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  RESUMEN 
 

En la actualidad, la economía mundial se encuentra afectada debido a las grandes pérdidas de 

plantaciones de banano (Musa acuminata sub. Cavendish) por infección del mal de Panamá 

causado por Fusarium oxysporum f.sp. cubense raza tropical 4 (FOCRT4). Es imperativo dar 

alternativas para la sostenibilidad del cultivo, por ello se requieren medidas para evitar la 

diseminación del patógeno. Una vez que el hongo está presente en las plantaciones no puede 

ser controlado con fungicidas, siendo como alternativa rápida y eficiente la incineración de los 

sembríos para su eliminación. Por ende, la alternativa de recopilación de genes esenciales para 

el hongo al momento de la interacción con la planta es clave para atacar eficientemente al 

hongo, mediante el silenciamiento de genes que codifiquen a proteínas esenciales en la 

infectibilidad o patogenicidad, y así evitar la infección y colonización de la planta. En la presente 

investigación, mediante minería de datos, se detectaron 12.810 genes del hongo que fueron 

expresados diferencialmente (DEGs) a los cero, dos y cuatro días después de la inoculación, 

durante la interacción FOCRT4-banano. Se filtraron por su p-value y se encontraron 

aproximadamente 1249 DEGs y de ellos 310 representaban proteínas caracterizadas como DNA 

polimerasa, proteína SIX, betagalactosidasa entre otras. La mayoría de los 939 genes restantes  

fueron encontrados como proteínas hipotéticas sin caracterizar.  

PALABRAS CLAVES:  

 FUSARIUM OXYSPORUM CUBENSE RAZA TROPICAL 4  

  BANANO 

 DEGs. 
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ABSTRACT 

At present, the world economy is affected due to the great losses of banana plantations (Musa 

acuminata sub. Cavendish) due to infection of the Panama disease caused by Fusarium 

oxysporum f.sp. cubense tropical race 4 (FOCRT4). It is imperative to provide alternatives for the 

sustainability of the crop, therefore measures are required to prevent the spread of the 

pathogen. Once the fungus is present in the plantations, it cannot be controlled with fungicides, 

being the incineration of the crops for their elimination as a quick and efficient alternative. 

Therefore, the alternative of collecting essential genes for the fungus at the time of interaction 

with the plant is key to efficiently attack the fungus, by silencing genes that encode essential 

proteins in infectibility or pathogenicity, and thus avoid infection. and colonization of the plant. 

In the present investigation, through data mining, 12,810 genes of the fungus that were 

differentially expressed (DEGs) were detected at zero, two and four days after inoculation, 

during the FOCRT4-banana interaction. They were filtered by their p-value and approximately 

1249 DEGs were found, of which 310 represented proteins characterized as DNA polymerase, 

SIX protein, beta-galactosidase among others. Most of the remaining 939 genes were found as 

uncharacterized hypothetical proteins. 

KEY WORDS:  

 FUSARIUM OXYSPORUM CUBENSE RAZA TROPICAL 4   

 BANANO 

 DEGS 



16 

 

Capítulo I: INTRODUCCIÓN 

1.1 Formulación del problema 

Ecuador es uno de los principales exportadores de banano en el mundo, 

atribuyéndosele un 33% del mercado internacional (FAO, 2020). Desde la perspectiva 

económica, en 2017, la exportación bananera representó el 2% del producto interno bruto con 

un rubro de 3000 millones de dólares ( Ministerio de Comercio Exterior, 2017). El Ministerio de 

Agricultura, Ganadería, Acuacultura y Pesca (MAGAP) informó que existen aproximadamente 

162,039 ha de cultivos de banano, de las cuales el 12% pertenece a banano orgánico y el 88% a 

banano convencional, siendo estos últimos susceptibles al hongo.   

La fusariosis causada por FOCRT4, es una de las enfermedades más destructivas del 

plátano y banano que existen. Se ha reportado pérdidas de alrededor de 500 millones de 

dólares en más de 16 países. Actualmente, el patógeno se encuentra en Colombia, perdiéndose, 

hasta el momento, aproximadamente 175 ha de plantaciones de banano tipo Cavendish 

(AUGURA, Asociación de bananeros de Colombia, 2019). Al estar presente en el país vecino, 

Ecuador se encuentra en gran amenaza, pudiéndose ver afectadas aproximadamente 300 000 

ha de plantaciones.  

Según estudios epidemiológicos realizados por Scheerer y colaboradores (2018), se 

estima que FOCRT4 llegué a Ecuador en los próximos 10 años. Por ende, el Ministerio de la 

Agricultura, la Ganadería y la Pesca ha empleado protocolos de prevención, tales como: 

desinfección de vehículos de transporte, control en fronteras y aduanas, control fitosanitario en 

explantes, etc. (MAGAP, 2019). Esto último, ya que el hongo tiene alta tasa de diseminación a 

través del suelo, aire y agua. Se ha reportado la presencia de FOCRT4 en riachuelos, charcos  
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cercanos a plantaciones, rizomas, herramientas de trabajo e, incluso, en el aire como 

clamidosporas (Ordonez, et al., 2015).  

Esfuerzos por la prevención de la entrada del patógeno a países productores han sido en 

vano, ya que se ha confirmado su presencia en cuatro continentes: Asía, África, Oceanía y 

América. Por lo que, se debe enfocar el trabajo en el desarrollo de técnicas de diagnóstico 

temprano y combate del hongo, con el fin de ser un apoyo extra para las estrategias de 

acordonamiento y cuarentena. Además, existen pocos estudios de posibles tratamientos para el 

hongo al momento que se encuentra colonizando las raíces. El sistema más usado es la 

incineración de los cultivares, perdiéndose la mayoría de la producción. 

De tal manera, el hongo al ser un patógeno agresivo para las plantaciones de banano 

tipo Cavendish y estar cada más cerca de las fronteras ecuatorianas, con este estudio se prevé 

identificar genes que estén involucrados en la infección y colonización de las raíces por el hongo, 

con el fin de servir para futuros estudios de posibles ataques directos a genes esenciales del 

fitopatógeno 

1.2 Justificación del problema 

En Ecuador el proceso de diagnóstico del FOC RT4, debe realizarse a través de la Agencia de 

Regulación y Control Fito y Zoosanitario (Agrocalidad). Esta entidad posee una serie de 

parámetros y procesos que dependen de la ubicación de las haciendas, del tiempo hasta que se 

observaron síntomas y del número de muestras por analizar. El procesamiento óptimo puede 

demorar desde 3 a 12 días desde el momento de la toma de la muestra hasta la determinación 

de la presencia del hongo (Agrocalidad, 2018). Debido a la alta tasa de propagación del hongo, 
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este tiempo es perjudicial para las plantaciones, teniéndose que eliminar más del 30% por cada 

hectárea de cultivo si existe infección en una sola planta y con el peligro que el resto de plantas 

ya hayan sido contaminadas. 

Con respecto a la observación de la presencia de síntomas, se ha reportado un lapso 

considerable entre la intrusión del fitopatógeno a un país y su detección, ocasionando mayores 

pérdidas tanto de sembríos como económicas. La razón es que FOC RT4 causa sintomatología 

similar a otras enfermedades como, virosis, daños por insectos, deshidratación, presencia de 

otros hongos, etc., confinando el diagnóstico temprano y las medidas de contención que se 

pudieran tomar (FAO, 2020). Este caso se presenció en Jordania, el hongo pasó desapercibido 

por más de 8 años, causando la pérdida del 80% de hectáreas productivas de banano (Magdama 

F. , 2019).  

FOCRT4 no puede ser erradicado mediante métodos convencionales como el uso de 

fungicidas, sino la planta infectada debe ser eliminada junto a las plantas vecinas. Por esta 

razón,  se busca identificar los genes envueltos en la colonización, infección e interacción del 

hongo con el hospedero, con el fin de reportarlos y que sean útiles para nuevas investigaciones 

de edición génica para controlar la plaga o evitar la colonización de la planta. 

1.3 Objetivos de la investigación 

1.3.1 Objetivo general 

Identificar genes envueltos en la interacción entre Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

RT4 y Musa acuminata subgrupo Cavendish utilizando minería de datos. 
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1.3.2 Objetivos específicos 

 Analizar datos de RNA-seq existentes para estudios de la interacción entre Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense RT4 y Musa acuminata subgrupo Cavendish utilizando 

referencias actualizadas.  

 Identificar genes con expresión diferencial durante la colonización de Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense RT4 y Musa acuminata subgrupo Cavendish.  

 Anotar genes efectores del hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense RT4 que no 

han sido identificados previamente.  

1.4 Marco teórico 

1.4.1 Musa acuminata subgrupo Cavendish  

Musa acuminata subgrupo Cavendish es un cultivar de tipo triploide, se distinguen por ser 

una planta alta y de cosecha perenne de frutos característicos durante todo el año (Gamez, et 

al., 2019). La parte visible de la planta, el pseudotema y las hojas, mueren después que da fruto 

para permitir que los brotes jóvenes suplanten a la madre y así se rejuvenezcan los rizomas. 

Estos ciclos suelen ser perpetuados por ilimitadas generaciones.  

El consumo de frutos frescos de musáceas (plátano o banano) es alto en comparación a 

las demás frutas (piña, papaya, uva, manzana, etc.), por su alto contenido nutricional y sabor 

característico; además representan un alimento básico para más de 400 millones de personas a 

nivel mundial (Martínez-Solórzano, Rey-Brina, Pargas-Pichardo, & Manzanilla, 2020). 
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Únicamente ha sido superado por el consumo de cítricos, sin embargo, la demanda de banano 

va en aumento.  

El subgrupo Cavendish, es la variedad de mayor producción a nivel mundial, acreedor del 

80%, principalmente de los clones “Gran Enano” y “Valery”. El porcentaje restante se divide 

entre más cultivares como Lady’s Finger (bananos de postre), Switer (consumo cocido), Prata 

(sabor agridulce), entre otros (Soto, 2011).  

En comparación con los genotipos diploides silvestres, la mayoría de cultivares diploides y 

triploides comerciales son infértiles, es decir se reproducen asexualmente. La micropropagación 

de tejidos vegetales es la clave para la creación, expansión y mantenimiento de los 

monocultivos. Esto último puede ser contraproducente, ya que al contener una base genética 

estrecha los cultivares van a carecer de resistencia a plagas (Castañeda, et al., 2017).  

1.4.1.1 Resistencia de cultivares de banano  

La mayoría de la producción de banano tipo Gros Michel, durante la década de 1960, fue 

perdida a causa de la susceptibilidad que presentaba frente a Fusarium oxysporum f.sp. cubense 

raza tropical 1. Se desecharon cuantiosas hectáreas de sembríos y la economía de cada uno de 

los países productores decayó considerablemente. Por ello, bananeros eludieron la infección de 

fusarium raza 1, reemplazando la especie Gros Michel por el subgrupo Cavendish, que era un 

cultivar resistente al mencionado patógeno y se convirtió en la variedad predominante en 

plantaciones de África, Caribe y América del Sur (INIBAP, 1994).  

La variedad Cavendish es susceptible a Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) y Moko 

(Ralstonia solanacearum), por ello, se han realizado estudios para la prevención y el tratamiento 
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de esta enfermedad, con el fin de aplacar la muerte de las plantaciones y además la reducción 

del uso de fungicidas (Fullerton & Olsen, 1995). Sin embargo, la sintomatología de problemas 

abióticos como deficiencia de nitrógeno, deficiencia de potasio, sequía o frío, es similar a FOC 

RT4 como el amarillamiento de las hojas, pudrición de las raíces y ennegrecimiento del tallo, 

consiguientemente se dificulta el diagnóstico temprano ante la presencia de fusarium, siendo 

una barrera para la aplicación de sistemas de contención (Molina, 2009). Según Scheerer y 

colaboradores (2018), alrededor el 80% de las plantaciones de banano serán devastados en los 

próximos 20 años, debido al tardío reconocimiento y la alta agresividad de FOC RT4. La fusariosis 

en banano se considera una de las diez enfermedades vegetales más importantes, por ser letal e 

infecciosa, al no existir control y perdurar en el suelo durante largos períodos en estado latente 

(Li, et al., 2017).  

1.4.1.2 Importancia económica de Musa acuminata sub. Cavendish 

La producción de banano y plátano se da principalmente en América Latina, el Caribe, 

Asia (Filipinas), África y Europa (Islas Canarias) (Robinson & Saúco, 2010). Ecuador se encuentra 

como líder en la exportación de las musáceas comestibles con un total de 32.52% en 2020, 

seguido por Filipinas con 13.2% y Colombia con el 11% (AEBE, 2020).  

En 2020, se exportaron 352.317.647 cajas de banano y plátano desde Ecuador, con 

destino a África, Oceanía, Asia, Medio Oriente, Estados Unidos y la Unión Europea. Argelia, 

aumentó la importación de banano en un 25% este año. Además, hubo crecimiento del 9,92% 

de exportaciones de banano en el Ecuador, comparado con el año 2019, lo que indica un 

crecimiento del consumo y del PIB (producto interno bruto) (AEBE, 2020).  
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La cosecha de frutos de plátano y banano genera una entrada de $2254.832.941. El 

MAGAP (2020) estableció que el costo por caja en 2020 sería de $6,40. Sin embargo, el fruto no 

es la única parte útil de la planta, también  el pseudotallo puede ser utilizado como materia 

prima para la elaboración de papel, como alternativa sustentable. Muchas familias, reutilizan las 

hojas de banano o plátano para la elaboración de platos típicos o para decoración ( Alarcón & 

Marzocchi, 2015).  

Ecuador, en el 2020, llegó a exportar casi el 25% de la producción de banano en todo el 

mundo. El comercio de banano contribuye enormemente a la economía nacional, en Ecuador, es 

la segunda fuente de ingreso después de la exportación de petróleo (Soto, 2011).  

1.4.2 Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4  

Fusarium oxysporum f.sp. cubense raza tropical 4 es el causante de la fusariosis, o 

también conocida como el Mal de Panamá. Es un hongo asexual que produce tres tipos de 

esporas, microconidos, macroconidios y clamidosporas durante todo el ciclo de vida, y así 

garantiza su supervivencia. Las clamidosporas son estructuras latentes, pueden permanecer 

hasta 30 años en ausencia de huéspedes adecuados o en malezas hospedantes de manera no 

patógena (Guo, et al., 2014). El suelo infestado con FOC RT4 se vuelve inadecuado para la 

plantación de nuevos explantes, ya que a diferencia de las otras enfermedades de banano, no se 

puede controlar mediante fungicidas (Stover, 1962).  

El hongo FOC RT4 es patógeno de todos los hospederos de razas 1 y 2 (“Gros Michel”, 

“Bluggoe”) y del subgrupo Cavendish. A la vez existen dos razas de fusarium oxysporum f.sp. 

cubense: raza tropical (RT4) y la raza subtropical (RST4), causando enfermedad para las zonas 
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tropicales y subtropicales y exclusivamente para los subtrópicos, respectivamente (Nasdir, 

2003).  

1.4.2.1 Interacción con el huésped 

FOC RT4  coloniza a la musácea a través de sus raíces, atraviesa el rizoma y asciende por 

el pseudotallo por el xilema, bloqueando el paso de agua y nutrientes hacia las partes aéreas de 

la planta (Guo, et al., 2014).  

Los primeros síntomas externos del mal de Panamá comienzan con el amarillamiento y 

marchitamiento de las hojas más viejas y continúa hacia las más jóvenes, terminando en la 

muerte de la planta. Los síntomas internos, muestran necrosis y coloración marrón en el xilema 

tanto de pseudotallos como en los rizomas (FAO, 2020).  

FOC RT4 ha limitado drásticamente la producción de banano desde su detección en 

1990. Afecta a las plantaciones de Cavendish, principal subgrupo productor. Si bien está claro 

que la incidencia varía dependiendo de piso climático, calidad del cultivo, ésta enfermedad 

puede extenderse al 100% de los cultivos si no se detecta oportunamente.  

La propagación de material de plantación contaminado y la falta de esfuerzos por 

diversificar los sembríos de banano, han ocasionado un aumento en la vulnerabilidad hacia 

patógenos incontrolables. Durante todos estos años, se han realizado estudios basados en la  

prevención del hongo (Molina, 2009). En Filipinas, se llevó a cabo un plan de diagnóstico en 

campo mediante un biosensor, lo que proporcionó mayor cobertura de detección, identificación 

temprana y decisiones rápidas y eficientes. En función de la alta tasa de diseminación del hongo 

y su rápida infectividad del huésped, urge tomar medidas de bioseguridad a nivel internacional, 
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regional y local para evitar la diseminación de FOC-RT4. Sin embargo, la investigación se ve 

limitada a la prevención y no al tratamiento de la enfermedad una vez colonizada la planta (FAO, 

2020).  

1.4.2.2 Impacto y sistemas de regulación  

En el Ecuador, la Agencia de Regulación y Control Fitosanitario (Agrocalidad) es la 

encargada de tanto realizar y aplicar el plan de contingencia para la prevención de la entrada de 

FOC RT4 al país como del diagnóstico de fusariosis en banano (MAGAP, 2019).  

Para el mecanismo de exclusión, Agrocalidad ha implementado un sistema monitorizado 

en aduanas, haciendas, aeropuertos y vehículos (Agrocalidad, 2018). Estas medidas son 

extremadamente dependientes de preparación del personal, herramientas de diagnóstico, 

asesoramiento legal. Estas incluyen: medidas fitosanitarias para la importación de plantas,  

productos vegetales y del material vegetal para propagación; desinfección de herramientas y 

maquinaria agrícola, control en puntos de entrada (aduanas y fronteras), control de equipaje, 

tratamiento de calzado, control de medios de transporte, tratamientos fitosanitarios en 

haciendas y vigilancia fitosanitaria constante (Martínez-Solórzano, et al., 2020).   

El diagnóstico de FOC RT4 será mediante PCR en tiempo real de extractos de ADN de 

tejidos vegetales y aislados fúngicos. Desafortunadamente, se carece de herramientas eficientes 

y rápidas de detección de la enfermedad. Una vez que el hongo ha incursionado en un área, las 

medidas de exclusión serán inútiles y en tal caso, las medidas de contención deberán ser 

preparadas y analizadas. Estas comprenden, el acordonamiento y cuarentena de la zona, 

semaforización dependiendo del porcentaje de la zona diagnosticada. El control mediante la 

incineración de plantas infectadas y de plantaciones aledañas. Además, el ajuste de medidas de 
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bioseguridad para agricultores así como de herramientas y maquinarias de trabajo (Agrocalidad, 

2018).  

El patógeno tiene naturaleza compleja, al colonizar los rizomas y los vasos del xilema, no 

puede ser atacado por fungicidas. Además los aspectos epidemiológicos, no pueden ser 

determinados con eficiencia debido a la capacidad de supervivencia del hongo en el suelo (más 

de 30 años), diseminación rápida mediante vectores o fómites y se le agrega que el monocultivo 

de banano Cavendish es más susceptible por poseer variabilidad genética baja (Li C, et al., 2015). 

FOC RT4 recoloniza rápidamente el área ya que no existe la eliminación total del hongo.  

1.4.3 Secuenciación de RNA  

La secuenciación del RNA permite la identificación de transcritos y la cuantificación de la 

expresión génica, desde que se conoce que el RNA juega un papel importante como 

intermediario entre el genoma y el proteasoma. La clave de RNA-seq es la secuenciación de alto 

rendimiento para el descubrimiento de perfiles de expresión génica basado en variaciones de 

condiciones de tratamiento y así obtener la expresión diferencial de genes (DEG) (Conesa, et al., 

2016).  

RNA-seq no tiene limitación de uso para diferentes aplicaciones y escenarios de análisis, 

los científicos planifican estrategias dependiendo del organismo en estudio y los objetivos 

planteados. Es decir, si el organismo en cuestión ya posee una secuencia de genoma disponible 

en bases de datos, el estudio consistirá en la comparación y la identificación de las 

transcripciones mapeando las lecturas obtenidas de la secuenciación al genoma antes 

mencionado. Si el organismo, no posee genoma de referencia, el flujo de trabajo de RNA-seq 
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iniciará con el ensamblaje de novo de lecturas en contigs, para luego mapear las transcripciones 

contra el genoma ensamblado (Tong, et al.,2020).  

Figura 1 

Flujo de trabajo genérico para los análisis de RNA-seq. 

 

Nota. El gráfico representa los diferentes pipelines que se pueden seguir dependiendo del fin 
del análisis. Recuperado de Conesa, A., Madrigal, P., Tarazona, S., Gomez-Cabrero, D., Cervera, 
A., McPherson, A., Szcześniak, M. W., Gaffney, D. J., Elo, L. L., Zhang, X., & Mortazavi, A. (2016). 
A survey of best practices for RNA-seq data analysis. Genome biology, 17, 13. 
https://doi.org/10.1186/s13059-016-0881-8 
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1.4.3.1 Minería de datos  

El avance de la tecnología de información y comunicación ha permitido el desarrollo de 

grandes bancos inteligentes de datos que van desde posiciones geográficas hasta genoma de la 

mayoría de organismos conocidos (Wang, Miwa, & Morikawa , 2020). La minería de datos 

también conocida como el descubrimiento de conocimiento, es un proceso que recupera 

información útil de altos volúmenes de datos. Además, es muy utilizado en técnicas 

fundamentales para el preprocesamiento, agrupación, clasificación, identificación de nuevos 

valores o de valores atípicos, etc. (Bellinger, et al., 2017).  

En FOC RT4 los estudios para comprender los genes envueltos en la infección y 

colonización del hospedero son limitados, sin embargo el genoma de referencia y archivos de 

anotaciones de genes se encuentran disponibles. Esto último, sirve de gran apoyo para la 

investigación del transcriptoma y así conocer los factores claves que permiten al hongo 

colonizar la planta.  

1.5 Hipótesis 

Existen genes involucrados en la interacción entre Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

RT4 y Musa acuminata subgrupo Cavendish que no han sido reportados.  
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Capítulo II: MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1 Participantes 

La presente investigación ha sido elaborada por Stefanía Soledad Montesinos Ludeña 

egresada de la Carrera Ingeniería en Biotecnología, bajo la tutoría del  Ing. Francisco Flores Ph.D. 

docente investigador del departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura en la Universidad 

de las Fuerzas Armadas ESPE. El financiamiento de la investigación estuvo a cargo del 

estudiante. 

2.2 Zona de estudio 

El presente proyecto de investigación se realizó en la ciudad de Loja, mediante el uso de 

programas bioinformáticos disponibles en línea.  

2.3 Duración de la investigación 

El tiempo de duración de esta investigación fue de aproximadamente 5 meses. Se inició 

en el mes de septiembre de 2020 y culminó en enero del 2021 . 

2.4 Metodología 

El presente estudio se realizó en tres fases: La primera fase consistió en la obtención de 

la información de secuenciaciones de RNA previas, mediante la minería de datos. En la segunda 

fase se estandarizó el pipeline del workflow a seguir para el análisis diferencial y en la tercera 

fase se anotaron los genes expresados diferencialmente haciendo comparaciones con genes 

previamente reportados.  
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2.4.1 Elección de la plataforma de estudio 

Se escogió la plataforma Galaxy (https://usegalaxy.org) que posee su servidor en alianza 

entre la Universidad de Texas y Cyverse®. Su interfaz amigable con el usuario y la simplicidad al 

omitir la codificación de programas, permitieron la estandarización del pipeline adecuado para 

el análisis. Los datos de secuenciación se cargaron en la plataforma web Galaxy y se usó el 

servidor público en usegalaxy.org para analizar los datos (Afgan, et al., 2016).  

2.4.2 Obtención de información mediante minería de datos  

Se utilizó minería de datos para la recopilación de datos actualizados del análisis transcriptómico 

de la interacción entre banano Cavendish y FOC RT4. La información fue recolectada de bases de 

datos como Ensembl Fungi, NCBI, Mycocosms, KEGG, Google scholar y Elsevier. Se tomaron 

artículos publicados actuales con un rango de fecha de 2014 en adelante. Para la obtención del 

genoma de referencia de FOCRT4, se compararon tres bases de datos Ensembl Fingi, NCBI y 

Mycocosm, se eligió el genoma que tenía mayor cantidad de pares de bases, menos scaffolds y 

más similitud al momento de realizar un blasteo con genoma de Fusarium oxysporum f.sp. 

cubense raza tropical 1. Se realizó el análisis con datos de tres estudios diferentes de raíces de 

banano infectadas con FOCRT4, para así comparar la fiabilidad de los nuevos genes anotados.  

Para el primer análisis, se obtuvieron muestras del tratamiento para tres distintos tiempos de 

inoculación, a 0DPI, 2DPI y 4DPI (Guo, et al., 2014). Los controles fueron secuencias de raíces de 

banano sin inocular, para así eliminar las secuencias de RNA-seq del hospedero, como 

recomienda Wang, Z y colaboradores (2012).  

https://usegalaxy.org/
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Para el segundo análisis, los datos de tratamiento de las raíces de banano fueron a las 3, 27 y 51 

horas después de la inoculación. Los datos de control se tomaron de la misma referencia, con el 

mismo tiempo de inoculación (Li C, et al.,2015).  

Para el tercer análisis, los datos utilizados correspondían a las evaluaciones a las 0, 24 y 48 HPI. 

Tanto los datos de tratamiento como los de control fueron obtenidos de la Universidad de 

Agricultura de China Sur, (2020).  

2.4.3 Estandarización del pipeline para RNA-seq  

La estandarización del pipeline se estableció mediante consulta bibliográfica, en la que 

se menciona los pasos a seguir para tener un análisis de expresión diferencial preciso (Qi, et 

al.,2017).  

2.4.3.1 Ajuste del workflow  

El workflow a seguir va a contener los siguientes puntos:  

1. Análisis de calidad (FastQC) 

2. Recorte de los datos (adaptadores) (Trimmomatic) 

3. Análisis de calidad luego del recorte (FastQC) 

4. Alineación de los transcritos con el genoma de referencia del hongo (RNA STAR) 

5. Ensamblaje y cuantificación de los transcritos (StringTie) 
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6. Unión de transcritos ensamblados (StringTie merge) 

7. Comparación de transcripciones ensambladas con una anotación de referencia 

(FeatureCounts)  

8. Análisis de expresión diferencial (DESeq2) 

9. Filtración de genes con expresión diferencial significativa (Annotate) 

 

Desarrollo del workflow    

Se desarrollo el workflow en la plataforma de Galaxy, se construyó el pipeline con base 

en los pasos para un buen análisis de expresión diferencial. Se tomó en cuenta que cada output 

esté conectado correctamente con el siguiente paso. Se tomó en cuenta un cuadro de 

herramienta por cada dato obtenido; se diseñó el workflow de manera que el genoma de 

referencia y el archivo gft sean elegidos desde la historia.  
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Figura 2 

Diagrama del workflow de Galaxy server. Parte de análisis de datos y evaluación de datos. 

    

Nota. Pipeline realizado en el servidor Galaxy, que va desde los pasos de subida de datos, 
análisis de calidad, recorte de secuencias y alineamiento de secuencias.  
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Figura 3 

Diagrama de workflow de Galaxy server. Parte de análisis diferencial y conteo de genes 

reportados. 

 

Nota. Pipeline para análisis de RNA-seq utilizado en el ensayo, comprende el análisis diferencial 

y el conteo de genes para su reporte posterior. 
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2.4.4.2 Análisis de los datos obtenidos    

Para la evaluación de la información obtenida se utilizó FastQC, tiene como objetivo 

comprobar de forma sencilla la calidad de los datos de secuencia que provengan de pipelines de 

secuenciación de alto rendimiento, en este caso de RNA-seq. Proporciona un conjunto de 

análisis fáciles de comprender, con el fin de determinar si los datos tienen algún problema que 

debe ser arreglado antes de continuar (Andrews, 2010).  Se suben todas las muestras en 

formato fasta y se mantiene un k-mer de búsqueda estándar de 7.  

2.4.4.3 Selección de los parámetros a evaluar  

Los parámetros se seleccionaron con base en los resultados de FastQC, además al 

momento de descargar los datos de las fuentes se observó con que tipo de secuenciación 

habían sido obtenidos y si los datos eran de un solo extremo o emparejado. Los parámetros de 

cada uno de los datos fueron:  

Parámetros de las fuentes:  

 Longitud de read 

 Secuenciación 

 Layout (Simple o Pareado) 

 Contiene adaptadores  
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Parámetros de resultados de FastQC 

 Calidad por base de secuencia 

 Contenido GC 

 Contenido de N 

2.4.4.4 Recorte de secuencias   

El recorte de datos fue importante para obtener datos crudos limpios, es decir sin 

adaptadores, contaminantes o secuencias específicas. Al poseer secuencias generadas con 

Illumina Sanger, se procedió a utilizar Trimmomatic, ya que es específico para este tipo de 

secuenciación. Esta herramienta también permite eliminar lecturas si están por debajo de la 

longitud especificada. Además, corta bases al final de una lectura o secuencia si se encuentra 

por debajo del umbral de calidad (Bolger, et al.,2014). Se discernieron los datos que eran de uno 

solo extremo y los emparejados, posteriormente se escogieron las muestras de tratamiento y 

control. Para el caso de muestras de un solo extremo, se utilizaron los datos una sola vez como 

inputs para Trimmomatic y se mantuvo todo lo demás como predeterminado. Para las muestras 

emparejadas, se seleccionaron los datos y ser marcó como paired-end. Se mantuvo todo lo 

demás como predeterminado. Una vez terminado el recorte de los datos, se realizó una nueva 

ronda de FastQC para comparar las secuencias antes y después del tratamiento con 

Trimmomatic.  
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2.4.4.5 Alineamiento con genoma de referencia     

Se utilizó RNA STAR, el cual es un programa de alineamiento empalmado rápido y 

sensible. Además, el programa posee varias estrategias de alineación que están diseñadas para 

el mapeo de diferentes tipos de lecturas de RNA-seq (Dobin, et al., 2012). El genoma de 

referencia para FOC RT4 no se encuentra disponible en las bases de datos de Galaxy, por ende 

se usó el genoma de Ensembl Fungi. Nuevamente, se discriminaron los datos con base en si son 

de un solo extremo o emparejado. En este programa se añadió un nuevo parámetro de análisis, 

el sentido de la secuencia; unstranded (sin sentido), forward (adelante), reverse (atrás). Los 

datos obtenidos fueron todos unstranded.  

2.4.4.6 Ensamblaje de transcritos con anotaciones de genes  

Para el ensamblaje de transcritos se utilizó StringTie, el cual es un ensamblador rápido y 

altamente eficiente de alineaciones de RNA-seq. Asimismo, permite realizar ensamblajes de 

novo y cuantificaciones de transcripciones de longitud completa que representan múltiples 

variantes de empalme para cada locus génico (Kovaka, et al., 2019). Se utilizaron los outputs de 

RNA STAR para el experimento. Una vez que se obtuvieron los outputs de StringTie junto con el 

archivo gtf de referencia obtenido de Ensembl Fungi, se procedió a realizar una ronda de 

StringTie merge, para ensamblar todas las transcripciones resultantes en un solo conjunto de 

transcripciones no redundantes. De este modo, se genera un conjunto unificado global de las 

muestras de RNA-seq del estudio (Pertea, et al., 2015).  
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2.4.5 Análisis de expresión diferencial 

2.4.5.1 Determinación de los genes con expresión diferencial a partir de tablas de anotaciones   

Se realizó la comparación de transcripciones ensambladas con una anotación de 

referencia mediante FeatureCounts. Esta herramienta compara y evalúa la precisión de los 

ensambladores de transcripciones de RNa-Seq, como es el caso de StringTie. Para ello se 

utilizaron los outputs tipo gtf resultantes de StringTie  y el archivo gtf de referencia (Trapnell, et 

al., 2010). Para la medición de la expresión génica, de igual manera se utilizó FeatureCounts, la 

cual sirve conteo de lecturas de RNA-seq con características genómicas y así medir la expresión 

génica (Liao , et al. , 2013).  

2.4.5.2 Cuantificación de la expresión génica    

El siguiente paso del pipeline fue realizar el análisis con DESeq2. Este es un programa 

que estima la dependencia media de la varianza en los datos de ensayos de secuenciación de 

alto rendimiento. Asimismo, prueba la expresión diferencial basada en un modelo de 

distribución binomial negativa (Love, et al., 2014). Los outputs de featureCounts (outputs tipo 

DESeq2) se utilizaron para este programa. Se clasificó en dos grupos, tratamiento y control; y se 

seleccionó la tabla normalizada de conteo y la tabla normalizada de rLog como outputs 

adicionales.  

2.4.5.3 Anotación de genes sin reportar    

La visualización de los genes diferencialmente expresados se utilizó la herramienta 

Annotate, en donde se observó los genes mapeados con el genoma de referencia del hongo.  
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2.5 Análisis estadístico  

Los resultados de los ensayos se analizaron con DESeq2, se obtuvo la media, error 

estándar y el log2 de las anotaciones de los genes.  
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Capítulo III: RESULTADOS 

3.1 Plataforma utilizada  

La plataforma Galaxy server permitió la ejecución del proyecto. Para el análisis se 

crearon tres bases de datos o historias. El primer ensayo se denominó RNA-seq1, el segundo 

RNA-seq2 y el tercer ensayo RNA-seq3. En la parte inferior derecha, se pueden visualizar los 

archivos y outputs creados por cada uno de los trabajos en el pipeline.  

Figura 4 

Interfaz de Galaxy server.  

 

Nota. Interfaz de la plataforma utilizada, en donde se observa cada uno de los procesos 
realizados. Tomado de https://usegalaxy.org 
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3.2 Extracción de datos mediante minería de datos   

Tabla 1 
 Primer ensayo RNA-seq1 se utilizaron datos con los siguientes números de accesión de NCBI-
SRA. 

Ensayo RNA-seq1: Infección de las raíces de banano a los 0, 2 y 4 DPI 

Control Tratamiento 

 Control 1 SRR8872344 

 Control 2 SRR8872934 

 Control 3 SRR10137402 

 Tratamiento 1 SRR554395 

 Tratamiento 2 SRR554396 

 Tratamiento 3 SRR495216 

 

 

Tabla 2 
 Ensayo RNA-seq2 se utilizaron datos con los siguientes números de accesión de NCBI-SRA. 

Ensayo RNA-seq2: Infección de las raíces de banano a los 0, 24 y 48 HPI 

Control Tratamiento 

 Control 1 SRR12400582 

 Control 2 SRR12400581
  

 Control 3 SRR12400580 

 Tratamiento 1  SRR372769 

 Tratamiento 2 SRR3727687 

 Tratamiento 3 SRR3727684 
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Tabla 3 
 Ensayo RNA-seq3 se utilizaron datos con los siguientes números de accesión de NCBI-SRA. 

Ensayo RNA-seq3: Infección de las raíces de banano a los 0, 24 y 48 HPI 

Control Tratamiento 

 Control1 SRR12400582 

 Control2 SRR12400581  

 Control3 SRR12400580 

 Tratamiento 1 SRR10424537 

 Tratamiento 2 SRR10424536 

 Tratamiento 3 SRR10424535 

 

3.1.2 Análisis de calidad 

Al momento de realizar el análisis de calidad con FastQC, se obtuvo los resultados de 

estadísticas básicas, calidad de secuencia por base, calidad por score de secuencia, contenido de 

secuencia por base y contenido GC.  

Se evaluaron los 6 datos del primer ensayo RNA-seq 1 (controles y tratamiento) y se 

obtuvieron los siguientes resultados:  

Los datos de control 1, según los resultados arrojados por FastQC,  fueron secuenciados 

mediante Sanger/Illumina con un contenido de GC de 53%, óptimo para el análisis de expresión 

diferencial. Además la calidad de secuencia por base es óptima según se muestra en la Figura 5.  
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Figura 5 

Representación gráfica de los resultados de FastQC de muestra control1. 

 

Nota. Se puede observar que los reads tienen buena calidad por secuencia, además de contenido 
de GC aceptable y alta calidad por score de secuencia.  

 

Los resultados del control 2 muestran que fue generado con Sanger/Illumina y que 

posee un porcentaje de GC de 53%. Los datos se encuentran óptimos para realizar el análisis, 

como se muestra en la Figura 6.  
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Figura 6 

Representación gráfica de los resultados de calidad de FastQC de datos de control2. 

 

Nota. Se puede observar que existe buena calidad por base de secuencia, buen contenido de GC 
y de N, y no existe contaminación por adaptadores.  

 

El control 3 muestra similar naturaleza que los otros dos controles, con un contenido de 

GC de 53% óptimo, buen contenido de Nitrógeno y calidad de secuencia por base, como se 

muestra en la Figura 7.  
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Figura 7 

Resultados del análisis de la calidad de la secuencia del control 3. 

 

Nota. Se observa que los datos de control3 poseen buena calidad de secuencia por base y 
contenido de Nitrógeno por base. 

 

El tratamiento 1 muestra mayor inconsistencia en su calidad, tiene un contenido de GC 

óptimo de 52%, sin embargo esto se puede ver afectado por la baja calidad de secuencia por 

base, como se muestra en la Figura 8. Debido a esto se procedió a realizar el paso de recorte de 

datos para estabilizar la secuencia.  
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Figura 8 

Resultados del análisis de calidad de los datos de tratamiento 1. 

 

Nota. Se puede observar que existe lecturas en mal estado, con reads de 90. No obstante, posee 
buen contenido de Nitrógeno por base y bajo contenido de adaptadores.  

 

El tratamiento 2 tuvo un contenido de GC de 52%, pero al igual que el tratamiento 1, 

este se ve influenciado por la baja calidad de secuencia como se puede observar en la Figura 9.  
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Figura 9 

Resultados del análisis de calidad en la muestra de tratamiento 2. 

 

Nota. Se puede observar que existen secuencias de baja calidad, lo que afectaría en el análisis de 
expresión diferencial.  

 

En el caso del tratamiento 3, los resultados arrojaron que tiene un contenido de GC del 

52%, con secuencias de baja calidad. El contenido de Nitrógeno es bueno al igual que contenido 

de adaptadores como se evidencia en la Figura 10.  
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Figura 10 

Resultados del análisis de calidad de secuencias del tratamiento 3. 

 

Nota. Se puede observar que existe contenido de GC óptimo. Además, se observa que existen 
niveles altos de duplicación de secuencia.  

 

Los resultados del análisis del ensayo RNA-seq 1 demuestran que todos los datos de 

muestra se pueden utilizar para el análisis de expresión diferencial. Sin embargo, se debe 

proceder a realizar el siguiente paso, para mayor eficiencia en el mapeo de secuencias.  

Los datos de los ensayos RNA-seq 2 y RNA-seq 3 mostraron comportamiento parecido a 

los resultados obtenidos de FastQC.  Por ello, se procedió a realizar el recorte de secuencias.  
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3.1.3 Recorte de datos  

El recorte de datos se realizó para cada uno de los datos tanto de control como de 

tratamiento para los tres análisis. Utilizando Trimmomatic se logró obtener secuencias sin 

adaptadores y con longitudes de reads de 90. Como se puede ver en la Figura 11, se puede ver 

que como las secuencias de baja calidad fueron cortadas y únicamente quedan de buena 

calidad, comparado con la Figura 8.  

Figura 11 

Representación gráfica de la calidad de secuencias resultantes del recorte de datos con 

Trimmomatic en el tratamiento 1 forward del análisis RNA-seq 1. 

 

Nota. Se observó que existen secuencias de longitud de 90, con buena calidad. Se hace la 
distinción ya que se usó secuencias emparejadas.  
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Los resultados del análisis de calidad de secuencias después de aplicación de recorte de 

datos mediante Trimmomatic para las muestras de los ensayos RNA-seq 2 y RNA-seq 3, se 

encuentran en los anexos 1 y 2 respectivamente.  

3.1.4 Alineamiento de los transcritos con el genoma de referencia  

El alineamiento se realizó mediante el uso de RNA STAR, y se obtuvo una tabla por cada 

una de las muestras. En ellas se encuentra representado el número de alineamientos por 

secuencia de contigs, además si existe la presencia de scaffolds y se puede ver representado en 

la Figura 12.  
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Figura 12 

Representación de tabla de datos con la agrupación de los mapeos con el genoma de FOC RT4 

con datos de tratamiento 1 del análisis RNA-seq1. 

 

Nota. Las filas representan cada uno de los parámetros que se consideraron: 1. Nombre contig, 
2. Marcaje, 3. Nombre del read, 4. Posición, 5. Mapeo de secuencia, 6. Media, 7. Media posición, 
8. Secuencia.  
 

Las columnas, de la tabla obtenida por RNA-STAR, más importantes son el nombre del 

read, posición, mapeo de secuencia y la secuencia, ya que esos servirán de base para el 

reconocimiento de la expresión diferencial en el siguiente paso.  

3.1.5 Ensamblaje y cuantificación de transcritos  

Se aplicó FeatureCounts en los outputs (mapped.bam) obtenidos de RNA STAR y de igual 

manera se obtuvo una tabla para cada una de las muestras. En la tabla se detalla el número e 
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identificación del gen (geneID) y el número de transcripts que fueron mapeados y ensamblados, 

se muestra en la Figura 13.  

Figura 13 

Ensamblaje y mapeo de transcritos mediante RNA STAR. 

 

Nota. Se observa la cantidad de transcritos que fueron mapeados al genoma y a cada uno de los 
genes que se encuentran anotados dentro de los archivos gft.  

 

Los resultados del análisis de secuencias mediante featureCounts para las muestras de 

los ensayos RNA-seq 2 y RNA-seq 3, se encuentran en los anexos 3 y 4 respectivamente. 
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3.2 Análisis de expresión diferencial  

3.2.1 Análisis de expresión diferencial a partir de tablas de anotaciones  

Se realizó el análisis de expresión diferencial para los tres ensayos, mediante la 

utilización de DESeq2 y se generaron las siguientes gráficas. Las Figuras 14, 15 y 16 

representan los resultados del ensayo RNA-seq1.  

Figura 14 

Heatmap de distancias entre muestras del ensayo 1. 

 

Nota. Se agruparon por tratamiento y control, se puede observar la distancia que existe entre los 
datos inoculados en raíces de banano e inoculados en medio de cultivo.  
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Figura 15 

Diagrama de dispersión de las muestras de los tres ensayos de RNA-seq. 

 

Nota. Representa la estimación ajustada de la cantidad de genes que fueron expresados 
diferencialmente (rojo) en comparación con los genes  que fueron expresados (azul). Los puntos 
en color negro representan la cantidad de genes que fueron encontrados pero no 
necesariamente diferencialmente expresados. 
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Figura 16 

Diagrama MA que representa tratamiento frente a control.  

 

Nota. Los puntos de las muestras con valores extremos a lo largo del eje, representan los genes 
que tienen niveles de expresión altamente diferenciales. Además al normalizar los datos se 
observa que existe linearidad en los datos. 

3.2.2 Anotación de todos los genes encontrados del patógeno  

Se obtuvieron los siguientes genes que fueron expresados diferencialmente, se tomaron 

en cuenta aquellos con p-value menor a 0.05. Los genes que se obtienen con nombre N/A son 
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aquellos que no han sido reportados previamente y que se debe comparar con bases de datos 

existentes y así observar si hay similitudes.  

Figura 17 

Reporte de genes expresados diferencialmente encontrados en los tres ensayos de expresión 

diferencial. 

Nota. Se realizó la comparación y la unión de las tablas de las muestras de los tres análisis, ya 
que se observó que existen los mismos genes y se agregaron aquellos que eran distintos en cada 
uno de los análisis.  

3.2.3 Genes sin reportar  

Los genes sin reportar fueron comparados, mediante alineación, con bases de datos como 

Kegg, MycoCosm, Gene Ontology (GO) y NCBI. La mayoría de genes se encuentran anotados 

como proteínas sin caracterizar. En la Tabla 1, se puede observar la cantidad de DEGs y las 

características que presentan.  
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Tabla 4 
 
Genes expresados diferencialmente, comparados con bases de datos KEGG.  
 

Características  Cantidad de DEGs 

Involucrados en ataque de pared celular  
 

Up-regulated   

Ribosome 69 

Biosynthesis of amino acids 55 

Carbon metabolism 39 

Ribosome biogenesis in eukaryotes 35 

RNA transport 28 

2-Oxocarboxylic acid metabolism 23 

Citrate cycle (TCA cycle) 20 

Carbon fixation pathways in prokaryotes 9 

Nitrogen metabolism 9 

Down-regulated  

Tyrosine metabolism 17 

Styrene degradation 6 

 

La comparación se realizó mediante las plataformas KEGG y GO, utilizando como 

referencia estudios realizados por Zuo y colaboradores (2017). Hubo un total de 18.065 genes 

codificadores que existen en el genoma completo, de ellos, como resultado de DESeq2, 12.810 

fueron expresados diferencialmente. Se hizo la filtración de los datos mediante el p-value. 

Aquellos que tenían p-value menor o igual 0.5 se escogieron para el estudio. Se obtuvieron 1249 

DEGs, de los cuales 310 representaban proteínas caracterizadas como DNA polimerasa, proteína 

SIX y beta-galactosidasa. Los 939 genes restantes se encontraban descritos como proteínas 

hipotéticas sin caracterizar. La comparación se realizó mediante las plataformas KEGG y GO, 

utilizando como referencia estudios realizados por Zuo y colaboradores (2017). Los resultados 

del análisis con DESeq2 de los tres ensayos mostraron que los DEGs que se repetían fueron:  
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 Argininosuccinate lyase 

 Chitin synthase  

 Protein kinase  

 G-protein  

 Mitochondrial protein  

 F-box protein  

 Glucosidase 1  

 Transcription factor  

 Secreted protein SIX1 

 GMC-oxidoreductase 

 D-amino-acid oxidase 

 Amidohydrolase ytcJ-like 

 Triacylglycerol lipase  

 pH-response regulator protein palA/rim-20 
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 flotillin-2 

 beta-glucosidase 

 4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine phosphate synthase  

 striatin Pro11 

 taurine dioxygenase  

 DNAJ like subfamily B member 12 

 Ubiquitin conjugation factor E4 B  

 Xanthine dehydrogenase  

Los DEGs que codifican para las proteínas caracterizadas fueron Argininosuccinate lyase, Chitin 

synthase, Protein kinase, G-protein, Mitochondrial protein, F-box protein, Glucosidase 1, 

Transcription factor y Secreted protein SIX1, siendo estas proteínas previamente descritas. Las 

13 proteínas anotadas restantes, son proteínas caracterizadas, sin embargo no son DEGs 

anotados en el genoma de referencia del hongo o en los archivos gtf de FOC RT4. Por ende, se 

conoce como DEGs nuevos anotados, después del ensayo de análisis de expresión diferencial 

delos datos de secuenciación de RNA-seq.  
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Capítulo IV: DISCUSIÓN 

Genes expresados diferencialmente en FOC RT4 inoculado en raíces de banano 

El objetivo de la presente investigación es la identificación y anotación de genes sin reportar 

de FOC RT4 al ser inoculado en raíces de Musa acuminata sub. Cavendish.  

En primer lugar, es necesario obtener data que sea confiable y que haya sido generada con 

buenas técnicas de secuenciación, ya que al momento de realizar los análisis para datos 

resultantes de secuenciación avanzada de RNA, se pueden observar secuencias de mala calidad 

que afectarían el ensayo de expresión diferencial, considerándose como contaminantes 

(Andrews, 2010). Desde la Figura 5 hasta la Figura 10, se observa que existen secuencias de baja 

calidad sin embargo, con la aplicación de software de recorte de datos, la calidad de secuencias 

fue óptima para el desarrollo del análisis. Además, que todas las secuencias presentaron 

contenidos de GC (Guanina-Citosina) aceptables para el estudio.  El recorte de datos de 

secuenciación es fundamental para obtener muestras de alta calidad y alta confianza para ser 

utilizadas en datos posteriores. Además, los datos pueden sufrir contaminación con 

adaptadores, sesgos de contenido de bases y secuencias con representaciones inexactas de las 

secuencias originales (Chen, Zhou, Chen, & Gu, 2018). En la Figura 11, se aprecia el recorte de 

datos que fue realizado en una de las muestras del ensayo RNA-seq1; este, comparado con los 

resultados previos del análisis de calidad, se puede observar que existe disminución de 

secuencias de baja calidad y contaminantes.   

 

En ausencia de anotaciones recientes tanto de genes como de genoma, el desarrollo del 

workflow con base en el ensamblaje de novo de datos de RNA-Seq fue la opción más viable para 
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el estudio del transcriptoma de FOC RT4. Para obtener la descripción general del perfil de 

expresión de FOC RT4 frente a su hospedero, banano Cavendish, se  tomaron muestras de 

estudios que realizaron la inoculación del hongo en raíces de plantas desarrolladas. Los datos 

fueron comparados con datos de secuenciación del hongo sembrado en medio de cultivo 

artificial, para así adquirir genes, cuya expresión haya sido alterada específicamente cuando el 

hongo se encuentre en contacto con las raíces (Wang , et al., 2012).   

El alineamiento de los transcritos a la secuencia de genoma, fue un punto clave para un 

correcto mapeo de los genes que pudieron tener expresiones altamente diferenciales. Según 

Parsania (2019), el alineamiento es importante para lograr que lecturas no contiguas se asignen 

directamente al genoma y no existan errores en el mapeo. En los resultados de RNA STAR, se 

observa que existen varias secuencias que fueron alineadas al genoma, en donde se agruparon 

por el nombre del gen y por el tamaño de los reads. Además, al momento de hacer el 

alineamiento de los genes se comprueba que los datos están correctos ya que presentan 

similitudes entre el genoma de referencia y las anotaciones.  

El ensamblaje y la cuantificación de los genes agrupa de mejor manera, los reads que fueron 

alineados al genoma previamente. featureCounts permite la asignación de reads precisos 

mediante la correlación que existe entre la ubicación del mapeo de cada base con la región 

genómica para cada una de las características. Además, permite la asignación de reads en 

cualquier espacio que pueden ser inserciones, deleciones, unión exón-exón o fusiones (Yang , 

Gordon , & Wei , 2014). Por eso, como se muestra en la Figura 13, para cada uno de los genes 

(geneID), se asignaron reads dependiendo de sus características que más tarde pueden servir 

para comparar la expresión en cada uno de los tratamientos.  
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El análisis de expresión diferencial se realizó mediante DESeq2, en la Figura 14 se observa un 

diagrama de calor de distancias entre muestras. Existe correlación entre cada una de las 

muestras que fueron ensambladas. El diagrama fue generado utilizando la relación log2 de los 

datos de transcripción de FOC RT4 en medio de cultivo frente a los datos de transcripción de 

FOC RT4 en la etapa vegetativa dentro de las raíces de banano (0DPI), a los 2DPI y a los 4DPI 

para el ensayo RNA-seq1.  

Luego de realizar el análisis con DESeq2, se procedió a realizar la anotación de los DEGs 

mediante Annotate, en donde se encontraron que de los 18.065 genes codificadores que existen 

en el genoma completo, 12.810 fueron expresados diferencialmente. Para la mayoría de ellos no 

existió expresión diferencial significativa, por ende, se escogieron aquellos genes cuyo p-value 

fuese menor o igual a 0.05. Después del filtrado, se encontraron aproximadamente 1249 DEGs y 

de ellos 310 representaban proteínas conocidas como DNA polimerasa, proteína SIX, 

betagalactosidasa entre otras. La mayoría de los 939 genes restantes están descritos como 

proteínas hipotéticas sin caracterizar, siendo estos genes que no han sido reportados y que se 

expresan diferencialmente cuando el hongo está colonizando las raíces (Guo, et al., 2014).  

La anotación de los genes de expresión diferencial encontrados, será la base para nuevos 

estudios sobre el uso de genes involucrados en la infección y la colonización de las raíces de 

banano, por parte de FOC RT4. Esta investigación se centró en la anotación de los genes 

importantes para el hongo, al momento de encontrarse en contacto con el huésped. Esto 

debido a la importancia económica que conlleva la producción de banano y las pérdidas 

causadas por el marchitamiento por Fusarium. Las siguientes proteínas que son codificadas por 

DEGs y que fueron encontradas en los tres ensayos, fueron previamente reportadas por Guo y 

colaboradores (2014): Argininosuccinate lyase, Chitin synthase, Protein kinase, G-protein, 
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Mitochondrial protein, F-box protein, Glucosidase 1, Transcription factor y Secreted protein 

SIX1. Hay otras proteínas para las que se encontró expresión diferencial significativa en el 

análisis, pero no han sido reportadas previamente y que cumplen un papel importante en la 

virulencia y patogenicidad del hongo. Por ejemplo, la proteína resultante GMS-oxidoreductase 

es sobreexpresada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, estudios de Kawabe y 

colaboradores (2011) muestran que es una proteína utilizada como biocontrol de hongos no 

patógenos de plantas. La enzima D-amino-acid oxidase, tiene como actividad la oxidación 

enantioselectiva de aminoácidos (Gabler & & Fischer, 1999). La proteína Triacylglycerol lipase 

tiene actividad de metabolismo lípidico, lo que sugiera que puede ser una proteína que permita 

el ingreso del hongo a través de las células, conjuntamente con flotillin-2 que según Haney y 

Long (2010) son moléculas que se encuentran activas durante la patogenicidad, endocitosis y la 

formación de membranas en hongos. La proteína de regulación pH-response regulator protein 

pala/rim-20 es propio de Fusarium oxysporum, el cual le permite la escisión proteolítica de 

factores de transcripción en presencia de medio alcalino. Los demás genes están envueltos en la 

patogenicida del hongo, ya que permiten la colonización del hongo a las células de las raíces de 

la planta. Los genes que codifican para las proteínas previamente descritas, fueron expresados 

diferencialmente en los tres ensayos, indicando que estos genes se encuentran al momento de 

la infección del hongo a las raíces de la planta de banano tipo Cavendish.  
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Capítulo V: CONCLUSIONES 

 

 Los datos de secuenciación de alto rendimiento de RNA-seq reportados en múltiples 

estudios, sirvieron para la detección de genes que son expresados diferencialmente al 

momento de la interacción entre el hongo y el huésped Cavendish.  

 Se identificaron alrededor de 12.810 genes que fueron expresados diferencialmente y 

mediante filtración de p-value se encontraron 1.249 DEGs.  

 Se encontraron 310 DEGs reportados bajo proteínas efectoras conocidas  como SIX, DNA 

polimerasa, etc., los 939 restantes se anotaron como proteínas hipotéticas sin 

caracterizar. Se anotaron 13 genes sin reportar que fueron expresados diferencialmente 

en los tres ensayos, y cuya función tiene relación con la patogenicidad del hongo.  
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Capítulo VI: RECOMENDACIONES 

 Se recomienda realizar el ensayo de expresión diferencial en hojas y frutos, para así 

conocer si estos sirven como fómites. Además, para obtener una idea clara de cómo se 

encuentra el hongo atacando a estas partes del huésped.  

 Se recomienda realizar la selección de hifas y conidios como posibles objetivos para 

hacer el análisis de expresión diferencial de genes y así desarrollar el tratamiento de 

eliminación de  las esporas latentes del hongo.  
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