

Al cumplir los fragmentos con los parametros de calidad determinados en esta investigacion, se
continud con los alineamientos entre éstos y los genes seleccionados para ambas especies; se aceptd

un no alineamiento de menos de 3 nucledtidos por fragmento.
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Para S. rebaudiana se escogieron 8 genes de ruta metabdlica de sintesis de glicésidos en Stevia
rebaudiana, el gen constitutivo de actina y tres factores de transcripcion descritos para la especie
Arabidosis thaliana. En el cuadro 16 se presentan los resultados.

Cuadro 16. Alineamiento de 11 genes descritos para las especies Stevia rebaudiana y Arabidopsis
thaliana contra el transcriptoma de Stevia rebaudiana.

. N° de N° de N° minimo de
. N° de gen o sitio de . P % de
Especie . nucleétidos fragmentos nucleétidos . .
anclaje ; . 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
S. rebaudiana
17 1586 4479 313530 0.02
18 1555 521 36 470 0.00
19 1616 1407 98 490 0.01
21 1396 1347 94 290 0.01
MYB2CONSESUSAT 1138 0 0 0.00
A. thaliana MYCATRD22 2179 0 0 0.00
MYCCONSENSUSAT 2 202 0 0 0.00

Fuente: RobiNA, 2014

Por su parte, para los alineamientos contra el transcriptoma de T. patula los genes trabajados fueron
los 1, 3y 4 de cuadro 14, reportados en el NCBI para T. patula espepcificamente, asi como los genes
6,7,8,9 y 10, reportados en diferentes especies de la familia Asteraceae, tal y como se muestra en el
cuadro 17.

Cuadro 17. Alineamiento de 3 genes descritos para la especie T. patula y 5 genes de especies de la
familia Asteraceae contra el transcriptoma de Tagetes patula.

N° de N° de N° minimo de
. . o % de
Especie N° de gen nucleétidos fragmentos nucleétidos . .
; . alineamiento
del gen (pb) alineados alineados

1 919 11 040 772 800 0.05

T. patula 3 819 4152 290 640 0.02
4 1843 774 54 180 0.00

6 1347 0 0 0.00

Familia Asteraceae 7 1605 0 0 0.00
8 744 0 0 0.00
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9 305 0 0 0.00

10 1445 0 0 0.00

Fuente: RobiNA, 2014
Establecimiento de relaciones filogenéticas

Para el andlisis de las relaciones filogenéticas entre factores de transcripcion en las especies T. patula,
L. sativa, A. thaliana, A. annua y H. annus, se generdé un arbol filogenético mediante alineamiento
multiple con los mismos genes comparados contra los transcriptomas de S.rebaudiana y T. patula. En
la figura 18 se presenta el resultado.

GenlT.patula 0.29121
GenoL.sativa 0.28536

{ Gen8H.annus 0.21234
Gen9H.annus 0,15815
R —
| —
—_—
L

MYCCONSEMNSUSAT 0.26689
Gen7A.annua 0.29265
GenlOH.annus 0.25942
MYB2CONSENSUSAT 0.26358
MYCATRD22 0.26982

Figura 18. Arbol filogenético para secuencias de factores de transcripcion en varias especies de la
familia Asteraceae.

Fuente: Clustalw, 2015; NCBI, 2014; PlantTFDB, 2014.

30



DISCUSION

Secuenciacion y andlisis de transcriptoma

Extraccion de ARN total

En esta investigacion se seleccionaron dos kits comerciales de las marcas QIAGEN y Macherey-Nagel
para extraccion de ARN de plantas. Se debe recordar que al concluir cualquier extraccion de ARN es
necesario recurrir a una evaluacion de la calidad del mismo, para demostrar su integridad y pureza
(Farrell, 2010). La primera técnica de control que se aplica usualmente es el perfil electroforético; por lo
general para este fin se emplean geles de agarosa con algin compuesto fluorescente (bromuro de
etidio, gel red) que evidencie la presencia de bandas en un perfil definido como resultado positivo o, la
presencia de smear (material degradado), por lo general mediante exposicion a luz UV (Karp, 2009).

Con ambos kits en este caso se obtuvo la presencia de dos bandas para ambas especies, con un peso
molecular entre 200 bases 400 bases. Al visualizar la presencia de bandas de ARN en el gel de
agarosa, se continué con la cuantificacion del mismo mediante el equipo NanoDrop lite (Thermo
Scientific) para obtener su concentracion.

La ultima prueba de calidad que se le realiz6 al ARN antes de seleccionar la muestra para su
secuenciacion fue la de densidad Optica a 260 y 280 nm (ODa2sor280), la cual se relaciona con el grado
de pureza de la molécula. Se considera que cuando esta relacion de las lecturas genera un valor de 2
0 muy cercano, la molécula de ARN tiene una pureza aceptable, contrarrestando la posibilidad de que
la lectura se altere por la presencia de contaminacién por proteinas, ADN o solventes orgénicos que
absorben a longitudes de onda cercana (L6pez 2007; Wilfinger et al., 1997). En este caso, los valores
de densidad O6ptica fueron adecuados en las muestras de ambas especies seleccionadas como
candidatas para la secuenciacion.

Secuenciacion

Las técnicas de secuenciacion de nueva generacién permiten la obtencion de millones de fragmentos
secuenciados a partir del ADN copia (ADNc) de una muestra de ARNm; estos fragmentos se alinean
contra un genoma de referencia y su abundancia es analizada en la muestra como medida cuantitativa
de la expresion génica (Soneson y Delorenzi, 2013).

Con las secuenciaciones de los transcriptomas se generaron alrededor de 57 millones de fragmentos
de ADNc de S. rebaudiana y aproximadamente 49 millones de T. Patula, que fueron analizados con las
herramientas FASTQC, FastXTool kit y RobiNA.

31



En los ultimos afios se ha incrementado la secuenciacion de ARN de especies no modelo, por lo que
no existen genomas de referencia previamente descritos contra las cuales pueda realizarse una
alineacion de fragmentos, como sucede con S. rebaudiana y T. patula. 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 y Wheat, 2012).

La tecnologia mas empleada actualmente para la secuenciacion es la plataforma lllumina (Genome
Analyser) gracias a los excelentes resultados de calidad que genera, el relativo bajo costo por libreria
de ADNc y la posibilidad de identifiacion de SNP’s (Hornett y Wheat, 2012; Lin, 2012); razones por las
cuales ésta fue la plataforma seleccionada para las secuenciaciones.

Las secuenciaciones de las muestras generaron fragmentos de 101 bases, pero previamente, el ARN
debi6 ser sometido a una evaluacién de su integridad, para asegurar la calidad de secuenciacion; en
este proceso se emple6 como referente el calor de RIN, el cual se ubica usualmente en una escala del
1 al 10, siendo 10 el valor maximo de calidad.

Las librerias que contienen los fragmentos de ADNc pueden ser single-end o paired-end, éstas Ultimas
contemplan la secuenciacion en ambas direcciones del ADNc, por lo que en algun ciclo se generaran
traslapes de la informacion, obteniéndose asi mas informacion para un ensamblaje de novo (Lin,
2012). Este tipo de libreria es la mas recomendable para especies ho modelo que carecen de un
genoma descrito, razén por la cual fue la opcion seleccionada para el almacenamiento de la
informacion de transcripcion de Stevia y Tagetes.

Andlisis de calidad de la secuenciacion

La calidad de los fragmentos generados con una secuenciacion, es un valor determinado por la
probabilidad de que la base indicada sea incorrecta. El porcentaje Sanger de calidad es la medida
estandar para andlisis biolégicos; los valores ASCII que lo componen se ubican en el rango de 33 a 73,
y otorgan una calidad maxima a los fragmentos de 40% y una minima de 0% (Fass, 2012).

La literatura indica que el procesamiento recomendable de la informacién de un transcriptoma inicia
con el diagnéstico de la calidad de los fragmentos, a los cuales debe eliminarseles los adaptadores,
ausentes en este caso para la informacion generada por la empresa AXEQ (Britton, 2013).

Posteriormente, se procedid con los cortes tipo clipping y los trimming (Britton, 2012), tanto de la base
1 ala 15 al inicio de todos los fragmentos (clipping), como a partir de aquellas bases que hacia el final
de los fragmentos tuvieran una calidad inferior al 30% (trimming). La eliminacion de fragmentos con
una longitud inferior a 70 bases se realiz6 como un paso extra para evitar la adhesion de fragmentos
muy pequefios que pudieran generar falsos positivos en el alineamiento. La eliminacion de fracciones
de las secuencias con baja calidad, limita la contaminacion de la informacién e incrementa la veracidad
de los resultados de los alineamientos (Lin, 2012).
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En general, los fragmentos de un transcriptoma se procesan para comparar solo aquellos que cumplan
con una calidad especifica y/o una longitud determinada. Asi que una vez que se ha depurado la
informacion, debe evaluarse nuevamente la calidad, antes de proceder con los alineamientos o
mapeos (Britton, 2012).

Identificacién de secuencias génicas reportadas

Analisis de regiones promotoras, elementos en cis y factores de transcripciébn en  S. rebaudiana

En total se identificaron 21 genes de S. rebaudiana, la mayoria de los cuales pudieron ser relacionados
con la ruta metabdlica de sintesis de glicosidos, de acuerdo con la funcion descrita en la base de datos
del NCBI asi como aquella descrita para algunos de éstos en la investigacion que Kumar y
colaboradores (2012) han desarrollo, documentando comportamientos fisiolégicos y describiendo
genes para esta especie.

Entre los genes descritos, se encontré la secuencia codificante para B-actina en Stevia, el cual se
considera como un gen constitutivo de uso comun como control interno de la expresion génica. Este
tipo de genes se emplea en técnicas como microarreglos y qPCR como referentes para la
cuantificacién relativa de la expresion de los genes de interés, cuya expresion se esta analizando en
una determinada muestra. (Van Pelt-Verkuil, 2008).

De los 21 genes de estevia descritos en las bases de datos, Unicamente de 5 de ellos se conocia la
region promotora, la cual fue analizada con la herramienta bioinformatica PLACE, para determinar los
posibles sitios de anclaje a ADN por parte de proteinas de regulacion. Esta herramienta fue utilizada
en 2013 (Kumar y Kumar, 2013) para determinar los sitios en cis correspondientes a las cajas TATA y
GATA, con la finalidad de evaluar la produccion de glicésidos ante estimulos luminicos en Stevia.

En relaciobn 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 de
acuerdo con los genes descritos para especies como Nicotiana tabacum, Oriza sativa, Pisum sativum,
Phaseolus vulgaris. Ademas también fue posible sefialar la ubicacién de posibles sitios de anclaje a
otros factores de regulacion como los factores de transcripcion.

La seleccion de los sitios de interés para continuar con el mapeo de factores de transcripcion contra el
transcriptoma de Stevia, se realizé mediante una discriminacion de acuerdo con su descripcion para la
especie modelo A. thaliana, especificamente para tejidos de hoja de esta especie; lo anterior se debe
justamente a que la complejidad de las interacciones que ocurren entre el ADN y las proteinas
reguladoras de la transcripcion, depende de los diferentes tejidos del organismo, sus tipos celulares,
estadios de desarrollo, estados fisiol6gicos y condiciones ambientales y/o hormonales (Carlberg vy
Molér, 2014; Ceunen y Geuns, 2013; Ceunen et al., 2012; Latchman, 2003; Zhang, 2003).
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Una vez seleccionados los sitios de unién al ADN que fueron predichos por el programa PLACE en las
regiones promotoras de Stevia se recurrié al uso de la herramienta INTERACTOME de la Universidad
de Harvard, la cual es s6lo una de la gran cantidad de opciones que se han creado para este fin. Un
interactoma es el complejo de trabajo entre redes de proteinas que se encargan de regular la
expresion y metabolismo celular. Las interacciones proteina-proteina son un elemento fundamental de
los sistemas biologicos, y su analisis puede proporcionar pistas valiosas acerca de las funciones una
proteina desconocida (Broun, 2004).

En este estudio, una vez establecida la funcion concreta de los factores de regulacién seleccionados
de A. thaliana, se determin6 que solamente 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 exposicién a luz ultra-violeta, heridas,
estrés anaerobico y entrada de patdgenos (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).

Seleccion de factores de transcripcion para  T. patula

Una vez revisada la base de datos del NCBI, se encontr6 que existe un factor de transcripcion de la
familia APETALA descrito para T. patula; ademas, se han descrito dos genes de forma parcial y dos
genes completos para esta misma especie, ninguno relacionado directamente con la sintesis de
tiofenos.

También se trabajaron varios genes de las familias de factores de transcripcion MYC y MYB
reportados en especies de Asteraceas, principalmente porque durante los analisis en S. rebaudiana,
se determiné que tuvieron una mayor incidencia en la sintesis de glicésidos; por lo que si se
encontraban presentes en T. patula y eventualmente se podria ligarlos con la sintesis de tiofenos.

Alineamiento de genes contra el transcriptoma

Los niveles de expresion génica para cada unidad de ARN pueden aproximarse de acuerdo con el
namero de fragmentos secuenciados que se alinean con un genoma de referencia, relacionandolos
directamente con niveles de abundancia. Para generar este tipo de comparaciones existen
herramientas de facil uso y libre acceso como Cuffdiff (Trapnell et al., 2010), edgeR (Robinson, 2010),
DESeq (Anders y Huber, 2010), PoissonSeq (Li et al., 2012), baySeq (Hardcastle y Kelly, 2010) y
limma. (Smyth, 2004).

El alineamiento es entonces el primer paso para la comparacion y cuantificacion de la expresion, y
justamente muchas veces es el mas lento, dada la dificultad computacional de determinar cuél es el
punto de origen de un fragmento en el genoma; una de las mas eficientes en la actualidad es el
programa Bowtie, el cudl es rapido y bastante preciso y ademas permite encontrar zonas de no
alineamiento o gaps, los cuales pueden relacionarse con inserciones o deleciones en un gen (Fass,
2012; Langmead y Salzberg, 2012).
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En el analisis de alineacion entre genes seleccionados se empled la herramieta Bowtie. Los mapeos
no se realizaron contra un genoma de referencia porque este no ha sido reportado para las especies
en estudio.

Es importante recalcar que en un analisis de expresion en eucariotas se recomienda contar con mas
de 30 millones de fragmentos por muestra biolégica secuenciada (Britton, 2013), por lo tanto, fue
valido en este estudio realizar los mapeos entre los fragmentos del transcriptoma y los genes
seleccionados.

En el caso de S. rebaudiana, todos los genes de ruta metabdlica de sintesis de glicésidos estaban
presentes en la muestra de ARN secuenciada; para T. patula se obtuvo que los genes reportados para
esta especie en el NCBI, contando un factor de transcripcion, también se encontraron presentes en el
material bioldgico trabajado.

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 contaminacion de la muestra (Lin, 2013), esto aplica tnicamente cuando el mapeo se
realiza contra la totalidad de un genoma, pero en este caso no, porque se trabajé con genes de entre
2000 y 3000 pb; por tanto, los bajos porcentajes de alineacibn en ambos casos son esperables y
justificados.

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

Con respecto a lo expuesto con anterioridad, los genes 14, 15, 16, al alinear con un menor nimero de
fragmentos, podria considerarse que su expresién en la muestra era menor en comparacion con los
demds 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 regulacién del contenido de glicosidos (Kumar et al., 2012). En esta investigacién, el paso de copalil
difosfato a kaureno, de kaureno a acido kaureonico y de este Ultimo a esteviol, fueron los pasos més
regulados.

En cuanto a la falta de alineamientos entre el transcriptoma de estevia y los factores de transcripcion
seleccionados se pueden desprender varias hipétesis. Una de ellas es que solo alrededor del 7% del
total de factores descritos de Arabidopsis sp., han sido genética y funcionalmente caracterizados, por
lo que las regiones promotoras de los genes de estevia podrian estar interactuando con proteinas aun
no caracterizadas para la especie modelo arabidopsis o bien, los genes de Stevia poseen mas de una
region promotora de la transcripcién que adn no se conoce.

La segunda hipétesis indica que la técnica de secuenciacion requiere de varios ciclos, asi como de la
generacién de la mayor cantidad de fragmentos posibles, aunque provengan de una Unica muestra,
dado que algunos transcriptos como los factores de transcripcion, tienen un bajo porcentaje de
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cobertura, es decir, se expresan en muy bajas cantidades, asi que su representacion dentro de un
transcriptoma es muy baja, en comparacion con aquellos trancriptos que son expresados en grandes
cantidades dentro de la muestra (Grabherr et al.,, 2011). Por tanto, es probable también que las
secuencias de este tipo de gen se perdieran por la sobreexpresion de otros genes.

En el caso de Tagetes patula, se obtuvo un resultado favorable para la identificacion de un factor de
transcripcion cuya funcién no se define satisfactoriamente en las bases de datos; resultado favorable
también se dio con el alineamiento de los genes 2 y 3 (cuadro 14) de este especie, ya que sirvieron
como control positivo para la deteccion de material biolégico de la especie en estudio. Para efectos de
esta investigacion no se realizaron alineamientos de genes con secuencias codificantes parcialmente
descritas.

Por otra parte, en cuanto a los alineamientos contra factores de transcripcion descritos en especies de
la familia Asteraceae, los resultados fueron negativos para la identificacion de alguno de ellos dentro
del transcriptoma de T. patula y las razones por las cuales esto sucedié son las mismas descritas
previamente para los alineamientos entre Stevia y A. thaliana.

En futuros andlisis se debe contemplar que la gran mayoria de estrategias implementadas para el
analisis de la expresion diferencial de los datos de secuenciacion de ARN exigen disefios
experimentales con replicacién de datos. Sin embargo, a pesar del abaratamiento de los costos de
secuenciacion, el generar muchas repeticiones de informacion a partir de réplicas de muestras eleva
los costos, al punto que los pequefios proyectos con escaso financiamiento no pueden pagarlo. La
carencia de replicadas disponibles, hace que la estimacion de la prueba de hipétesis de la expresion
diferencial no sea confiable (Rapaport et al., 2013).
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RECOMENDACIONES

Un futuro analisis de expresion génica mediante secuenciacion de ADNc, seria mas preciso mediante
el ensamblaje de un transcriptoma de novo proveniente de una secuenciacién completa de al menos 3
repeticiones de ARN proveniente de agrupaciones de muestras biolégicas (pool de genes), con las
cuales generar al menos 3 terabytes de informacion en cada repeticion.

Pueden realizarse ensayos previos de expresion de genes de interés mediante la técnica de gPCR
proponiendo un disefio experimental sélido que facilite la evaluacion del cambio en la respuesta de la
planta en términos de sintesis de estevidsidos, de acuerdo con diferentes condiciones ambientales.
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ANEXOS

Anexo 1. Total RNA Isolation from Plant Protocol
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MucleoSpin® ANA Plant

5 Protocols
5.1 RMA izsolation from plant tissue or filamentous fungi
Before starting the preparation:

Cheack it Wash Bufier RA3 and rliNase wera prepared according to seclion 3.,

1

Homogenize sample

Grind up to 100 mg tissue under liquid N,
and preparation methods sse section 2.3).

Lyse cells

Ardd 350 pL Bufter RAT and 3.6 pL B-mercaptoethanol
{B-ME) to 100 myg fissue and vortex vigorouwsly.

It the Iysate sclidifles upon addition of Butfer RA1, use
350 pL Bulter RAP Instead.

Note: As aftermalive to 8-ME the reducing agent DTT or TCEP
iy be used, Use o final concenlrabion of 10-20 mM OTT or
TCEP within the Lysis Buffer HAT or AAP {e.g., add 7-14 il
of & 500 mbé OTT or TCEP solution).

Filtrate lysate

Reduce viscosily and clear the hysale by filtration through
NuclecoSpin® Filter iviolet ring): Place MucleoSpin®
Filler in 8 Collection Tube (2 mL), apply the mixure, and
cesnlriluge for 1 min al 11,000 x g. Transler the lillrale 1o
a new 1.5 mlL microcentrifuge lube (naol provided).

Impordant note: Do not disturd he peffel of call debris at
the boltom of the collecting tube, which may be visihle afler

in case of visible padlet formation (deponding on sampla
amount and nalure) transler supemalant withoul any
tormed pellat o a new 1.5 mL micrecentriluge ube (ol

provided).

{for handling 5 Grind sample

+ 350 uL RA1
+3.5 pL B-ME

ar

+ 360 pL RAP
+ 3.5 pL B-ME

11,000 x g,
1 min
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NucleoSpin® ANA Plant

P

Adjust RNA binding conditions

Discard the NuckeoSpin® Filer and add 360 pL ethanol

(70 %) lo the homogenized lysate and mik by pipetting up
and down (5 times),

Alternatively, transfer flow-hrough into a new 1.5 mlL
micrecentriluge tube (nol provided), add 350 pL ethanol
{(70%), and mix by vortexing (2 x 5 s).

After addiion of athanol a sirfngy precipilale may become
visitle which will not affect the ANA isolalion. Be sue lo
disaggregale any precipitate by mixing and foad of of the
precipllale an he column as desenbed in step 5. Do not
centifuge the ethanolic fyeale before loading i onto the
codurnn in order io avold peleting the precipitale.

Bind DNA

For each preparation take one NucleoSpin® RNA Plant
Column tlight bue ring} placed in a Collection Tubs and
Inad the lysate. Cenfrifuge for 30 8 at 11,000 x g Placs
the column in & rew Collection Tube (2 mL).

Maximum  loadng  capsolly  of NuecleoSpin® FNA Plant
Ciplurmnns s 750 ul. Repeat the procedure i larger volumes
are to be processed,

Desalt silica membrane

Add 360 gl MDB (Membrane Desailing Bufter) and
centrifuge al 11,000 x g lor 1 min to dry the membrana.

Sait removal will make the following rONase digest much
more effective, If the colvrm outlet has come info contact
wlh the flow-through for any reason, discard the fow-through
and cenlrifuge agatn for 30 & a 11,000 x q.

+ 350 pL
H 70 % ethanol

11,000 x g,
<o e
E + 350 yL MDB

11,000 x g,
e 1 min
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NutleaSpin® RNA Piant

T

Digest DNA

Prepara DNasa reaction mixlure in a sterila 1.5 mL
microcentrifuge tube (not provided): For each isolation,
add 10 pL reconstituted rDMase (see secton 3) lo
90 pL Reaction Buffer for rDMase. Mix by flicking the
lube.

Apply 95 pl. DNase reaction mixture directly onto the
canler of the slca membrane of the column. Incubate at
room temperaturs for 15 min.

‘Wash and dry silica membrana

Add 200 pL Buffer RAW2 ta the MucleoSpin® RMNA Plant
Column. Centrifuge for 30 s al 11,000 x g. Place the
calumn imo a new Collection Tube (2 mL).

Buffer RAWZ will inactivate the rONase.

2™ wash

Add 600 yL Buffer RA3 to the MNuckoSpin®™ RNA Plam
Column. Centrifuge for 30 & al 11,000 % g Discard flow-
through and place the column back into the Collection
Tubsa.

Niple: Make sure that residual buffer from the previows sfeps
is washed away with Buffer RAS, especially if the lysale
has been in confact with the inmer im of the colwrnn during
inading of the lysale omto the column. For efficient washing
of the inmer nim flush it with Buffer AA3.

Add 250 yl. Buffer RA3 to the MucleoSpin® RMA Plam
Column. Centrfuge for 2 min at 11,000 x g to dry the
membranea completely. Place the column info a nuclease-
free Collection Tube (1.5 mL. supplied).

If for any reason, the hquid level in the Collection Tube has
reached the NucleoSpir® RNA Plant Column affer contrifu-
gation, discard fliow-through, and cenfrifuge again.

+ 85l
rDMasa
reaction
mixture

AT, 15 min

+ 200 pL RAWZ2

11,000 % g,
s

E + GO0 pL RA3
11,000 x g,
i0s
€S

4 250 ul RA3

11,000 % g,
2 min
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NucleoSpin® ANA Plani

Elute RNA

Elute ihe FMNA in 60 pL ANase-free H,0, (supplied) and
cenirifuge al 11,000 x g lor 17 min.

i highar ANA concentralions are deslred, elulion can be
done with 40 pd . Ovevall yiekd, however, will decroase when
walng smatter elulion volumies,

b

For altermative eldion procedures see sechion 2.4,

+ B0 pL
HO

11,000 x g,
1 min
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