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Resumen

Entre los mas importantes productos agricolas del Ecuador encontramos al banano, alimento
basico de la dieta en el pais, fuente de trabajo para mas de 2.2 millones de personas y causa de
grandes aportaciones econdmicas anuales por su exportacién a nivel mundial. Actualmente se
ve amenazada por la enfermedad del marchitamiento por fusarium del banano, causada por
Fusarium oxysporum f.sp. cubense raza tropical 4 (FOC RT4); para la cual ain no se han
encontrado cultivos resistentes o algin control quimico para frenar su diseminacion. Por ello en
2019, se desarrollé el proyecto “AgroBactory 593: una plataforma bacteriana para producir
bioplaguicidas especificos” del equipo estudiantil iGEM Ecuador, donde se disefié un sistema de
transcripcién heteréloga de ARNs de doble cadena (dsRNA) con el objetivo que desencadenen el
mecanismo de silenciamiento post-transcripcional por ARN de interferencia (ARNi). En el
proyecto se planted la produccion de dsRNA sintético para los genes Velvet, SIX1, SGE1 y ERG11
de FOC RT4. Para comprender mejor este mecanismo de silenciamiento en hongos “Quelling” se
realizd su modelamiento matematico determinista por medio de reacciones bioquimicas y se
simuld in silico a través del programa MATLAB. Se logrd expresar el efecto de saturacién que
afecta a este sistema a nivel experimental segln bibliografia y se observéd que las dosis de
dsRNA necesarias para realizar un mismo efecto de silenciamiento, varian entre genes objetivo.
En un tiempo de 5 dias, para un maximo nivel de silenciamiento del 99.99% del mRNA objetivo
inicial, se identificd que la dosis (1350 moléculas) de dsRNA ERG11 fue la mas eficiente debido a

que logré el mismo efecto que otros dsRNAs con menor concentracion.

Palabras clave: modelamiento, ARN;, in silico.
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Abstract

Among Ecuador's most important agricultural products are the banana, a staple food in the
country's diet, a source of employment for more than 2.2 million people, and the cause of large
annual economic contributions due to its exportation worldwide. It is currently threatened by
the fusarium wilt disease of banana, caused by Fusarium oxysporum f.sp. cubense Tropical Race
4 (FOC RT4); for which resistant crops or any chemical control to stop its spread have not yet
been found. Therefore, in 2019, the project "AgroBactory 593: a bacterial platform to produce
specific biopesticides" was developed by the iGEM Ecuador student team, where a heterologous
transcription system of double-stranded RNAs (dsRNA) was designed to trigger the mechanism
of post-transcriptional silencing by RNA interference (RNAi). The project aimed to produce
synthetic dsRNA for the Velvet, SIX1, SGE1, and ERG11 genes of FOC RT4. To better understand
this silencing mechanism in quelling fungi, its deterministic mathematical modeling was carried
out employing biochemical reactions and simulated in silico using MATLAB software. It was
possible to express the saturation effect that affects this system at the experimental level
according to the literature and it was observed that the doses of dsSRNA necessary to achieve the
same silencing effect vary between target genes. In a time of 5 days, for a maximum silencing
level of 99.99% of the initial target mMRNA, it was identified that the dose (1350 molecules) of
dsRNA ERG11 was the most efficient because it achieved the same effect as other dsRNAs with
lower concentration.

Key words: modeling, ARNi, in silico.
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Capitulo I: Introduccién

Formulacion del problema

Entre los cultivos mas importantes a nivel mundial, se encuentra el banano. Su
produccién y comercio han aumentado rdpidamente en los ultimos afios como respuesta al
rapido crecimiento poblacional de paises productores, el aumento de ingresos y la creciente
conciencia con respecto a la nutricidn en paises importadores. En 2017-2019, su produccion
mundial media fue de 116 millones de toneladas valoradas en $31000 millones de délares USD
(FAO, 2020).

Segun FAO (2020), dentro de la industria exportadora de bananos, Ecuador ocupa el
primer lugar a nivel mundial. La produccion a gran escala de esta fruta comenzé a mediados del
siglo XX con el auge bananero, donde se produjeron las siguientes reformas en el pais: se
expandid la frontera agricola, se amplificaron las relaciones salariales, se mejoré la
infraestructura vial y portuaria, crecieron vertiginosamente ciudades pequenas costefias y se
incentivod el mercado interno (Chamba et al., 2021). Desde esa época esta industria ha crecido,
hasta representar cerca del 30% de los ingresos de las exportaciones agricolas en el Ecuador en
2018 (FAO, 2020).

Aparte de las afecciones por el cambio climatico, estas plantaciones de banano se
encuentran en riesgo por la enfermedad del marchitamiento por Fusarium del banano. Las
epidemias por el hongo Fusarium oxysporum f.sp. cubense (FOC) han reducido
considerablemente los monocultivos de variedad Gros Michel en todo el mundo y para
estabilizar la industria bananera, los agricultores la sustituyeron con los bananos Cavendish,
resistentes a FOC raza 1 (R1) (Ploetz, 2000) (2006). Sin embargo a inicios de los 90 aparecié una

cepa mas virulenta, la raza tropical 4 (RT4), que es motivo de preocupacién debido a su amplio
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rango de hospederos, letalidad y persistencia en el suelo (Rodriguez, 2019). Ademas,
actualmente no existe ninguna estrategia efectiva para erradicar o frenar FOC RT4; que en las
plantas infectadas puede causar rapidamente la pérdida total de rendimiento (FAO, 2020)
(Gurdaswani et al., 2020).

En respuesta a la amenaza de esta plaga a la industria bananera ecuatoriana, dentro de
la competencia de biologia sintética “International Genetically Engineered Machine” (iGEM), el
equipo de estudiantes de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE “Ecuador”, desarrollé el
proyecto “AgroBactory 593: una plataforma bacteriana para producir bioplaguicidas
especificos”. El proyecto utiliza la tecnologia de ARN de interferencia (ARNi) para silenciar la
expresion de objetivos especificos en el genoma del patégeno, en este caso FOC RT4 (iGEM
Ecuador, 2021). ARNi es un proceso regulatorio en células eucariotas como hongos, plantasy
animales, encargado del silenciamiento génico post-transcripcional como mecanismo de
proteccidn contra virus y transposones (Groenenboom et al., 2005).

El bioplaguicida (producto natural derivado de organismo vivos, que controla el
desarrollo de plagas) necesario para desatar el mecanismo ARNi, son moléculas de ARN de
doble cadena (dsRNA). El equipo Ecuador disefio cuatro dsRNAs especificos para genes criticos
de la supervivencia o capacidad de dispersidon de FOC RT4 y que también se encuentren en su
cepa homdloga R1, ya que para futuras pruebas in vitro no se puede utilizar RT4 porque esta
prohibido su ingreso al pais como medida de prevencién (iGEM Ecuador, 2021) (AGROCALIDAD,
2020).

Los cuatro genes de FOC TR4 seleccionados fueron: SIX1 (Secreted in xylem 1), SGE1 (Six
Gene Expression 1), ERG11 (cytochrome P450 lanosterol C-14a-demethylase) y Velvet. El gen
SIX1 posee homdélogos en algunas formas especiales de FOC, y su delecién genética causa graves

dafios a la virulencia del hongo (Widinugraheni et al., 2018). El gen SGE1 regula la expresion de
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los genes SIX e influye en la produccidn estable de conidios (Gurdaswani et al., 2020). ERG11
esta vinculado en la sintesis de ergosterol (componente de la membrana celular flingica) y la
formacidn de conidios (Dou et al., 2020). Por ultimo, el gen Velvet juega un papel en el
desarrollo de hifas conidios y produccién de inductores de virulencia (Ghag et al., 2014).

Como resultado del proyecto, se logré producir dsRNA sintético del gen Velvet en
bacterias Escherichia coli, a través de ensamblajes de ADN con enzimas de restriccién (iGEM
Ecuador, 2021). Antes de realizar pruebas in vitro, para evitar la pérdida de recursos y tiempo, se
requiere realizar simulaciones computacionales del proceso de ARNi y asi aproximar que
cantidad de producto se necesita para silenciar los genes objetivos del patégeno.

Justificacion del problema

Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia del Ecuador (2019), el sector agricola
aporta con 8% del producto interno bruto total anual (PIB) del Ecuador y se estima que en el
primer semestre de 2019 representé el 29,74% del empleo total, generando mas de 2.2 millones
de fuentes de trabajo (The World Bank, 2021). Ademas que juega un rol importante al producir
el 95% de los alimentos que se consumen internamente en el pais, y ser una fuente significativa
en la generacidn del intercambio de divisas mediante la exportacion de productos; donde
aportaron ingresos al pais de 20.23 millones de ddlares en 2020 (INEC, 2021) (BCE, 2021).

Entre los principales productos del sector agricola esta el banano, uno de los alimentos
basicos de la dieta de la poblacidén ecuatoriana, especialmente de la regién costa y oriente.
Ecuador ocupa el primer lugar como exportador de esta fruta a nivel mundial, con una
produccién de 6.023.390 toneladas e involucrando una participacion agropecuaria del 46.70%
(SIPA, 2021). FEDEXPOR (2022) declaré en su reporte anual, al banano como el segundo
producto més exportado del pais, con $3.485 millones USD; siendo su principal destino la Unién

Europea.
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Las plagas y enfermedades en plantas son uno de los principales peligros para la
agricultura, se estima que causan dainos aproximadamente del 40 a 48% de la produccién
mundial de alimentos (Suquilanda Valdivieso, 2017). Entre los principales fitopatdgenos estan
las bacterias y hongos, promotores del deterioro anémalo de frutas, hojas, tallos y productos
subterrdneos (Juarez et al., 2010). Segun Rivera (2008), en paises desarrollados las pérdidas por
enfermedades flungicas se estiman en un 5-25% y en paises en desarrollo 20-50%.

Entre los hongos que afectan el banano, Fusarium oxysporum f. sp. cubense ocasiona
una de las enfermedades mas perjudiciales en la familia Musaceae, provocando pérdidas
millonarias en las plantaciones de banano (Cheng et al., 2019). A fines del siglo XIX, FOC R1
arrasé con las plantaciones de banano de la variedad Gros Michel y en Ecuador fueron afectadas
mas de 170 mil hectdreas (Saltos, 2019). Para estabilizar la industria estas plantaciones fueron
reemplazadas por la variedad Cavendish, resistente a FOC R1. Posteriormente aparecié una cepa
mas resistente a los antiflingicos, con mayor capacidad de diseminacidn y que puede afectar a
mas de 70 tipos de musaceas; incluyendo los bananos resistentes a R1y raza 2; FOC RT4
(Gurdaswani et al., 2020).

Segln FAO (2020) se ha diseminado oficialmente en 17 paises, principalmente en Asia
meridional y sudoriental. En agosto 2019 fue detectado por primera vez en la mayor regién
exportadora, América Latina, en el sector nororiental de La Guajira (Colombia); mientras que en
abril de 2021, Peru confirmd la infestacidén en una parcela del distrito de Querecotillo, en Piura
(SENASA, 2021); ambos paises fronterizos con Ecuador.

En afios recientes, se han estudiado la aplicacion de ARNi en la lucha contra
fitopatdgenos. Este es un mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional de
eucariotas altamente especifico, que nos permitiria controlar el desarrollo de dichos

microorganismos inhibiendo genes esenciales encargados de su crecimiento o infeccion en
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plantas (Ghag et al., 2014). Se ha convertido en una poderosa herramienta para comprender la
funcién de los genes, también es utilizado ampliamente como una nueva "parte bioldgica" para
disefiar circuitos bioldgicos sintéticos en biologia sintética. Y tiene el potencial de convertirse en
una importante herramienta terapéutica basada en la genética para las infecciones virales, el
cancer o los trastornos genéticos hereditarios (Cuccato et al., 2011).

Frente a otros métodos o técnicas contra el desarrollo de hongos como: los fungicidas
guimicos, que son nocivos para la salud humana y ambiental; tratamientos térmicos, que
pueden dafiar o madurar el fruto por calor; aceites esenciales, que podrian afectar las
propiedades organolépticas de los productos (Juarez et al., 2010); aplicar dsRNA para activar la
ruta dentro del mismo patdgeno para controlarlo tiene sus beneficios. Es altamente especifico
para el gen objetivo, es decir que no afectaria a organismos beneficiosos, al ser humano o ala
planta misma; su disefo se puede adaptar a cualquier eucariota patdgeno, siendo versatil; y si
es producida sintéticamente en bacterias, se reduce su costo y tiempo de produccién
considerablemente (iGEM Ecuador, 2021).

En la actualidad durante el disefio de proyectos con potencial industrial, para evitar
pérdida de tiempo y recursos, se desarrollan simulaciones computacionales de los procesos;
como una forma de aproximar la cantidad de materiales y productos necesarios para que
cumplan su funcidn objetivo. Para optimizar los bienes en la aplicacién de dsRNA como
bioplaguicida, es preferible modelar el proceso matemdaticamente para aproximar la cantidad
minima necesaria de producto con el cual cumpla su funcién de silenciamiento de genes.

En literatura hay modelos matematicos que describen el nivel de ARNm y proteina
objetivo en el proceso de silenciamiento de ARN para diferentes dosis de ARNip (ARNi pequefio)
en células de mamiferos in vitro, y predice en gran medida el efecto de saturacion observado

experimentalmente en el proceso de ARNi. Sin embargo, se deberian tomar en consideracion
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otros procesos como: el corte de dsRNA en oligdmeros de 21-23 nt (nucledtidos) dependiendo
de su tamafio o la amplificacién de este ultimo por medio de la polimerasa de ARN dependiente
de ARN (RdRP); que pueden afectar la cantidad o concentracion del producto durante el
mecanismo (Cuccato et al., 2011).

Objetivos

Objetivo general

Modelar matemdticamente el silenciamiento de los genes Velvet, SIX1, ERG11 y SGE1 de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4, con ARNs de interferencia generados
mediante ARNs de doble cadena sintéticos

Objetivos especificos

e 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 ARNs de doble cadena
sintéticos.

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

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

Capitulo II: Marco teérico
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4
La clasificacion taxondmica de Fusarium oxysporum: Reino: Fungi, Subreino: Dikarya,

Phylum: Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Clase: Sordariomycetes, Subclase:
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Hypocreomycetidae, Orden: Hypocreales, Familia: Nectriaceae, Género: Fusarium, Especie: F.
oxysporum.

Fusarium oxysporum es el hongo causante de la enfermedad del marchitamiento por
Fusarium y posee un amplio rango de hospederos, demostrando asi su gran capacidad de
evolucién para atravesar las barreras de mas de 100 especies de plantas. En la actualidad este
hongo no se subdivide por diferencias taxondmicas entre especies o variedades, sino depende
del huésped que infectan. F. oxysporum es hemibidtrofo, quiere decir que en un principio
obligatoriamente se alimenta sdlo de células vivas, pero acaban matando a las células y luego
medran los restos (Gallego & Sanchez, 2006); aparte de eso, es un saproéfito facultativo, capaz de
sobrevivir en tejido muerto durante prolongados periodos de tiempo (Rodriguez, 2019).

Entre las formas especiales encontramos a Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC),
gue causa la enfermedad del marchitamiento en la familia de plantas Musaceae, contada entre
las enfermedades mas devastadoras del mundo (Velandia, 2021). Este hongo invade el sistema
radicular del banano y coloniza el tejido del cormo, obstruyendo los vasos conductores de agua,
lo que provoca el marchitamiento de las partes aéreas de la planta de banano infestada
(Rodriguez, 2019). Fisiolégicamente, dentro de FOC se encuentran las cepas (razas tropicales o
RT); que no estan estrictamente relacionadas a nivel genético, porque aun se desconoce una
fase sexual de reproduccién del hongo. Entre estas cepas, la raza 1y la raza Tropical 4 (TR4) son
las mds reconocidas histéricamente, ademas son homdlogos genéticamente (Gurdaswani et al.,
2020).

FOC TR4 infecta los cultivos de banano incluyendo la variedad Cavendish, que es
resistente a FOC TR1. TR4 es estimada como el mayor peligro para la produccion mundial de
banano, por la extensa cantidad de hospederos, letalidad y permanencia en el suelo de hasta 30

afios por sus estructuras llamadas clamidosporas (Rodriguez, 2019) (Curry, 2022). Esta cepa se
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reproduce asexualmente e infecta a la planta a través de las raices, donde al inicio demora de 2
a 3 semanas para progresar 50 cm y cuando llega los vasos de xilema maduros puede avanzar la
misma distancia en 2-3 dias (Pegg et al., 2019).

Debido a la falta de cultivares resistentes y estrategias de control quimico ineficaces, el
desarrollo de cultivares genéticamente mejorados resistentes a FOC es la Unica opcién
disponible y debe tomarse como una prioridad maxima (Smith et al., 2006). En estudios
anteriores se han introducido transgenes (genes de otros organismos) antifingicos como
defensinas y quitinasas, para producir plantas transgénicas de banano resistentes a Fusarium,
pero ante la constante evolucién de este fitopatdgeno se podria superar estas barreras; por lo
cual, se buscan tacticas para mantener una resistencia estable contra FOC (Ghag et al., 2014).

Entre los genes mds destacados de FOC TR4 relacionados con la virulencia y su
supervivencia tenemos los siguientes: SIX1, SGE1, ERG11 y Velvet. El gen SIX1 es parte de los
genes “Secreted in xylem” (SIX), que son los principales en codificar pequefias proteinas
secretadas en la planta, llamados efectores. Su importancia radica en que alteran la estructura
fisioldgica celular del huésped, modifican la respuesta defensiva de la planta y resguardan la
conformacion fungica necesaria para la colonizacidon y proliferacion (Martinez-Cruz & Rueda,
2017). En el caso de SIX1, posee un papel importante en la virulencia de F. oxysporum
(Widinugraheni et al., 2018).

El gen SGE1 regula la expresion de los genes SIX, necesarios para que FOC TR4 infecte a
su huésped; y se ha observado en estudios que influye en la produccién estable de conidios
(Gurdaswani et al., 2020). En el caso de ERG11 juega un papel en la sintesis de ergosterol
(componente de la membrana celular fangica), asi como en la formacién de conidios (Dou et al.,

2020). Mientras que el gen Velvet participa en el desarrollo de hifas, la generacion, germinacion
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de conidios y la formacién de metabolitos secundarios inductores de virulencia (Ghag et al.,
2014).
Silenciamiento de ARN en hongos generado por dsRNA

Entre los mecanismos de silenciamiento de ARN uno de los mas investigados
actualmente por su potencial de aplicacion es el ARNi. Un regulador de genes eucariotas robusto
gue desencadena el silenciamiento de los transcriptos (Wilson & Doudna, 2013). En el reino
fungico se han encontrado los tres componentes centrales de este sistema: la proteina de unién
a ARN, Argonaute (Ago), como componente principal del complejo de silenciamiento inducido
por ARN (RISC); ARN polimerasas dependientes de ARN (RdRP), que generan dsRNA; y la enzima
Dicer, una ARNasa tipo Il (Noreiga et al., 2016) (Dang et al., 2011).

El ARNi se ha adaptado durante la evolucion fldngica, como por ejemplo en las levaduras
gue se perdieron las RdRP. Caso contrario, esta via ancestral se ha mantenido en todos los
hongos filamentosos investigados, y desempefia el papel de la defensa del genoma ademds de la
regulacion génica. Para analizar ARNi en hongos se ha tomado como organismo modelo a
Neurospora crasa. Este hongo posee dos mecanismos ligados a ARNi para la defensa a
infecciones virales. En la etapa vegetativa (asexual) tiene el mecanismo de silenciamiento post-
transcripcional, denominado Quelling; mientras que en el ciclo sexual tiene el silenciamiento
meidtico por ADN no pareado (MSUD) (Noreiga et al., 2016).

Se han identificado los genes que codifican los componentes en el mecanismo Quelling:
QDE-1, QDE-2, DCL-1 y DCL-2 que codifican respectivamente una RdRP, una proteina Argonaute

y dos proteinas tipo Dicer; donde DCL-2 es la principal en células vegetativas (Dang et al., 2011).

En los hongos, la produccion de dsRNA viene a darse por la presencia de secuencias de

ADN repetitivas en tdndem que forman estructuras de ADN aberrantes, que son reconocidas por
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QDE-3, una recQ ADN helicasa. QDE-3 despliega dsDNA para producir ADN monocatenario
(ssDNA), que luego se estabiliza mediante la proteina de replicacién A (RPA). QDE-1, reclutado
por QDE-3 y RPA, aplica su actividad ARN polimerasas dependientes de ADN (DdRP) para
producir aRNA a partir de ssDNA y luego convierte el aRNA en dsRNA a través de su actividad
RdRP (Dang et al., 2011).

En 2020, se estimd que la introduccién de dsRNA sintético para desencadenar el sistema
ARNi, como control de plagas agricolas, depende del mecanismo endocitosis y generalmente su
punto de absorcién se encuentra en la punta hifal del hongo en crecimiento (Wytinck et al.,
2020a). En un estudio se encontré que en el hongo Sclerotinia sclerotiorum, la absorcién se daba
a través de endocitosis mediada por clatrina (Wytinck et al., 2020b); y a pesar de que no hay
investigaciones referentes, esta ruta de transporte también podria ser utilizada en F. oxysporum
(Kanehisa Laboratories, 2021).

El proceso de “Quelling” inicia con los ARN aberrantes (aRNA) que son producidos a
partir de secuencias transgénicas o ADN repetitivo. RARP (QDE-1) identifica aRNA vy sintetiza
dsRNA. Dicer generalmente actua sobre dsRNA, escindiéndolo en ARN pequefio de interferencia
(siRNA) duplex de ~25 pares de bases (Song & Rossi, 2017). Estos ultimos se cargan en la
proteina Ago, componente esencial de RISC, pero se mantiene inactiva su funcion (Carthew &
Sontheimer, 2009). Para activar RISC se necesitan dos pasos: primero, Ago corta el siRNA duplex
utilizando la hebra sentido como sustrato; segundo, Ago recluta la proteina exonucleasa QIP,

para reconocer la hebra pasajera y degradarla (Dang et al., 2011).

Después de activarse el complejo siRNA-RISC, el mRNA objetivo se une a la hebra
antisentido llamada también guia, mediante la complementariedad de bases de Watson-Crick;

desencadenando la degradacién del mRNA diana (Cuccato et al., 2011). Posteriormente estos
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trozos de aRNA, producto de la escision, referidos como "ARN basura" se separan del complejo;
liberandolo para procesar mas mRNAs (Groenenboom et al., 2005).

En 2001 se identificd siRNA adicional del que se obtiene a partir del dsRNA introducido y
que es dependiente de las proteinas RdRP (Wilson & Doudna, 2013). Actualmente se han
determinado dos rutas de amplificacidn: amplificaciéon cebada y no cebada (Groenenboom et al.,
2005). Se ha observado que la primera via donde el siRNA se une al ARNm para iniciar la sintesis
de dsRNA, no es una funcién importante para la RdRP de los hongos; difiriendo de insectos y
mamiferos. También se ha encontrado que QDE-1 puede sintetizar ARN de novo, con capacidad
de sintetizar moléculas de dsRNA desencadenantes del mecanismo y/o producir pequefios ARN
guia. Estos productos se podrian incorporar de nuevo al mecanismo de ARNi (Makeyev &
Bamford, 2002).

Modelamiento matematico determinista de sistemas bioldgicos

Los modelamientos matematicos expresan y representan sistemas o procesos por medio
de conjuntos de ecuaciones, funciones y simbolos matematicos (Ogata, 2003). Las funciones son
relaciones entre dos conjuntos, donde a cada elemento de uno corresponde a un Unico
elemento del otro conjunto. En el caso de un conjunto de nimeros asignados a un simbolo, se
los denomina variable; las que dependen del valor de otra variable son llamadas dependientes y
las que no independientes (Galindo, 2010). Se puede determinar la velocidad de cambio de las
funciones, a través de sus derivadas. La ecuacién diferencial ordinaria (EDO) es una igualdad
gue “relaciona los valores de una funcidn y sus derivadas con una Unica variable independiente”
(Lahoz-Beltra, 2004), estas ecuaciones en el modelamiento dindmico nos permiten observar,
analizar el comportamiento de un sistema y a través de la simulacion in silico, es decir

computacionalmente predecir la relacién entre los elementos de un sistema.
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Un sistema bioquimico es el “conjunto de partes similares que trabajan en armonia para
cumplir alguna funcion fisiolégica determinada”. Estos sistemas interaccionan con otros
formando redes, que se organizan y realizan procesos mas complejos (Mufioz et al., 2019). Y se
expresan o explican a través de reacciones bioquimicas, que son procesos dentro de las células
de los seres vivos, donde una sustancia o varias son formadas por otra u otras sustancias
(Raviolo et al., 2011). Los sistemas se desarrollan de forma natural o sintética y pueden ser
computacionalmente previsibles.

Para modelar procesos biolégicos hay dos rutas: la representacion a través de modelos
estocasticos, que consideran la probabilidad de las reacciones quimicas; o deterministicos, que
toman en cuenta la cuantia de moléculas transformadas para cada sustancia o especie,
velocidades de reaccion y coeficientes estequiométricos. La cinética estudia las velocidades de
las reacciones quimicas y para expresarlas se utiliza cominmente la Ley de Accion de Masa
(LAM) (Pico et al., 2015).

La LAM considera que la velocidad de reaccién bioquimica es “proporcional al producto
de las concentraciones de las especies reactantes elevadas a una potencia dada por la
estequiometria de reaccion” (Picd et al., 2015). Las tazas de reaccién son el factor de
proporcionalidad y estas generalmente son determinadas a nivel experimental.

Uno de los principales procesos biolégicos modelados matematicamente es la expresién
de proteinas que posee dos procesos: transcripcién, donde el ADN se toma como plantilla para
generar una copia mRNA, y traduccién, donde a partir del mRNA maduro se generan cadenas de
aminoacidos que forman proteinas (National Human Genome Research Institute, 2022). Para el
modelamiento de la transcripcion, se analiza si la reaccidn es constitutiva o inducible. Las

primeras se realizan continuamente y siempre estan activas en las células por su requerimiento;
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y las segundas necesitan de una molécula o complejos, llamados factores de transcripcién, para
poder iniciar (Vignoni, 2021).

Determinar cdmo se aborda un modelamiento matematico, es decir, qué
consideraciones se tienen para desarrollarlo depende de la perspectiva del autor. Durante este
proyecto se desarrollan modelos del mecanismo de silenciamiento de ARN, para comprender el
comportamiento de las especies involucradas y predecir si los genes Velvet, SIX1, SGE1 y ERG11
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4, necesitan dosis de ARNs de doble cadena

distintas para lograr el maximo nivel de inhibicién de su mRNA objetivo.

Capitulo lll: Metodologia

Materiales

Para el proceso se tuvo como base los dsRNA sintéticos disefiados por iGEM Ecuador
para los cuatro genes objetivo: Velvet, SIX1, SGE1 y ERG11. Para su disefio se utilizd el programa
E-RNAi y se validaron sus caracteristicas fisicoquimicas (Horn & Boutros, 2010). Tomando como
plantilla las secuencias codificantes de los genes escogidos, se seleccionaron parte de las
secuencias considerando que el contenido de GC debe ser inferior al 50%, se evitd secuencias
con repeticiones de tres o mds G o C, ya que su presencia inicia estructuras secundarias
intramoleculares que impiden silenciar la hibridacion. Ademas, se confirmé que las secuencias
sean compatibles para realizar ensamblajes de biologia sintética con restriccidn-ligacién
utilizando las enzimas EcoRlI, Xbal, Spel y Pstl (Ghag et al., 2014). También se comprobéd que
sean altamente especificos y no posean homadlogos en especies distintas al objetivo, a través del
programa Blast, para evitar efectos no deseados en el ambiente donde se aplicaria como
producto. Los tamafos de los dsRNA disefiados son: Velvet, 472 nt; SIX1, 486 nt; SGE1, 483 nt; y

ERG11, 397 nt.
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Procedimientos

Formulacion de reacciones bioquimicas del mecanismo silenciamiento de los genes Velvet,
SiIX1, SGE1 y ERG11

A través de revisidn bibliografica, se analizd el mecanismo de silenciamiento post-
transcripcional en hongos; desde la presencia de dsRNA en el citoplasma del hongo hasta el
reciclaje de sus componentes, posterior a la degradacion del ARN mensajero del gen objetivo. Se
identificaron las moléculas que reaccionan entre si y los productos que se obtienen en cada
etapa, denotando las siguientes especies: mRNA del gen objetivo o X, dsRNA del gen X, siRNA,
complejo [RISC - siRNA], complejo [RISC - siRNA - mRNA] y mRNA basura. De cada reaccién se
distinguieron las constantes de proporcionalidad para expresar la velocidad de reaccién
(Vignoni, 2021). En el caso de las tasas de transcripcién (km) de cada gen objetivo, debido al
poco estudio de sus valores en F. oxysporum, se los calculd a partir de la media de las posibles

tazas minima y maxima; con las siguientes férmulas (Boada et al., 2019):

i . LmpgXLp,
X T = DSy, X Epol
(1)
Lmy X Lpy
kmy max =

CDSpy, X Epol
(2)

Donde:

Lmg = Limite inferior taza de transcripcion

Lmy, = Limite superior taza de transcripcion

Lp, = Limite superior taza de traduccion

CDSpy, = Tamaio de la secuencia codificante del gen objetivo

Epol = Eficiencia de la polimerasa
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La secuencia codificante de una proteina o también llamadas CDS, es una secuencia de
ADN que se transcribe en ARNm y este ultimo se traduce en una cadena polipeptidica especifica
(IGEM Fundation, 2022).
Desarrollo modelo matemadtico determinista

Para el desarrollo y formulacion de las ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEs) del

modelo matematico se utilizd la Ley de Accidon de Masas (LAM) en cada paso del proceso. Se
establece que la derivada de cada especie en funcion del tiempo sera igual a la sumatoria de
términos que expresen su comportamiento en todo el proceso. Estos términos se forman por el
producto de las constantes involucradas en la reaccién con las concentraciones de los
reactantes y su signo depende de la localizacidn de la especie en la reaccion bioquimica, en el
caso de estar como reactivo su signo sera negativo y si se encuentra como producto sera
positivo. El conjunto de ODEs resultantes de todas las especies viene a ser el modelo
matematico que expresa el proceso bioldgico (Vignoni, 2021).
Simulacion in silico de modelo matemdtico

Para la simulacién de la cinética de las reacciones que intervienen en el silenciamiento
por ARNi se utilizdé el software MATLAB. Se resolvid el sistema de ecuaciones diferenciales
mediante la funcién odel5, que es un solucionador de orden variable (VSVO) basado en las
formulas de diferenciacion numeérica (NDFs) (Shampine & Reichelt, 1997). Se programaron
varios scripts con diferentes objetivos: en “main.m” (generado por OneModel de MATLAB), se
almacenaron parametros generales, condiciones iniciales, rango de tiempo y matriz de masa
para Ecuaciones Algebraicas Diferenciales (DAEs) para simular el mecanismo de silenciamiento;
ademas se realizd un script “main_X.m"” para cada uno de los genes X objetivo, donde se

guardan los pardmetros especificos de cada gen objetivo, se configura la integracion definida de

odel5 y se guardan los resultados obtenidos.



31

Para analizar detenidamente el flujo del sistema se programd un script “plots.m”, que
incorpora funciones para graficar los comportamientos de cada especie bioquimica en funcién
del tiempo, graficas comparativas de los modelamientos por gen objetivo, de cada especie
bioquimica; y para observar la interaccion de dosis - respuesta, se realizaron graficas del
porcentaje de mRNA objetivo en funcién del tiempo, con distintas dosis (condicidn inicial de
dsRNA). Los scripts con su programacién se encontraran en los Anexos 1.

Capitulo IV: Resultados

Formulacidn de reacciones quimicas
Se considerd la produccion de los genes de interés dentro del hongo FOC, expresada a
través de la Ecuacidon 3 como un proceso de trascripcion constitutiva de mRNAy; ademas se

explica la degradacién de mRNAy en la Ecuacion 4.

ka
—> mRNAy

(3)

de
MmRNAy — @

(4)
Donde: kmy es la taza de transcripcion del mRNAy del gen X objetivo y dmy es la taza

de degradacion del mRNAy
Se realizd un esquema representativo del mecanismo de silenciamiento “Quelling” a
través de referencias bibliograficas (Figura 1); que fue tomado como base para el modelamiento
desde el paso 1 donde se desencadena la accion de la enzima Dicer, dividiendo el dsRNA en

fragmentos de aproximadamente 25 nt.
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Figura 1

Esquema del mecanismo de silenciamiento “Quelling” en células fungicas
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Nota. Regiones de ADN repetitivo promueven la produccion de RNA aberrante (aRNA), donde
QDE-1, ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRP), lo identifica y sintetiza dsRNA. Paso 1: el
ARN de doble cadena (dsRNA) acciona la actividad de la enzima Dicer (DCL-2), que divide el
dsRNA en fragmentos de ~25 pares de bases (siRNA duplex) (Song & Rossi, 2017). Paso 2: los

siRNA duplex se cargan en el Complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), en QDE-2, la
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proteina Argonaute (Ago) inactiva (Carthew & Sontheimer, 2009); que corta la hebra sentido y
degrada, formando un complejo RISC-siRNA funcional (Dang et al., 2011). Paso 3: la hebra guia
gue actua como plantilla del mecanismo, reconoce el mRNA objetivo por complementariedad de
bases de Watson-Crick, formando un complejo RISC-siRNA-mRNA (Cuccato et al., 2011). Paso 4:
este Ultimo ensamble desencadena la degradacién del ARNm objetivo, produce mRNA basura,
reconocido como aRNA por RdRP para sintetizar dsRNA; ademas se libera el complejo RISC-
siRNA para procesar mas mRNA objetivo (Makeyev & Bamford, 2002). Adaptado de Cuccato, G.,
Polynikis, A., Siciliano, V., Graziano, M., di Bernardo, M., & di Bernardo, D. (2011). Modeling RNA
interference in mammalian cells. BMC Systems Biology, 5. https://doi.org/10.1186/1752-0509-5-
19

Cuando el dsRNA sintético ingresa en las células del hongo, inicia el mecanismo de
silenciamiento por ARNi. La proteina Dicer identifica el dSRNAy y lo segmenta en X fragmentos

cortos de siRNAy (Ecuacion 7).

kpi ,
dsRNAy — X siRNA
(7)

Donde: kp; es la taza de escisidon de Dicer.

Las moléculas de siRNAy se cargan en un complejo multiprotéico llamado Complejo de
Silenciamiento Inducido por ARN (RISC), para el modelamiento no se considera la concentracion
del complejo como reactante, ya que al ser parte del metabolismo del hongo, es abundante y
constante en el sistema (Ecuacién 8). En un inicio estas proteinas Ago se encuentran inactivas y
para activarlas se necesita eliminar del complejo, la cadena pasajera del sSiRNAy duplex que
posteriormente se degrada por otra proteina (Ecuacion 9). Como podemos observar en las

siguientes reacciones:
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. kRI .
SIRNA —— (RISC - siRNA)
kdg,

(8)

dsi
SIRNA — @
(9)

Donde: kg; es la taza de formacion del complejo (RISC - siRNA), kdg, es la tasa de
disociacién del complejo (RISC * siRNA) y dsi es la taza de degradacion de siRNA.

Los mRNA objetivo se reconocen y unen al complejo (RISC - siRNA) mediante el
emparejamiento de bases (Ecuacién 10). Posteriormente el complejo escinde el mRNAy
causando asi su silenciamiento (Ecuacién 11), a una velocidad k,, y una acumulacién de
mRNA basura; no se toma en cuenta un coeficiente estequiométrico para esta especie porque
no hay referencias bibliograficas que detallen este mecanismo. Finalmente se degrada este

mRNAg (Ecuacidn 12).

ke
(RISC - siRNA) + mRNAy ﬁ (RISC - siRNA - mRNAy)
c
(10)
k
(RISC - SiRNA - mRNAy) = (RISC - siRNA) + mRNAg
(11)
de
MmRNAg — @
(12)

Donde: k. es la taza de unién 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 degradacién de mRNAg.

Durante el proceso de ARNi existen rutas de amplificacion de dsRNA y en el caso de los

hongos, el mRNApg es considerado aRNA por RdRP, a través del cual sintetiza el dsRNA.

kq
mMmRNAg = dsRNAy
(13)
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Donde: k, es la taza de amplificacién de dsRNAy por RdRP.

Siguiendo las Ecuaciones 1y 2, estimamos las tazas de transcripcién de los cuatro genes
objetivo, tomando como referencia los limites de las tazas de reaccién de iGEM Ecuador (2021),
Lmg, Lmy, Lp, y Epol, seran iguales al 10 % de pares de bases (bp)/seg, 100 %bp/seg, 60
%nt/segy 85% respectivamente. El valor de X va a ser igual al valor redondeado de la divisidn
entre la longitud de los dsRNA disefiados y 25, que es el tamafio aproximado de los fragmentos
gue corta la enzima Dicer en los hongos.

Modelamiento matematico

Este modelo ODE estd disefiado para una célula fungica como FOC TR1/TR4. Donde
todos los valores de los parametros se encuentran en la jError! No se encuentra el origen de la
referencia., y se realizan las siguientes suposiciones para su desarrollo:

1. Se considera que las 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.

2. Tomando en cuenta su aplicacion como control de plagas, el dsRNA sintético que
ingresa al hongo serd la condicién inicial de concentracién de dsRNA que
desencadena el mecanismo.

3. La conversion de dsRNAs en X siRNAs (aproximadamente 25 nt) toma en cuenta
como una reaccion irreversible y rdpida.

4. X eselnumero de siRNAs que depende de la longitud del ARN diana.

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

6. dsX son las moléculas de dsRNA del gen X, si denotara al siRNA, RI es el complejo

RISC, el mRNA objetivo del gen X es my y mp es el mRNA degradado.
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Modelo EDO
dlm
[th] = ka - kc[mX][RI ' SL] + de[RI -Si- mX] _ de[mX]
d[dsX]
dlsi
C[lstz] = X kp;[dsX] — kg [si] + kdg[RI - si] — dg;[si]

d[RI - si
% = kgy[si] — kdg,[RI - si] — kc[my][RI - si] + kdc[RI - si - my] + ky [RI - si - my]

d[RI - si -

% = ke[my][RI - si] = kdc[RI - si - my] — ky[RI - si - my]

d[mg] ,
dtB = ky[RI - si - my]| — dmg[mg] — k,[mg]

(14)

Parametros utilizados en el modelamiento matemadtico
A continuacién, se despliegan tablas con los pardmetros y valores generales del modelo
(Tabla 1) con sus referencias correspondientes y los parametros especificos estimados de cada

gen objetivo (Tabla 2).



Tabla 1

Pardmetros generales del mecanismo ARNi
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Parametro | Descripcion Valor Referencia
kpi Taza de escision de Dicer 0.033 min~1! (Meng et al., 2017)
kg Taza de formacion de [RI - si] 0.33min™t (iIGEM Ecuador, 2021)
i Taza de unién de [RI - si] con 1.33¢74 (Groenenboom et al.,
¢ mRNAy molec™! -min~! | 2005)
k, Taza de ?Iegradauon demRNAx | g 1 ¢=3 min-1 (Cuccato et al., 2011)
por ARNi
Taza de amplificaciéon de dsRNA 4. 1 (Groenenboom et al.,
k, por RARP 3.333 e * min 2005)
kdpg, Tasa de disociacion de [RI - si] 1.667 e~ min~! (Z%a(\)rél)ett & Davs,
., . . (Carthew &
; T . !
dg; aza de degradacion de siRNA 0.033 min Sontheimer, 2009)
Taza de disociacion de [R] - si] 1 (Bartlett & Davis,
kdc con mRNAy 0.0167min 2006)
dmy Taza de degradacién de mRNAy | 0.0023 min~! (Meng et al., 2017)
dmg | Taza de degradacion de mRNA, | 0.0467 min~? g%;%‘;”e”b“m etal,
Tabla 2

Pardmetros especificos de los genes Velvet, SIX1, SGE1 y ERG11

Parametro | Descripcion Valor Referencia
Tazadet ipcién de mRNA del .
kemy g aza de transcripcion de m el gen 3 molec=1 - min-1
Velvet
Xvg SiRNAs del gen Velvet 18
kmg;xy | Taza de transcripcion de mRNA del gen SIX1 | 5molec™ -min™ | toimados
Xgix SiRNAs del gen SIX1 19
kmggp Taza de transcripcion de mRNA del gen 3 molec=1 - min-1
SGE1
XscE SiRNAs del gen SGE1 19
Taza de transcripciéon de mRNA del gen 1.1
kmggrg ERG11 2molec™ - min
XERG SiRNAs del gen ERG11 15
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Simulacion computacional

Mediante la funcidn odel5 de MATLAB, se resolvieron los sistemas de ecuaciones
diferenciales de los genes objetivo: Velvet, SIX1, SGE1 y ERG11. Teniendo en cuenta la siguiente
configuracion para las simulaciones: Intervalo de integracién de 0 a 20h, tolerancia de error
absoluto y relativo de 1e-8, la matriz de masa inicial es una matriz diagonal de 6x6, se trabajé
con una concentracion inicial de mRNA igual a 1200 moléculas.

A través de las gréficas de cada especie quimica del sistema teniendo como ejemplo el
modelamiento de silenciamiento del gen Velvet: se determina que mecanismo a partir de las 5h
mantiene estabilidad, se procesa rapidamente el dsRNA (Figura 2A) en siRNA, también la
formacion del complejo [RI-si] es una reaccién rapida, pudiendo aproximarse mediante QSS
(Figura 2C). En la figura se observa que al mismo tiempo el aumento de siRNA, silencia el mMRNA
objetivo y produce mRNA basura. La reaccion de esta ultima especie para sintetizar dsRNA, no
se logra expresar a través de este modelamiento o en infima con respecto a los otros procesos.
En el Anexo 2 se pueden encontrar graficas del comportamiento de las especies quimicas de los

otros genes objetivo.
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Figura 2

Comportamiento de las especies bioquimicas en el modelamiento del ARNi del gen Velvet
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Nota. Simulaciéon computacional con concentracion inicial de dsRNA de 100 moléculas.

También realizamos comparaciones entre los modelamientos de los genes objetivo
dependiendo de una especie quimica en especifico. Se distinguié que el comportamiento de la
concentracién de dsRNA en relacion al tiempo es igual en cualquier modelo (Figura 3) y en el
caso de la concentracién de siRNA en funcion del tiempo, hay variaciones del punto maximo
dependiendo del modelamiento (Figura 4). Si tomamos en cuenta la Figura 5, los
modelamientos de los genes Velvet y SGE1 siguen el mismo comportamiento en relacion con la
produccién de mRNA basura, el modelo SIX1 sobrepasa al resto de modelos con la mayor
concentracion mRNA degradado. Podemos encontrar graficas comparativas de las demads

especies quimicas en el Anexo 3.



Figura 3
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Comparacion de modelamientos de los cuatros genes objetivo: Velvet, SIX1, SGE1 y ERG11; con

relacion al comportamiento del dsRNA vs. tiempo
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Figura 4

Comparacion de modelamientos de los cuatros genes objetivo, con relacion al comportamiento
del siRNA vs.
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Figura 5

Comparacion de modelamientos de los cuatros genes objetivo, con relacion al comportamiento
del mRNA basura vs. tiempo
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Nota. Simulacién computacional con concentracion inicial de dsRNA de 100 moléculas.

En la Figura 6, el analisis de Dosis vs. Efecto sobre mRNA del gen SIX1, se evidencid que a
mayor concentracion de dsRNA mds rdpido se da el proceso de silenciamiento y con
concentracion de dsRNA de cero, no se activa o inicia el mecanismo de silenciamiento. También
se observa que todas dosis convergen en un estado de equilibrio, que lo determinaremos como
el maximo nivel de inhibicién que alcanzan los sistemas.

Para encontrar las dosis requeridas en cada modelamiento, donde la concentracion de
MRNA objetivo alcance un 99.99% de nivel de inhibicidén, se tomd en consideracién un tiempo
de 5 dias, ya que es el tiempo de incubacién in vitro de FOC donde se ha evidenciado
experimentalmente el efecto de silenciamiento del ARN objetivo (Ghag et al., 2014); ademas se

evalud entre un rango de 100 a 3000 moléculas. Se encontrd que la dosis mas elevada de dsRNA
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necesaria para estas condiciones fue de 2630 moléculas para el modelo del gen SIX1, seguido
con el dsRNA de Velvet de 1670 moléculas, 1560 moléculas para SGE1 y 1350 moléculas para
ERG11 (Figura 7).

Figura 6

Relacion de la expresion del mRNA del gen SIX1 frente a varias concentraciones de dsRNA

(Relacion Dosis —Respuesta)
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Nota. Relacién entre las dosis de dsRNA que ingresan al sistema como condiciones iniciales vs. la
concentraciéon de mRNA objetivo en porcentaje, para observar el efecto de silenciamiento sobre

el gen SIX1.
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Figura 7
Relacion de la dosis necesaria de dsRNA de cada gen objetivo hasta alcanzar un mdximo nivel de

inhibicion en un tiempo definido (Relacion Dosis —Respuesta)
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Nota. Simulacién computacional de los distintos modelamientos tomando en consideracion la
dosis necesaria para alcanzar un efecto de silenciamiento del 99.99% en un tiempo de 5 dias;
pero para facilitar la observacion se graficé hasta 30 minutos.

Capitulo V: Discusion

El modelo presentado se caracteriza de ser lo mas aproximado al mecanismo de
silenciamiento para hongos filamentosos en etapa asexual, ya que Fusarium oxysporum se
caracteriza por su reproduccién asexual. Este mecanismo en hongos es llamado “Quelling” y en
el proceso donde la proteina Dicer divide el dsRNA, la rompe en fragmentos de

aproximadamente 25 nucledtidos a diferencia en otros organismos con tamafios desde 20 nt
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(Dang et al., 2011). El paso mas trascendental que varia con respecto al mecanismo en
mamiferos, es la sintesis de dsRNA; ya que su proteina RdRP no prioriza la amplificacidn
utilizando mRNA como cebador o plantilla, sino la sintesis a través de aRNA (Makeyev &
Bamford, 2002).

La absorcidn de dsRNA sintético supuesta a través de la endocitosis mediada por clatrina
(Wytinck et al., 2020a) puede ser modelada por medio de la cinética enzimdtica (Birtwistle &
Kholodenko, 2009) como podemos observar en la Ecuacidon 15. Esta ODE resultante no fue
considerada dentro del modelamiento ya que no hay estudios experimentales que hayan

calculado los parametros V' 4, Y K’ que respalden las etapas de este proceso para dsRNA.

dldsXi] V' ax [dsX]

dt K',, + [dsX]

(15)

Donde: [dsXi] es la concentracidn de dsRNA sintético internalizado en el organismo,
[dsX] es la concentracion de dsRNA externo, V' ., €s la tasa de internalizacion méximay K,
es la concentracion de dsRNA en que la velocidad de internalizacion es la mitad de V',
(Birtwistle & Kholodenko, 2009).

Se ha observado experimentalmente que existe un efecto de saturacién del sistema de
ARNi, que se logra expresar en nuestros modelos matematicos en forma de equilibrios (Cuccato
et al., 2011). En otros estudios se ha sugerido que dicha saturacién, estd relacionada con el
complejo RISC u otras maquinarias influyentes en el proceso (Makeyev & Bamford, 2002).
Dentro del modelamiento actual la especie que podria provocar esta caracteristica, es el
complejo RISC-siRNA que aumenta progresivamente su concentracion, ademas que se va
acumulando por el reciclaje del complejo después de la degradacién del mRNA objetivo;

probablemente la cantidad del complejo RISC-siRNA acabe siendo mas elevada a la del mRNA
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objetivo, causando saturacion en el paso del ensamblaje del complejo RISC-siRNA-mRNA (Khan
et al., 2009).

Los modelos matematicos de cada gen varian en funcidn de sus dos parametros
estimados: la taza de transcripcién de mRNA y moléculas siRNA generadas por Dicer. Esta ultima
constante influye proporcionalmente en la concentracién maxima que puede alcanzar vs. el
tamafio del dsRNA que ingresa al sistema. En la cinematica del mRNA degradado o basura, la
concentracién varia en funcion de la taza de transcripcidn, es decir que mientras mas mRNA
objetivo se produce, existe mayor concentracién de mRNA basura.

Como enuncia Groenenboom (2005), dosis elevadas de dsRNA desencadenan respuestas
mayores, mas veloces que con dosis bajas y se establecen mas rapidamente. Por lo tanto, la
amplificacidn del efecto depende del flujo de dsRNA y su proceso es estable a pesar de que el
organismo esté realizdndose un auto-silenciamiento, también encontrado en datos
experimentales (Cuccato et al., 2011).

Para analizar la relacidn dosis-efecto se tomd en cuenta un tiempo de 5 dias, porque con
este tiempo de incubacién del hongo FOC, se ha evidenciado experimentalmente a nivel in vitro
la accién del silenciamiento de ARN al reducir su conteo de esporas (Ghag et al., 2014).
Comparando los modelamientos de los distintos genes, el dsRNA sintético mas eficiente es
ERG11 porque necesita menos concentracion (1350 moléculas) con respecto a los otros dsRNAs,
para alcanzar un maximo nivel de inhibicion de 99.99% del mRNA. Posiblemente su eficiencia se
deba a su menor tasa de transcripcion y al menor tamafio de dsRNA.

Relacionando que FOC TR4 necesita de 2 a 3 semanas para diseminarse 50 cm en la
planta y que dentro del modelamiento se requiere concentraciones pequefias (maximo
4.3673 x 102 pmol de dsRNA contra gen SIX1) para silenciar un 99.99% del gen objetivo

esencial de FOC en 5 dias; es muy probable que se pueda evitar facilmente la infeccion de FOC
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antes que llegue a diseminarse en la planta. Ademas, que tal vez ni se necesite alcanzar un
porcentaje tan elevado de inhibicién en la transcripcion de los genes esenciales, para causar un
efecto en el metabolismo vital del hongo.

Capitulo VI: Conclusiones

Las reacciones bioquimicas formuladas del mecanismo de silenciamiento “Quelling”, se
aproximan al mecanismo supuestamente utilizado por F. oxysporum, por sus rasgos como hongo
filamentoso con reproduccidn asexual. Y se consideran: la produccidn de siRNA en segmentos de
aproximadamente 25 nt y la amplificacién de dsRNA por parte de QDE-1 a través del RNA
aberrante; que son caracteristicas distintivas del mecanismo en hongos frente a mamiferos e
insectos. Ademas, los modelamientos matematicos de cada gen son especificos, por la
aplicacion de los parametros Unicos de cada mRNA objetivo.

A partir de las reacciones bioquimicas se desarrollé un modelo matematico base en
forma de un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias, donde con el cambio de la tasa de
transcripcién de mRNA obijetivo y cantidad de siRNA, producto de la accién de la enzima Dicer;
permitié adecuar el modelo para cada dsRNA sintético disefiado por iGEM Ecuador.

La simulacién computacional de cada modelo matematico resultante se realizé a través
del programa MATLAB, donde se identificd el mismo efecto de saturacidon encontrado en
experimentacion in vivo; posiblemente relacionado con la produccion continua y reciclaje de
complejo RISC-siRNA, afectando a todo el sistema. A mayor concentracion de dsRNA, mayor el
efecto de silenciamiento que desencadena en el sistema.

La taza de transcripcion de mRNA objetivo dependiente del tamafio del ADN codificante
de cada gen, y la cantidad de siRNA producidos por accién de Dicer, dependiente del tamafio del

dsRNA disefiado, influyen en el silenciamiento de ARN en hongos. Esto se evidencié en el
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comportamiento de las concentraciones de siRNA y mRNA basura en funcidn del tiempo,
ademas de las variaciones en dosis necesarias para causar una respuesta deseada en un tiempo
definido. En la relacidén de dosis efecto con la produccion de mRNA, se constatd que el dsRNA
mas eficiente fue del gen ERG11, posiblemente debido a su menor tasa de transcripciéon y menor
tamano de dsRNA. Ademas, todos los modelos alcanzaron niveles de inhibicién de mas del
99.99% de mRNA de los genes esenciales en un tiempo de 5 dias con concentraciones menores
de5x 107° pmol de dsRNA sintético; alcanzando probablemente a evitar la infecciéon de FOC
RT4, por afectar su metabolismo vital.

Capitulo VII: Recomendaciones

Debido al poco estudio de endocitosis mediada por clatrina y la produccién de mRNA o
proteinas por parte de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4, no se lograron
obtener los parametros de adsorcion de dsRNA sintético y sélo se pudieron estimar las tazas de
transcripcién aproximadas de los mRNA objetivos; por lo cual se recomienda realizar
experimentos en laboratorio para definir adecuadamente dichos parametros y ajustar el modelo
con estos para que se acerque mas a la realidad.

Se recomienda que, para realizar una comparacién experimental con el modelo
matematico, se reduzca la reaccion de produccion del siRNA y en lo posible reducir la derivada
del complejo RISC-siRNA-mRNA; para que en la practica sea mas manejable el obtener las
constantes o tazas necesarias que acttan en el sistema biolégico por medio de la
experimentacion (Campos, 2017). Este proceso se lo puede realizar aplicando la denominada
Aproximacion Quasi-Estacionaria (QSSA por las siglas en inglés) en las EDOs de reacciones
bioquimicas rapidas con respecto a otras, y se obtiene relaciones algebraicas entre las especies

del sistema (Picé et al., 2015).
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Bibliograficamente este sistema también puede ser expresado a través de la reaccién
enzimatica de Michaelis — Menten, donde el complejo RISC-siRNA cargado seria la enzima activa
con concentraciéon constante, el ARNm seria sustrato y como producto tendriamos el mRNA
basura (Cuccato et al., 2011). No se utilizé esta representacién ya que no toma en consideracién
la formacién del complejo RISC-siRNA que depende de forma estequiométrica por la constante
X, de la longitud del dsRNA sintético ingresado. Pero dentro del modelamiento podria aplicarse
en el caso de la formacién del complejo RISC-siRNA-mRNA, tomando este ultimo como
producto, complejo RISC-siRNA como enzima y como sustrato la hebra pasajera que se escinde
del duplex siRNA; seglin Dang et al. (2011).
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