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Fusarium oxysporumt. sp. cubense

raza tropical 4
(FOC RT4)

Se perdieron en el siglo XIX
por FOC RT1
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FOC RTA4

SIX1
Secreted in xylem 1

SGEL1
Six Gene Expression 1

ERG11

cytochrome P450
lanosterol C-14a-demethylase

\/elvet

_2021.igem.org. International Genetically Engineered Machine (IGEM) ;
‘Ecuador
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Introduccion

*Posee homologos en algunas formas especiales de FOC
*Su delecion genética causa graves dafios a la virulencia del hongo

*Regula la expresion de los genes SIX
+Influye en la produccién estable de conidios

*Vinculado en la sintesis de ergosterol (componente de la membrana celular fungica)
*Papel en formacion de conidios

*Papel en el desarrollo de hifas conidios
*Produccion de inductores de virulencia
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Silenciamiento de ARN en hongos

generado por dsRNA

Introduccion
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Silenciamiento de ARN en hongos

generado por dsRNA

AN XA
repetitivo
i QDE-1
= Quelling ; ODE3
en hongos
o : aRNA uly
lnamentosos oDE1 7 ARN
con ‘ polimerasa

dependiente
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Introduccion

iano, M., di Bernardo, M., & di Bernardo, D. (2011). Modeling RNA
. https://doi.org/10.1186/1752-0509-5-19




Silenciamiento de ARN en hongos

generado por dsRNA

Introduccion

dsRNA gt 1L
Paso1‘ DCL-2 [ Dicer
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Complejo
RISC-siRNA 15

iano, M., di Bernardo, M., & di Bernardo, D. (2011). Modeling RNA
. https://doi.org/10.1186/1752-0509-5-19



Silenciamiento de ARN en hongos

generado por dsRNA

Ago
Complejo
RISC-siRNA °€

P 3 Reconocimiento
aso del objetivo

Complejo
MRNA-siRNA-RISC

Paso 4 ' Degradacién mRNA
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Introduccion
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Silenciamiento de ARN en hongos

generado por dsRNA
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olymerase involved in posttranscriptional gene silencing has two distinct activity modes.
)00780-3/ATTACHMENT/46D7C603-8719-4F27-B4FE-CO03DFC36FC1/MMC4.JPG




Silenciamiento de ARN en hongos

generado por dsRNA

Ago
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Introduccion
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Modelamiento matematico deterministe ,
de sistemas biologicos Introduccién

Formulacion de

Determinaciony

reacciones . .
) o estimacion de
bioquimicas .
. ) , parametros
Considera la cantidad de moléculas transformadas para
cada sustancia o especie, velocidades de reaccion y
coeficientes estequiométricos
Validaciony Desarrollo de
. . . ] ajuste de modelo
Conjunto de partes similares que trabajan en armonia -
para cumplir alguna funcion fisiolégica determinada modelos matematico
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Modelado de sistemas bioquimicos: De la Ley de Accién de Masas a la Aproximacion Lineal del Ruido.
strial RIAI, 12(3), 241-252. https://doi.org/10.1016/J.RIA1.2015.06.001



13

/.
Objetivos




14

Objetivo General Objetivos

Modelar matematicamente el
silenciamiento de los genes Velvet, SIX1,
ERG11l y SGE1 de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense raza tropical 4, con ARNs de
interferencia generados mediante ARNs

de doble cadena sintéticos

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

HESPE




Objetivos Especificos

 Formular reacciones
bioquimicas que expresen el
comportamiento del
mecanismo de silenciamiento
de los genes Velvet, SIX1,
ERG11 y SGE1 de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza
tropical 4, por ARNs de
interferencia generados con
ARNSs de doble cadena
sintéticos.

e Desarrollar un
modelo matematico
para el
silenciamiento de
los genes
especificados a
partir de las
reacciones
bioquimicas
establecidas.

15
Objetivos

e Simular in silico la
cinética de las
reacciones
bioquimicas
formuladas con el
modelo matematico

, D E
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Metodologia




Contenido

Materiales

dsRNA sintético disenado por el
equipo IGEM Ecuador para silenciar
los genes objetivo: SIX1, SGE1,
ERG11y Velvet

ECUADOR

1.igem.org. International Genetically Engineered Machine (IGEM)
ador
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Metodologia

®

Desarrollo modelo Simulacion in

Formulacion de

reacciones matematico silico de modelo
bioquimicas del determinista matematico
mecanismo

silenciamiento de
los genes Velvet,
SIX1, SGEly
ERG11
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Reacciones quimicas

Revision bibliogréafica

Esquema del proceso biolégico

Identificacion de moléculas
(especies) que intervienen

Formulamos las reacciones, considerando
reactantes y productos

Distinguir e investigar los parametros que
intervienen (velocidades de reaccion)

Llorens, R., Requena, A., & Pico, J. (2019). Characterization of Gene Circuit Parts Based on
nts. ChemBioChem, 20(20), 2653—2665. https://doi.org/10.1002/CBIC.201900272
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Metodologia

Estimar los parametros que no
se encuentran en literatura

Taza de transcripcion del mRNA SiRNAs producidos por
objetivo el corte de Dicer

Promedio de las siguientes férmulas

pb dsRNAy
. Lmg X Lpy X=——7—
K TN = D S X Epol 25
Lmy X Lpy Resultado redondeado
kmy max = CDSy, X Epol al minimo

Donde:

Lmg : Limite inferior taza de transcripcion,

Lmy : Limite superior taza de transcripcion,

Lp, : Limite superior taza de traduccion,

CDSpy, : Tamano de la secuencia codificante del gen objetivo,

Epol : Eficiencia de la polimerasa o E S p E
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Modelamiento de ARN1 Metodologia

Velocidad de reaccién
/7

Reactantes

k
2 H2 + 02—> 2 HZO Productos

-

Coeficientes estequiométricos

d[H,]
Aplicacion dtz = —2k[H,]? [0,]
d[0,]
" 22l = k1[0,
Ley de Accion de Masas (LAM) d[H,0]
—— = +2k[H,][0,]

ESPE
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Simulacion in silico Metodologia

<\ MATLAB

» Almacenamiento de parametros generales, condiciones iniciales, rango de
tiempo y matriz base para Ecuaciones Algebraicas Diferenciales (DAES)
para simular el mecanismo de silenciamiento

: y,
Para resolver el sistema
d? Ecua?'ones o « Un script para cada uno de los genes X objetivo h
Diferenciales Ordinarias « Establecimiento de parametros especificos de cada gen objetivo,
(EDO) se utilizé la funcion configuracion de la integracion definida de odel5 y almacenamiento de
los resultados obtenidos y
ode13 )

* Funciones para graficar los comportamientos de cada especie bioquimica,
graficas comparativas de los modelamientos e interaccion de dosis -
respuesta

_. THE MATLAB ODE SUITE. SIAM Journal on Scientific Computing, ;

J
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Resultados y
Discusion




Reacclones quimicas

= Produccién de los genes de interés
dentro del hongo

kmy
— S mRNAy

dmy
MRNA;,—>

Donde:
kmy es la taza de transcripcion del mRNAy del gen X
objetivo y dmy es la taza de degradacion del mRNAy

Resultados y
Discusion

SIX1 SGE1

ERG11 g Velvet
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Reacciones quimicas Resultados y
Discusion

La proteina Dicer identifica el Las moléculas de siRNAy se cargan

dsRNAy y lo segmenta en X en el complejo RISC, se separa una

fragmentos cortos de siRNAy hebra de siRNA y se degrada

I kRI I
kp; SiIRNA —— (RISC - siRNA)
dSRNAX — X siRNA deI
dsi
SIRNA—Q
Donde:

Donde: o _ kg; es la taza de formacion del complejo
kp; es la taza de escision de Dicer (RISC - siRNA), kdpg, es la tasa de disociacién del

complejo (RISC - siRNA) y dsi es la taza de
degradacion de siRNA.

() ESF’E

S UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Reacciones quimicas Resm v
Discusion
Reconocimiento del mRNAy objetivo y union al complejo (RISC - siRNA), escision
del mRNAy para silenciarlo, acumulaciéon de mRNAg y posterior degradacion

k¢
(RISC - siRNA) + mRNAy — (RISC - siRNA - mRNAy)
c

Ky
(RISC - siRNA - mRNAy) = (RISC - siRNA) + mRNAp

dmp
MRNAz—Q

Donde:
k. es lataza de union del complejo (RISC - siRNA) con mRNAy,kd es la tasa de disociacion del complejo

(RISC - siRNA - mRNAy), k,, es la taza de formacion del mRNAg y dmg es la taza de

degradacion de mRNA, { - E S p E
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Reacclones quimicas

mRNAjg es considerado aRNA por
RdRP, a través del cual sintetiza el
dsRNA

ka
mRNAg — dsRNAy
Donde:

k, es la taza de amplificacion de dsRNAy por RARP
Absorcion de dsRNA sintético (dsX)
supuesta a través de la endocitosis
mediada por clatrina

d[dsXi]  V pay [dsX]
dt K ., + [dsX]

Donde:

Estimacion de parametros

g 25

Resultados y

Discusion

especificos de cada gen de interés

Parametro

kmyg
Xvg
kmgx

Xsix

kmggg

XSGE

kmggg

XERG

Descripcion

Taza de transcripcion de mRNA del
gen Velvet

siRNAs del gen Velvet

Taza de transcripcion de mRNA del
gen SIX1

SiRNAs del gen SIX1

Taza de transcripcion de mRNA del
gen SGE1

siRNAs del gen SGE1

Taza de transcripcion de mRNA del
gen ERG11

SiRNAs del gen ERG11

Valor

3 molec™! -min~1

18

5 molec™! - min~?1
19
3 molec™! -min~?!
19

2 molec™! - min~1

15

V nax €S la tasa de internalizacion maximay K ,,, es la concentraciéon

5HESPE
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Modelo matematico Resultados y

Discusion
Concentraciones de proteinas Dicer, complejos RISC y enzimas RdRP son lo suficientemente
grandes y constantes, por lo que las fluctuaciones con el tiempo pueden descuidarse

dsRNA sintético que ingresa al hongo sera la condicion inicial de concentracién de dsRNA que
desencadena el mecanismo

Supuestos del
modelo ODE, Conversion de dsRNAs en X siRNAs (aproximadamente 25 nt) toma en cuenta como una
disefiado para reaccion irreversible y rapida

una célula fungica
como FOC
TR1/TRA4:

‘ X es el niumero de siRNAs que depende de la longitud del ARN diana

Una molécula de siRNA basta para escindir el ARN objetivo y, detras, iniciar el mecanismo de
silenciamiento del ARN

objetivo del gen X es my y mg es el mRNA degradado

P i
e UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
U INNOVACION PARA LA EXCELENGCIA

‘ dsX son las moléculas de dsRNA del gen X, si denotara al siRNA, RI es el complejo RISC, el mMRNA




P %
Modelo matematico Resultados y

Discusion
mMRNA d[my] . :
objetivo th = kmy — kc[my][RI - si] + kdc[RI - si - mx] — dmy[my]
d[dsX]
b —kp;ldsX] + ky[mpg]
d[si] . . .
T X kp;ldsX] — kg;[si] + kdg;[RI - si] — dg;[si]
d[RI - si] . . . . .
T kp;[si] — kdg;|RI - si] — kc[my][RI - si] + kd[RI - si - my] + k,[RI - si - my]
d[RIl - si-m
[ ; X b Imy[RT - si] = kdg [RI - si - myg] — ko [RI - si - 1]

d[mg|

= ky|RI - si - my] — dmg|[mg] — kq|mg]

dt




-
(=]
o

[42)
o

dsRNA Velvet (molec)

[=]
o

Rl.si (molec
=
8 8

o
o

o
o

o
o

(\

o
o

N B O ®

o
o

RI.si.mVE (molec)

o

0

Simulacion in silico

siRNA (molec)

o

1000

mRNA Velvet (molec)

mRNAg (molec)

o

15

500

15

15

Resultados y
Discusion

= Comportamiento
de las especies
bioquimicas en el
modelamiento del
ARNi del gen Velvet
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Simulacion in silico

siRNA (molec)

120 |

100

80 I

60 |-

40

20

Velvet
SIX1

SGE1 |7
— ERG11

Tiempo (h)

Resultados y
Discusion

= Comparacion de
modelamientos de
los cuatros genes
objetivo, con
relacion al
comportamiento del
SiRNA vs. tiempo
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Simulacion in silico Resultados y

, . Discusion
140 Velvet |
SIX1
. SGE1
120 .‘". — ERG11 | _ .,
= Comparacion de
100} - modelamientos de
3 los cuatros genes
2 8of . : -
= objetivo, con
<< .,
E‘é 60 | - relacion al
comportamiento del
or | mRNA basura vs.
20—/ . tiempo
0 1 1 1 1
0 5 10 15 20

Tiempo (h)

s
[ "
1,
S2E
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Simulacion in silico

mRNA SIX1 (%)

0.8

o
[=2]
T

o
~
T

02

0.4

[dsRNA]

0
=300
600
=900
1200

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Tiempo (h)

Resultados y
Discusion

= Relacion de la
expresion del mRNA
del gen SIX1 frente a
varias
concentraciones de
dsRNA (Relacion
Dosis — Efecto)




Simulacion in silico

o
o

mRNA objetivo (%)
o o o o
N w i3 w

<
-

o

T T T T T T I T

[dsRNA]

[Velvet]= 1670 molec
[SIX1]= 2630 molec
[SGE1]= 1560 molec

[ERG11]= 1350 molec | |

0.1 0.15 02 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45

Tiempo (h)

Resultados y
Discusion

= Relacion de la dosis
necesaria de dsRNA
de cada gen objetivo
hasta alcanzar un
maximo nivel de
inhibicion en un
tiempo definido
(Relacion Dosis —
Efecto)
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Conclusiones y
Recomendaciones




Conclusiones Conclusiones y
Recomendaciones

* Las reacciones bioguimicas * A partir de las reacciones » En |la simulacion

formuladas del mecanismo pioguimicas, se desarrollo computacional’'de cada

de silenciamiento “Quelling”, un modelo matematico modelo matematico

se aproximan al mecanismo pPaseen fiermadeun resultante, se identifico el

supuestamente utilizado por Sistema de ODES y'se o MISmOo efecto de saturacion

F. oxysporum para degradar adapto para cada gen de encontrado en

los genes Velvet, SIX1, Interes, aplicandoilos EXPermentacion in\vivo. Y se

ERG11 y SGE1 por medio parametros especificos encontro gue los

de dsRNA. correspoendientes. parametros; kmy Yy X', Si
influyen en el silenciamiento
de ARNenhongos.
SEe necesita una infima
CONCEeNtracion para silenciar;
el gen oebjetivo en 5 dias.
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Recomendaciones

Definir experimentalmente los
parametros los siguientes
procesos y con ellos ajustar el
modelo

Produccioén de
MRNA de
interés por

parte de FOC
RT1/RT4

Endocitosis
mediada por
clatrina

Reducir el modelo matematico
por medio de Aproximacion
Quasi-Estacionaria (QSSA)

Formacion del
complejo
RISC-siRNA-
MRNA

Produccion del
SiRNA

ano, M., di Bernardo, M., & di Bernardo, D. (2011). Modeling

A R
\ ms oloO100
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Conclusiones y
Recomendaciones

Modelar a través de
la reaccioén
enzimatica de
Michaelis — Menten
el siguiente proceso

Formacion del
complejo RISC-
siRNA-mRNA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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